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3 THEORETISCHER HINTERGRUND

Escherichia coli (E. coli) gehoren zur Familie der Enterobacteriaceae und sind eine
genetisch heterogene Spezies von Bakterien. Typischerweise sind sie apathogen und Teil
der physiologischen Flora des Gastrointestinaltraktes bei Mensch und Tier. E. coli
kolonisiert diesen beim Menschen innerhalb weniger Stunden nach der Geburt. Im
Normalfall koexistieren kommensale E. coli und der Wirt symbiotisch und verursachen nur
in immunsupprimierten Wirten oder bei Lasionen des Darmepithels Erkrankungen. Sie
konkurrieren mit fakultativen Anaerobiern um die Besiedlung der Mukosaschicht des
Kolons von Sdugetieren. Einige Stimme von E. coli-Klonen erlangten iiber horizontalen
Gentransfer neue genetische Elemente, die beispielsweise zu einer verbesserten
Anpassung an neue biologische Nischen filihrten. Die sogenannten Virulenzfaktoren
koénnen auf mobilen genetischen Elementen kodiert sein, die auch an andere Stimme
weitergegeben werden konnen, oder sie liegen stabil im Genom integriert vor. Durch die
Kombination verschiedener Virulenzmerkmale entstehen neue E. coli-Pathotypen, die

beim Menschen zu intestinalen oder extraintestinalen Erkrankungen fithren kénnen.

3.1 Enterohamorrhagische Escherichia coli

Die humanpathogenen E.coli wurden beziiglich ihrer Virulenzfaktoren und Patho-
mechanismen Klassifiziert (Nataro and Kaper, 1998). Zur Entdeckung der
enterohdmorrhagischen E. coli (EHEC) fiihrten zwei epidemiologische Beobachtungen im
Jahr 1983: Zum einen wurde von Karmali et al. ein Stamm in Stuhlproben von Patienten
mit hdmolytisch-urdmischem Syndrom (HUS) entdeckt, der ein Zytotoxin mit einem hohen
toxischen Potential gegen Verozellen (Zelllinie aus Nierenepithelzellen von griinen
Meerkatzen) sezerniert (Karmali et al, 1983a). Zum anderen beschrieben Riley et al. die
Untersuchung zweier Ausbriiche gastrointestinaler Erkrankungen, die mit nicht
durchgegarten Hamburgerfrikadellen in einem Fastfood-Restaurant in Verbindung

gebracht werden konnten (Riley et al, 1983). Aus den Stuhlproben der an
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hamorrhagischer Kolitis (engl.: hemorrhagic colitis, HC) erkrankten Patienten konnte

ebenfalls ein Serotyp von E. coli nachgewiesen werden, welcher ein Zytotoxin sezerniert.

Der von Karmali et al. (1983a) durchgefiihrte Zytotoxizitatstest auf Verozellen wurde
urspriinglich von Konowalchuk et al. (1977) publiziert. Da sich der Effekt der toxinhaltigen
Kultur-Filtrate deutlich von dem der bekannten enterotoxischen E. coli unterschied, wurde
das Toxin zundchst Vero Toxin und die produzierenden Stdmme Vero Toxin-
produzierende E. coli (VTEC) genannt. Etwa zeitgleich konnte von O'Brien et al. gezeigt
werden, dass Uberstinde von diesen E. coli-Stimmen zytotoxische Effekte auf HeLa-Zellen
(humane Zervixkarzinom-Zelllinie) haben und diese durch Antikorper gegen das Shiga
Toxin von Shigella dysenteriae Serotyp 1 neutralisiert werden kénnen (O'Brien et al., 1977
und 1980). Diese wurden folglich Shiga-like Toxine (SLT) und die Stdmme SLT-
produzierende E. coli (STEC) genannt. Es wurde anschlief3end gezeigt, dass SLT und Vero
Toxin identisch sind und auch der von Riley isolierte E. coli-Stamm des Serotyps 0157:H7
dieses Toxin sezerniert (O'Brien et al, 1983). Schlief3lich stellten Karmali et al. die These
auf, dass SLT bzw. Vero Toxin der gemeinsame Virulenzfaktor bei HC und HUS ist (Karmali
et al, 1983b). Aufgrund dieser historisch begriindet verwirrenden Nomenklatur und deren
Gebrauch auch in der aktuellen Literatur, wird in dieser Arbeit mit Shiga Toxin (Stx)

immer das Toxin der EHEC bezeichnet.

Die Bezeichnung des Pathotyps "enterohamorrhagische E. coli" wurde zundchst von Levine
et al. (1987) mit der Definition eingefiihrt, dass diese mit der CVD419-Sonde hybridisieren.
Inzwischen ist diese Definition erweitert worden, sodass heute alle E. coli-Stamme zu den
EHEC gezahlt werden, die humanpathogen sind und beim Menschen Durchfille, HC oder
HUS verursachen, Stx exprimieren, eine attaching and effacing (A/E)-Lasion an
Epithelzellen ausbilden und iiber das 60 MDa grof3e Virulenzplasmid verfiigen (Paton and

Paton, 1998; Nataro and Kaper, 1998).
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Die verschiedenen Pathotypen der E. coli sind haufig klonale Gruppen, die durch
gemeinsame O- (Ohne Hauch, basiert auf Lipopolysacchariden, LPS) und H- (Hauch, basiert
auf Geifdeln) Antigene charakterisiert werden konnen (Kauffmann, 1944). Dabei unter-
scheidet man zwischen Serogruppen (nur O-Antigene) und Serotypen (O- und H-
Antigene). Synonym zum Begriff des Serotypen wird auch die Bezeichnung Serovar (kurz
fir Serovarietas) verwendet. Zudem konnen E.coli anhand ihrer unterschiedlichen
Kapselantigene (K-Antigene) differenziert werden (@rskov et al, 1977; @rskov and
@rskov, 1992). Seit Einfiihrung dieser Klassifizierungsmethode wurden bereits mehr als
180 verschiedene O-Antigene, ~ 60 H-Antigene und ~ 80 K-Antigene beschrieben
(Whitfield and Roberts, 1999; Robins-Browne and Hartland, 2002; Gyles, 2007). Weltweit
wurden bisher tiber 500 EHEC-Stimme serotypisiert (Bettelheim, 2007). Vielfach sind
EHEC-Stdmme auch unbeweglich (engl.: nonmotile, NM). So findet man neben dem
haufigsten Vertreter der HUS-assoziierten EHEC-Stimme, dem Serotyp 0157:H7, auch den
Sorbitol-fermentierenden (SF) EHEC 0157:NM als haufige Ursache fiir HUS-Erkrankungen
in Europa (Karch et al, 1990, 1993; Bielaszewska et al., 1998; Eklund et al, 2006). In
Deutschland stellt dieser Serotyp die zweithdufigste Ursache von HUS-Fillen dar
(Friedrich et al, 2002; Karch et al, 2005). Die Assoziation von Serogruppen mit
unterschiedlich schweren Krankheitsverlaufen beim Menschen fiihrte zu einer
Klassifizierung in fiinf Seropathotypen (Karmali et al, 2003). Der Seropathotyp A
beinhaltet die hoch-virulenten Serotypen 0157:H7 und 0157:NM. Zu Seropathotyp B
zahlen 026:H11, 0103:H2, 0111:NM, 0121:H19 und 0145:NM, die ebenfalls schwere
Krankheitsverlaufe und Ausbriiche verursachen konnen, allerdings seltener gefunden
werden. Der Sero-pathotyp C besteht aus Serotypen, die zwar sporadisch das HUS
verursachen, aber nicht mit Ausbriichen in Verbindung gebracht wurden, wie
beispielsweise 091:H21 und 0113:H21. Serotypen der Pathotypen D und E sind solche
Stamme, die nur selten zu Diarrh6 fiihren oder nicht als relevante humanpathogene

Erreger gelten.

Aufgrund der enormen genetischen Diversitit von EHEC, die auf Insertionen und
Deletionen sowie Bakteriophagen zuriickzufiihren ist (Kudva et al, 2002; Shaikh and Tarr,

2003; Nielsen et al., 2006), miissen diese liber die Serotypisierung hinaus subtypisiert
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werden, um epidemiologische Untersuchungen durchzufiihren sowie ein Frithwarnsystem
bei geographisch zerstreuten Nahrungsmittel-bedingten Ausbriichen zu etablieren. Weit
verbreitete Methoden hierzu stellen die Pulsfeld-Gelelektrophorese, die Multilokus-
Sequenz-Typisierung oder die direkte Hybridisierung der pathogenitatsrelevanten Gene
mit Hilfe der Chiptechnologie (sog. Pathoarrays) dar. Aufgrund der unterschiedlichen
Charakteristika von EHEC-Stdmmen eines Serotyps werden mit dem Voranschreiten der
Genom-Sequenzierungstechnologie zukiinftig Klassifizierungen, die auf Gesamtgenom-

analysen beruhen, Verwendung finden.

Mit mehr als 514 isolierten EHEC-Serotypen aus Rinderfazes stellen Rinder das
Hauptreservoir der EHEC dar (Beutin et al., 1993; Bettelheim, 2003; Blanco et al., 2004b).
Von den iiber 470 beim Menschen isolierten EHEC-Serotypen konnten die meisten
ebenfalls aus Rindern und/oder Rindfleisch isoliert werden (Beutin et al, 1993;
Bettelheim, 2003; Blanco et al,, 2004a). Obwohl Rinder als das Hauptreservoir von EHEC
gelten, ergaben epidemiologische Studien, dass EHEC auch im Gastrointestinaltrakt
anderer domestizierter Tiere (Schweine, Schafe und Ziegen) und Haustieren (Katze und
Hund) sowie in Végeln vorkommen (Karmali, 1989; Beutin et al, 1993; Caprioli et al,
1993; Wray et al, 1994; Kudva et al, 1996; Schmidt et al, 2000). In den meisten Fillen
sind diese Tiere asymptomatische Ausscheider; allerdings fiithren einige der EHEC-Stamme

zu intestinalen Lasionen.

Zur Bestimmung der Pravalenz von EHEC in Rindern wurden zahlreiche Studien
durchgefiihrt, die sich allerdings in der Methodik des Nachweises unterschieden und so zu
unterschiedlichen Ergebnissen kamen (Gyles, 2007 und zitierte Referenzen). Zudem gibt
es Unterschiede beziiglich der Ausscheidung von EHEC: Meist finden sich in Fazes von
Rindern weniger als 100 Kolonie-bildende Einheiten (Kbe) pro Gramm (LeJune et al,
2006), wohingegen in sog. Superausscheidern bis zu 4 x 107 Kbe/g Fazes nachgewiesen

wurden (Fegan et al., 2004; Widiasih et al., 2004).



Theoretischer Hintergrund 9

Die Infektion des Menschen ist zumeist Lebensmittel-bedingt; die haufigste Ursache ist die
Aufnahme von Lebensmitteln oder Wasser, welche durch Fiazes oder Darminhalt beim
Schlachtvorgang kontaminiert wurden. Zu den Infektionsquellen, welche zu sporadischen
Krankheitsfdllen oder Ausbriichen mit mehreren tausend Infizierten fihrten, zihlen
Fleisch und Wurstprodukte, Rohmilch, Rohmilchkdse, unpasteurisierter Apfelsaft,
Blattsalat, Rettichsprossen sowie Trink- und Badewasser (Erickson and Doyle, 2007;
Gyles, 2007). Neben dem direkten Kontakt von Mensch zu Tier, beispielsweise in Streichel-
zoos oder in der Landwirtschaft, ist auch die Transmission von EHEC von Mensch zu
Mensch durch Schmierinfektionen dokumentiert worden (Griffin et al,, 1991; Reida et al,
1994). Als Ursachen fiir die bisher grofdten Ausbriiche wurden unvollstiandig durchgegarte
Hamburgerfrikadellen (1993, USA, 50 HUS-Falle; Griffin et al, 1994) und Rettichsprossen
(1996, Japan, uber 100 HUS-Fille; Fukushima et al, 1997) identifiziert. Aufgrund der
langen Persistenz von EHEC in der Umwelt (Varma et al, 2003) und der geringen
Infektionsdosis von 50-100 Bakterien, die auf die hohe Sauretoleranz der EHEC zurick-
gefithrt wird (Tilden et al., 1996; Bell et al.,, 1994), kann eine Infektion auch zeitverzogert
erfolgen. Seit 1998 sind gemafd §6 und §7 des deutschen Infektionsschutz-gesetzes das
enteropathische HUS und der Nachweis von EHEC meldepflichtig. Im Jahr 2008 sind in
Deutschland 835 EHEC-Infektionen gemeldet worden (Inzidenz = 1 Fall/100.000
Einwohner); davon 58 HUS-Fille (Inzidenz = 0,1 Falle/100.000 Einwohner) (Infektions-
epidemiologisches Jahrbuch meldepflichtiger Krankheiten fiir 2008, Robert Koch-Institut).

Die klinischen Manifestationen von EHEC-Infektionen sind am besten fir Krankheiten, die
von EHEC 0157:H7 ausgelost wurden, charakterisiert (Abbildung 1). Nach einer typischen
Inkubationszeit von 3-4 Tagen (Bell et al, 1994) entwickeln die Patienten wassrige
Diarrho begleitet von Unterleibskrampfen. Innerhalb der nachsten Tage verdndert sich in
90 % der Falle die wassrige in eine blutige Diarrh6 (Karch et al, 2005). Wahrend etwa
85 % aller Erkrankten 8-12 Tage nach der Infektion spontan genesen, entwickeln bis zu

15 % ein HUS (Bell et al., 1997; Tarr et al., 2005), welches in etwa 3 % der Falle todlich
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verlauft. Als besondere Risikofaktoren gelten hierbei niedriges oder hohes Alter sowie die

Blutgruppe P1.

Hamolytisch-
urdmisches Syndrom
(HUS)

(~ 15%)

Tage: -3 -2 -1 0 1 2 3

| |
Infektion ~Wassrige Diarrhd,  Blutige

Unterleibskrémpfe  Diarrhé Spontane

Genesung
(~ 85%)

Abbildung 1: Graphische Darstellung des typischen Verlaufs einer EHEC-Infektion (modifiziert nach Tarr
etal, 2005).

Als Kriterien fiir die Diagnose eines HUS konnen folgende Parameter herangezogen
werden: Ein Himatokrit-Wert von unter 30 % zusammen mit einem lichtmikroskopischen
Nachweis von Erythrozyten-Schiadigungen (hdmolytische Andmie), weniger als 1,5 x 105
Thrombozyten pro ul Blut (Thrombozytopenie) und einer erhéhten Konzentration von
Kreatinin im Serum (Lockitch et al, 1988; Wong et al, 2000; Gerber et al, 2002).
Patienten, die ein HUS entwickeln, leiden an wassriger Diarrho (87 %), blutiger Diarrho
(60 %), Fieber iiber 38,5 °C zu Beginn der Beschwerden (45 %), neurologischen
Symptomen (24 %) wie Reizbarkeit, Lethargie, Krampfen, Koma und Hirnschlag, Anurie
(65 %) und Hypertonie (33 %) (Siegler, 1995; Gerber et al,, 2002). In etwa 60 % der Falle
kommt es wahrend der akuten Erkrankungsphase zu einem Nierenversagen, das eine
Dialyse erfordert. Zudem entwickelt jedes zehnte Kind mit einem HUS Herzfunktions-
storungen (Brandt et al, 1994). Wahrend die meisten Patienten nach einem HUS
vollstandig genesen, kommt es bei > 25 % der Patienten zu einer chronischen renalen
Insuffizienz (Brandt et al, 1998; Garg et al., 2003). Weitere Spatfolgen eines HUS kénnen

Diabetes mellitus, neurologische Funktionsstérungen, Bluthochdruck, Verengung des
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Kolons, Gallensteine und Proteinurie oder Himaturie sein (Karmali, 1989; Siegler, 1995;

Brandt et al., 1998).

Von einer Behandlung EHEC-infizierter Patienten mit Antibiotika oder Anti-Motilitats-
Agentien sollte abgeraten werden, da deren Applikation mit einem erhohten Risiko fiir die
Entwicklung eines HUS assoziiert werden konnte (Wong et al, 2000; Cimolai et al, 1994;
Bell et al., 1997). Stattdessen sollten die Patienten hospitalisiert und mit hypervolamischer
Hamodilution behandelt werden (Tarr and Neill, 2001). Etwa 80 % der Patienten, die ein
HUS entwickeln, benétigen Erythrozytentransfusionen (Brandt et al, 1994; Tarr et al,
1989). Als Therapieansatz wurde versucht, die Stx mit Rezeptoranaloga oder Anti-Stx-
Antikérpern zu neutralisieren sowie probiotische Bakterien mit hochaffinen Stx-
Rezeptoren zu bestilicken. Jedoch gibt es zum gegenwartigen Zeitpunkt keine Therapie fiir

eine EHEC-Infektion, sondern nur unterstiitzende Mafdnahmen (Andreoli et al., 2002).

Der Pathomechanismus der EHEC-Bakterien im Menschen ist bis jetzt nur teilweise
aufgeklart. Nach der Passage durch das saure Milieu des Magens erfolgt die Besiedelung
des Kolons durch Adhasion an intestinale Epithelzellen. Der am besten charakterisierte
EHEC-Adhédrenz-Mechanismus ist der Intimin-vermittelte bzw. die attaching and effacing
(A/E) Adhérenz (Paton and Paton, 1998 und zitierte Referenzen). Nach Kolonisierung
werden EHEC-Virulenzfaktoren, insbesondere Stx, produziert. Da die intestinalen Epithel-
zellen nicht den spezifischen Rezeptor fiir Stx, das Globotriaosylceramid (Gb3Cer/CD77),
exprimieren, werden diese Zellen nicht direkt geschadigt. Es kommt zu einer Trans-
lokation der Toxine vom Lumen des Kolons in den Blutkreislauf. Die Prozesse, die dieser
Translokation zugrunde liegen, sind nicht bekannt. Als mégliche Routen kommen Lasionen
der mukosalen Barriere, die durch Stx oder andere EHEC-Virulenzfaktoren verursacht
werden, oder Liicken zwischen benachbarten Epithelzellen in Frage. Eine andere
Moglichkeit ist der aktive Transport der Stx durch die intakten Epithelzellen (Acheson et
al, 1996). Der Transport von Stx in der Blutbahn ist umstritten; einige Studien nennen
polymorphokernige Leukozyten als Carrier (Brigotti et al, 2006, 2008), andere
widersprechen dieser These (Geelen et al, 2007). Die Stx binden an die Rezeptor-
exprimierenden Zielzellen, bei denen es sich hauptsichlich um mikrovaskuldre
Endothelzellen handelt und schadigen diese (siehe auch Kapitel 3.3). Durch die Verletzung

des Endothels und/oder direkte Stx-vermittelte Vernetzung von Gb3Cer-exprimierenden
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Thrombozyten kommt es zur Thombozytenaggregation und Thrombozytenadhdsion an
das Subendothel. Die nicht-adharierten Thrombozytenaggregate werden durch das
retikuloendotheliale System phagozytiert (Tarr et al, 2005), was zu einer Thrombo-
zytopenie fithren kann (Zoja et al., 1992; Karpman et al,, 2001). Weiterhin kénnen durch
diese Aggregation gebildete Thromben die Kapillaren, besonders von Gehirn und Niere,
verstopfen und somit zu schwerwiegenden Organschiden fiihren. Die der hamolytischen
Andmie zugrunde liegenden Hdmolyse wird einer mechanischen Fragmentierung der
Erythrozyten im geschadigten vaskuldren System oder oxidativem Stress zugeschrieben

(Zojaetal, 1992).

3.2 Shiga Toxin-unabhdngige EHEC-Virulenzfaktoren

Neben den Stx, die als Hauptvirulenzfakoren der EHEC angesehen werden, ist eine grofde
Anzahl potentieller Virulenzfaktoren identifiziert und teilweise charakterisiert worden.
Dazu zdhlen im Wesentlichen Adhasine, Toxine und Serinproteasen. Nicht jeder EHEC-
Stamm weist eine hohe Virulenz auf (Karmali et al, 2003) und HUS kann auch von
Stammen verursacht werden, die kein Stx exprimieren (Schmidt et al, 1999). Daher
werden diese Stx-unabhdngigen Faktoren, welche die Pathogenese durch Eingriff in
zelluldre oder systemische Vorgidnge potentiell beeinflussen kénnen, kurz vorgestellt.
Aufgrund der Vielzahl verschiedener Virulenzfaktoren wird im Folgenden nur auf die
Wichtigsten eingegangen. Eine gute Ubersicht iiber die potentiellen Virulenzfaktoren der
EHEC liefert Gyles (Gyles, 2007). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Produktion
verschiedener Stx-unabhdngiger Virulenzfaktoren mit Endothel-schadigenden Eigen-
schaften von EHEC-Stimmen, die mit schweren Krankheitsverlaufen wie HC und HUS
assoziiert sind, eine Neubewertung der Gefahrenpotentiale der Nicht-Stx-Determinanten
zur Folge haben sollte. Die Wechselwirkungen der Toxine und deren Effekte auf den Wirt
sind wenig untersucht und es ist fraglich, ob nicht ein Zusammenspiel der Virulenz-

determinanten die Schwere eines Infektionsverlaufes beeinflusst.
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Adhasine sind essentielle Faktoren fiir die Persistenz der EHEC im Gastrointestinaltrakt
von Mensch und Tier. Durch die Fahigkeit, an eine Vielzahl von biotischen und abiotischen
Oberflaichen zu adhédrieren, kann der Erreger eine Nische, die ihrerseits durch ver-
schiedene wirtsspezifische Rezeptoren bzw. Oberflichen definiert wird, erfolgreich
besiedeln (Gerlach and Hensel, 2007). Zudem stellt die Kolonisierung den initialen Schritt
des Infektionsprozesses dar, da sich nur diejenigen EHEC der Darmperistaltik widersetzen
konnen, die am Darmepithel adharieren. Die Bindung der Bakterien kann wirtsseitig zur
Aktivierung von Signalkaskaden in Darmepithelzellen fiithren, die beispielsweise eine
Immunantwort oder eine Umorganisation des Zytoskelettes initiieren. Diese wiederum
beeinflussen die Genexpression der Bakterien, die pathorelevant ist (Soto and Hultgren,
1999). Um der Immunantwort zu entgehen, ohne dabei jedoch die Adhasivitat zu verlieren,
koénnen die Bakterien die Expression ihrer eigenen Oberflachenstrukturen variieren
(antigenische Variation) und/oder modulieren (Phasenvariabilitdt). Dies gilt insbesondere

fir nicht-fimbrielle und fimbrielle EHEC-Adhé&sine.

Die Bindung der EHEC an das intestinale Epithel erfolgt nach bisherigem Kenntnisstand
Intimin-vermittelt (Tzipori et al., 1995; Nataro and Kaper, 1998; Kaper et al., 2004). Dabei
geht der Biirstensaum des Darmepithels verloren und es kommt zellseitig zur typischen
Ausbildung von podestartigen Ausstiilpungen (A/E-Lasion), die durch Verdanderungen im
Aktin-Zytoskelett zu erklaren sind. Dieser Phanotyp ist genetisch auf eine Pathogenitats-
insel, die als locus of enterocyte effacement (LEE) bezeichnet wird, zurtickzufiihren (Nataro
and Kaper, 1998). Dieser etwa 43,4 kb umfassende chromosomale Bereich enthalt die
Gene eae (engl.: E. coli attaching and effacing), welches flir das Protein Intimin kodiert, ein
Typ IlI-Sekretionssystem, den Intimin-Rezeptor tir (engl.: translocated intimin receptor)
und das Sekretionssystem esp (engl.: E. coli secreted proteins) (McDaniel et al., 1995; Jarvis
and Kaper, 1996; Perna et al., 1998). Nicht alle EHEC besitzen das eae-Gen, doch konnten
eae-positive Stamme mit einer erh6hten Gefahr fiir die Entwicklung eines HUS assoziiert
werden (Ethelberg et al, 2004). Zu den nicht-fimbriellen Adhdsinen zdhlen zudem der
EHEC-Adharenzfaktor Efal (engl.: EHEC factor for adherence) (Nicholls et al,, 2000; Janka
etal, 2002), das chromosomale Tha (engl.: IrgA homologue adhesin) (Tarr et al., 2000),
OmpA (engl.: outer membrane protein A) (Torres and Kaper, 2003), Saa (engl:



14 Theoretischer Hintergrund

STEC autoagglutinating adhesin) (Paton et al, 2001) und das plasmidkodierte Toxin B
(Tatsuno et al, 2001). Die Funktion dieser im Adhasionsprozess ist nur teilweise

charakterisiert (Gyles, 2007).

Insgesamt enthalt das Genom von EHEC 0157:H7 16 Gencluster, die fimbrielle Adhasine
kodieren (Low et al, 2006); wobei allerdings bislang nur die Expression einiger davon
beobachtet wurde. Zu den fimbriellen Adhdsinen gehdren die langen, polaren Fimbrien
(engl.: long polar fimbriae, Lfp) (Dougthy et al., 2002), Sfa (engl.: S fimbriae major subunit)
(Spears et al, 2006) und Sfp (engl.: sorbitol-fermenting EHEC 0157 fimbriae, plasmid-
encoded) (Brunder et al, 2001). Sfp-Fimbrien sind auf dem grofden Virulenzplasmid der
(SF) EHEC 0157:NM kodiert (Friedrich et al.,, 2004) und wurden kiirzlich in einigen EHEC
0165:H25/NM-Stdammen gefunden (Bielaszewska et al.,, 2009a). Es konnte gezeigt werden,
dass die Expression von Sfp-Fimbrien durch ein mikroaerophiles Milieu induziert wird

(Miisken et al., 2008).

3.2.2.1 Das cytolethal distending toxin

Das cytolethal distending toxin (CDT) wurde von Janka et al. im Isolat 493/89 SF EHEC
0157:NM entdeckt (Janka et al, 2003) und als neues Mitglied der CDT-Familie CDT-V
benannt. Weitere Arbeiten ergaben, dass CDT-V von der Mehrzahl der SF EHEC 0157:NM
(Janka et al, 2005), einigen EHEC 0157:H7 (speziell von Stimmen, die bestimmten
Phagentypen zugeordnet sind) (Friedrich et al, 2006) und einzelnen Nicht-O157 EHEC
produziert wird (Bielaszewska et al, 2004). CDT-V wird durch ein Gencluster kodiert, das
die drei Untereinheiten des Toxins, cdt-A, cdt-B und cdt-C, beinhaltet (Janka et al., 2003).
Wie andere Mitglieder der CDT-Toxinfamilie (Thelestam und Frisan, 2004; Smith and
Bayles, 2006) ist CDT-V ebenfalls primar ein Genotoxin. Die B-Untereinheit des CDT-V, die
eine DNAase-I-ahnliche Aktivitat besitzt, verursacht Doppelstrangbriiche in der DNA von
Saugerzellen (Bielaszewska et al, 2005). Mit den DNA-Reparaturmechanismen einher-

gehend wird der Zellzyklus in der Gz-Phase arretiert, was nachfolgend zu apoptotischem
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oder nicht-apoptotischem Zelltod fiihrt (Bielaszewska et al.,, 2005). Der genotoxische und
Zellzyklus-modulierende Effekt wurde flir humane mikrovaskuldre Endothelzellen, welche
die Primarziele wahrend des HUS darstellen, gezeigt (Bielaszewska et al.,, 2005). Daher

kann davon ausgegangen werden, dass CDT-V zur Pathogenese der Krankheit beitragt.

3.2.2.2 Das EHEC-Hamolysin

Das EHEC-Hamolysin wurde von Schmidt et al. als ein neues Hamolysin von E. coli, das auf
dem grofien Plasmid von EHEC 0157:H7 (p0157) kodiert ist, entdeckt (Schmidt et al,
1994, 1995, 1996a). Das pO157 besitzt ein Operon mit den Genen EHEC-hlyC, EHEC-hlyA,
EHEC-hlyB und EHEC-hlyD, die 61-69 %ige Nukleotid-Sequenzhomologien zu den Genen
des hlyCABD-Operons aufweisen, welches fiir E. coli a-Hamolysin kodiert (Welch, 2001).
EHEC-hlyA kodiert fiir das 107 kDa grofle Protein EHEC-Hly, das fiir den typischen
enterohdmolytischen Phdnotyp (eine begrenzte Hamolyse, welche sich von der
vollstandigen Hamolyse durch a-Hamolysin unterscheidet) von Erythrozyten auf Blutagar
verantwortlich ist (Schmidt et al., 1995). Es mehren sich Hinweise, dass EHEC-hlyB und
EHEC-hlyD, analog zu a-Hamolysin, den Transport von EHEC-HIyA aus der Bakterienzelle
vermitteln und EHEC-hlyC fiir die posttranslationale Aktivierung von EHEC-Hly bendétigt
wird (Schmidt et al., 1995, 1996a).

Beziiglich seiner Aktivitat ist EHEC-Hly ein porenformendes Toxin, das der Gruppe der
RTX (engl.: repeat-in-toxin)-Toxine zugeordnet wird (Schmidt et al,, 1996b). Zusatzlich zu
der Fahigkeit Erythrozyten verschiedener Spezies und bovine Lymphozyten zu lysieren
(Bauer and Welch, 1996), wirkt EHEC-Hly auch zeit- und dosisabhdngig zytolytisch auf
humane mikrovaskuldre Endothelzellen (Aldick et al. 2007) und ist damit potentiell an
deren Schadigung wahrend eines HUS mitverantwortlich. Neben der direkten Zytotoxizitat
ist EHEC-Hly in der Lage, die Abgabe des proinflammatorischen Zytokins Interleukin-1(3
(IL-1B) von Monozyten auszulosen (Taneike et al. 2002). Da IL-18 zu den Zytokinen
gehort, die den Stx-Rezeptor Gb3Cer auf Endothelzellen hochregulieren (Ramegowda
etal, 1999), kann EHEC-Hly den Effekt von Stx auf das Endothel verstirken und so
indirekt zur Endothelschdadigung beitragen. Die Beteiligung von EHEC-Hly an der HUS-
Pathogenese wird zum einen durch den Nachweis spezifischer Antikorper gegen EHEC-Hly

in 19 von 20 Patientenseren nach einem HUS unterstiitzt (Schmidt et al, 1995). Zum
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anderen zeigten epidemiologische Untersuchungen, dass EHEC-Hly von einem Grof3teil der
Stamme produziert wird, die zu den HUS-auslosenden Serogruppen gehoren (026, 0103,
0111, 0145, 0157) (Schmidt et al., 1996b, 1999; Mellmann et al., 2005; Bielaszewska et al.,
2007).

Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass EHEC-Hly nicht nur in freier Form, sondern auch
Membranvesikel (MV)-assoziiert wahrend des Wachstums von EHEC-Stdmmen sezerniert
wird (Aldick et al., 2009). Die dadurch bis zu 80-fach erhohte Stabilitit und verlangerte
hamolytische Aktivitat verstarkt das biologische Schadigungspotential gegentiber den
Erythrozyten (Aldick et al., 2009), wobei die Konsequenzen fiir die Pathogenese von HUS
bislang unbekannt sind. Die hamolytische Andmie ist eine der definierenden klinischen
Charakteristika von HUS, allerdings konnte die Beteiligung von EHEC-Hly an diesem

Prozess noch nicht bewiesen werden.

3.2.2.3 Das Subtilase Zytotoxin

Das Subtilase Zytotoxin (SubAB) (Paton et al, 2004) ist ein ABs-Toxin, welches auf dem
grofden Plasmid von EHEC 0113:H21 kodiert ist. Es ist zusammengesetzt aus einer
enzymatisch aktiven A-Untereinheit, die Sequenz-Gemeinsamkeiten zu einer Subtilase-
dhnlichen Serinprotease von Bacillus anthracis aufweist und fiinf identischen B-Unter-
einheiten, die mit einem von Yersinia pestis exportierten Protein verwandt sind (Paton et
al, 2004). Die zytotoxische Aktivitdit von SubAB beruht auf der Fahigkeit, in die Zellen
einzudringen und spezifisch das essentielle Chaperon BiP (GRP78) des Endoplasmatischen
Retikulums (ER) zu spalten (Paton et al,, 2006), was zu einer Stressantwort des ERs fiihrt
(Wolfson et al., 2008). Eine intraperitoneale Injektion von gereinigtem Subtilase Zytotoxin
in Mause fiihrt zu extensiven mikrovaskuldaren Thrombosen und Nekrosen in Nieren,
Gehirn und Leber (Paton et al., 2004), die den Lasionen in Organen von Patienten mit HUS
dhneln (Richardson et al, 1988). Diese Befunde lassen vermuten, dass SubAB auch zur
Pathogenese von EHEC im Menschen beitragen konnte. Allerdings bindet die B-Unter-
einheit mit hoher Praferenz Glykane mit der terminalen Sialinsdaure N-Glykolyl-
neuraminsaure, die in Menschen zwar nicht synthetisiert wird, aber mit der Nahrung

aufgenommen und inkorporiert werden kann (Byres et al, 2008). Obwohl die genaue
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Mitwirkung des Toxins bei durch EHEC ausgeldsten Erkrankungen unbekannt ist, konnte
gezeigt werden, dass die Spaltung von BiP durch SubAB den Stx-Transport beeinflussen

kann (Yu and Haslam, 2005).

3.2.2.4 Das EHEC vakuolisierende Toxin

Das EHEC vakuolisierende Toxin (EHEC-Vac) ist im Rahmen der Arbeiten fiir die
vorliegende Dissertation als EHEC-Toxin, das primare humane glomerulare Endothelzellen
(engl.: glomerular microvascular endothelial cells, GMVECs) und humane mikrovaskuldre
Gehirnendothelzellen (HBMECs) vakuolisiert und zur Nekrose fiihrt, identifiziert worden
(Bielaszewska et al, 2009b). EHEC-Vac bindet schnell und irreversibel an HBMECs,
woraufthin eine Vakuolenbildung innerhalb von 30 Minuten nach Zugabe zu beobachten
ist. Nach 48 Stunden sind die Zellen maximal vakuolisiert, bevor sie final nekrotisch
sterben. Es konnte gezeigt werden, dass die Vakuolen lysosomalen Ursprungs sind
(Bielaszewska et al, 2009b). Wie bei dem vakuolisierenden Zytotoxin von Helicobacter
pylori (VacA) kann auch die durch EHEC-Vac verursachte Vakuolisierung durch den
Vakuolen-assoziierten Protonenpumpen-Inhibitor Bafilomycin A1l nicht nur verhindert,
sondern auch riickgdngig gemacht werden. Dies ldsst einen dhnlichen zugrunde liegenden
Mechanismus der Vakuolenbildung vermuten. Zusatzlich zu dieser Wirkungsweise
stimuliert EHEC-Vac die Ausschiittung von Interleukin-6 bei HBMECs. Obwohl Vakuolen-
bildung und Nekrose-Induktion von EHEC-Vac bei mikrovaskuldren Endothelzellen zur
Pathogenese von HUS beitragen konnten, ist dies fraglich, da es in den EHEC-Serogruppen,

welche hauptsachlich mit HUS assoziiert werden, nicht vorkommt.

Bakterielle Proteasen tragen wahrend einer EHEC-Infektion durch mannigfaltige Effekte
zur Pathogenese bei. So sind die direkte Degradation von Zytoskelett-Proteinen, die
Spaltung von Immunglobulinen, die Einflussnahme auf das Komplementsystem und die
Aktivierung der Hamostase dokumentiert (Pohlner et al, 1987; Molla et al, 1989;
Kaminishi et al., 1994; Canizalez-Roman and Navarro-Garcia, 2003; Lathem et al., 2004).
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Die plasmidkodierte Serinprotease EspP (engl.: extracellular serine protease, plasmid-
encoded) gehort zu den Serinprotease-Autotransportern der Enterobacteriaceae und zahlt
zu den vorrangig sekretierten Proteinen von EHEC (Henderson and Nataro, 2001). EspP
zeigt proteolytische Aktivitidt gegeniiber verschiedenen Substraten. Unter anderem inter-
agiert es mit der Blutgerinnungskaskade durch die Spaltung des Faktors V (Brunder et al.,
1997), dessen Inaktivierung eine Hemmung der Blutkoagulation und damit eine verstarkte
Blutung des Darmepithels bedingen kénnte, wie sie bei der HC beobachtet wird (Brunder
et al., 1997). Allerdings fehlen bislang experimentelle Daten aus dem Tiermodell, die diese
Hypothese stiitzen wiirden. Bisher wurden vier EspP-Subtypen identifiziert (a, 3, y und §),
die sich in ihrer proteolytischen Aktivitit und dem Transportmechanismus unterscheiden.
Der proteolytisch aktive EspPa-Subtyp wird von EHEC, welche mit schweren

Krankheitsverlaufen und HUS assoziiert sind, produziert (Brockmeyer et al., 2007).

3.3 Shiga Toxine

Im Jahr 1898 identifizierte der japanische Arzt und Bakteriologe Kiyoshi Shiga den Erreger
der Bakterienruhr, der spater nach ihm Shigella dysenteriae benannt wurde. Das fiir die
Pathogenese dieses Erregers verantwortliche Enterotoxin des Serotyps I konnte 1972 von
Keusch et al. isoliert und in weiteren Untersuchungen charakterisiert werden (Keusch and
Jacewicz, 1975). Wie in Kapitel 3.1.1 beschrieben, wurde Anfang der 80er Jahre auch das
Shiga Toxin der EHEC entdeckt (O'Brien et al, 1983). Im Gegensatz zu S. dysenteriae sind
die stx-Gene in EHEC nicht chromosomal kodiert, sondern auf temperenten, lambdoiden
Phagen lokalisiert, die im Chromosom inseriert sind (O'Brien et al, 1984; Newland et al,
1985). Shiga Toxin 1 (Stx1) und Shiga Toxin 2 (Stx2) stellen die beiden Hauptgruppen der
Stx-Familie der EHEC dar und werden durch zwei unterschiedliche Phagen kodiert
(O'Brien et al., 1984; Strockbine et al, 1986). Sie unterscheiden sich bezliglich ihrer
antigenen Eigenschaften und in Zellkultur-Toxinneutralisations-Assays (Sandvig, 2001).
Wahrend der Stx1-Prototyp (Bakteriophage H19B) eine 98 %ige Sequenzhomologie zum
Stx aus S. dysenteriae aufweist (eine Aminosdure Unterschied), ist Stx1 zu Stx2
(Bakteriophage 933W) in der A- und B-Untereinheit nur zu 53 % respektive 64 % homolog
(Johannes and Romer, 2009). Inzwischen wurden neben diesen beiden Hauptgruppen der

Stx weitere Subtypen identifiziert. Dazu zdhlen Stx1c (Zhang et al,, 2002), Stx1d (Biirk et
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al, 2003; Kuczius et al., 2004), Stx2c (Schmitt et al, 1991), Stx2c2 (Jelacic et al, 2003),
Stx2d (Pierard et al., 1998), Mukus-aktivierbares Stx2daktivierbar (Melton-Celsa et al., 1996;
Bielaszewska et al., 2006), Stx2e (Sonntag et al., 2005a), Stx2f (Sonntag et al.,, 2005b) und
Stx2g (Leung et al., 2003). Die Toxinvarianten unterscheiden sich dabei nicht nur in ihrer
Sequenz, sondern auch im bevorzugten Reservoir (Miithing et al., 2009). Nach Miithing
etal gibt es eine Assoziation zwischen dem Toxin-Genotyp und der Pathogenese im
Menschen (Miithing et al,, 2009 und zitierte Referenzen). So kénnen stx,-tragende Stimme
wesentlich haufiger mit der Ausbildung eines HUS in Zusammenhang gebracht werden als

solche, die ausschliefdlich stx; produzieren.

Alle Mitglieder der Stx-Familie sind ABs-Holotoxine, bestehend aus einer enzymatisch
aktiven A-Untereinheit (~ 32 kDa, 293 Aminosduren), die nichtkovalent mit fiinf
identischen B-Untereinheiten (je ~ 7,7 kDa, 69 Aminosauren) verbunden ist (Abbildung
2A). Letztere bilden eine pentamere Struktur, welche die Bindung an den zelluldaren
Glykosphingolipid-Rezeptor Gb3Cer ermdglicht (O'Brien et al, 1992). Die Sekundar-
struktur der einzelnen B-Untereinheiten besteht aus antiparallelen -Faltblattern und
einer a-Helix. Die Spalten, die durch die Interaktion benachbarter [3-Faltblatter entstehen,
fungieren als Bindestellen (Abbildung 2B). Insgesamt ergeben sich pro Holotoxin 15
potentielle Bindungstaschen zu den Rezeptoren (Ling et al, 1998). Allerdings
unterscheiden sich die drei pro B-Untereinheit gebildeten Bindestellen in der Art und

Starke der Wechselwirkung mit dem Rezeptor (Bast et al,, 1999; Fraser et al., 2004).
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Abbildung 2: Darstellung einer berechneten Struktur des Stx1 basierend auf den Rontgenstruktur-
Analysedaten von Ling et al. (1998). A: Holotoxin bestehend aus der A-Untereinheit (rot) und dem Pentamer
aus B-Untereinheiten (griin). B: Pentamere (Donut-férmige) Struktur der B-Untereinheiten mit gebundenen
Gb3-Analoga.

Die A-Untereinheit besteht aus zwei Fragmenten, A; und A, die liber eine Disulfidbriicke
miteinander verbunden sind. Dadurch kommt es zur Auspragung einer Schleife in der
Tertiarstruktur der Proteine, welche eine Konsensussequenz -R-X-X-R- (R = Arginin, X =
beliebeige Aminosaure) fiir die membranverankerte Protease Furin besitzt. Allerdings sind
die umgebenden Aminosduren ebenfalls essentiell fiir die Spaltung. Furin spaltet nach
Internalisierung des Toxins die A-Untereinheit C-terminal nach Arginin 249 (Stx1) bzw.
250 (Stx2) in eine ca. 27,5 kDa grofie katalytisch aktive Ai- und eine ca. 4,5 kDa grofde
Az-Untereinheit (Garred et al, 1995; Lea et al, 1999; Kurmanova et al, 2007). Diese
Spaltung ist fiur die Retro-Translokation des enzymatisch aktiven A;-Fragments zum
Wirkungsort des Toxins, dem Zytosol, unabdingbar. Das Az-Fragment ist essentiell fiir die
Bildung des Holotoxins, da Austin et al. 1994 zeigen konnten, dass sich zwar A- und
B-Untereinheiten spontan in vitro zusammenlagern, das Ai-Fragment dazu jedoch nicht in
der Lage ist. Weitere Arbeiten ergaben, dass eine neun Aminosduren lange o-Helix des
Az-Fragments die Pore der pentameren B-Untereinheit penetriert und so die
nichtkovalente Assoziation von A- und B-Untereinheit ermdéglicht (Stein et al, 1992;

Richardson et al, 1997; Fraser et al, 2004). Mit Ausnahme von Stx2e (Bindung an
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Globotetraosylceramid) binden die B-Untereinheiten von Stx1 wund Stx2 mit
unterschiedlichen Affinititen (Head et al, 1991) an die gleiche Rezeptorstruktur
(Lingwood et al,, 1987; Waddell et al., 1988; Miithing et al, 2009). Die A-Untereinheiten
zeigen identische enzymatische Aktivitat (Head et al., 1991; Fraser et al., 2006).

Overlay-Assays mit radioaktiv markiertem Stx ergaben, dass das Toxin an die
Glykosphingolipide (GSL) Gb3Cer, Globotetraosylceramid (Gb4Cer) und an das
Pi-Blutgruppenantigen bindet (Lindberg et al.,, 1987). In weiteren Untersuchungen konnte
eine Inhibition der Toxin-Bindung durch Rezeptor-Analoga, Anti-Gb3Cer-Antikdrper oder
Verdau der membranstindigen Glykosphingolipide durch a-Galaktosidase gezeigt werden
(Jacewicz et al, 1986; Lingwood et al., 1987; Mobassaleh et al., 1989). Somit konnte der

dominante zelluldare Rezeptor von Stx eindeutig als Gb3Cer identifiziert werden.

Oliaosaccharid Fettsaure mit variabler
g AL Kettenldnge (C14 - C26)
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Abbildung 3: Struktur des Stx-Rezeptors Gb3Cer. Er besteht aus einem hydrophilen Oligosaccharidanteil und
einem hydrophoben Ceramidanteil, der eine Fettsdure mit variabler Kettenldnge enthalten kann.

Das Globotriaosylceramid ist ein neutrales, amphipathisches Molekiil, das - wie alle GSL -
aus einem hydrophilen Saccharidanteil und einer hydrophoben Kohlenwasserstoff-

Komponente besteht (Abbildung 3). Der hydrophobe Bereich (Ceramid) ist seinerseits aus
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dem Aminoalkohol Sphingosin (2-Amino-4-octadecen-1,3-diol) und einer Fettsdure, deren
Kettenldnge zwischen 14 und 26 Kohlenstoff-Atomen variieren kann, zusammengesetzt.
Der Oligosaccharidanteil ist glykosidisch an das Ceramid gebunden. Die Biosynthese von
Gb3Cer beginnt im ER mit dem Aufbau des Ceramids, dessen Glykosylierung im Anschluss
liber die Zwischenschritte Glukosylceramid und Laktosylceramid im Golgi-Apparat (GA)
erfolgt.

Verschiedene Zelltypen exprimieren unterschiedliche Mengen an Gb3Cer und auch der
Anteil der an die Zelloberfliche transportierten Rezeptoren im Verhdltnis zu den
Intrazelluldren variiert. Untersuchungen ergaben, dass eine Inkubation der Zellen mit
proinflammatorischen Substanzen wie Tumor Nekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin-1f3
(IL-B), LPS oder Natriumbutyrat zu erhohten Rezeptordichten auf den Zelloberflachen
fiihrt (Louise et al,, 1991, 1992, 1995; Tesh et al,, 1991; van de Kar et al., 1992; Kaye et al.,
1993). Zudem ist die Variabilitat der Rezeptorexpression von der Konfluenz der Zellkultur
und der Zellzyklusphase abhéngig (Obrig et al, 1988; van Setten et al., 1997). Alle diese

Faktoren konnen zu einer verdanderten Sensitivitdt der Zellen gegentiber Stx flihren.

Neben der Oberflichen-Rezeptordichte koénnen Heterogenitit, Hydroxylierung
(Binnington et al., 2002) sowie Kettenldnge und Sattigung der Fettsduren die laterale
Mobilitit der GSL in der Plasmamembran und die Prasentation der Trisaccharid-
Kopfgruppe beeinflussen. Dies wirkt sich sowohl auf die intrazelluldren Transportprozesse
(Sandvig et al., 1996) als auch auf die Bindungseigenschaften von Toxin und Rezeptor aus.
So konnte gezeigt werden, dass Stx1 optimal an Gb3Cer mit einer Fettsaurenldnge von
20-22 C-Atomen bindet, Stx2 jedoch bevorzugt an Gb3Cer mit nur 18 Kohlenstoffatomen
(Pellizzari et al., 1992; Kiarash et al., 1994; Lingwood, 1996). Beide Toxine binden besser
an Rezeptoren, die ungesattigte Fettsduren enthalten. Ein weiterer Faktor, der die Bindung
und spatere Internalisierung des Toxins beeinflusst, ist die Organisation der Rezeptoren in
der Lipiddoppelschicht der Plasmamembran. GSL sind meist mit lipid rafts (LR) assoziiert,
bei denen es sich um Cholesterol- und Sphingolipid-reiche Mikrodomédnen der Zell-
membran handelt (Simons and Ikonen, 1997). Durch den asymmetrischen Aufbau und die
iberwiegend gesattigten Fettsdurereste der Sphingolipide in den LR sind diese starker

geordnet und dichter gepackt als die umgebende Membran.
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Nach Bindung der Stx an die Rezeptormolekiile auf der Plasmamembran werden die
Toxine in die Zielzellen durch Endozytose internalisiert. Der genaue Verlauf der
Endozytose ist komplex und bislang nur unvollstindig fiir verschiedene Zelltypen
aufgeklart worden. Es konnten drei Endozytosemechanismen aufgezeigt werden, durch

die Stx in die Zelle gelangen kann.

Zunachst wurde Stx in clathrin-coated pits gefunden (Sandvig et al, 1989, HeLa-Zellen).
Die Clathrin-vermittelte Endozytose ist von der Aktivierung der Kinase Syk durch Stx
abhangig (Lauvrak et al, 2006, HeLa-Zellen). Dieser Komplex wird dann mit
Clathrinmolekiilen umlagert und internalisiert (Sandvig et al, 1996; Ramegowda et al,
1999; HBMECs). In der Zelle 16sen sich die Clathrinmolekiile, die entstehenden Vesikel
fusionieren und bilden schliefdlich das friihe Endosom. Wenn die Clathrin-abhangige
Endozytose inhibiert ist, kann Stx immer noch effizient liber die Caveolae-Endozytose
aufgenommen werden (Schapiro et al., 1998, Vero-Zellen; Lauvrak et al., 2004, HeLa-Zellen
und baby hamster kidney-Zellen). Caveolae sind Mikrodoméadnen der Plasmamembran, die
haufig mit GSL assoziiert sind und eine typische Zusammensetzung von Proteinen und
Lipiden, darunter auch Gb3Cer, besitzen. Das Protein Caveolin stellt dabei das wichtigste
Strukturelement dar. Zudem ist 2007 von Rémer et al. (HeLa-Zellen) mit Hilfe von Stx ein
neuer Endozytosemechanismus aufgezeigt worden. Dabei induzieren die Toxine selbst
Invaginationen durch Bindung von vielen Rezeptormolekiilen, ohne die zytosolische
Maschinerie zu benutzen. In diesem Fall resultiert die Membranbeugung von der Toxin-
getriebenen Clusterbildung der GSL-Rezeptormolekiile. Die Toxin-induzierten Invagina-
tionen werden dann mit Hilfe von zelleigenen Mechanismen (Dynamin-vermittelt)
prozessiert. Diese Eigenschaft von Stx, seine eigene Aufnahme zu induzieren, soll
allerdings nur eine untergeordnete Rolle bei der zelluliren Aufnahme von Stx einnehmen

(Hansen et al., 2009, HeLa-Zellen).

Nach der Endozytose kann das Toxin mehreren moglichen intrazelluliren Transport-
wegen folgen. In resistenten Zellen wird das internalisierte Stx schnell zu den Lysosomen
transportiert und dort degradiert (Sandvig et al, 1992, humane epidermoide Karzinom-
zelllinie A431). Im anderen Fall folgt das Toxin einem retrograden Transport durch den

sekretorischen Pfad. Es konnte gezeigt werden, dass der spate endozytotische Weg dabei
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umgangen wird und Stx direkt von den frithen und Recycling-Endosomen zum trans-Golgi-
Netzwerk, zum ER und final zur Zellkernmembran gelangt (Mallard et al, 1998, HeLa-
Zellen). Die zugrunde liegenden Signale und Transportwege zwischen den Organellen sind
mannigfaltig und grofdtenteils unaufgeklart (Sandvig et al., 2009). Dabei sind sowohl beide
Untereinheiten des Stx als auch die Lipidkomposition der Rezeptorregion an der
intrazelluldaren Prozessierung beteiligt (Falguieres et al, 2001; Walchli et al, 2008). Die
Aktivierung der A-Untereinheit durch Spaltung mittels Furin geschieht hoéchstwahr-
scheinlich schon in den frithen Endosomen; allerdings erfolgt die Dissoziation von Ai- und
Az-Untereinheit erst im Lumen des ER (Johannes and Romer, 2009). Es wird nur ein
kleiner Teil des aufgenommenen Stx derart prozessiert, sodass nur 4% des
internalisierten Toxins final als aktivierte Ai-Untereinheit in das Zytosol freigesetzt
werden (Tam and Lingwood, 2007, Vero-Zellen) und dort ihre zytotoxische Wirkung

entfalten.

Das Ai-Fragment der Stx weist eine hochspezifische RNA N-Glykosidase-Aktivitat auf, die
das Adenin an Position 4.324 der «o-Sarcin-Schleife von Doméne VI der 28S ribosomalen
RNA von eukaryotischen Ribosomen modifiziert (Endo et al., 1988; Saxena et al,1989).
Dadurch wird die elongation factor-abhangige Bindung von Aminoacyl-tRNA inhibiert und
es findet keine Verldngerung der Aminosaurekette statt (Hale and Formal, 1980). Auch
bakterielle Ribosomen konnen Substrat fiir die A-Untereinheit des Stx sein, wobei die
Inkubation von Bakterien mit Stx1 eine verminderte Proliferation dieser bedingt (Suh
etal, 1998). Das fiihrte zu der Annahme, dass Stx das Uberleben der EHEC im Gastro-
intestinaltrakt durch Wachstumsinhibierung potentieller Konkurrenten unterstiitzt.
Obwohl lange Zeit vermutet wurde, dass die Funktion der Stx in der HUS-Pathogenese auf
ihre Rolle als Proteinbiosynthese-Inhibitoren beschrankt ist, weifd man heute, dass diese
Toxine auch viele Signalkaskaden auslosen, welche beispielsweise Einfluss auf ihren
eigenen Transport oder auf andere zelluldre Funktionen wie die Zytokin-Sekretion oder

die Induktion von Apoptose in den Zielzellen haben. Im Folgenden soll auf diese
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zusatzlichen Wirkungsmechanismen eingegangen werden, auch wenn diese oft nicht

detailliert aufgeklart sind.

In der eukaryotischen Zelle bewirkt die Modifikation der rRNA nicht nur die Inhibition der
Proteinbiosynthese, sondern lost Signalkaskaden aus, die als ribotoxischer Stress
bezeichnet werden (lordanov et al, 1997). Das 3'-Ende der rRNA {ibernimmt Funktionen
in der Aminoacyl tRNA-Bindung, der ribosomalen Translation und als Peptidyltransferase.
Werden diese Funktionen beeintrachtigt, z. B. durch Toxineinwirkung, werden die JUN
N-terminale Kinase (Jnk) und die Mitogen-aktivierte Protein Kinase (MAPK) p38 aktiviert.
Dies fithrt zu einer Verdnderung der Signalweiterleitung der extrazelluliren Signal-
regulierten Kinase 1 (ERK1) und ERK2 (Ikeda et al, 2000; Foster et al.,, 2002; Smith et al,,
2003; Jandhyala et al., 2008). Wie dadurch die nachgeschalteten Signalwege beeinflusst

werden, ist bislang ungeklart.

Es mehren sich Hinweise darauf, dass Stx - analog zu anderen Ribosomen-inaktivierenden
Proteinen - neben der Abspaltung von ribosomalem Adenin auch effizient DNA
depuriniert. Die direkte DNA-Schadigung und/oder die Inhibition der DNA-Reparatur-
mechanismen fiihrt letztendlich durch apoptotische Vorgange zum Zelltod (Barbieri et al,

1998; Brigotti et al,, 2001, 2004; Sestili et al., 2005).

Bereits die Bindung von Stx an die Rezeptoren in der Plasmamembran induziert die
Rekrutierung und Aktivierung von Gb3Cer-enthaltenden, GSL-angereicherten Membran-
fraktionen von verschiedenen, zelltypspezifischen Tyrosinkinasen (Katagiri et al, 1999;
Mori et al., 2000; Lauvrak et al., 2006). Die Aktivierung dieser Kinasen fiihrt zur schnellen
Tyrosin-Phosphorylierung von Proteinen, darunter auch der schweren Kette von Clathrin,
die einen Einfluss auf die Toxinaufnahme hat (Lauvrak et al, 2006). Des Weiteren wurde
beschrieben, dass die Anlagerung von Stx an die Rezeptoren in der Plasmamembran eine
Neu- bzw. Umorganisation des Aktin- und Mikrotubuli-Zytoskelettes bewirkt (Takenouchi
et al., 2004; Hehnly et al., 2006). Dieser Prozess wird von der Umverteilung verschiedener
Proteine (Ezrin, CD44, Vimentin, Zytokeratine, Paxillin und fokaler Adhasions-Kinasen)
begleitet. Sowohl die Bindung von Stx als auch die von spezifischen Anti-Gb3Cer-
Antikérpern an den zellulairen Rezeptor induziert die Phosphorylierung des Ezrin-

Proteins, welches das Aktin-Zytoskelett mit der Plasmamembran verbindet.
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Der gegenwartige Kenntnisstand legt nahe, dass Stx den programmierten Zelltod - die
Apoptose - mittels verschiedener Mechanismen in unterschiedlichen Zelltypen auslésen
kann. Die Stx1-induzierte Apoptose in THP-1-Zellen (humane monozytische Leukdmie-
Zelllinie) ist durch den retrograden Transport des Toxins zum ER und die Aktivierung von
Caspase 3 bedingt (Kojio et al, 2000). Eine Stx1-Behandlung aktiviert die ER-Membran-
assoziierten Stresssensoren und erhoht die Expression des C/EBP homologen Proteins
(CHOP) und des death receptor 5 auf mRNA- und Proteinebene (Fujii et al, 2008,
HBMECs). Dieser Mechanismus wird normalerweise durch ungefaltete oder missgefaltete
Proteine im ER-Lumen induziert und ist bekannt als ER-Stressantwort. Nachfolgend fiihrt
diese Antwort zur Freisetzung von Ca?*-lonen aus den ER-Speichern und der Aktivierung
der Ca2*-abhangigen Cystein-Protease Calpain, die ihrerseits zur Aktivierung von Caspase
8 fiihrt (Lee et al, 2008, THP-1-Zellen). Die sequentielle Aktivierung einer Kaskade von
Caspasen ist eine Schliisselkomponente der zelluliren Apoptose-Maschinerie. Ahnliche,
jedoch nicht identische, Apoptose-Signalwege werden also von Stx in den verschiedenen
untersuchten Zelllinien initiiert. In HBMECs, die in dieser Arbeit verwendet wurden,
induziert Stx2 eine Fragmentierung der DNA. Durch die Expressionserh6hung von CHOP
wird die Aktivierung (durch Spaltung) der Caspasen 3, 6, 8 und 9 vermittelt. Eine
zusatzliche Stimulation von Caspase 8 erfolgt durch Toxin-bedingte Degradation des anti-
apoptotischen Proteins FLIP (Fujii et al, 2008) und durch Inhibition der Expression von
MCL1 (Erwert et al., 2003).

Neben den Wirkungsmechanismen von Stx auf sensitive Zielzellen sind zusatzliche Effekte
auf Stx-resistente Zellen (THP-1-Zellen) beschrieben worden. Diese exprimieren zwar
Gb3Cer und internalisieren das Toxin, reagieren aber nicht letal, sondern durch Synthese
und Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen. So werden Interleukin-8 im
Darmepithel und granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), TNF sowie
Thromboplastin im Blutkreislauf iber verschiedene Signalwege sezerniert (Johannes and
Romer, 2009 und zitierte Referenzen). Es wird vermutet, dass diese Reaktionen ebenfalls

zur Endothelzellschadigung durch Stx beitragen.
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3.4 Endothelzellen

Alle Blut- und Lymphgefafde im Korper sind auf der Gefaffinnenwand mit Endothelzellen
ausgekleidet. Das Endothel, die Gesamtheit aller Endothelzellen (EC), bildet eine 1.000 m?
grofde Grenzschicht zwischen intra- und extravasalem Raum im adulten menschlichen
Organismus. Da es die Kontaktflache zwischen dem Gewebe bzw. den Organen und dem
Blut bzw. der Lymphe darstellt, hat das Endothel eine Vielzahl von physiologischen
Aufgaben. Die Wichtigste davon ist die Regulation des beiderseitigen Stofftransportes. Das
Endothel wirkt hierbei als selektive Barriere. Dabei wird mit steigender Permeabilitat
kontinuierliches Endothel, fenestriertes Endothel und diskontinuierliches Endothel
unterschieden. Aufierdem werden vom Endothel fiir die Regulation des Blutdrucks
wichtige Substanzen (z. B. Stickstoffmonoxid) produziert und die Flief3fahigkeit des Blutes,
u. a. durch Hemmung und Aktivierung von Gerinnungsprozessen, beeinflusst. Das gesunde
Endothel besitzt eine antithrombotische und antikoagulierende Oberflache. Auch bei der
Neuformung von Blutgefafien (Neoangiogenese) ilibernimmt das Endothel wichtige

Aufgaben.

Mikroorganismen haben zahllose Mechanismen entwickelt, um in Wirtsgewebe eindringen
zu konnen. Das vaskuldre Endothel stellt einen zentralen Angriffspunkt fiir pathogene
Mikroorganismen und deren Virulenzfaktoren dar (Lemichez et al, 2010). Pathogene
attackieren das Endothel mit einer Vielzahl von Strategien, die zur Dysfunktion der
Barriereeigenschaft und endovaskularen Krankheiten fiihren konnen (Hippenstiel et al,

2003).

Die Adhdasion, Invasion und/oder sezernierte Produkte von Pathogenen konnen das
Endothel direkt oder indikret beeinflussen. Eine indirekte Manipulation kann {iber
verschiedene Mediatoren, beispielsweise aktivierte Leukozyten, humorale Faktoren oder
wahrend der Wirtsantwort freigesetzte Substanzen, erfolgen. Diese Faktoren wirken in
komplexen, dynamischen Prozessen aufeinander ein. Diese unspezifische Stimulation
durch Produkte der Wirtsantwort nimmt eine wesentliche Rolle fiir das entziindliche
Geschehen ein. In Bezug auf hamorrhagische Fieber oder akuten Phasen der systemischen,
proinflammatorischen Wirtsantwort (z.B. Sepsis) wird postuliert, dass diese indirekte

Stimulation des Endothels entscheidend fiir den Verlauf der Erkrankung sein kann (Peters
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and Zaki, 2002). Zusatzlich tragt das Endothel durch Freisetzung proinflammatorischer
Substanzen, Rekrutierung von inflammatorischen Zellen, prokoagulatorischer Aktivitat
und endothelialer Hyperpermeabilitit wesentlich zur Verstarkung der Entziindungs-

reaktion bei.

Eine grofde Anzahl unterschiedlicher Pathogene und deren Virulenzfaktoren kénnen iiber
verschiedene Pathomechanismen auf das Endothel einwirken. Beispielsweise ist es ein
priméares Ziel von Poren-bildenen bakteriellen Toxinen wie dem S. aureus a-Toxin oder
EHEC-Hly, die ebenfalls zum Kollaps der Barrierefunktion fiihren koénnen. Zudem wird das
Endothel durch diese so stimuliert, dass vasoaktive Mediatoren freigesetzt und die
Expression von endothelialen Adhasionsmolekiilen induziert werden, die ihrerseits zur
Rekrutierung von polymorphokernigen Granulozyten fithren (Krill et al, 1996). Neben
porenbildenden Exotoxinen sind Endothelzellen zudem Ziel von bakteriellen Toxinen wie
den Stx, die durch Bindung an zelluldre Rezeptoren ihre Translokation in das Zytosol der
EC induzieren. Auch Bestandteile von Pathogenen, beispielsweise LPS, steigern die
proinflammatiorische Antwort und kénnen bei langer Einwirkdauer zu schwerwiegenden,

teilweise chronischen Schaden fiihren.

Das durch inflammatorische Vorgidnge aktivierte Endothel produziert Selektine und
Integrine, welche die Bindung von Leukozyten iiber einen dreiphasigen Prozess
ermoglichen. Durch reversible, niedrigaffine Bindungen an diese Oberflaichenantigene
rollen die Leukozyten entlang des Endothels ("rolling"-Mechanismus), gefolgt von der
Adhasion. Die dritte Phase ist die Transmigration der Leukozyten in das subendotheliale

Gewebe.

Die in dieser Arbeit verwendeten Endothelzelllinien werden in Kapitel 4.4.1 genauer

vorgestellt.
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3.5 Zielsetzung

Die Expression der Shiga Toxine als Hauptvirulenzfaktoren der EHEC gilt als
entscheidender Schritt in der Pathogenese der EHEC-Infektion und Ausléser schwerer
Krankheitsverlaufe. Die Stx sind seit ihrer Entdeckung ausgiebig untersucht worden; die
Mechanismen der zellularen Schiadigung wurden dabei allerdings nur teilweise aufgeklart.
Auch die Frage nach der Ursache der stirkeren Assoziation von Stx2 mit HUS konnte
bislang nicht beantwortet werden. In den bisher durchgefiihrten Untersuchungen zur
Wirkungsweise von Stx wurden zudem meist nicht-endotheliale Zellen und Zelllinien
eingesetzt. Demgegeniiber wurden Untersuchungen mit den fiir die Infektion im Menschen
relevanten Endothelzellen durchgefiihrt, die sich zumeist auf nur ein Toxin bzw. einen
Wirkungsmechanismus beschrankten. Die Ergebnisse dieser Arbeiten lassen sich aufgrund
der Vielfalt der verschiedenen Parameter und Methoden nur schwer vergleichen und

interpretieren.

Ziel dieser Arbeit war es folglich, einen direkten, systematischen und umfassenden
Vergleich der biologischen Effekte von Stx1 und Stx2 auf humane mikrovaskuldare und
makrovaskulare Endothelzellen anzustellen, die in vivo mit dem Krankheitsbild HUS in

Verbindung stehen, sodass medizinisch relevante Aussagen getroffen werden kénnen.

Zundchst sollten die verschiedenen Effekte von Stx1 und Stx2 auf die beiden
unterschiedlichen Zelllinien untersucht werden, um das Wirkungsspektrum der Toxine
vergleichen zu konnen. Der Fokus sollte dabei auf Charakterisierung der morphologischen
Anderungen und der Bestimmung des induzierten Zelltodes gelegt werden. Dariiber
hinaus sollten Unterschiede in der Reaktion der Endothelzelllinien unterschiedlichen
Ursprungs auf beide Toxine untersucht werden. Dazu sollte das Verhalten dieser beziiglich
Proliferation und Viabilitat unter Toxineinfluss bestimmt werden und die Ursachen der in

der Literatur beschriebenen unterschiedlichen Sensitivitat aufgeklart werden.

Zusatzlich zu den iblichen Methoden zur Charakterisierung der Stx-Wirkung auf
Endothelzellen sollten neue Ansatze mittels bildgebender Verfahren etabliert werden, um
einen neuen Betrachtungswinkel zu schaffen und so weitere Teile zum Verstdndnis der

Komplexitit der Toxin-bedingten Endothelzellschadigung beizutragen. Dazu sollte die
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morphologische Schadigung von Mini-Monolayern unter Verwendung von MC-Kulturen in
Kombination mit SEM untersucht werden sowie die Einzelzellanalyse mittels DHM fiir

diese Fragestellung angepasst werden.

Die zu etablierenden Methoden sollten final zur Charakterisierung von anderen EHEC-

Virulenzfaktoren wie dem EHEC-Vac angewendet werden.
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien sind in Analysen-Qualitit von Sigma (Taufkirchen,

Deutschland), Fluka (Buchs, Schweiz), Merck (Darmstadt, Deutschland) oder Roth

(Karlsruhe, Deutschland) bezogen worden. Zusatzliche Chemikalien werden in den

entsprechenden Kapiteln des Material und Methoden-Teils gesondert erwahnt.

4.2 Gerate

Nachfolgend werden die zur Standardausriistung gehérenden Laborgerite alphabetisch

aufgelistet. Weitere benutzte Geridte werden separat in den entsprechenden Kapiteln

angefiihrt.

Tabelle 1: Fiir die Experimente verwendete Gerite.

Gerat Hersteller Ort Modell
Autoklav H+P Labortechnik Miinchen Varioklav E500
Blot-Kammer Carl Roth Karlsruhe Semidry Blotter V20-SBD
COz-Inkubatoren Kendro Hanau Hera Cell

Sanyo Miinchen MCO-20 AIC

Heraeus Hanau B50/61 EC/CO2
Elektrische Integra Biosciences | Fernwald Pipetboy acu
Pipettierhilfen
Elektrophorese- Bio-Rad Miinchen Verschiedene Modelle
Kammern
Elektrophorese- Bio-Rad Miinchen 3000Xi

Netzteile
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Heizrithrer Stuart Staffordshire, U.K. SB162
Mehrkanalpipette Brand Wertheim Transferpette
Mikrotiterplatten- Dynex Berlin Opsys MR
Lesegerat
Mikroskope (invers) Zeiss Jena Axiovert 25 & 40
Miroskop Zeiss Jena Axiolmager Al
(Fluoreszenz)
pH-Meter Mettler Toledo Giefden Seven Easy
Photo-Imager Bio-Rad Miinchen ChemiDoc XRS
Pipetten Eppendorf Hamburg Research, Reference
Schrittmotor-Riihrer H+P Labortechnik Miinchen Variomag Biomodul 40B,
Biosystem

Schiittelinkubator Sartorius BBI Melsungen Certomat R/H

Systems
Sicherheitswerkbank Baker Company Sanford, Maine, U.S.A. | SterilGuard Class II Type A/B3
Tischzentrifugen Eppendorf Hamburg Mini Spin Plus

Hettich Tuttlingen Biofuge A
Vortexer IKA Staufen Vortex Genius 3
Waagen OHAUS Pine Brook, NJ, U.S.A. Scout 2, Explorer
Wasserbad GFL Burgwedel Typ 1063
Zentrifugen Hettich Tuttlingen Universal 320 R

Rotana 480 RS
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4.3 Toxine

Die Produktion und Aufreinigung von Stx1 und Stx2 verlauft sehr dhnlich, sodass beide
Protokolle in einem Kapitel behandelt werden kénnen. Zundchst wird die Aufreinigung
von Stx1 beschrieben und anschlieRend werden die Anderungen dieses Protokolls fiir die

Stx2-Aufarbeitung genannt.

Stx1 wird mit Hilfe des Stammes C600 (H19]) produziert, der einem mit dem
Bakteriophagen H19] (Smith and Linggood, 1971) transduzierten Laborstamm E. coli
K-12 600 entspricht. Der Bakteriophage H19] trigt das stx;-Gen des E. coli Isolates H19
vom Serotyp 026:H11. Der Stamm C600 (H19]) wird in 3 | Luria-Bertani (LB)-Medium fiir
24 h bei 37 °C und 180 UPM kultiviert. Die Bakterien werden durch Zentrifugation bei
9.000 g fiir 20 min bei 20 °C geerntet und die Sedimente liber Nacht (ii. N.) bei -20 °C
gelagert. Anschliefend werden die Sedimente in 100 ml CMF-PBS (engl.: calcium and
magnesium free — phosphate buffered saline, siehe 4.5.1) resuspendiert und die Bakterien
nach Zugabe von 0,3 mg/ml Phenylmethylsulfonylfluorid durch Ultraschallbehandlung
(Bandelin Sonopuls, Berlin, Germany) aufgeschlossen (dreimal 1 min bei héchster Energie
auf Eis). Durch die Zugabe von 3.000 U/ml des Antibiotikums Polymyxin B (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen) und Inkubation fiir 1 h bei 37 °C werden verbleibende Zellmembranen
aufgeschlossen. Die Zelltriimmer werden bei 9.000 g fiir 20 min bei 4 °C abzentrifugiert
und verworfen. Der Uberstand wird mittels Ultrafiltration (Vivaflow 200, 10 kDa cut-off,
Sartorius Stedim Biotech, Melsungen) konzentriert und das Retentat gegen 4 1 10 mM
Kaliumphosphat 1. N. bei 4 °C dialysiert. Anschliefend wird das Protein auf eine Hydroxyl-
apatitsaule geladen, welche zuvor mit zwei Sdulenvolumen Kaliumphosphat dquilibriert
worden ist. Eluiert wird mit zwei Sdulenvolumen 200 mM Kaliumphosphat-Lésung; dabei
wird das Eluat fraktioniert. Durch eine optische Kontrolle (gelbe Fraktion) oder einen
UV-Detektor am Gerat konnen die Protein-enthaltenden Fraktionen bestimmt und vereint
werden. AnschliefSend wird das Protein durch eine Dialyse in 25 mM Imidazol-HCI
(pH = 7,4) 1. N. fiir das chromatofocusing vorbereitet (Petric et al, 1987; Head et al., 1988).
Mit dieser Losung wird auch die chromatofocusing-Saule (PolyBufferExchanger 94,

GE Healthcare, Uppsala, Schweden) . N. dquilibriert. Nach Beladung der Saule mit den
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vereinten Stx1-Fraktionen werden 400 ml Polybuffer 74-HCl (pH = 5; GE Healthcare) zur
Elution des Proteins injiziert. Es werden Fraktionen gesammelt bis der pH-Wert des Eluats
einen Wert von 5,95 unterschreitet. Die proteinhaltigen Fraktionen werden durch
Messung bei 280 nm im Spektralphotometer bestimmt und vereint. Abschliefdend wird das
Protein in gesattigter Ammoniumsulfat-Losung bei 4 °C fiir 24 h gefallt. Das Prazipitat wird
in einem Zentrifugationsschritt (11.000 g, 30 min, 4 °C) gesammelt und in 10 ml PBS
aufgenommen. Es folgen zwei Dialyseschritte gegen PBS. Die Reinheit des Proteins wird
mittels einer Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (engl.: sodium
dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) bestimmt. Die strukturelle
Integritdt des Toxins wurde mittels peptide-mapping massenspektrometrisch liberpriift
(Mithing et al, 2009). Die biologische Aktivitit wurde mit einem Verozell-
Zytotoxizitatsassay Uberpriift (Bielaszewska et al, 2006). Die eingesetzten
Konzentrationen des Toxins (bis 1 pg/ml) enthalten geringere LPS-Konzentrationen als
mittles eines Limulusassays nachgewiesen werden koénnen (Bactimm, Nijmegen,

Niederlande; Detektionslimit 0.006 ng/ml).

Flr die Produktion und Aufreinigung von Stx2 wird der E. coli-Stamm C600 (933W)
verwendet. Dieser exprimiert das stx2-Gen des Bakteriophagen 933W (Strockbine et al,
1986) aus dem Tragerstamm EDL933 des Serotyps EHEC 0157:H7. Wahrend die
Produktion identisch verlauft, muss das chromatofocusing aufgrund des von Stx1
abweichenden isoelektrischen Punktes angepasst werden: Die Toxin-enthaltenden
Eluatfraktionen werden nach der Hydroxylapatitsaule vereint und gegen 25 mM Histidin-
HCl-Lésung (pH = 5,5) dialysiert, welche auch fiir die Aquilibrierung der Siule benutzt
wird. Die Elution erfolgt anschlief3end mit Polybuffer 74-HCI, der auf pH 4 eingestellt ist.
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4.4 Zellkultivierung

4.4.1.1 Humane mikrovaskulare Gehirnendothel-Zellen

Als Modellzelllinie fur mikrovaskulare Endothelzellen dienen in dieser Arbeit HBMECs,
(engl.: human brain microvascular endothelial cells) die erstmals 1997 von Stins et al
Beschrieben wurden. HBMECs wurden insoweit charakterisiert, als dass sie die typischen
Gehirnzell- und endothelialen Marker aufweisen (Faktor VIII-abhdngiges Antigen,
Anhydrase 1V, Ulex Europeus Agglutinin I). Zudem wurden sie auf die Regulation der
Adhasionsmolekiile VCAM (engl.: vascular cell adhesion molecule), ICAM (engl.: inter-
cellular adhesion molecule) und E-Selektin nach TNF-a Stimulation untersucht (Stins et al,
1997) und zeigten dhnliche Reaktionen wie humane Nabelschnurendothelzellen (engl.:
human umbilical cord vein endothelial cells, HUVECs). HBMECs werden weltweit als Modell
fur Zellen der Blut-Hirn-Schranke eingesetzt. Die Zellen wurden dem Institut fiir Hygiene
mit freundlicher Genehmigung von K. S. Kim (Johns Hopkins University, Baltimore, MD,
USA) zur Verfligung gestellt. In dieser Arbeit wurden die Zellen in den Passagen 12 bis 45

verwendet.

4.4.1.2 Die Fusionszelllinie EA.hy 926

Als Modellzelllinie fiir makrovaskuldare Endothelzellen wurde die Zelllinie EAhy 926
eingesetzt. Sie wurde durch Fusion einer HUVEC und einer Zelle der
Lungenkarzinomzelllinie A549 generiert und anschliefend auf einen Marker von
makrovaskuldren Endothelzellen untersucht (Edgell et al., 1983). Dabei wurde festgestellt,
dass die Zelllinie stabil tiber 100 Generationen das Faktor VIII-abhdangige Antigen
exprimiert. Im Gegensatz zu primidren HUVECs, die sich je nach Quelle in ihren
Eigenschaften unterscheiden konnen, bietet diese Zelllinie eine stabile Grundlage fiir die
Untersuchung des Einflusses von Stx auf das makrovaskuldre Endothel. EA.hy 926 Zellen

wurden in den Passagen 9 bis 45 eingesetzt.
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4.4.2.1 Kultursystem Gewebekulturflasche

Die Vermehrung und Passagierung der Zellen in vitro wird hauptsachlich in
Gewebekulturflaschen (engl.: tissue flask, T-Flasche) durchgefiihrt. T-Flaschen (Greiner
Bio-One, Essen, Deutschland; Corning, Wiesbaden, Deutschland) bestehen aus Polystyrol
und haben eine durch Gasionisation hydrophilisierte Oberflache, die eine Adhasion der
Zellen ermoglicht. Eingesetzt werden Gewebekulturflaschen mit einer Wachstums-
oberflaiche von 25, 75 oder 175 cm?, welche mit 10, 20 bzw. 50 ml Medienvolumen
betrieben werden. Die T-Flasche ist ein Kultursystem, das in Brutschranken Verwendung
findet, da in diesen sowohl die Temperatur auf 37 °C gehalten werden kann als auch eine
Luftfeuchtigkeit von 95 % durch ein integriertes Wasserbad gewahrleistet ist. Damit wird
die Verdunstung des Kulturmediums aus den T-Flaschen minimiert. Um einen
Gasaustausch zwischen der im Brutschrank herrschenden 5 %igen CO2-Atmosphare und
der T-Flaschen zu gewadhrleisten, miissen diese leicht gedffnet sein. Alternativ kdnnen
Gewebekulturflaschen mit sogenannten filtercaps, Deckel mit einem gaspermeablen,
hydrophoben Filter, verwendet werden. Mit diesen konnen die Flaschen fest verschlossen
werden, wodurch das Kontaminationsrisiko gesenkt wird. Uber ein Natriumhydrogen-
karbonat-Puffersystem wird das Kulturmedium auf einen physiologischen pH-Wert

reguliert:
CO2z(g) + H20 = COz(aq) + H20 = H2C03
H2CO3 + H20 = HCO3~ + H30*
[HCO3- + H20 == CO32- + H30+]

Der pH-Wert des Mediums hdngt somit direkt von der eingesetzten
Natriumhydrogenkarbonat-Konzentration im Medium sowie der CO;-Konzentration im
Brutschrank ab. Des Weiteren wird dieser durch von den Zellen ins Medium sekretierte,

meist saure Metabolite, wie beispielsweise Laktat, beeinflusst.



Material und Methoden 37

4.4.2.2 Kultursystem Superspinner

Der Superspinner ist ein Bioreaktor, der in einem CO;-Inkubator betrieben werden kann
(Heidemann et al, 1994). Der grofe Vorteil des Superspinner-Systems ist die
Submersbegasung, durch die eine Versorgung auch hoher Zelldichten im Reaktor mit den
bendétigten Gasen erzielt werden kann. Der Superspinner besteht aus einer modifizierten
11 Duranglasflasche (Schott, Mainz, Deutschland), die mit zwei Glasansiatzen versehen
wurde. Durch diese Ansatze konnen sowohl die Befiillung/Entleerung des Systems als
auch die Probenahme erfolgen. Am Deckel ist ein Taumelriihrer aus Teflon befestigt, der
am unteren Ende mit einem Magneten versehen ist. Am Riihrer wiederum sind
Halterungen fiir eine gaspermeable Accurel-Membran angebracht. Die Membran muss vor
der Benutzung mit einem eigens dafiir hergestellten Rollensystem vorsichtig gewalkt
werden. Auf diese Weise werden Rissbildungen in der Membran bei der Montage auf die
Halterungen am Taumelriihrer verhindert. Es werden etwa 3 m Membran pro Riihrer
verwendet. Die freien Enden werden mit inertem Silikonkleber an Silikonschlauche
geklebt, die an den Deckeldurchfiihrungen befestigt sind. Mittels einer Aquarium-
Membranpumpe kann so Umgebungs-Gasgemisch durch die Accurel-Membran gepumpt
werden. Nach Passage durch den Reaktor wird das Gas durch eine mit 0,5 M Natronlauge
gefiillte Gaswaschflasche geleitet. Der Superspinner wird auf einem Drehfeldriihrer
(Sartorius BBI Systems, Melsungen) betrieben. Die so herbeigefiihrte Taumelbewegung
verhindert eine Aggregation von Zellen oder Microcarriern (MC) (siehe 4.4.2.6) an der
Membran und ermdéglicht eine scherkraftarme Durchmischung. Der Superspinner wird im
Batch-Verfahren betrieben. Allerdings ist es durch die schnelle Sedimentation der MC
moglich, nach kurzem Pausieren der Rithrbewegung Kulturiiberstand abzusaugen und
diesen durch frisches Medium zu substituieren. Damit konnen durch Substratmangel oder
hohe Metabolitkonzentrationen verursachte Wachstumslimitierungen verhindert werden.
Nach Prozessende wird das Superspinnersystem fiir 30 min mit 0,5 M Natronlauge
inkubiert und anschliefend mit H2Ogest griindlich gereinigt. Nach dem Autoklavieren ist
das System wieder betriebsbereit. Nach maximal vier Autoklavierschritten muss die
Accurel-Membran erneuert werden, was durch einen Membrantest mit H2,0 vor der

Kultivierung tiberpriift wird.
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4.4.2.3 Experimentalsystem Multititer-Platte

Innerhalb dieser Arbeit wurden verschiedene Flachboden Multititer-Platten (MTP) mit 6,
12, 24 oder 96 Kavititen benutzt (Corning Inc., Corning, NY, USA). Dies entspricht einer
Wachstumsflache von 9,6; 3,9; 1,9 beziehungsweise 0,5 cm?2 pro Kavitit. Die MTPs stellen
ein gutes Experimentalsystem fiir Parallelexperimente dar, da die Kulturen in den
Kavitaten aufgrund der kleinen Volumina bzw. Kulturen derselben Vorkultur entnommen
werden kénnen und die Kultivierungsbedingungen sehr dhnlich sind. Der Gasaustausch
erfolgt durch einen Spalt zwischen der Bodenplatte und dem Deckel. Daher sind besonders
bei geringen Volumina pro well mogliche Verdunstungseffekte in den dufieren Kavititen
zu beachten. Die Platten bestehen aus Polystyrol und sind fiir die Zellkultur mittels

Gasionisation hydrophilisiert worden.

4.4.2.4 Experimentalsystem chamber slide

Fir die mikroskopische Betrachtung der Zellen miissen diese iiblicherweise auf
Objekttragern kultiviert oder nach Kultivierung auf diese tuberfiihrt werden. Eine
Alternative zu den aus Glas bestehenden Objekttragern, welche zuvor fiir viele Zelltypen
noch beschichtet werden miissen (z. B. mit Fibronektin, Matrigel oder Poly-L-Lysin), sind
Permanox Lab-Tek™ chamber slides (Nunc, Langenselbold, Deutschland). In ihren
Abmessungen dem Objekttrager identisch, sind diese aus Permanox™-Kunststoff mit guten
optischen Eigenschaften gefertigt und ebenso wie T-Flaschen hydrophilisiert. Auf dem
Boden des chamber slide’s ist liber eine biokompatible Silikondichtung ein Kammersystem
aus 4 oder 8 Kammern mit je 1,8 bzw. 0,8 cm? Wachstumsflache aufgebracht. Dieses lasst
sich fir die Mikroskopie der Zellen entfernen. Ein Spalt zwischen dem Deckel und dem

chamber slide ermdglicht den Gasaustausch zur Zellkultivierung.

4.4.2.5 Experimentalsystem p-dish

Fiir die digitale holographische Mikroskopie ist aufgrund des eingesetzten Lasers eine
besondere Art der Petrischale erforderlich. Das p-dish System (ibidi) dhnelt einer kleinen

Petrischale, ist allerdings partiell mit einem speziellen Boden versehen, der denselben
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refraktiven Index wie Glas (n = 1,5) und eine geringe Starke (180 um) aufweist. Ebenso
wie bei den p-slides ist der Deckel fest verschlief3bar und der erforderliche Gasaustausch
findet liber den Boden statt. Bei hohen Zellzahlen innerhalb des Systems kann der Deckel
auch in einer Stellung arretiert werden, die einen kleinen Spalt zum Gasaustausch
ermoglicht. Eine weitere Option, die zu Beginn der Arbeiten genutzt wurde, ist die
Substitution eines Grofdteils des Bodens einer Petrischale durch ein mit inertem
Silikonkleber befestigtes rundes Deckglaschen. Da diese modifizierte Petrischale aufgrund
des Schmelzpunktes von Polystyrol nicht thermisch sterilisiert werden kann, wurden im

weiteren Verlauf die p-dishes préferiert.

4.4.2.6 Microcarrier: Cytodex 3™

Microcarrier werden in upscale-Prozessen von obligat adhdarent wachsenden Zelllinien
eingesetzt und ermoglichen so die Massenzellkultur in Bioreaktor-Systemen. Durch die
Adhasion der Zellen auf den MC wird eine quasi-Suspensionskultur erzeugt, die in einem
herkémmlichen, allerdings silanisierten, Bioreaktor fiir Suspensionszellen kultiviert
werden kann. Ein weiterer Vorteil des Wachstums von Zellen auf den MC ist, dass
konfluente MC leicht anderen Experimenten, beispielsweise der Elektronenmikroskopie,
zugefiihrt werden konnen. Die in dieser Arbeit verwendeten MC Cytodex 3 (GE Healthcare,
Uppsala, Schweden) bestehen aus einer mikropordsen, quervernetzten Dextran-Matrix.
Eine Beschichtung mit sduredenaturiertem porcinem Kollagen erlaubt das Ablésen von
viablen Zellen durch Proteasen. In gequollenem Zustand liegen 90 % der MC in einem
Durchmesser-Bereich von 141-211 um, weisen eine spezifische Dichte von 1,04 g/ml und
eine Wachstumsflache von ~ 2.700 cm?/g auf. Es werden pro Liter Kulturvolumen 3 g MC
eingesetzt, was einer Anzahl von ~ 9 x 10® MC und einer Wachstumsflache von > 100
T-75-Flaschen entspricht. Die Vorbereitung der MC wird nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Um eine Adhdsion zu verhindern, muss auch die Vorbereitung in
silanisierten Glasgefaf3en durchgefiihrt werden. Die autoklavierten MC sind bei 4 °C tiber

Jahre stabil.
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Durchfithrung: Vorbereitung der MC fiir die Kultivierung nach Herstellerangaben.

1 Quellen in 50 - 100 ml CMF-PBS pro g MC fiir 3 h bei RT
2 Uberstand gegen 30 - 50 ml neues CMF-PBS pro g MC ersetzen
3 Autoklavieren der MC
4 Uberstand durch 20 - 50 ml Kulturmedium ersetzen
5 Uberstand verwerfen
4.5 Handhabung der Zellen

Kalzium- und magnesiumfreie, phosphatgepufferte Salinelésung wird sowohl bei der
Passagierung von Zellen in T-Flaschen als auch als iiblicher Puffer eingesetzt. Die
Zusammensetzung ist in Tabelle 2 angegeben. Die Losung wird nach dem Ansetzen auf

pH 7,2 eingestellt und anschlief3end thermisch oder durch Filtration sterilisiert.

Tabelle 2: Komposition von einem Liter CMF-PBS.

Bestandteil Einwaage [g]
NaCl 8
KClI 0,2
NazHPO4 1,44
KH2PO4 0,2
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4.5.2.1 Medium fur mikrovaskulare Endothelzellen

Die Komposition des HBMEC-Mediums ist in Tabelle 3 aufgelistet. Um die Chargenvarianz
des fotalen bovinen Serums (engl.: fetal calf serum, FCS) abzumildern, wird FCS-Gold der
Firma PAA (Pasching, C)sterreich) eingesetzt. Dieses Serum ist insofern definiert, als dass
die 20 Hauptbestandteile chargenunabhdngig in gleichen Konzentrationen vorliegen. Zwar
sind die Komponenten, wie beispielsweise Wachstumshormone, in geringeren
Konzentrationen von entscheidender Bedeutung, aber es wurde kein FCS-bedingter
Unterschied im Wachstumsverhalten der Zellen beobachtet. Von dem bendtigten
Nu-Serum wurde stets dieselbe Charge verwendet. Die Supplemente wurden in Aliquots zu
5 ml bei -20 °C gelagert. Zunichst wurde RPMI 1640 Medium (Roswell Park Memorial
Institute) von der Firma PAA eingesetzt, welches GlutaMAX™, ein thermostabiles
Glutamin-Dipeptid, beinhaltet. Dieses Medium ist durch ein anderes Produkt ersetzt und
das Glutamin beim Zusammenfligen des Mediums supplementiert worden. Das fertig
komponierte Medium wird aufgrund von photosensitiven Inhaltsstoffen und zum Schutz
vor thermischer Degradation bei 4 °C im Dunkeln gelagert. Zur optischen Kontrolle des
pH-Wertes wurde fiir diese Arbeit ausschliefilich mit Medien gearbeitet, die Neutralrot als

pH-Indikator enthalten.

Tabelle 3: Zusammensetzung des Kulturmediums fiir HBMECs.

Bestandteil Volumen Firma
[ml]
RPMI 1640 500 PAA & Lonza (Koéln)
FCS-Gold 50 PAA
Becton Dickinson
Nu-Serum 50 Biosciences, Bedford, MA,
USA
L-Glutamin, 200 mM 5 Lonza

Natrium Pyruvat, 100 mM 5 Lonza
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Bestandteil Volumen Firma
[ml]
Vitamin Mix, 100 U/ml 5 Lonza
Nicht essentielle Aminosauren, 5 Lonza
100 U/ml

4.5.2.2 Medium fur makrovaskuldre Endothelzellen

Das Medium fiir EA.hy 926 Zellen aus einer 50:50 Mischung aus Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) und der Nahrstofflosung Ham’s F12 wurde als Fertiglosung bezogen.
Diese wurde mit 10 % (v/v) FCS-Gold supplementiert. Das komponierte Medium wird
aufgrund von photosensitiven Inhaltsstoffen und zum Schutz vor thermischer Degradation

bei 4 °C im Dunkeln gelagert.

Die verwendeten adhdrenten Zelllinien wachsen in Monolayern, unterliegen also bei
Konfluenz der Kontaktinhibition, bei der sie die Proliferation weitestgehend einstellen.
Wenn keine Wachstumsoberfliche mehr zur Verfiigung steht, miissen die Zellen
dissoziiert und anschlief3end in geringerer Dichte wieder eingesat werden. Dazu wird das
Kulturmedium abgenommen und der Zellrasen mit ~ 0,2 ml/cm? CMF-PBS gewaschen,
wodurch die im Serum enthaltenen Trypsin-Inhibitoren entfernt werden. Gleichzeitig wird
auch die Konzentration bivalenter Kationen gesenkt, welche fiir Zell-Zell- sowie Zell-
Matrix-Interaktionen bendtigt werden. Anschliefend werden ~ 50 pl/cm?2 Trypsin-EDTA
(0,25 % Trypsin, 1 mM EDTA, Gibco Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) hinzugefiigt und
die Zellen fiir 5 - 10 min bei 37 °C inkubiert. Wahrend die Protease Trypsin die
Adhasionsproteine der Zellen spaltet, fungiert EDTA als Chelatbildner und komplexiert
zweiwertige lonen, insbesondere Ca2* und Mg2+, welche die proteolytische Aktivitat von
Trypsin inhibieren. Durch leichtes Klopfen des Kulturgefafies auf den Boden der
Reinraumwerkbank kann der Anteil der insgesamt abgelosten Zellen weiterhin erhoht

werden. Das Trypsin wird durch das Hinzufiigen eines dquivalenten Volumens
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serumhaltigen Mediums inhibiert und durch Dekantieren des Uberstands nach einem
Zentrifugationsschritt (200 g, 5 min) entfernt. Die Zellen werden nun gezahlt oder anhand
von bekannten Splitverhaltnissen (HBMECs 1:10, EA.hy 926 Zellen 1:6,5) in einer

definierten Zelldichte in neue Kulturgefiafie eingesat.

Der Kryokonservierungsprozess beginnt mit der Ernte der Zellen durch Trypsinierung.
Nach einer Zelldichtebestimmung und einem Zentrifugationsschritt wird die gewlinschte
Zelldichte (ublicherweise 10° Zellen/ml) eingestellt. Das Zellsediment wird in kaltem
Kryokonservierungsmedium resuspendiert. Schlief3lich werden je 1 ml Zellsuspension in
vorgekiihlte 1,8 ml-Kryordhrchen (Cryo.S, Greiner) aliquotiert. Die Kryoréhrchen werden
in einer mit 70 %igem Ethanol befiillten Einfrierkammer in einen -70 °C Gefrierschrank
gegeben, die eine konstante Abkiihlrate der Zellsuspension von ~ 1 °C/min gewahrleisten
soll. Im Tiefgefrierschrank konnen die Zellen fiir einige Monate aufbewahrt werden. Fiir
eine dauerhafte Lagerung werden sie allerdings in die Gasphase eines Stickstofftanks
(German Cryo, Jiichen, Deutschland) bei -190 °C iiberfiihrt. Dort kénnen Aliquots eines
Zelltyps fiir mehrere Jahre stabil gelagert werden. Das Kryokonservierungsmedium
besteht aus dem jeweiligen Kulturmedium, enthalt allerdings 10 % (v/v) Dimethylsulfoxid
(DMSO, Sigma), das die Bildung von membranschiadigenden Eiskristallen beim
Einfriervorgang verhindert. Da DMSO zytotoxisch wirkt, miissen alle Arbeitsschritte nach
Zugabe des Kryokonservierungsmediums beim Einfrieren sowie Auftauen der Zellen ziigig

geschehen.
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4.6 offline-Analytik von Kultivierungsprozessen

Die Zelldichtebestimmung erfolgt mit zwei unterschiedlichen Methoden. Die Zellzdhlung
im Hamozytometer nach Trypanblaufarbung erlaubt die parallele Zelldichtebestimmung
von lebenden und toten Zellen, da Trypanblau nur die Zellmembranen toter Zellen
durchdringen kann und das Zytosol dieser blau anfarbt. Somit kann iiber ein Verhaltnis
der lebenden Zellen zur Gesamtzellzahl die Viabilitat der Zellpopulation bestimmt werden.
Flr die Zelldichtebestimmung werden 100 pl Zellsuspension mit 100 pl Trypanblaulésung
(0,4 %; Sigma) vermischt und anschliefiend in die Neubauer Zahlkammer pipettiert. Diese
ist ein Objekttrager mit einer eingeschliffenen Netzeinteilung, die es erlaubt, in einem
definierten Volumen die Zellen zu zdhlen und so die Zelldichte nach folgender Formel zu

bestimmen:

Anzahl Zellen x Verdunnungsfaktor «

. 10* = Zelldichte [Z /ml]
Anzahl gezéhlter GroRquadrate

Bei einer Kultivierung von Zellen auf MC miissen diese zunichst abgeldst und vereinzelt
werden. Dazu wird ein Aliquot der MC-Suspension mit CMF-PBS gewaschen und
anschliefdend mit Trypsin/EDTA-L6sung inkubiert. Die so abgeldsten Zellen kénnen wie
oben beschrieben im Hamozytometer gezihlt werden. Aufgrund von Problemen bei der
Zelldichtebestimmung von MC-Kulturen mit der oben genannten Methode wurde die
Zelldichte zusatzlich mittels Kristallviolettfarbung bestimmt. Die Kristallviolettlosung
(0,09 % Kristallviolett (w/v); 0,1 % Triton X-100 (v/v); 0,1 M Zitronensaure; in H2Ogest) ist
hypotonisch; unterstiitzt von Triton X-100 bewirkt dies die Lyse der Zellen. Die durch die
Zitronensdure stabilisierten Zellkerne werden mit Kristallviolett angefarbt. Hierzu werden
dem Kultivierungssystem 1 ml Carriersuspension entnommen. Nach Sedimentation der
MC werden 800 pl Uberstand abgenommen und gegen 800 ul Kristallviolettldsung
ausgetauscht. Anschliefiend werden die Zellen 24 h bei 37 °C inkubiert. Danach kénnen die
Zellkerne im Hamozytometer gezahlt und die Gesamtzelldichte nach obiger Formel
berechnet werden. Allerdings kann mit dieser Methode nicht zwischen lebenden und toten

Zellen diskriminiert werden.



Material und Methoden 45

4.7 Zellbasierte Assays

Mit dem WST (engl.: water soluble tetrazolium)-1 Assay-Kit (Roche Applied Science,
Mannheim) kann die metabolische Aktivitit von viablen Zellen in MTP quantifiziert
werden. Es basiert auf der enzymatischen Reduktion des roten Tetrazoliumsalzes WST-1
(4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-Benzol-Disulfonat) in ein
wasserlosliches, blaues Formazansalz durch zelluldire mitochondriale Succinat-
Tetrazolium-Dehydrogenasen. Das Produkt kann photometrisch bei 450 nm quantifiziert
werden. Die Intensitiat der Farbung korreliert direkt mit der Anzahl metabolisch aktiver
Zellen. Es werden 5 x 103 HBMECs oder 7,5 x 103 EA.hy 926 Zellen pro well in einer 96-well
Platte, also subkonfluent, ausgesiat und nach 20 h die Stx appliziert. Nach Ablauf der
gewlnschten Inkubationszeit wird ein Zehntel des Volumens (hier 20 pl/well) WST-1-
Reagenz zugesetzt. Da das gefarbte Produkt kontinuierlich generiert wird, kann zwischen
0,5 und 4 h nach Zugabe die OD4s0 (optische Dichte) bestimmt werden. Dabei sollte darauf
geachtet werden, dass die Ergebnisse im linearen Bereich des MTP-readers (OpsysMR
absorbance reader, DYNEX Technologies, Worthing, West Sussex, UK; Software-Version
4.21) liegen. Es ist weiterhin zu beachten, dass die Kultur wahrend des Versuchs nicht das
konfluente Stadium erreicht, da die Zellen in diesem Fall ihren Metabolismus vom
Wachstumsstoffwechsel auf den Erhaltungsstoffwechsel umstellen. Dies fiihrt zu einer
Verringerung der Aktivitat der zelluliren Atmungskette und verfalscht so das Ergebnis.
Die halb-maximale inhibitorische Konzentration (engl.: inhibitory concentration 50, 1Cs)
ist die Konzentration der Testsubstanzen, welche die metabolische Aktivitat auf 50 % von

der der Kontrollzellen reduziert.

Der Zytotoxizitatsassay oder cell detachment assay wurde aus dem etablierten vero cell
assay (Konowalchuk et al., 1977) entwickelt und dient zur Bestimmung des zytotoxischen
Titers, bei dem 50 % der Zellen in Kultur tot sind und sich abgelést haben (engl.:
cytotoxicity dose 50, CDsp). Es werden 1 x 10* HBMECs oder 1,5 x 104 EA.hy 926 Zellen in
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100 pl Kulturmedium pro Kavitit in eine MTP eingesit und fir 24 h in einem
CO2-Brutschrank inkubiert. Nach optischer Kontrolle des Bewuchses kann die zu testende
Substanz geldst in 100 pl Zellkulturmedium zugesetzt werden. Nach der Inkubation tiber
den gewlinschten Zeitraum im Brutschrank wird die MTP zur Ablésung von toten Zellen
von Hand geschiittelt und der Uberstand verworfen. Danach folgt eine Fixierung der
verbliebenen Zellen mit 70 pl 2 %iger Formalin-Losung in CMF-PBS pro well fiir
mindestens 5 min bei RT. Anschlief3end wird die Fixierungslésung gegen 70 pl/well einer
Zellfarbelosung (0,13 % Kristallviolett, 5 % Ethanol, 2 % Formalin in CMF-PBS) ersetzt
und 30 min bei RT inkubiert. Die Farbelosung wird durch wiederholtes, vorsichtiges
Waschen mit Hz04est entfernt, bis kein Kristallviolett in der Waschlésung verbleibt.
Abschliefend wird die MTP an der Luft getrocknet. Die Bestimmung der CDso kann
mikroskopisch erfolgen, allerdings ist eine spektralphotometrische Quantifizierung
vorzuziehen. Dazu wird das Kristallviolett vollstindig mittels 100 upl/well 50 %igem
Ethanol in CMF-PBS gelost. Anschlief3end wird die MTP an einem MTP-Photometer bei
570 nm Wellenlange vermessen. Die niedrigste eingesetzte Konzentration von Stx, bei der

50 % der Absorption der Negativkontrolle vorliegt, wird als CDs definiert.

Mit dem DNA-Fragmentierungsassay Cell Death Detection ELISAPLUS (Roche Applied
Science, Penzberg) koénnen Histon-komplexierte DNA-Fragmente, also Mono- und
Oligosomen, gegen eine Negativkontrolle quantifiziert werden. Somit konnen die Arten des
Zelltodes, Nekrose und Apoptose, mit diesem Kit untersucht werden, da die DNA-
Fragmente bei der Apoptose innerhalb der Zellen verbleiben, wahrend sie bei
nekrotischen Zellen ins Kulturmedium abgegeben werden. Der Test basiert auf einem
Ein-Schritt-Sandwich-Immunoassay zur Detektion von Nukleosomen. In eine mit
Streptavidin vorbeschichtete MTP wird Nukleosomen-enthaltende Testsubstanz pipettiert.
Die Nukleosomen werden durch einen Biotin-gelabelten Anti-Histon-Antikérper an das
Streptavidin gebunden. Ein weiterer Antikorper, welcher Peroxidase-markiert ist, bindet
spezifisch die fixierte DNA. Mit der Peroxidase wird schlieflich das Substrat, 2,2’-Azinobis-

(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsdaure) (ABTS), zu einem stabilen, griinen Radikalion
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umgesetzt, das photometrisch bei 405 nm quantifiziert wird. Der Fragmentierungsassay
wurde mit konfluenten HBMECs bzw. EA.hy 926 Zellen und Stx1/Stx2 jeweils vierfach
nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Zur Bestimmung von Nekrose und Apoptose in der
Kultur wurden dem Assay Proben des gleichen Ansatzes zugefiihrt. Nach Abzug des
Hintergrundsignals (Inkubationspuffer) wurden die OD-Werte der behandelten Zellen

gegen die Kontrolle normalisiert und so ein Anreicherungsfaktor bestimmt.

4.8 Mikroskopische Techniken

Die Phasenkontrastmikroskopie wurde fiir die praktischen Arbeiten vielfaltig angewendet.
Zur optischen Kontrolle der Zellproliferation bzw. zellbasierten Experimenten wurde das
inverse Mikroskop Axiovert 40 (Zeiss, Gottingen) eingesetzt. Aber auch in Mikroskopen
mit teilweise anderem Einsatzzweck wurde die Phasenkontrastmikroskopie angewandt.
So kann bei der fluoreszenzmikroskopischen Betrachtung von Zellen die Morphologie
dieser aufgezeichnet werden; bei der digital holographischen Mikroskopie (DHM) liefert
das Phasenkontrastbild bereits wahrend der Messung wichtige Hinweise iiber den

Zustand der Zellen.

Die Methode der Markierung von molekularen Strukturen mit Fluoreszenzfarbstoffen
bietet zahlreiche Moglichkeiten. Durch die selektive Anregung verschiedener
Fluorochrome bei unterschiedlichen Wellenldngen und deren definierte Spektren an
emittierten Wellenldngen eignet sich die Fluoreszenzmikroskopie hervorragend fir
Lokalisations- und Kolokalisationsexperimente. Mittels Immunfluoreszenzmikroskpie (IF)

wurden Lokalisation und Expression des Stx-Rezeptors auf und in den Zellen untersucht.
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4.8.2.1 Antikorper fiir die Fluoreszenzmikroskopie

Ein wesentlicher Aspekt fiir die Durchfiihrbarkeit von fluoreszenzmikroskopischen
Experimenten ist die selektive Detektion von Zielstrukturen, bei denen es sich in dieser
Arbeit meist um ein Protein oder das Glykosphingolipid Gb3Cer handelt. Hierbei spielen
Antikorper (AK), insbesondere monoklonale AK, eine entscheidende Rolle. Dabei muss
zwischen primdren AK und sekundidren AK unterschieden werden. Die primaren AK
dienen der Erkennung der Zielstruktur liber die hochvariable Region, die sich durch
Kombination von H- und L-Kette zweimal pro AK-Molekiil ergibt. Im zweiten Schritt
werden die sekundiaren AK eingesetzt, welche wiederum spezifisch gegen die primaren
Immunglobulin-Spezies gerichtet sind. An die sekundidren AK sind Fluorochrome
gekoppelt, welche iiblicherweise aus der Gruppe der Rhodamine oder Cyanine stammen.
Bei dem Design der Experimente muss folgenden Sachverhalten besondere
Aufmerksamkeit geschenkt werden: Zum einen miissen die eingesetzten Fluoreszenz-
farbstoffe kompatibel zu den benutzenden Filtersatzen des Mikroskops sein, zum anderen
darf es keine Kreuzreaktionen der verwendeten AK geben, was durch eine vorhergehende
Kreuzadsorption der AK minimiert werden kann. Der wichtigste Schritt der Versuchs-
planung ist allerdings, dass bei Mehrfachimmunfluoreszenz, also Farbungen mit mehr als
einer Zielstruktur, die verwendeten primdren und sekundidren AK-Paare aus
verschiedenen Spezies stammen, sodass es zu keinen Kreuzreaktionen kommen kann. Eine
Negativkontrolle mit sekundarem AK ohne primdren AK ist besonders wichtig, um eine
unspezifische Bindung und damit ein falsch positives Signal zu vermeiden. Eine Liste der

eingesetzten Antikorper findet sich in nachfolgender Tabelle 4:

Tabelle 4: Eingesetzte Antikorper fiir die Fluoreszenzmikroskopie.

Zielstruktur Spezies Farbstoff Firma Kat.-Nr
Stx1 (Klon 109/4-E9b) Maus - Sifin -
(Berlin)
Stx2 (Klon 135/6-B9) Maus - Sifin -
LAMP1 (Lysosomen) Kaninchen - Sigma L1418
PDI (ER) Kaninchen - Sigma P7496
GM130 (GA) Kaninchen - Sigma G7295
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Rab11 (recycling Kaninchen - Sigma R5903
Endosomen)

Transferrin Ziege - Calbiochem 616423
Maus-I1gG Ziege Alexa488 Invitrogen A-11029
Maus-IgG Ziege Alexa647 Invitrogen A-21236

Kaninchen-IgG Ziege Alexa647 Invitrogen A-21245
Kaninchen-IgG Ziege Cy5 Invitrogen | A-10523

4.8.2.2 Kopplung von Fluoreszenzfarbstoffen an Proteine

Flir bestimmte Anwendungen, beispielsweise die Verfolgung eines Zielproteins, kann es
dienlich sein, dieses Protein nicht iiber AK innerhalb der Zelle nachzuweisen, sondern das
Protein direkt mit einem Fluoreszenzfarbstoff zu markieren. Dies kann iiber eine
Koexpression mit einem fluoreszierenden Protein - beispielsweise GFP (engl.: green
fluorescent protein) - erfolgen, wenn das Protein in der Zelle exprimiert wird. Fiir Proteine,
die als Marker verwendet werden sollen, bietet sich eine chemische Kopplung von
Fluorochromen an das Protein an. Vorteilhaft ist auch eine Kopplung an primare AK, da
hierdurch Engpasse im Spezies-System vermieden werden kénnen und die Praparation
der Proben vereinfacht wird. Allerdings ist zu beachten, dass die Markierung auch
Nachteile gegeniiber dem AK-Nachweis mit sich bringt: Zum einen ist nicht genau
steuerbar an welche Position des Proteins das Farbstoffmolekil bindet, was zu einem
Verlust einer Bindungsstelle oder des aktiven Zentrums fithren kann. Zum anderen fehlt
der Verstiarkungseffekt des Signals durch primdre- und sekunddre-AK. Dies kann
allerdings durch eine starkere Markierung des Proteins, angegeben in Farbstoffmolekiilen
pro Proteinmolekiil, ausgeglichen werden. Es wurden verschiedene Arten der
AK-Markierung verwendet: Die Fluoresceinisothiocyanat-(FITC) bzw. Tetramethyl-
Rhodamineisothiocyanate (TRITC)-Kopplung von AK und die Markierung von Stx und AK
mit Oyster-Farbstoffen (Luminartis, Miinster, Deutschland). Erstere Reaktion wird nach

folgendem Schema durchgefihrt:
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Durchfiithrung: FITC-/TRITC-Kopplung an Proteine.

1  Umpufferung des Proteins (mindestens 2 mg/ml) in 0,1 M Natriumkarbonat
(pH=9,0) in Micro Bio-Spin Chomatographiesaulen (Bio-Rad Laboratories,
Miinchen) nach Herstellerangabe

2 Zugabe von 50 pl FITC-/TRITC-Losung in 1 mg/ml Dimethylsulfoxid (DMSOreinst)
pro ml Protein in 5 pl-Schritten

3 Inkubation fur 8 h bei 4 °C

4  Zugabe von Ammoniumchlorid auf eine Endkonzentration von 50 mM

5  Inkubation fiir 2 h bei RT
6  Zugabe von Xylencyanol (0,1 %, w/v) und Glycerol (5 %, v/v)
7  Separieren des ungebundenen Farbstoffes durch einen weiteren

Gelfiltrationsschritt in Micro Bio-Spin Saulen (Bio-Rad , Hercules, CA, USA)

8  Zugabe von Natriumazid (0,02 %, w/v)

Die Kopplung von den wasserloslichen Oyster-Farbstoffen geschieht nach Hersteller-
angaben. Hierbei wird der kristalline Farbstoff direkt in die umgepufferte Proteinlosung
gegeben, eine Stunde bei RT inkubiert und anschliefend der ungebundene Farbstoff
mittels Mikroultrafiltrationsrohrchen (Pall nanosep, 30 kDa Membran, Pall Corporation,

Port Washington, NY, USA) separiert.

4.8.2.3 Vorbereitung des Zellpraparates fiir die Fluoreszenzmikroskopie

Die Vorbereitung des Zellpraparates fir die Fluoreszenzmikroskopie folgt einem Schema,
ist allerdings dem Experiment anzupassen. Die generellen Schritte bestehen aus der
Einsaat von Zellen in ein geeignetes Experimentalsystem, hauptsachlich chamber slides. Je
nach gewiinschtem Konfluenz-Stadium werden zwischen 1 und 5 x 10# Zellen pro well
eingesat. Nach Abschluss des Versuchs und optischer Kontrolle werden die Zellen mit
CMF-PBS gewaschen und anschlieffend mit frischem 3,7 %igen Paraformaldehyd fir
30 min bei RT fixiert. Nach einem weiteren Waschschritt werden die noch freien
Aminotermini mit 0,2 M Glycin-Losung (pH 7,2) gequencht. Einem CMF-PBS-Waschschritt
folgend konnen die Zellen dann permeabilisiert werden, wenn eine intrazelluldre Farbung

erwinscht ist. Dazu hat sich eine Inkubation mit 0,25 % Triton X-100 in CMF-PBS fir
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1 min bei 4 °C bewahrt. Nach mehrfachem Waschen folgt ein Blockierungsschritt mit 5 %
BSA, 0,2 % Fischhaut-Gelatine und einer geringen Menge (20 pg/ml) an unspezifischem
AK in CMF-PBS. Der unspezifische AK blockt dabei die auf der Zelloberflache vorhandenen
Fc-Rezeptoren, welche zu einem Hintergrund bei der Farbung fithren wiirden. Der
Blockierungsschritt kann 120 min bei RT oder bei 4 °C . N. durchgefiihrt werden. Das
Blockierungsreagenz wird anschliefend gegen den primaren AK in 1 % BSA in CMF-PBS
ausgetauscht. Die Konzentration von diesem ist schwierig zu prognostizieren und muss
durch Vorexperimente festgestellt werden. Dieser Schritt kann von 1 h bei RT bis zu 20 h
bei 4 °C dauern - je nach zu farbender Struktur. Das folgende, wiederholte Waschen ist
essentiell, um den primdren AK, der nicht gebunden hat, vollstindig zu entfernen.
Anschlieflend wird mit sekundar-AK in 1 % BSA in CMF-PBS, typischerweise in 1:1.000
Verdiinnung, inkubiert. Nach weiteren Waschschritten kann eine DNA-Farbung mit 4’,6-
Diamino-2-phenylindol (DAPI, 1:4.000, 10 min) erfolgen. Schlief3lich werden die
Reaktionskammern vom Objekttrager entfernt und die Proben mit 35 pl Antifade-
Mounting Medium (Dianova, Hamburg, Deutschland) und einem Deckglaschen eingedeckt.
Dieses Mounting-Medium hartet nur langsam aus. Daher muss das Deckglaschen mittels
Nagellack am Rand fixiert werden, um ein Verrutschen des Deckgldschens, was zur
Beschadigung der Oberflachenstrukturen der Zellen fithren kann, zu verhindern. Die so
vorbereiteten Proben sind dunkel und trocken gelagert fiir einige Wochen stabil.
Zusatzlich zu diesem "Grundrezept" kénnen zahlreiche Modifikationen hinsichtlich der
Konzentrationen, Inkubationszeiten und -temperaturen vorgenommen werden. Auf eine
Modifikation sollte allerdings eingegangen werden, da diese bei der Durchfiihrung sehr oft
angewendet wurde: Noch vor der Inkubation mit primarem AK wurde das Stx an den
zellularen Rezeptor gekoppelt, sodass nicht der Gb3Cer-AK als primar-AK verwendet
werden musste, sondern der Anti-Stx-AK eingesetzt werden konnte, welcher spezifischer

ist.

4.8.2.4 Das Fluoreszenzmikroskop

Zur Visualisierung der vorbereiteten Praparate wurde das Auflicht-Fluoreszenzmikroskop
Axio Imager Al (Zeiss, Gottingen, Deutschland) benutzt. Dieses ist mit Bandpass-

Fluoreszenzfiltern fiir die gangigsten Fluorophore (DAPI, Alexa488/GFP, Cy3, Cy5)
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bestiickt. Als Objektive stehen ein 40-fach Objektiv und ein hochwertiges 100-fach
Fluoreszenz-optimiertes Ol-Objektiv zur Verfiigung. Letzteres ist zu bevorzugen, da das
Mounting-Medium denselben refraktiven Index wie das Immersionsdl besitzt und so der
Lichtstrahl nicht gebeugt wird. Zudem besitzt das 100-fach Objektiv eine hohe numerische
Apertur, bietet also ein hohes Auflosungsvermdégen, sodass auch schwache Signale
aufgenommen werden konnen. Als Auflichtquelle wird eine Quecksilberdampflampe
eingesetzt, die liber das FluoArc-Zusatzmodul in der Intensitdt variiert werden kann. Als
Detektionssystem wird eine hochauflosende schwarz/weif3-Kamera verwendet. Die
Einfirbung der Kanalbilder sowie deren Uberlagerung werden softwareseitig (Zeiss
Axiovision 4.7) durchgefihrt. Zusatzlich zu den so gewonnenen Informationen kann auch
ein Phasenkontrastbild aufgenommen werden, in dem die Morphologie der Zelle sichtbar
ist. Dazu wird eine Glithlampe als Durchlichtquelle eingesetzt. Das Sichern der Bilder
erfolgt im Zeiss-eigenen ZVI-Format, welches spater bearbeitet und erganzt werden kann,

z. B. mit Skalierungen, Messungen und Kommentaren.

Durch eine Kooperation mit dem Centrum fiir Biomedizinische Optik und Photonik
(CeBOP) der Westfdlischen Wilhelms-Universitit Miinster unter Leitung von Prof.
von Bally konnte die digital holographische Mikroskopie zur Untersuchung von
Zellpraparaten eingesetzt werden. Die DHM ermdglicht eine quantitative
Phasenkontrastmikroskopie, die sich fiir die Messung transparenter Proben eignet.
Zellpraparate konnen mit Hilfe der DHM marker- und zerstérungsfrei untersucht werden
und bleiben so morphologisch unbeeinflusst. Dazu wird eine koharente Lichtquelle in
Objekt- und Referenzwelle geteilt. Beide legen dieselbe Strecke zuriick, allerdings wird die
Objektwelle durch die Probe gestreut und gebeugt. Vor dem Detektor wird die
Referenzwelle eingekoppelt und es kommt zu einer kohirenten Uberlagerung. In diesem
entstehenden Interferogramm sind sowohl die Amplituden- als auch die
Phaseninformationen der iiberlagerten Wellen als Intensitdtsverteilung gespeichert. Durch
den Einsatz von intensititssensitiven Aufzeichnungsmedien wie digitalen Rasterbild-

sensoren, z. B. CCD-Kameras, konnen die Informationen aufgezeichnet werden. Eine
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Auswertung der Bilder geschieht softwareseitig durch das Anwenden verschiedener
Algorithmen. Die erhaltenen Daten beinhalten quantifizierbare Informationen tiber die

Zellen, wie beispielsweise die Zelldicke oder den Brechungsindex.

4.8.3.1 Praparation der Probe fiir die digital holographische Mikroskopie

Die Praparation der Zellen fiir die DHM wurde optimiert, wobei sich folgende Methode
letztendlich als die geeignetste erwiesen hat: Zunachst werden 800 pl einer Zellsuspension
mit der Zelldichte von 5 x 10* Zellen/ml in die Vertiefung des p-dishes ausgesat. Nach einer
Adhasionsphase, die mindestens 4 h betragen sollte, kann das zu testende Toxin, in dieser
Arbeit verschiedene Konzentrationen von Stx oder EHEC-Vac, zugesetzt werden.
Anschliefdend wird das p-dish auf dem Probenteller des Mikroskops fixiert. Zu beachten
ist, dass das p-dish nicht in den Inkubator gestellt wird, da sich der spezielle Plastikboden,
der besonders gute optische Eigenschaften aufweist, mit CO; sattigt. Dieses diffundiert
wihrend der Messung langsam aus dem Boden, was eine Anderung der Fokusebene
verursacht und so die Messung kontinuierlich tiber Tage aus dem Fokus lauft und
aufwendig softwareseitig nachfokussiert werden muss. Die zusitzlich generierten
Weifdlichtaufnahmen hingegen koénnen nicht nachfokussiert werden. Da das Pradparat
wahrend der Messung zwar temperiert wird, aber keine CO2-Begasung erfolgt und die
u-dishes einen Gastransport erlauben, muss fiir eine Langzeitmessung anderes Medium
verwendet werden. Dieses sollte nicht auf Natriumbikarbonat-Pufferung, das {iibliche
System zur pH-Regulierung, sondern auf einer 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsidure (HEPES)-Pufferung basieren. Damit wird einer starken Anderung des
pH-Wertes und den damit zusammenhingenden morphologischen Anderungen der Zellen
vorgebeugt. Fiir EA.hy 926 Zellen sowie fiir HBMECs wurde dazu Leibowitz L15 Medium
(PAA) benutzt, das sowohl von den Osmolarititen als auch von den Inhaltsstoffen einen
guten Kompromiss darstellt und, je nach Zelltyp unterschiedlich supplementiert, geniigend

Substrat enthalt.
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4.8.3.2 Das digital holographische Mikroskop

Das verwendete Mikroskop (siehe Abbildung 4) ist ein iMIC-Mikroskop der Firma TILL
Photonics (Grafeling, Deutschland), welches urspriinglich ein Fluoreszenzmikroskop ist
und ebenfalls Weifdlichtaufnahmen ermdéglicht. Allerdings wurde dieses so modifiziert,
dass auch digitale Hologramme erzeugt und detektiert werden konnen (Kemper et al,
2006a). Dazu wurde ein frequenzverdoppelter Nd:YAG-Laser (Neodym-dotierter Yttrium-
Aluminium-Granat-Laser, Coherent Compass 315M-100, Liibeck) mit der Wellenldnge von
532 nm in einer separaten Laserbox verwendet. Die Objektwelle wird durch ein
Glasfaserkabel iiber einen Stahlteilerwiirfel in den Kondensor des Mikroskops
eingekoppelt, wiahrend die Referenzwelle liber ein Glasfaserkabel unter dem Mikroskop-
objektiv eingekoppelt wird. Seitlich am Mikroskop ist die CCD-Kamera (DMK 41BF02,
Imagingsource, Bremen) angebracht, welche die durch die Uberlagerung entstandene
Intensitatsverteilung in ein 8 bit Graustufenbild wandelt, das an einen Computer gesendet
wird. Das gesamte Mikroskop befindet sich in einem Inkubator (Solent Scientific,
Segensworth, England) und kann so temperiert werden. Die Steuerung von Objekttisch,
Fokustrieb und Weifdlichtbeleuchtung erfolgt tiber die Software TILLvisION der Firma
TILL Photonics. Die Aufnahmen der Weifdlichtbilder und der Hologramme werden mit dem
am CeBOP entwickelten Programm Fireview in Intervallen von drei oder fiinf Minuten

durchgefiihrt.
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Abbildung 4: A: Schematische Darstellung des Lichtweges in der DHM. B: Messaufbau des DHM am Centrum
fiir Biomedizinische Optik und Photonik in Miinster.
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4.8.3.3 Datenverarbeitung nach den Messungen

Die Rekonstruktion der aufgezeichneten Hologramme und die Auswertung der
resultierenden Phasenkontrastbilder erfolgten mit den Programmen dcHolo und
Phaselllustrator, welche am CeBOP entwickelt wurden (Carl et al, 2004, Kemper et al,
2006b). Zunachst miissen die Bilder fokussiert und entfaltet werden. Dabei kann es zu
Entfaltungsfehlern kommen, die im Nachhinein die Quantifizierung der Zellhéhe storen.
Diese Bilder werden mit Hilfe eines Programms aussortiert und die verbleibenden werden
dem Phaseillustrator zugefiihrt. Hier konnen aus den rekonstruierten Phasenkontrast-
aufnahmen die Phasendanderungen, welche durch die Zelle verursacht wurden und
Phasendifferenzen ermittelt werden. Uber einen Mikroskop-spezifischen Umrechnungs-
faktor werden diese in eine pm-Skala transferiert. Zudem sind in dieser Software weitere
Darstellungs- und Auswertungswerkzeuge implementiert, wie beispielsweise eine
Funktion, welche die Zellbewegungen verfolgt oder den jeweils hochsten Punkt der Zelle

bestimmen kann.

4.8.4.1 Vorbereitung des Praparats fiir die Rasterelektronenmikroskopie

In dieser Arbeit wurden hauptsachlich mit Toxin-behandelten Endothelzellen bewachsene
Cytodex 3 MC (GE Healthcare) rasterelektronenmikroskopisch untersucht. Die besiedelten
MC stammen entweder aus dem Superspinner-Kultivierungssystem oder sind speziell fiir
die Elektronenmikroskopie in 6 well Platten vorbereitet worden. Bei dem Bewuchs im
nicht-geriihrten System ist darauf zu achten, dass die MC regelmafiig durchmischt werden,
damit die Zellen die ganze Flache der Carrier besiedeln. Nach Abschluss der Experimente
werden die MC zunachst dreimal in 0,1 M PBS-Puffer nach Sérensen (2,024 g KH2PO4 und
9,228 g NazHPO4 x 2 H20 ad 1.000 ml Reinstwasser, pH = 7,3) gewaschen. Anschliefdend
erfolgt eine Fixierung mit 2,5 %iger Glutardialdehyd-Losung, die aus 25 %iger Losung
speziell fir die Elektronenmikroskopie 1:10 mit S6rensen-PBS hergestellt wird. Nach einer

Inkubationszeit von mindestens 1 h werden die MC dreimal gewaschen und anschlieféend
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mit 1 %igem Osmiumtetroxid fiir 60 min inkubiert. Die Entwasserung der MC wird mit
einer aufsteigenden Alkoholreihe realisiert. Dazu werden die MC je 15 min in 30 %, 50 %,
70 %, 90 % und zweimal in 99,9 %igem Ethanol gegeben. Das Ethanol wird in einer
Kritische-Punkt-Trocknungsanlage bei 31 °C und 80 bar gegen fliissiges CO; ausgetauscht,
das sich bei niedrigeren Driicken verfliichtigt. Die trockenen Proben werden auf einen mit
Schmelzkleber préparierten Probentrdger geblasen und anschlieffend in einem
Kathodenzerstauber mit zwei 15 nm dicken Schichten Gold versehen (Reichelt, 2007). Die

so vorbereiteten MC kdnnen in einem Exsikkator tiber langere Zeit gelagert werden.

4.8.4.2 Das Rasterelektronenmikroskop

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Reichelt am Institut fiir Medizinische
Physik und Biophysik der Westfalischen Wilhelms-Universitdt Miinster wurden Praparate
fiir das Rasterelektronenmikroskop (engl.: scanning electron microscope, SEM) vorbereitet
und anschliefend gemessen. Dazu wurde ein Hitachi S-450 SEM eingesetzt. Die Theorie
und die Bedienung des Instruments sollen hier nicht erldutert werden. Es wurden zwei
relevante Anderungen wihrend dieser Arbeit durchgefiihrt: Zum einen wurde das
Detektionssystem von analog auf digital aufgeriistet (Nikon, Tokyo, Japan); die digitalen
Bilder wurden in einer Auflésung von 3872 x 2592 Pixeln aufgenommen, was sicherstellt,
dass jegliche Bildinformation ohne Verlust aufgezeichnet werden konnte. Zum anderen
wurde das Gerat generaliiberholt, wodurch die maximale Auflésung von 5.000-fach auf

10.000-fach verdoppelt werden konnte.
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4.9 Durchflusszytometrie

4.9.1 Vorbereitung der Zellen fiir die durchflusszytometrische Messung
von Zellzyklus und Stx-Rezeptordichte

Im Folgenden sind alle Arbeitsschritte fiir die Durchflusszytometrie aufgelistet. Dieses
Protokoll ermdglicht eine Doppelfairbung der verwendeten Endothelzellen, um den
Zellzyklus und die Dichte des Stx-Rezeptors Gb3Cer zu bestimmen. Vor der Verwendung
von Propidiumiodid (PI) zur Bestimmung des DNA-Gehalts der Zellen wurden Protokolle
mit 7-Aminoactinomycin (7-AAD, Beckman Coulter, Krefeld), welches besser zu den im
Gerat verbauten Lichtquellen passt, getestet. Diese erwiesen sich jedoch als nicht ziel-
fiihrend. Eine Glykosphingolipid-schonende Fixierung mit Paraformaldehyd stellte sich fiir
die Zellzyklusbestimmung als unbrauchbar heraus und wurde durch eine Fixierung der
Zellen mit 70 %igem Ethanol in PBS ersetzt. Im folgenden Protokoll werden alle Wasch-
schritte durch Resuspension der Zellen in 1 %iger BSA-Losung in CMF-PBS realisiert. In
dieser Waschlosung wurden auch alle AK-Inkubationsschritte durchgefiihrt. Die
Propidiumiodid-Farbelosung besteht aus 49 ml Nicoletti-Puffer (0,1 % (v/v) Triton X-100;
0,1 % (w/v) Natriumacetat ad 1.000 ml H20gest) (Nicoletti et al, 1991) mit 1 ml der
Propidiumiodid-Stammlésung (25 mg Propidiumiodid ad 10 ml H2Ogest)-

Durchfiihrung: Vorbereitung der Zellen fiir die durchflusszytometrische Zellzyklusanalyse und

Gb3Cer-Rezeptordichte-Bestimmung in Endothelzellen.

1 Vorbereitung von Zellen in T-75 Flaschen, 50 % Konfluenz
2 Kulturmedium absaugen und verwerfen

3  Zellablosung durch Inkubation mit 20 ml 5 mM Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA) in serumfreiem Medium fiir 30 min bei 37 °C; Zellen mehrfach
resuspendieren

4  Zentrifugation (400 g, 5 min), Uberstand verwerfen

5 Waschen der Zellen
6 Zentrifugation (400 g, 5 min), Uberstand verwerfen
7  Fixierung der Zellen durch tropfenweise Zugabe von 70 % Ethanol in CMF-PBS

(-20°C) bei vorsichtiger Durchmischung, um Aggregatbildung zu verhindern;
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Inkubation 120 min auf Eis
8 Zentrifugation (600 g, 5 min), Uberstand verwerfen
9  Waschen der Zellen
10 Zentrifugation (600 g, 5 min)

11 Zugabe von 5 mg/ml RNAse A (Roche) in je 50 ul in Blockierungspuffer (5 % (w/v)
BSA; 0,2 % (v/v) Fischhaut-Gelatine in PBS) fiir 60 min bei RT

12 Zentrifugation (600 g, 5 min), Uberstand verwerfen

13 Waschen der Zellen

14 Zugabe von 1,25 pg/ml Stx1 fiir 60 min bei 4 °C

15 Zentrifugation (600 g, 5 min), Uberstand verwerfen

16 Waschen der Zellen

17 Zentrifugation (600 g, 5 min)

18 Zugabe von 4 pl/ml Anti-Stx1 Antikorper fiir 60 min bei 4°C
19 Zentrifugation (600 g, 5 min), Uberstand verwerfen

20 Waschen der Zellen

21 Zentrifugation (600 g, 5 min)

22 Zugabe des sekundaren Antikorpers (Anti-Maus-IgG, Alexa 488 gelabelt) 1:500 fiir
60 min bei 4 °C, im Dunkeln

23 Zentrifugation (600 g, 5 min)
24  Waschen der Zellen
25 Zentrifugation (600 g, 5 min)

26 Zugabe von 3-5 ml Propidiumiodid-Farbelésung (4 °C, 30 min)

Die so vorbereiteten Proben wurden dem Durchflusszytometer zugefiihrt und enthielten

gentigend Zellen fiir die Messung von 106 Nuklei.



60 Material und Methoden

In dieser Arbeit wurden verschiedene Durchflusszytometer (Akronym: FACS, engl.
fluorescence activated cell sorting) benutzt, allerdings wurden alle prasentierten Daten mit
einem Beckman Coulter Cytomics FC500 generiert, das im Institut fiir Lebensmittelchemie
der Westfdlischen Wilhelms-Universitit Miinster unter Leitung von Prof. Humpf zur
Verfiigung stand. Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht auf der Streuung von Licht
durch Zellen. Diese werden in einer Kapillare hydrodynamisch durch eine
Mantelfliissigkeit (Isoflow™ Epics Sheath Fluid, Beckman Coulter) fokussiert und an
Lasern vorbeigeleitet. Dadurch kommt es zur Lichtstreuung, die iiber Photomultiplier als
Detektoren nachgewiesen wird. Man unterscheidet zwischen dem Vorwartsstreulicht
(engl.: forward scatter, FS), das direkt mit dem Volumen der Zelle korreliert und dem
Seitwartsstreulicht (engl.: sideward scatter, SS) im rechten Winkel, das ein Maf3 fiir die
Granularitit der Zelle ist. Gleichzeitig besteht die Moglichkeit, liber die eingebauten Laser
(Argon-Laser, 488 nm, FL3 ; Heluim-Neon-Laser, 633 nm, FL1) die Menge der an die Zelle
gebundenen Fluoreszenzfarbstoffe zu vermessen und so eine Aussage tiber beispielsweise
DNA-Menge oder andere fluoreszenzmarkierte Antigene zu erhalten. Durch Kompensation
konnen dabei Streueffekte zwischen den einzelnen Detektionskanadlen unterdriickt
werden. Zur Bedienung und Auswertung wurde die Software CXP von Beckman Coulter

eingesetzt.

Nach der Messung miissen die Daten computergestiitzt ausgewertet werden. Die Selektion
der gewiinschten Zellen erfolgt durch Filter, die als gates und der Vorgang als gating
bezeichnet wird. Zunachst miissen Zelldebris und intakte Zellen getrennt werden. Dazu ist
eine Auftragung der Messwerte nach FS und SS sinnvoll (Abbildung 5A). Um die
Zellzyklusphase korrekt bestimmen zu kénnen, miissen Einzelzellen mit doppeltem DNA-
Inhalt von Zell-Dubletten getrennt werden. Dies geschieht iiber die am Detektor ermittelte
Relation von Fluoreszenz-Peakfliche zu Fluoreszenz-Peakhohe, die bei Einzelzellen linear
sein muss (Abbildung 5B). Durch Auftragung des PI-Signals (FL3-Kanal) gegen die Anzahl
der Ereignisse entsteht die typische graphische Darstellung der Zellzyklusstadien, die
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erneut durch gates in G1-, S- und G2-Phase getrennt werden kann (Abbildung 5C). Da nach
dem verwendeten Protokoll zeitgleich auch eine Gb3Cer-Anfarbung im FL1-Kanal erfolgte,
koénnen Zellzyklus- und Rezeptordichte-Daten gegeneinander aufgetragen werden. Durch
Farbgebung bestehen verschiedene Moglichkeiten, den Informationsgehalt zu erhohen,
beispielsweise durch einen sog. density plot, der gleichzeitig die Anzahl der Ereignisse in
einem 2D- oder 3D-Plot farblich darstellt (Abbildung 5D). Auflerdem kénnen die vorher
definierten Zellzyklus-gates auf diese Darstellung angewendet werden, sodass
anschliefdend das sog. backgating erfolgen kann, d. h. eine riickwirkende Filterung der
Messdaten nach Zellzyklusphase und Rezeptordichte (Abbildung 5E und F). Die
Auswertung der Daten fiir die Zellzyklusanalyse erfolge nicht tiber manuell eingestellte
gates, sondern mit dem Programm MultiCycle AV. Somit wird der Anteil der Zellen in den

einzelnen Zellzyklusstadien genauer berechnet (vgl. Abbildung 14).
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Abbildung 5: Auswertung der mittels Durchflusszytometrie erhaltenen Daten. Die Beschreibung der
Abbildung befindet sich im Text (4.9.3). A: Trennen von Zellen und Zell-Debris durch gating. B: Trennung
von Einzelzellen und Dubletten durch gating. C: Festlegung der gates fiir die Zellzyklusstadien. D: Density plot
des DNA-Inhalts gegen das Gb3Cer-Signal. E: Backgating der Zellzyklusstadien auf das Gb3Cer-Signal. F:
Uberlagerung der einzelnen Zellzyklusstadien-Gb3Cer-Signale durch backgating.
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4.10 Elektrische Zell-Substrat Impedanz Messung

Die elektrische Zell-Substrat Impedanz Messung (engl.: electric cell-substrate impedance
sensing, ECIS) wurde 1991 zum ersten Mal beschrieben (Giaever and Keese, 1991) und ist
eine markerfreie, kontinuierliche und nicht-invasive real-time Methode, um das Zell-
verhalten zu messen. Dazu werden die Zellen in speziellen 8-well slides ausgesat und bis
zur Konfluenz inkubiert. Die verwendeten 8W2x1E (Medusa)-slides (ibidi) verfiigen je well
liber zwei runde, transparente, sehr diinne Goldelektroden mit einem Durchmesser von
250 pm und einer 300-fach grofieren Gegenelektrode, die das Zellkulturmedium als
Elektrolyt nutzt. Dadurch wird die Messelektrode zum Nadelohr fiir den Stromfluss und
der gemessene Wechselstromwiderstand (Impedanz) ist fast ausschliefdlich abhangig von
der Zellschicht auf der Messelektrode, die sich wie ein Isolator verhilt. Die nun
auftretenden Schwankungen der Impedanz sind ein Zeichen der vertikalen Bewegungen
(micromotions) der Zellen. Die micromotions sind ein Maf$ flir die zellulire Morphologie
und Vitalitdit (Wegener et al, 1996). In Abhingigkeit der Frequenz des angelegten
elektrischen Feldes kann ein Teil des Stromes durch die Zellen, also Basalmembran,
Zytoplasma und die apikale Plasmamembran (transzelluldr) oder um die Zellkérper herum
durch den Interzellularspalt und die tight junctions (parazellular) fliefRen. Die Menge des
transzellular flieffenden Stromes ist abhdngig von der Kapazitit der Plasmamembran,
wahrend der parazelluldr fliefende Strom abhdngig vom Abstand zwischen Zelle und
Substrat sowie vom Widerstand des interzelluldren Spaltes ist. Es wurde bei Frequenzen
von 40 kHz gemessen und sowohl die Kapazitat als auch die Impedanz bestimmt. Die bei
40 kHz gemessene Kapazitit ist bei einer unvollstindig bedeckten Elektrode hoch und
sinkt linear mit fortschreitender Zellspreitung (Wegener et al, 1996). Die Kapazitat kann
daher bei dieser Frequenz als direktes Maf3 der Zellproliferation und -spreitung auf der

Elektrodenoberfliche angenommen werden.

In dieser Arbeit wurde das ECIS-System eingesetzt, um einen Wundheilungsprozess zu
simulieren. Dabei wird auf einer der beiden pro well vorhandenen Messelektroden
impulsartig eine hohere Spannung angelegt, die fiir die darauf wachsenden Zellen letal ist;
die zweite Messelektrode dient als Referenzelektrode. Nachfolgend kann der Prozess der
Wundheilung, also die Proliferation der benachbarten Zellen in diese nun vorhandene

Licke, gemessen werden. Die Inokulationszelldichten sowie Volumina wurden von
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chamber slides adaptiert. Die ECIS-Untersuchungen wurden in Kooperation mit Dr.
Joachim Wegener am Institut fiir Biochemie der Westfdlischen Wilhelms-Universitat

Miinster unter der Leitung von Prof. Galla durchgefiihrt.

4.11 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde mittels t-Tests nach Student

durchgefiihrt. Dabei wurde p < 0,05 als statistisch 64signifikant64 betrachtet.
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5 ERGEBNISSE

Der Ergebnisteil dieser Arbeit ist in drei Kapitel gegliedert, die sich thematisch an den
Publikationen orientieren. Zunachst wird auf den Hauptaspekt - die unterschiedlichen
Wirkungsweisen von Stx1 und Stx2 auf mikro- und makrovaskulire Endothelzellen -
eingegangen. Die fiir diese Untersuchungen etablierten Methoden konnten zusatzlich zur
Aufklarung der Wirkungsweise des vakuolisierenden Toxins eingesetzt werden.

Schlief3lich werden neue Anwendungsmoglichkeiten der DHM vorgestellt.

5.1 Unterschiedliche Wirkungsweisen von Stx1 und Stx2 auf

mikro- und makrovaskulire Endothelzelllinien

In diesem Kapitel werden die unterschiedlichen Wirkungsweisen von Stx1 und Stx2 auf
Endothelzellen verschiedener Herkunft beschrieben. Als Modellzelllinien dienten HBMECs
als mikrovaskuldare und EA.hy 926 Zellen als makrovaskuldre Endothelzellen. Da beide
Zelllinien jeweils mit Stx1 und Stx2 behandelt und zudem oft verschiedene
Inkubationszeiten oder Konzentrationen getestet wurden, erfolgt die Beschreibung der
generierten Daten nach folgendem Schema: Es werden zundchst die Effekte von Stx1 auf

HBMECs und EA.hy 926 Zellen erlautert und danach die von Stx2.

Einen Hinweis auf die Stx-bedingte Wachstumsinhibition von Endothelzellen lieferten
Wundheilungsassays, die mit dem ECIS-Instrument durchgefiihrt wurden. Dazu wurden
die Zellen in Medusa-slides bis zur Konfluenz kultiviert und nach Zugabe verschiedener
Konzentrationen Stx (0,5 oder 1 pug/ml) fiir 48 h ein Stromimpuls (t = 260 min) auf jeweils
eine der beiden Messelektroden appliziert, der zur Abtotung der darauf befindlichen
Zellen fiihrte. Daraufhin stieg die gemessene Kapazitdt auf etwa 5 nF. Das Absinken der

Kapazitat, die linear mit dem Bewuchs auf der Messelektrode korreliert, diente als Maf3 fiir
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die Proliferation der umliegenden Zellen, welche die nun freie Wachstumsflache wieder
besiedelten (exemplarisch fiir EAhy 926 Zellen in Abbildung 6). Es konnte fiir HBMECs
und EA.hy 926 Zellen gezeigt werden, dass die Wundheilung und damit die Proliferation
der Zellen durch Stx im Vergleich zur Kontrolle beeinflusst wurde. Dabei verursachte Stx2
einen starkeren inhibierenden Effekt als Stx1. Die hochste eingesetzte Stx1-Konzentration
(1 pg/ml) verhinderte die Besiedelung der Elektrode wahrend der Messzeit von 18,5 h

nach Impulsgabe vollstandig.
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Abbildung 6: Wundheilungsassay von EAhy 926 Zellen unter dem Einfluss von Stx in indizierten
Konzentrationen im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen. Nach Applikation des Stromimpulses wurde
die Kapazitit als Mafd fiir die Proliferation der die Wunde umgebenden Zellen gemessen. Stx weisen
konzentrationsabhdngig einen wachstumsinhibierenden Effekt auf die Zellen auf.

Fiur die Quantifizierung der wachstumsinhibierenden Effekte von Stx1 und Stx2 auf
HBMECs und EAhy 926 Zellen wurden subkonfluente Monolayer steigenden

Konzentrationen (0,1 ng/ml bis 10 pg/ml) beider Toxine ausgesetzt und die metabolische
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Aktivitdit  mittels WST-1-Assays  bestimmt. Stx1 und Stx2  verursachten
konzentrationsabhdngig eine Wachstumsinhibition beider endothelialer Zelllinien

(Abbildung 7).
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Abbildung 7: Unterschiedliche Stx1- und Stx2-bedingte Wachstumsinhibition von HBMECs (A) und EA.hy
926 Zellen (B). Die Zellen wurden auf Mikrotiterplatten kultiviert und die subkonfluenten Monolayer
wurden fiir 48 h mit den angegebenen Konzentrationen von Stx1 oder Stx2 inkubiert. Die Ergebnisse
reprasentieren die Mittelwerte (Standardabweichungen) von Vierfach-Bestimmungen und werden als
prozentuale Anteile der metabolischen Aktivitit von unbehandelten Kontrollzellen angegeben. Die ICso-
Werte fiir HBMECs (Stx1: ~ 3,5 ng/ml, Stx2: ~ 0,5 ng/ml) und EA.hy 926 Zellen (Stx1: ~ 4,3 ng/ml, Stx2:
~ 2 ug/ml) wurden aus dem Graph bestimmt. Die horizontalen schwarzen und weifsen Balken deuten eine
signifikante Wachstumsinhibition (p < 0,05) durch das jeweilige Stx an. Signifikante Unterschiede (p < 0,05)
zwischen Stx1- und Stx2-vermittelter Inhibition sind mit Sternchen gekennzeichnet.
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Die halbmaximale inhibitorische Konzentration von Stx1 liegt bei HBMECs (~ 3,5 ng/ml,
Abbildung 7A) und EA.hy 926 Zellen (~ 4,3 ng/ml, Abbildung 7B) auf einem ahnlichen
Niveau. Die ICso-Werte von Stx2 betragen ~ 0,5 ng/ml (HBMECs) und ~ 2 pg/ml (EA.hy
926 Zellen), also mehr als drei Gréfdenordnungen niedriger fiir HBMECs (Tabelle 5). Diese
Daten verdeutlichen, dass Stx1 einen ahnlichen wachstumsinhibierenden Effekt auf mikro-
und makrovaskuldre Zellen aufweist, Stx2 jedoch mehr als 103-fach stiarker auf

mikrovaskulare Zellen wirkt.

Tabelle 5: Ubersicht der Stx1- und Stx2-bedingten Effekte auf mikrovaskulire HBMECs und
makrovaskuldre EA.hy 926 Zellen.

Zelllinie Shiga Toxin 1 Shiga Toxin 2
HBMECs ~ 3,5 ng/ml ~ 0,5 ng/ml
ICs02
EA.hy 926 Zellen ~ 4,3 ng/ml ~ 2 pg/ml
HBMECs ~ 10 ng/ml ~ 0,1 ng/ml
CDso?
EA.hy 926 Zellen ~1ng/ml ~ 100 ng/ml
HBMECs > 0,01 ng/ml > 0,1 pg/ml
Apoptose ¢
EA.hy 926 Zellen 20,1 ng/ml > 10 ng/ml
HBMECs >1ng/ml* > 10 ng/ml
Nekrose 4
EA.hy 926 Zellen 20,1 pg/ml > 1pg/ml

250 % wachstumsinhibierende Konzentration gemessen mit dem WST-1 Proliferationsassay (Abbildung 7).
b50 % zytotoxische Konzentration bestimmt mit dem Zytotoxizitatsassay (Abbildung 8).

¢ Geringste im DNA-Fragmentierungsassay eingesetzte Stx-Konzentration, die signifikant (p < 0,05) Apoptose
in den Zellen auslost (Abbildung 15).

d Geringste im DNA-Fragmentierungsassay eingesetzte Stx-Konzentration, die signifikant (p < 0,05) Nekrose
auslost (Abbildung 16). * nicht alle niedrigeren Konzentrationen induzierten signifikant Nekrose.
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5.1.2 Unterschiedliche Zytotoxizititen von Stx
gegeniiber Endothelzelllinien

Aufgrund der zytotoxischen Wirkung der beiden Stx-Subtypen wurde zunachst untersucht,
ob die beschriebenen unterschiedlichen inhibitorischen Effekte mit unterschiedlichen
Zytotoxizitaten korrelieren. Sowohl Stx1 als auch Stx2 entfalteten eine zytotoxische
Wirkung gegeniiber beiden Zelllinien in einer konzentrationsabhingigen Weise
(Abbildung 8). Allerdings wies Stx1 mit Ausnahme der héchsten Konzentration (10 pg/ml)
eine signifikant hohere Toxizitat als Stx2 gegentliber EA.hy 926 Zellen auf (Abbildung 8B).
Im Gegensatz dazu verursachte Stx2 im Vergleich zu Stx1 eine grofiere Zytotoxizitat in
HBMECs (Abbildung 8A) im Konzentrationsbereich von 0,01 ng/ml bis 10 ng/ml; die
Unterschiede der Wirkung beider Toxine auf HBMECs waren allerdings nur im niedrigsten
getesteten Konzentrationsbereich signifikant. Die CDso-Werte fiir Stx1 sind ~ 10 ng/ml bei
HBMECs und ~ 1 ng/ml bei EAhy 926 Zellen (Unterschied Faktor 10); fiir Stx2 betragen
diese Werte ~ 0,1 ng/ml fiir HBMECs und ~ 100 ng/ml fiir EA.hy 926 Zellen (Unterschied
Faktor 1000) (Tabelle 5). Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass beide Zelllinien auf Stx1
in ahnlicher Weise reagieren, beziiglich Stx2 allerdings stark variierende Sensitivitaten
aufweisen. Diese Daten lassen vermuten, dass die unterschiedlichen Zytotoxizitdten von
Stx1 und Stx2 gegeniiber HBMECs und EA.hy 926 Zellen die Ursache fiir die

entsprechenden Unterschiede in der Wachstumsinhibition sind (Abbildung 7).
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Abbildung 8: Unterschiedliche Zytotoxizitidt von Stx1 und Stx2 bei HBMECs (A) und EA.hy 926 Zellen (B).
Konfluente Monolayer in 96-well Platten wurden fiir 48 h mit den indizierten Konzentrationen von Stx1 oder
Stx2 inkubiert. Die Zytotoxizitit wurde durch Messung der Kristallviolett-Absorption der verbleibenden
adhérenten Zellen bestimmt. Die Ergebnisse reprasentieren die Mittelwerte (Standardabweichungen) von
Achtfach-Bestimmungen und werden als prozentualer Anteil der Kristallviolettabsorption von
unbehandelten Kontrollzellen angegeben. Die CDso-Werte fiir HBMECs betragen ~ 10 ng/ml (Stx1) bzw.
~ 0,1 ng/ml (Stx2) und fiir EA.hy 926 Zellen ~ 1 ng/ml (Stx1) bzw. ~ 100 pg/ml (Stx2). Die horizontalen
schwarzen und weifien Balken deuten eine signifikante Zytotoxizitit (p < 0,05) durch das jeweilige Stx an.
Signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen Stx1- und Stx2-vermittelter Inhibition sind mit Sternchen
gekennzeichnet.
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Die zytotoxischen Effekte von Stx1 und Stx2 koénnen auf Toxin-induzierter Apoptose,
Nekrose oder einer Kombination beider Prozesse beruhen. Um ein besseres Verstdandnis
der Mechanismen der Zytotoxizitit auf Endothelzellen zu erlangen, wurden Anderungen
der Zellmorphologie nach Inkubation mit Stx1 oder Stx2 mittels SEM untersucht. Da
mittels Proliferations- und Zytotoxizititsassay nachgewiesen wurde, dass Konzen-
trationen von 500 ng/ml Stx1 oder Stx2 bei beiden Zelllinien zu signifikanten Reaktionen
fiihrten, wurden die Zelllinien mit diesen Stx-Konzentrationen fiir 10 oder 48 h inkubiert.
Dies stellte sicher, dass mogliche Toxin-bedingte Anderungen der Zellmorphologie

elektronenmikroskopisch nachgewiesen werden konnten.

Die unbehandelten HBMEC-Kontrollzellen waren etwa gleich groff und wiesen das
typische "Kopfsteinpflaster-Muster" von konfluenten Zellen mit strikter Kontaktinhibition
auf (Abbildung 9A). Nach zehnstiindiger Inkubation mit Stx1 (Abbildung 9B) konnten
deutliche Unterschiede in der Zellmorphologie dokumentiert werden: Neben einer
Reduktion der Mikrovilli-Strukturen der Zelloberfliche traten irreguldare Zellformen,
Lasionen der Plasmamembran, grofdere Abstinde der Zellen zueinander und eine
stellenweise Zellabl6sung auf. Diese auf nekrotische Vorgiange zuriickzufiihrenden Effekte
hatten eine schwere Schadigung des Zell-Monolayers zur Folge. Zudem waren auch
Membranausstiilpungen zu erkennen, die als blebbing bezeichnet werden und typische
Merkmale eines apoptotischen Zelltodes sind. Nach 48 stiindiger Inkubation waren all
diese Effekte noch stirker ausgepriagt (Abbildung 9C). Im Gegensatz zu diesen
schwerwiegenden Verletzungen des Monolayers verursachte Stx2 in gleichen Konzen-
trationen ausschliefilich blebbing (Abbildung 9D und E). Obwohl viele verschiedene MC
untersucht wurden, konnten keine Lisionen der Plasmamembran oder Zellablésungen
gefunden werden. Allerdings waren die MC teilweise nicht vollstindig bewachsen, obwohl
die Praparation beider Experimente parallel aus derselben Vorkultur erfolgte und als ein
erster Hinweis betrachtet werden konnte, dass Stx2 moéglicherweise einen negativen
Einfluss auf das Wachstum der Zellen hat. Die Stx-Subtyp-abhingige Anderung der

Zellmorphologie ist in Tabelle 6 zusammengefasst.
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Abbildung 9: Mittels SEM detektierte morphologische Anderungen von HBMECs nach Inkubation mit Stx1
oder Stx2. Die Zellen wurden auf Kollagen-beschichteten MC kultiviert und die Zellschadigung durch Stx
elektronenmikroskopisch untersucht. Konfluente Monolayer (Aa-Ad, Kontrollen) wurden fiir 10 h oder 48 h
mit 500 ng/ml Stx1 (Ba-Bd bzw. Ca-Cd) oder 500 ng/ml Stx2 (Da-Dd bzw. Ea-Ed) inkubiert. Die "a"-Spalte
zeigt eine Ubersicht des MCs und die "b"-Spalte die dazu passende Teilansicht desselben MCs. Die "c"- und
"d"-Spalten zeigen Ausschnittsvergrofierungen anderer MC, die unter identischen Bedingungen kultiviert
wurden. Die Mafdstabsbalken entsprechen 50 um (50U) oder 5 pm (5U), wie in den Bildern indiziert.
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Tabelle 6: Stx1- und Stx2-verursachte morphologische Verdnderungen von HBMECs und EA.hy
926 Zellen.

Morphologische Zelllinie Shiga Toxin 1 Shiga Toxin 2

Anderungen in

Verlust der Mikrovilli-Strukturen
HBMECs 2 Membranladsionen
blebbing blebbing

Verlust der Mikrovilli-Strukturen
einzelnen Zellen b

EA.hy 926 Membranldsionen
Zellen? blebbing blebbing
Abflachung der Zellen
Interzelluldre Liicken irregulare
HBMECs 2
Zellablosung Form
Zell-Monolayern ¢ | EA.hy 926 Interzelluldre Liicken keine
Zellen 2 Zellablosung

a Die veranderte Morphologie einzelner Zellen und die Desintegration von Zell-Monolayern wurden mittels
SEM von HBMECs (Abbildung 9) und EA.hy 926 Zellen (Abbildung 10) bestimmt.

b Der Verlust von Mikrovilli-Strukturen und die Membranldsionen waren in EAhy 926 Zellen starker
ausgepragt als in HBMECs; die Abflachung der Zellen war in HBMECs nicht detektierbar. Das durch Stx2
verursachte blebbing war dagegen haufiger in HBMECs zu finden.

¢ Stx1-bedingte interzellulare Liicken und Zellablésung waren in EA.hy 926 Zellen ausgepragter im Vergleich
zu HBMEC-Monolayern.

Die fiir HBMECs nach Inkubation mit Stx1 beobachteten Unterschiede in der Anderung der
Zellmorphologie konnten auch bei den EA.hy 926 Zellen festgestellt werden (Abbildung
10B und C). Die Schadigung der Plasmamembran war bei der makrovaskuldren EA.hy 926-
Zelllinie starker ausgepragt, was mit der hoheren Sensitivitit der Zellen gegentiber Stx1
korreliert (Abbildung 7, Abbildung 8, Tabelle 6). Abgesehen von den Membran-
ausstilpungen konnten keinerlei Stx2-verursachte Effekte auf die Zellmorphologie beider
untersuchter Zelllinien detektiert werden (Abbildung 10D und E). Im Vergleich wurde eine

deutlichere Auspragung des blebbings bei den EA.hy 926 Zellen beobachtet.
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Abbildung 10: Durch Stx1 oder Stx2 verursachte und mittels SEM visualisierte morphologische Anderungen
von EA.hy 926 Zellen. Konfluente Monolayer (Aa-Ad, Kontrollen) wurden fiir 10 h oder 48 h mit 500 ng/ml
Stx1 (Ba-Bd bzw. Ca-Cd) oder 500 ng/ml Stx2 (Da-Dd bzw. Ea-Ed) inkubiert. Die "a"-Spalte zeigt eine
Ubersicht des MCs und die "b"-Spalte den dazu passenden Ausschnitt desselben MCs. Die "c"- und "d"-
Spalten zeigen Ausschnittsvergréfierungen anderer MC, die unter identischen Bedingungen kultiviert
wurden. Die Maf3stabsbalken entsprechen 50 um (50U) oder 5 pm (5U), wie in den Bildern indiziert.
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Daher wurden Experimente mit einer auf 1 pg/ml verdoppelten Stx2-Konzentration
durchgefiihrt (Abbildung 11). Bei dieser hoéheren Konzentration konnten weder
zusatzliche Wirkungen des Toxins festgestellt werden, noch wurden durch die erhohte
Konzentration die morphologischen Anderungen der Zellen im Vergleich zu 500 ng/ml

verstarkt.

1

83538 2eKv Seu 83532 20KV SU 83709 20KV Seu 83711 20KV

83574 20KU SeU 83576 20KV 5U 83688 20KV Seu

Abbildung 11: Durch Stx2 verursachte und mittels SEM visualisierte morphologische Anderungen von
HBMECs (A) und EA.hy 926 Zellen (B). Konfluente Monolayer wurden fiir 10 h oder 48 h mit 1 pg/ml Stx2
inkubiert. "a" und "c" zeigen jeweils eine Ubersicht des MCs, die Spalten "b" und "d" die dazu gehorende
Ausschnittsvergrofierung desselben MCs. Die Maf3stabsbalken entsprechen 50 pm (50U) oder 5 pm (5U), wie
in den Bildern indiziert.

Die Beantwortung der Eingangsfrage, welche Art des Zelltodes die beiden Toxine
verursachen, muss also fiir Stx1 und Stx2 separat erfolgen: Die Stx1-behandelten Zellen
wiesen sowohl nekrotische als auch apoptotische Merkmale auf, die Stx2-inkubierten
ausschliefdlich apoptotische. Die Ergebnisse der SEM werden in Tabelle 6

zusammengefasst.
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5.1.4 Untersuchungen des Toxin-bedingten Zelltods
mittels Einzelzellanalyse

Um die verschiedenen Wirkungsmechanismen der Stx auf Endothelzellen zu verifizieren
und Informationen tiber die Dynamik der Prozesse zu erhalten, wurden einzelne HBMECs
und EAhy 926 Zellen unter Toxineinfluss mittels DHM untersucht. Da die
Einzelzelluntersuchung grofien Schwankungen unterliegen kann, werden im Folgenden
reprasentative Ergebnisse dreier Messungen vorgestellt, bei denen die Zellen kongruent

zur SEM mit 500 ng/ml Stx1 oder Stx2 inkubiert wurden.

Als erste Reaktion einer HBMEC auf Stx1 (Abbildung 12, linke Bildhalfte) konnte nach 20 h
beobachtet werden, dass die Zelle sich abrundete. Dieser Prozess setzte sich fort, bis die
fast kugelférmige Zelle nach 35 h Inkubationsdauer etwa die doppelte Zellhohe (13 pm) im
Vergleich zu ihrer normalerweise flachen, adhidrenten Morphologie aufwies. Gleichzeitig
konnte eine Abnahme der Fluktuationen von intrazelluliren Strukturen beobachtet
werden. Nach 45 h sank die maximale Zellhohe aufgrund der eintretenden
Zelldesintegration ab. Das Auslaufen der Zelle und damit der nekrotische Zelltod folgte
51 h nach Start des Experiments. Da sich der Brechungsindex des Zytoplasmas von dem
des umgebenden Zellkulturmediums unterscheidet, ist dieser Vorgang auf den
Phasenkontrast-Bildern sichtbar (Abbildung 12A, t = 51 h). Bei den Experimenten, die mit
Stx2 durchgefiihrt wurden, konnten selbst nach verlangerter Exposition (65 h) weder
Anzeichen von Nekrose noch andere morphologische Anderungen der Zelle beobachtet
werden (Abbildung 12, rechte Bildhilfte). Allerdings erfolgte auch keine Zellteilung
innerhalb dieses Zeitraumes und die untersuchten Zellen bewegten sich weniger als die
Kontrollzellen. Die Beobachtung, dass Stx2 die Zellen daran hindert, die Mitose einzuleiten,
kann durch zwei unterschiedliche Mechanismen erklart werden: Entweder verursacht
Stx2 einen Zellzyklus-Arrest oder die Zellteilung bleibt aufgrund der eingeleiteten

Apoptose aus, die mit der Technik der DHM nicht visualisiert werden kann.
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Abbildung 12: Zeitliche Verlaufe von Stx1- und Stx2-induzierter Zellschddigung einzelner HBMECs. Nach
Inkubation mit 500 ng/ml Stx1 oder Stx2 wurden Langzeituntersuchungen der Anderung von Zellform und
-hohe mittels DHM durchgefiihrt. (A) Falschfarben-kodierte digital holographische Phasenkontrastbilder
einer Zelle zu verschiedenen Zeitpunkten nach Toxininkubation. (B) Querschnitt durch die quantitativen
digital holographischen Phasenkontrastbilder. Die X-Achse entspricht den jeweiligen Linien in A. Die
Parameter Ag und d kennzeichnen den Phasenkontrast [radian] und die daraus bestimmte Zellh6he [pm] fiir
einen zelluldren Brechungsindex von 1,37. (C) Zeitlicher Verlauf der maximalen optischen Wegldnge A@max
und der korrespondierenden maximalen Zellh6he dmax.

Die Stx1l-vermittelte Abrundung einer EA.hy 926 Zelle erfolgte bereits 3 h nach
Toxinzugabe und die Zellschadigung schritt schnell voran (Abbildung 13, linke Bildhalfte).
Nach Erreichen einer maximalen Zellhohe bei t = 8 h wurde der nekrotische Zelltod mit
dem Austreten des Zytoplasmas nach 20 h festgestellt. Die Inkubation von einzelnen
EA.hy 926 Zellen mit Stx2 fiihrte zu marginalen morphologischen Veranderungen wie z. B.
einem leichten Anstieg der Zellhhe. Obwohl bei den untersuchten Zellen keine Zellteilung
zu beobachten war, konnte eine benachbarte Zelle dokumentiert werden, die sich unter

Stx2-Inkubation teilte (Abbildung 13A, rechte Bildhalfte, t = 64 h). Dieses Ergebnis
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korreliert mit denen der Proliferations- und Zytotoxizititsassays, in denen EA.hy 926
Zellen ebenfalls eine geringere Empfindlichkeit gegeniiber Stx2 zeigten. Interessanter-

weise war die M-Phase der sich teilenden Zelle anormal verlangert (~ 6 h im Vergleich zu

~ 0,5 h bei der Kontrolle).
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Abbildung 13: Zeitliche Verlaufe von Stx1- und Stx2-induzierter Zellschadigung einzelner EA.hy 926 Zellen.
Nach Inkubation mit 500 ng/ml Stx1 oder Stx2 wurden Langzeituntersuchungen der Anderung von Zellform
und -h6he mittels DHM durchgefiihrt. (A) Falschfarben-kodierte Bilder. (B) Querschnitte der Zellen aus A.

(C) Maximale optische Weglidnge und Zellh6he. Detaillierte Beschreibungen von A-C befinden sich in der
Legende zu Abbildung 12.

Zusammenfassend induziert Stx1 den nekrotischen Zelltod, der durch ein Anschwellen der
Zelle und anschlieflendes Auslaufen des Zytoplasmas nach Plasmamembran-
Desintegration charakterisiert ist. Dieser Effekt erfolgt in makrovaskuldren Zellen
schneller als in mikrovaskuldren. Im Gegensatz dazu verursacht Stx2 keine Nekrose in

beiden Endothelzelltypen, hat aber einen Zellteilungs-inaktivierenden Effekt auf die Zellen.



Ergebnisse 79

5.1.5 Zellzyklusuntersuchungen von Endothelzellen
nach Toxinbehandlung

Um die Frage zu beantworten, ob Stx2 einen Zellzyklus-Arrest oder Apoptose in den
getesteten Zellen hervorruft, wurden Zellzyklus-Analysen durchgefiihrt. Dazu wurde der
DNA-Inhalt von je 100.000 Zellen, die zuvor fiir 48 h mit 500 ng/ml Stx1 oder Stx2
inkubiert wurden, mit dem Durchflusszytometer vermessen (Tabelle in Abbildung 14).
Sowohl Kontrollzellen als auch Stx-behandelte Zellen befanden sich hauptsachlich in der
G1-Phase des Zellzyklus. Im Vergleich konnte nach Toxin-Exposition eine geringe
Verschiebung der Anteile der Zellen in den jeweiligen Zellzyklusstadien von G1- nach S-
bzw. G2-Phase festgestellt werden. Die gemessenen Verteilungen der Zellzyklusstadien der
Kulturen nach Toxin-Inkubation kénnen aus einem verlangsamten Zellzyklus, wie er bei
der DHM beobachtet wurde, resultieren. Daher kann nicht davon ausgegangen werden,

dass Stx einen Zellzyklus-Arrest in den mikro- oder makrovaskuldren Endothelzellen

bewirken.

Zelllinie (Toxin) G1[%]]l S [%] | G2 [%]

HBMECs 70,9 18,9 10,1

HBMECs (Stx1) 63,2 | 23,5 13,3

HBMECs (Stx2) 61,1 21,5 11,3

EA.hy 926 Zellen 75,5 16,7 7,8

EA.hy 926 Zellen (Stx1)| 72,8 18,0 9,2

EA.hy 926 Zellen (Stx2)| 64,7 26,2 9,2

n =100.000
G1| S - G2

Abbildung 14: Zellzyklus-Analyse von HBMECs und EA.hy 926 Zellen nach 48 stiindiger Inkubation mit
500 ng/ml Stx1 oder Stx2. Es wurde der DNA-Inhalt von je 100.000 Zellen gemessen. Die gewonnenen Daten
wurden mit einer Zellzyklus-Analysensoftware ausgewertet, die eine genaue Verteilung der
Zellzyklusstadien (insbesondere S-Phase) innerhalb der Kultur anhand der Rohdaten errechnet. Diese
Verteilung ist beispielhaft fiir unbehandelte HBMECs graphisch dargestellt.
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5.1.6 Der Unterschied von Stx1 und Stx2 in ihren nekrotischen
und apoptotischen Wirkungen

Nachdem der Zellzyklus-Arrest als moglicher Wirkungsmechanismus fiir die nur durch
Stx2 verursachte Teilungsinaktivitat der Zellen ausgeschlossen werden konnte, mussten
die mittels DHM beobachteten Effekte auf Apoptose zurilickzufiihren sein. Zur
Quantifizierung der Nekrose- und Apoptose-Induktion von Stx1 und Stx2 wurden DNA-
Fragmentierungs-Assays durchgefiihrt. Dazu wurden konfluente Endothelzell-Monolayer
in MTP fiir 48 h mit Konzentrationen von 0,1 pg/ml bis 1 pg/ml Stx1 oder Stx2 inkubiert.
Sowohl die in das Zellkulturmedium freigesetzten Mono- und Oligo-Nukleosomen (Marker
fir Nekrose) als auch die intrazelluliren Nukleosomen (Marker fiir Apoptose) wurden
quantifiziert. Die Akkumulation dieser wird als Anreicherungsfaktor im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollzellen angegeben, um den Einfluss der unterschiedlichen
natlirlichen Apoptose und Nekrose in HBMEC- und EA.hy 926 Zellkulturen zu
normalisieren. Letztere weisen als Fusionszelllinie hohere unstimulierte Apoptose- und

Nekroseraten auf.

Wie in Abbildung 15 gezeigt, induzierten Stx1 und Stx2 Apoptose unterschiedlichen
Ausmafies in beiden Zelllinien. Stx1 bewirkte eine signifikant erhohte Apoptoserate in
Konzentrationen 2 0,01 ng/ml (HBMECs, Abbildung 15A) bzw. 0,1 ng/ml (EA.hy 926
Zellen, Abbildung 15B). Im Gegensatz zu diesem &dhnlichen Apoptose-induzierenden
Potential von Stx1 unterschied sich die Wirkung von Stx2 auf beide Zelllinien erheblich.
Stx2 verursachte in den mikrovaskularen Zellen eine signifikante Erhoéhung der
Apoptoserate in Konzentrationen = 0,1 pg/ml, also der niedrigsten getesteten
Konzentration. Hohere Konzentrationen als 0,1 ng/ml zeigten die gleiche Apoptose-
induzierende Wirkung, sodass davon ausgegangen werden kann, dass die Zellen ab dieser
Stx2-Konzentration maximal stimuliert sind. Im Gegensatz dazu leiten die
makrovaskuldren EA.hy 926 Zellen erst in 10>-fach hoheren Konzentrationen (= 10 ng/ml)
den programmierten Zelltod ein (Abbildung 15, Tabelle 5). Die apoptotische Wirkung ist
konzentrationsabhédngig; eine maximale Induktion der Apoptose wurde mit den

eingesetzten Konzentrationen nicht erreicht.
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Abbildung 15: Stx1- und Stx2-vermittelte Apoptose-Induktion bei HBMECs (A) und EA.hy 926 Zellen (B).
Konfluente Monolayer in 96-well Platten wurden fiir 48 h mit den angegebenen Konzentrationen von Stx1
oder Stx2 inkubiert. Der Nukleosomengehalt im Zytoplasma wurde nach Zelllyse spektralphotometrisch
bestimmt und diente als Mafd fiir die Apoptose. Die Ergebnisse reprasentieren die Mittelwerte
(Standardabweichungen) von Vierfach-Bestimmungen und werden als Anreicherungsfaktor angegeben, der
durch Division der Messwerte von Toxin-behandelten Zellen durch die von Kontrollzellen berechnet wurde.
Die horizontalen schwarzen und weifden Balken deuten eine signifikante Induktion der Apoptose (p < 0,05)
durch das jeweilige Stx an. Signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen Stx1- und Stx2-vermittelter
Apoptose-Induktion sind mit Sternchen gekennzeichnet.

Mit Hilfe des Nekroseassays konnte gezeigt werden, dass Stx1 sowohl in HBMECs
(Abbildung 16A) als auch in EA.hy 926 Zellen (Abbildung 16B) eine signifikante (p < 0,05)

Induktion der Nekrose in allen getesteten Konzentrationen bewirkt. In HBMECs kann von
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einer linearen Korrelation der eingesetzten Stx1-Konzentration mit dem Grad der
Nekrose-Induktion ausgegangen werden. Dabei wurde bei hohen eingesetzten
Toxinkonzentrationen eine bis zu 20-fache Erhéhung von nekrotischen Zellen in der
Kultur gemessen. Die EAhy 926 Zellen weisen auch unbehandelt bereits hohe
Nekroseraten auf. Daher ist der Anreicherungsfaktor im Vergleich zu HBMECs geringer.
Zudem kann bei diesen Zellen kein linearer Zusammenhang zwischen Stx1-Konzentration
und Nekrose nachgewiesen werden, was vermutlich in der hohen Sensitivitat dieser

makrovaskularen Zelllinie gegentiber Stx1 begriindet liegt (vgl. Abbildung 8).

Im Kontrast dazu konnte keine signifikante Nekrose-Induktion durch geringe
Konzentrationen von Stx2 detektiert werden. Es induzierte nur bei hohen
Toxinkonzentrationen (= 10 ng/ml bei HBMECs und = 1 pg/ml bei EA.hy 926 Zellen)

geringfligig Nekrose in beiden Zelllinien (Anreichungsfaktoren < 3).

Zusammenfassend konnte mit den Apoptose-/Nekroseassays gezeigt werden, dass Stx1
sowohl Apoptose als auch Nekrose iliber einen weiten Konzentrationsbereich ausloste,
Stx2 jedoch hauptsiachlich Apoptose verursachte und nur hohe Konzentrationen
geringfligig Nekrose induzierten (Tabelle 5). Die Ergebnisse dieser Experimente bestatigen
die morphologischen Beobachtungen mittels SEM und DHM (vgl. Kapitel 5.1.3 und 5.1.4,
Tabelle 6). Zudem wurde ein auffalliger Unterschied in der Empfindlichkeit von mikro-

und makrovaskuldren Endothelzellen beziiglich Stx2 aufgezeigt.
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Abbildung 16: Stx1- und Stx2-vermittelte Nekrose-Induktion bei HBMECs (A) und EA.hy 926 Zellen (B).
Konfluente Monolayer in 96-well Platten wurden fiir 48 h mit den indizierten Konzentrationen von Stx1 oder
Stx2 inkubiert. Die in das Kulturmedium freigesetzten Nukleosomen dienten als Maf} fiir die Nekrose. Die
Uberstinde wurden aus denselben Kulturen entnommen, deren Lysate im Apoptoseassay verwendet
wurden (vgl. Abbildung 15). Die Ergebnisse reprasentieren die Mittelwerte (Standardabweichungen) von
Vierfach-Bestimmungen und werden als Anreicherungsfaktor angegeben, der durch Division der Messwerte
von Toxin-behandelten Zellen durch die von Kontrollzellen berechnet wurde. Die horizontalen schwarzen
und weifen Balken deuten eine signifikante Induktion der Nekrose (p < 0,05) durch das jeweilige Stx an.
Signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen Stx1- und Stx2-vermittelter Nekrose-Induktion sind mit
Sternchen gekennzeichnet.
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5.2 Inhomogenitat der endothelialen Zellkulturen

beziiglich der Wirkung von Stx

Die variierenden Ergebnisse der DHM- und SEM-Experimente zeigten, dass nicht alle
Zellen in der Kultur identisch auf die Inkubation mit Stx reagierten. Eine weit verbreitete
Hypothese besagt, dass die inhomogene Wirkung der Toxine auf Zellen innerhalb einer
Kultur durch die unterschiedliche Expression von Stx-Rezeptoren begriindet ist. Zudem
finden sich Hinweise in der Literatur iiber die verschiedenen Sensitivititen von Zellen in
unterschiedlichen Konfluenzstadien (Obrig et al., 1988; van Setten et al., 1997). Daher
wurden diese Inhomogenititen der Kulturen mittels DHM, Immunfluoreszenz-

Mikroskopie und FACS-Analysen untersucht.

Zur Untersuchung der unterschiedlichen Todeszeitpunkte von Zellen unter
Toxineinwirkung mittels DHM wurden die Zellen subkonfluent ausgesidt und mit
500 ng/ml Stx1 oder Stx2 inkubiert. Fiir einen Zeitraum von tiber 60 h wurden im Abstand
von flinf Minuten je ein Weifdlichtbild und ein digital holographisches Phasenkontrastbild
automatisch generiert. Durch die Verwendung eines 20-fach Objektivs konnte dabei ein
Ausschnitt aus der subkonfluenten Kultur mit mehreren Zellen tiber die Zeit dokumentiert
werden. In Abbildung 17 sind die Ergebnisse der Experimente fiir die Stx1-Inkubation
dargestellt. Die eingetragenen Zahlen stehen fiir die Todeszeitpunkte der Zellen nach

Toxinzugabe, die mit dem Auslaufen der Zellen festgesetzt wurden.
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Abbildung 17: Unterschiedliche Todeszeitpunkte von HBMECs (links) und EA.hy 926 Zellen (rechts) nach
Inkubation mit 500 ng/ml Stx1. Die eingetragenen Zeiten stehen fiir den Kollaps der Plasmamembran und
der daraus resultierenden Freisetzung des Zytoplasmas.

Die Ergebnisse zeigen bei beiden Zelllinien eine grofie Inhomogenitit innerhalb der
Zellkultur beziiglich der Empfindlichkeit gegen Stx1. Zwar verursacht Stx1 bei einem
Grofdteil der analysierten Zellen den nekrotischen Zelltod, aber es sind in beiden Zelllinien
resistente Zellen vorhanden, die innerhalb der ersten 60 h nach Toxinzugabe keine
Anzeichen von Nekrose zeigten. Die verminderte Motilitdt dieser Zellen liefert einen
Hinweis darauf, dass sie apoptotische Vorgidnge eingeleitet haben. Der durch Nekrose
bedingte Verlust der Plasmamembran-Integritat variiert zeitlich stark. Der in Kapitel 5.1.4
aufgezeigte Trend, dass die Stx1-bedingte Nekrose fiir HBMECs spater erfolgt als fur

EA.hy 926 Zellen, konnte mit diesem Experiment bestatigt werden.

Die korrespondierenden Messungen zu Stx2 sind hier nicht dargestellt, da ein
apoptotischer Zelltod mit dieser Technik nicht visualisiert werden kann bzw. der
Zeitpunkt des Zelltodes nicht dokumentierbar ist. Zwar ist Stx2 in hohen Konzentrationen
in der Lage einen nekrotischen Zelltod bei den verwendeten mikro- und makrovaskuldren
Endothelzellen zu verursachen (5.1.6), allerdings tritt dieses Ereignis selten auf (Daten

nicht gezeigt).
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Es finden sich Hinweise in der Literatur tber die verschiedenen Sensitivititen von Zellen
in unterschiedlichen Konfluenzstadien (Obrig et al., 1988; van Setten et al., 1997). Zur
Uberpriifung der Gb3Cer-Expression in den Zellen einer Kultur wurden Versuche mit
immungefarbten Zellen durchgefiihrt. Dazu wurden Zellen in chamber slides ausgesat und
Gb3Cer mittels Stx1/Anti-Stx1- oder Stx2/Anti-Stx2-Antikorpersystem angefarbt (4.8.2.3).
Dabei wurden sowohl subkonfluente als auch konfluente Stadien untersucht

(Abbildung 18).

Die Ergebnisse zeigten, dass innerhalb der Kulturen, unabhingig vom Konfluenzstadium,
eine differentielle Expression von Gb3Cer vorlag. Dabei konnte eine ungleichmaflige
Rezeptorverteilung dokumentiert werden, da etwa 20 % der Zellen eine hohe
Rezeptordichte auf der Zelloberflache besafden (starkes Signal); andere Zellen hingegen
exprimierten wenige oder keine Rezeptoren (schwaches oder kein Signal). Es muss
allerdings beziiglich der schwach- oder ungefarbten Zellen bedacht werden, dass die
IF-Photographien mit einer automatischen Belichtungszeit-Messung aufgenommen
wurden, sodass die maximale Signalintensitat durch den hellsten Punkt im Bild bestimmt
und dadurch schwache Signale nicht ausreichend belichtet wurden. Mit Uberbelichtung
der starken Signale konnte jedoch auch bei zuvor schwach- oder ungefarbten Zellen ein
Signal gemessen werden (Daten nicht gezeigt). Eine weitere Verifizierung, dass alle Zellen
in den Kulturen Stx-Rezeptoren exprimieren, konnte mittels Durchflusszytometrie
erbracht werden (siehe unten). Im Vergleich zu HBMECs wiesen die EA.hy 926 Zellen eine
leicht geringere Farbung auf, was darauf hindeutet, dass diese Zellen weniger Stx-Rezeptor

auf der Zelloberfldche exponieren.

Die beiden zur Detektion von Stx-Rezeptoren eingesetzten AntikOrper-Systeme
unterschieden sich bezliglich der resultierenden Signalintensitit. Das Stx2/Anti-Stx2-
System liefert im direkten Vergleich schwichere Signale, die zu einer verldngerten
Belichtungszeit fiihrten. Die Ursachen hierfiir kénnen in den unterschiedlichen
Bindungskonstanten der Stx gesucht werden. Allerdings ist es wahrscheinlicher, dass die
dokumentierten Unterschiede auf die verwendeten Anti-Stx-AK zuriickzufiihren sind, da
der Anti-Stx1-AK gegen die B-Untereinheiten, der Anti-Stx2-AK gegen die A-Untereinheit

gerichtet ist.
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Abbildung 18: Unterschiedliche Gb3Cer-Exposition auf der Zelloberfliche von HBMECs und EA.hy 926
Zellen. Die Zellen wurden in chamber slides bis zum Erreichen eines subkonfluenten oder konfluenten
Stadiums kultiviert. Nach Immunfiarbung von Gb3Cer mittels eines Stx1/Anti-Stx1- oder Stx2/Anti-Stx2-
Antikorpersystems und der DAPI-DNA-Farbung wurden mit einem 40-fach Objektiv die Kanile fiir DAPI
(blau), Gb3Cer (griin) und der Phasenkontrast aufgenommen und anschliefdend iiberlagert (merge). Die
Mafistabsbalken entsprechen 40 pm.
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Aufgrund der Beobachtung in der IF, dass die Farbung mit Stx1/Anti-Stx1 eine hohere
Intensitit aufwies, wurden alle folgenden Rezeptor-Immunfarbungen mit diesem

AK-System durchgefiihrt.

Mittels FACS-Analysen konnte belegt werden, dass alle Zellen beider Endothelzelllinien
den Stx-Rezeptor exprimieren. Dazu wurden Zellen mit fluoreszenzmarkiertem Rezeptor
im Vergleich zu ungefarbten Zellen vermessen (Abbildung 19, Kontrolle nicht gezeigt). Den
Hinweisen aus der IF folgend, dass EA.hy 926 Zellen weniger Stx-Rezeptormolekiile auf
der Zelloberflache exponieren als HBMECs, wurden beide Zelltypen daraufhin liberpriift
(Abbildung 19). Zunachst wurde evaluiert, ob die Fixierungsmethode mit Ethanol, die bei
der Durchflusszytometrie angewendet wird, die GSL nicht extrahiert und so zu einer
Verfalschung der Ergebnisse fiihrt. Dabei konnte festgestellt werden, dass die
Ethanolfixierung im Vergleich zur Fixierung mit Paraformaldehyd zwar geringere
Intensititen im Fluoreszenz-Signal lieferte, allerdings das Profil der Messung identisch
war. Der Vergleich der Stx-Rezeptoren (Abbildung 19) bestitigte die Ergebnisse der IF.
HBMECs zeigen eine ~ 10-fach hohere Signalintensitat als EA.hy 926 Zellen. Sowohl die
Fixierung der Zellen mit Ethanol als auch die fiir die PI-Farbung notwendige Triton X-100-
Behandlung dieser, nach abgeschlossener Immunfarbung des Rezeptors, verursachten die
Permeabilisierung der Zellen. Somit wurden auch die intrazellularen Reservoire von
Gb3Cer, die bei EA.hy 926 Zellen deutlich ausgepragter sind, fluoreszenzmarkiert. Da mit
diesen Messungen gleichzeitig die Fluoreszenz-Intensititen von Antikérper-markiertem
Stx-Rezeptor (FL1-Kanal) und PI-markierter DNA (FL3-Kanal) bestimmt wurden, konnten
Riickschliisse tliber die Zellzyklus-assoziierte Expression des Stx-Rezeptors gezogen
werden, die im folgenden Kapitel ndher erlautert werden. Bei diesen Messungen konnte
aufderdem eine kleine Subpopulation der EA.hy 926 Zellen identifiziert werden, die sich
durch ihre deutlich erhohte Stx-Rezeptorexpression klar von der Hauptpopulation

unterschied (Abbildung 19, EA.hy 926 Zellen, oberer FL1-Bereich).
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Abbildung 19: Durchflusszytometrische Bestimmung von Zell-assoziiertem Stx-Rezeptor. Dieser wurde mit
Hilfe eines Stx1/Anti-Stx1-Systems fluoreszenzmarkiert. Anschlief3end erfolgte eine DNA-Farbung mit PI. Es
sind die Fluoreszenz-Intensititen der Stx-Rezeptorfarbung (FL1, logarithmisch aufgetragen) gegen die von
DNA (FL3, 10 Bit-kodiert) in einem density-plot aufgetragen. Jeweils 100.000 HBMECs oder EA.hy 926 Zellen
wurden analysiert. Im Vergleich zeigte sich eine ~ 10-fach hohere Signalintensitit des Stx-Rezeptors auf
HBMECs im Vergleich zu EA.hy 926 Zellen. Bei Letzteren ist eine distinkte Subpopulation mit deutlich
erhohter Stx-Rezeptorfarbung erkennbar.

Bei den Experimenten, die fiir die Bestimmung des Zellzyklusses nach Stx-Inkubation
durchgefiihrt wurden (vgl. Abbildung 14), ist zusatzlich Gb3Cer mittels Fluoreszenz-
markierung gemessen worden. Diese Daten liefen zum einen Riickschliisse auf die
Zellzyklus-abhangige Expression von Gb3Cer durch backgating zu, zum anderen konnten
Aussagen liber den Stx-Rezeptorgehalt der Zellen nach 48 h Inkubation mit 500 ng/ml
Stx1 oder Stx2 getroffen werden. Dabei bleibt zu beachten, dass die Fluoreszenz-
markierung mittels Stx1/Anti-Stx1-System genutzt wurde und daher die Daten nach
Inkubation der beiden Zelltypen mit Stx1 durch das von den Zellen internalisierte Stx1

beeinflusst waren.

Die FACS-Analysen ergaben, dass bei beiden Zelllinien mehr Gb3Cer in Zellen der S- und
G2-Phase vorhanden war als in Zellen, die sich in der G1-Phase befanden (Abbildung 20).
Allerdings waren diese Stx-Rezeptor-vermittelten Fluoreszenzsignale nur im Mittel und

nicht absolut hoher als die der Zellen in der G1-Phase und lagen im oberen
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Intensitatsbereich des G1-Peaks. Da Zellen wahrend der S- bis zur G2-Phase wachsen und
somit ein grofieres Volumen und mehr Oberflache aufweisen als Zellen in G1, kann davon
ausgegangen werden, dass die Gb3Cer-Menge eher zellgrofdenabhingig als
zellzyklusabhangig ist. Nach Inkubation der Zellen fiir 48 h mit Stx1 liefd sich insbesondere
bei EA.hy 926 Zellen eine Verschiebung zu hoheren Intensititen feststellen. Wie oben
beschrieben waren diese gemessenen Daten allerdings durch das gewdhlte Markierungs-
system beeinflusst. Es konnte daher nicht differenziert werden, ob es sich dabei um eine
Stx1-bedingte Erhéhung der Expression von Gb3Cer handelte, oder ob das internalisierte
Toxin detektiert wurde. Da diese Verschiebung bei den Zellen, die fiir 48 h mit 500 ng/ml
Stx2 inkubiert wurden, nicht auftrat, handelte es sich also entweder um einen Stx1-
spezifischen Gb3Cer-induzierenden Effekt oder, was wahrscheinlicher ist, um die
Detektion des internalisierten Stx1l. Wenn letztere Hypothese zutrifft, dann inter-
nalisierten EA.hy 926 Zellen im Vergleich zu HBMECs wesentlich mehr Stx1, womit sich
die groflere Verschiebung im Vergleich zu Stx2 zu hoheren Intensititen erkldaren lasst.
Diese Hypothese wiirde die Diskrepanz zwischen der Menge der exprimierten Stx-
Rezeptoren (vgl. Kapitel 5.2.2) und der Unterschiede in der Sensitivitit der Zellen
gegeniiber Stx1 (vgl. Kapitel 5.1.2) erklaren.
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Abbildung 20: Nachweis der zellzyklusabhangigen Gb3Cer-Expression von HBMECs und EA.hy 926 Zellen
mittels Durchflusszytometrie. Es wurden je 100.000 unbehandelte oder fiir 48 h mit 500 ng/ml Stx1 oder
Stx2 inkubierte Zellen vermessen. Durch backgating konnten die Signalintensititen des Stx1/Anti-Stx1-
fluoreszenzmarkierten Gb3Cer (FL3, 10 Bit-kodiert) in G1- (rot), S- (blau) und G2-Phase (griin) gegen die
Anzahl der Ereignisse aufgetragen werden.
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5.3 Charakterisierung des vakuolisierenden Toxins EHEC-Vac

Die fiir diese Arbeit etablierten Methoden konnten nicht nur fiir die Untersuchung der
Wirkungsweisen von Shiga Toxinen, sondern auch zur Charakterisierung des EHEC-Vac
eingesetzt werden. Dies fiihrte zusammen mit den von Frau Dr. Bielaszewska
vorausgehenden Untersuchungen zu einer Publikation. Die Teile dieser Veroffentlichung,
welche auf die in dieser Arbeit entwickelten Methodiken beruhen, werden im Folgenden

vorgestellt.

Nachdem mittels Neutralrot-Farbung gezeigt werden konnte, dass die durch EHEC-Vac in
den Endothelzellen ausgebildeten Vakuolen eine saure Mikroumgebung hervorrufen
(Bielaszewska et al., 2009b), sollte der subzellulare Ursprung der Vakuolen identifiziert
werden. Dazu wurden verschiedene intrazellulare Komponenten von HBMECs, die fiir 24 h
mit EHEC-Vac inkubiert wurden, mittels spezifischer Antikorper fluoreszenzmarkiert. Es
konnte gezeigt werden, dass friihe, spate oder recycling Endosomen, das ER und der Golgi-
Komplex in den vakuolisierten HBMECs dieselbe subzellulire Verteilung wie in
unbehandelten Kontrollzellen aufwiesen. Da keine Anfarbung der Vakuolen durch die
Organellen-Marker beobachtet wurde, konnte eine Assoziation der Vakuolen mit diesen
Zellstrukturen ausgeschlossen werden. Im Gegensatz dazu zeigte die Farbung mit dem
Lysosomenmembran-spezifischen Antikorper Anti-LAMP1 ein starkes Signal an den
Membranen der EHEC-Vac induzierten zytoplasmatischen Vakuolen (Abbildung 21B, D
und F). Die Lysosomen der unbehandelten Kontrollzellen wiesen eine normale Verteilung
auf (Abbildung 21H). Auf den korrespondierenden Phasenkontrast-Bildern ist die
Morphologie der Zellen mit bzw. ohne Vakuolen zu erkennen (Abbildung 21A, C, E und G).
Diese Immunfluoreszenzdaten bestiatigen die Ergebnisse der zuvor durchgefiihrten
Neutralrot-Farbung und der Transmissions-Elektronenmikroskopie, die eine Assoziation

der Vakuolen mit Lysosomen andeuteten.
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Abbildung 21: Organell-Assoziation von EHEC-Vac-bedingten Vakuolen (A-F). HBMECs wurden fiir 24 h mit
einer Konzentration von EHEC-Vac, die in =2 90 % der Zellen nach 24 h eine Vakuolenbildung induzierte
(VDgo), inkubiert. Die Farbung der Zellen erfolgte mit Lysosomen-spezifischem Anti-LAMP1-Antikdrper,
Alexa488-konjugiertem sekundar-Antikérper und DAPIL. Die Phasenkontrastbilder (A, C und E) und die
korrespondierenden IF-Mikrophotographien der iiberlagerten Alexa488- und DAPI-Kanédle (B, D und F)
zeigten die Lokalisation des LAMP1-Antikérpers an den Membranen der Vakuolen. Nach gleichem Schema
gefarbte Kontrollzellen wiesen eine normale subzelluldre Verteilung der Lysosomen auf (G und H). Die
Maf3stabsbalken entsprechen 10 um.
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Mittels WST-1-Assay, lichtmikroskopischen Beobachtungen und Durchflusszytometrie
konnte die zytotoxische Wirkung von EHEC-Vac dokumentiert werden. Die
durchgefiihrten FACS-Experimente mit EHEC-Vac-behandelten HBMECs lieferten
Hinweise, dass die Zellen keine Apoptose einleiteten. Um zu bestimmen, ob ein
nekrotischer Zelltod durch das Toxin verursacht wurde, ist die DHM eingesetzt worden.
Dazu wurden die Zellen der VDogo-Konzentration (siehe Legende Abbildung 21) von
EHEC-Vac ausgesetzt und im fiinf Minuten-Intervall sowohl ein Weif3licht-Bild als auch ein
digital holographisches Phasenkontrast-Bild aufgenommen (Abbildung 22). Die "a"-Zelle
zeigte 21,8 h nach Inkubation mit EHEC-Vac eine starke Ausbildung von Vakuolen
(Abbildung 22A und B) und rundete sich in den folgenden 24,5 h ab (46,3 h nach Start des
Experiments, Abbildung 22C und D), was zu einer signifikanten Steigerung des
Phasenkontrasts fiihrte. Nach weiteren 25,4 h (t= 71,1 h, Abbildung 22E und F) konnte
eine Verringerung des Phasenkontrastes durch das Austreten des Zytoplasmas
nachgewiesen werden. EHEC-Vac bewirkte ebenso bei Zelle "b", die sich wahrend der
Messung von unten in den Beobachtungsbereich bewegte, nach dem "vollvakuolisierten”
Zustand (t = 46,3 h) den nekrotischen Zelltod, allerdings in kiirzerer Zeit (25,4 h; t = 71,7
h). Des Weiteren konnte durch die DHM-Messungen gezeigt werden, dass die Vakuolen im
Gegensatz zu zelluliren Kompartimenten hoher Dichte, die im DHM-Phasenkontrast hell
erscheinen, als dunkle Stellen sichtbar waren. Dies spiegelte die geringe Dichte der
Vakuolen wider, welche einen dahnlichen Brechungsindex wie das umgebende
Zellkulturmedium und damit extrem geringe wund flir Zellen untypische

Proteinkonzentrationen aufwiesen.
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Abbildung 22: Durch EHEC-Vac verursachter nekrotischer Zelltod von HBMECs. Weif3licht-Aufnahmen (4, C
und E) und die korrespondierenden DHM Phasenkontrast-Aufnahmen (B, D und E) von HBMECs nach der
Exposition mit EHEC-Vac-VDg zu indizierten Zeitpunkten. Die Vakuolen sind als dunkle Bereiche innerhalb

n_n

der Zellen in den DHM-Phasenkontrast-Aufnahmen sichtbar. Die mit "a" und "b" beschrifteten Zellen sind
Beispiele fiir "vollvakuolisierte" Zellen, die den nekrotischen Zelltod einleiten. Die Pfeile zeigen die
Freisetzung des Zytoplasmas nach Verlust der Plasmamembranintegritit. Die Maf3stabsbalken entsprechen
10 pm.

5.3.3 Zellteilungsiiberwachung von HBMECs mittels
digital holographischer Mikroskopie

Die DHM ermdglicht eine quantitative Multi-Fokus Phasenkontrast-Bildgebung fiir die
Lebendzell-Analyse. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die DHM fiir verschiedene
Fragestellungen eingesetzt und die Methodik verbessert. Diese Weiterentwicklungen
filhrten dazu, dass eine markerfreie Zellteilungsiiberwachung und die Zellmigrations-

verfolgung als neue Applikation der DHM gezeigt und zur Veroffentlichung eingereicht
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wurde. Diese neue Anwendungsmoglichkeit wurde mit Hilfe von einer HBMEC-Messung

etabliert. Die daraus resultierenden Ergebnisse werden im Folgenden vorgestellt.

Die vorliegende Messung wurde ohne Stx-Inkubation durchgefiihrt, um negative
Auswirkungen auf die Zellvitalitit durch die Kultivierung der HBMECs im Mikroskop-
aufbau (z. B. Weifdlicht, Laserlicht, Medienumstellung, p-dishes) ausschliefden zu kénnen.
Abbildung 23 zeigt reprasentative Ausschnitte (kodiert in 256 Graustufen) der erhaltenen
Phasenkontrast-Aufnahmen wahrend des Experiments. Nach t = 19,7 h, t = 32,5 und
t=37,7 h teilen sich die mit A, B und D gekennzeichneten Zellen in die korres-
pondierenden Tochterzellen ai, az, by, bz, di und d. Bei Zelle C konnte wahrend der 47

stiindigen Messung keine Zellteilung beobachtet werden.

c A c A c Wa
3 B
B

12rad t=0h t=143h t=18,4 h
C ams =

Zellteilung

Cc
t=37,7h

t=36,8h t=38,8h

Abbildung 23: Quantitative Phasenkontrast-Aufnahmen (in 8-Bit Graustufen kodiert) von teilungsaktiven
HBMECs zu verschiedenen Zeitpunkten. Die Pfeile weisen auf die Zellteilungen nach 19,7 h (A), 32,5 h (B)
und 37,7 h (D) hin. Bei Zelle C konnte wahrend der Messung keine Zellteilung beobachtet werden. Die
korrespondierenden Tochterzellen sind als aj, az, by, bz, d; und d; markiert.

Es konnte eine signifikante Erhéhung des Phasenkontrasts vor dem Teilungsprozess
festgestellt werden (Zelle A: t = 18,7 h; Zelle B: t = 32,4 h und Zelle D: t = 36,8 h). Wahrend
in der adharenten Wachstumsphase der Zellen subzelluldre Regionen mit, im Vergleich zur

Umgebung, hohen Dichten (z. B. Nukleus, Zellkernmembran und Nukleoli) sichtbar waren,
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zeigen in Analogie dazu die hellen Areale der Phasenkontrast-Aufnahmen die wahrend der

Mitose kondensierten Chromosomen (Abbildung 23, Zelle D bei t = 37,7 h).

Zur weiteren Evaluation der DHM-Phasenkontrast-Aufnahmen wurden der maximale
Phasenkontrast A@cen, max bzw. die korrespondierende maximale Zellh6he dcen, max und die
Zellmigrations-Trajektorien aller Zellen bestimmt (Abbildung 24 und 25). Vor der Teilung
der Zellen A, B und D rundeten sich die Zellen ab, was zu einem signifikanten Anstieg des
maximalen Phasenkontrastes fiihrte (Abbildung 24). Die daraus resultierenden Peaks in
den Plots sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Nach den Zellteilungsprozessen nahmen die
maximalen Phasenkontraste und die Zellhohe ab. Bei Zelle C, die sich im

Beobachtungszeitraum nicht teilte, wurden nur Fluktuationen dieser Parameter gemessen.
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Abbildung 24: Zeitabhéngiger Verlauf des maximalen Phasenkontrastes Acel, max bzw. der Kkorrespon-

dierenden maximalen Zellh6he dceii, max, die automatisch aus den quantitativen Phasenkontrast-Aufnahmen in
Abbildung 23 generiert wurden.
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Die in Abbildung 25 gezeigte, automatisch generierte, zweidimensionale Zellmigrations-

verfolgung fiir alle untersuchten Zellen demonstriert die Verladsslichkeit des verwendeten

Algorithmusses.
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Abbildung 25: Zweidimensionale quantitative Spurverfolgung der Zellen aus den DHM Phasenkontrast-
Aufnahmen in Abbildung 23. A-D: Trajektorien der Zellen und den korrespondierenden Tochterzellen.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse die Moglichkeit auf, mittels DHM eine
Zellteilungsiiberwachung in Langzeitexperimenten zu etablieren, die auf simultaner

Zellhohen-Messung und zweidimensionaler Zellmigrationsverfolgung basiert.
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6 DISKUSSION UND AUSBLICK

6.1 Zelluldre Schidigungen von humanen Endothelzellen

durch Shiga Toxine

In dieser Arbeit wurde ein direkter, umfassender und systematischer Vergleich der
zellularen Schadigungen durch Stx1 und Stx2 durchgefiihrt. Mit dem Ziel, die biologische
Wirkung der Toxine besser zu verstehen, wurden deren zytotoxische Effekte auf humane
mikrovaskuldre (HBMECs) und makrovaskuldre (EA.hy 926 Zellen) Endothelzellen unter-
sucht. Die Kombination klassischer Methoden wie Zellwachstums-, Zytotoxizitdts- und
DNA-Fragmentierungsassays mit moderner Bildgebungstechnik stellte einen facetten-
reichen Ansatz dar, um zum besseren Verstdndnis der bislang lediglich unvollstandig
aufgeklarten Komplexitiat der Schadigung des humanen Endothels durch Stx beizutragen.
Insbesondere die mikroskopischen Techniken der SEM von bewachsenen Microcarriern
und der DHM, die erstmalig zur Erforschung der Interaktionen von Stx mit endothelialen
Zielzellen eingesetzt wurden, ermoglichte einen direkten und detaillierten Einblick in die

Wirkungsweise der beiden Toxine auf mikro- und makrovaskulidre Endothelzellen.

Die Visualisierung der Stx-induzierten Zellschadigung mittels SEM von Microcarrier-
basierten Kulturen bietet verschiedene Vorteile: Die Zellen kénnen auf biokompatiblen
Kollagen-beschichteten Oberflachen in einer Pseudo-Suspensionskultur unter konstanten
Bedingungen (Nahrstoffe, pH-Wert, Temperatur und Sauerstoffpartialdruck) wachsen.
Zusatzlich besteht die Moglichkeit der Simulation von Bedingungen eines Infektions-
herganges durch Applikation verschiedener Scherstress-Intensititen auf die Mini-
Monolayer. Zur Komplementierung und Erweiterung der so gewonnenen Informationen
tiber die Endothel-Monolayer wurde die DHM zur Analyse der Toxineffekte auf lebende
Einzelzellen eingesetzt. Diese quantitative, markerfreie und nicht-invasive
Bildgebungstechnik erlaubt die zeitliche Verfolgung der morphologischen Verdanderungen
der Zellen von Toxinzugabe bis hin zum Zelltod und die Bestimmung des zugrunde

liegenden Mechanismus’ des Zelltodes.
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6.1.1 Unterschiedliche Pathomechanismen von Stx1 und Stx2
bei humanen Endothelzelllinien

In dieser Arbeit wurden die unterschiedlichen Mechanismen von Stx1 und Stx2, die dem
Zelltod zugrunde liegen, charakterisiert. Die Untersuchungen der Zellmorphologie nach
Toxininkubation lieferten dabei die entscheidenden Hinweise, welches Toxin Nekrose
und/oder Apoptose in den untersuchten Zelllinien ausléste (Tabelle 6). Es konnte gezeigt
werden, dass Stx1l eine Kombination von Nekrose und Apoptose, Stx2 hingegen fast

ausschliefdlich Apoptose bei beiden untersuchten Zelllinien ausloste.

Die verschiedenen Stx1- und Stx2-induzierten Signalkaskaden, die zur Apoptose in Zellen
verschiedenen Ursprungs fiihrten, wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen teilweise
aufgeklart (zusammengefasst in Johannes and Romer, 2010). Eine der Studien wurde mit
Zellen endothelialer Herkunft durchgefiihrt, in der gezeigt werden konnte, dass der
apoptotische Mechanismus von Stx2 auf HBMECs auf DNA-Fragmentierung und Spaltung
(Aktivierung) der Caspasen 3, 6, 8 und 9 beruht und dieser CHOP-vermittelt ist (Fujii et al.,
2008). Die apoptotische Wirkung von Stx1 auf HBMECs ist ebenfalls dokumentiert; die
zugrunde liegenden Mechanismen wurden jedoch nicht aufgeklart (Ergonul et al, 2003).
Auch der genaue Mechanismus des in dieser Dissertation aufgezeigten Nekrose-
induzierenden Effektes von Stx1 auf mikro- und makrovaskuldre Endothelzellen bleibt
ungeklart. Weder die Inhibition der Proteinbiosynthese noch die Toxin-induzierte DNA-
Schiadigung konnen als Erklarung des schnellen nekrotischen Zelltodes (Abbildung 12,
Abbildung 13) dienen. Dariiber hinaus kann die heterogene zelluldre Reaktion auf Stx1
und Stx2 nicht durch die bekannten Wirkungsweisen der Stx, wie z. B. die Modifikation der
rRNA oder die Induktion der Apoptose iiber verschiedene Signalkaskaden, erklart werden.
Daher muss ein bisher unbekannter Mechanismus der endothelialen Zellschadigung durch

Stx1 postuliert werden, den es zukiinftig zu erforschen gilt.

6.1.2 Differentielle Sensitivitaten von mikro- und
makrovaskuliaren Endothelzellen

Ein weiteres Ergebnis dieser Arbeit ist die Charakterisierung der unterschiedlichen

Sensitivitdt von mikro- und makrovaskuldren Endothelzellen gegentiber Stx1 und Stx2. Es



102 Diskussion und Ausblick

konnte gezeigt werden, dass beide Zelltypen beziglich der Proliferation und der
Zytotoxizitat in ahnlicher Weise auf Stx1 reagierten, allerdings grof3e Unterschiede in der
Sensitivitat gegeniiber Stx2 aufwiesen (Tabelle 5). Der Vergleich der Empfindlichkeit der
beiden Zelllinien gegeniiber beiden Toxinen zeigte, dass EA.hy 926 Zellen um Faktor 10
empfindlicher fiir Stx1 sind, wohingegen HBMECs mehr als tausendfach sensitiver auf Stx2
reagieren (Tabelle 5). Dies bedeutet, dass die Endothelzellen makrovaskuldren Ursprungs
gegen Stx2 relativ resistent sind, die mikrovaskuldren Zellen jedoch auf wesentlich
niedrigere Konzentrationen reagieren. Dies bestdtigten Arbeiten, die mit glomeruldren

mikrovaskuldren Endothelzellen durchgefiihrt wurden (Louise and Obrig, 1995).

Der Bedeutung des Stx-Rezeptors Gb3Cer wird eine entscheidende Rolle zugewiesen. Es
wurde gezeigt, dass EA.hy 926 Zellkulturen mehr Gb3Cer als HBMEC-Kulturen
exprimieren und daher postuliert, dass die h6here Toxizitidt von Stx1 gegeniiber EA.hy 926
Zellen auf diesen Sachverhalt zuriickgefiihrt werden kann (Schweppe et al, 2008). Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit widersprechen dieser Hypothese in mehreren
Punkten: Zum einen wurde auf der Zelloberfliche insgesamt eine geringere
Rezeptordichte in EA.hy 926 Zellen im Vergleich zu HBMECs gefunden (Abbildung 18),
zum anderen wurden auch in der durchflusszytometrischen Quantifizierung von
Zelloberflachen-assoziiertem und intrazellulir vorliegenden Rezeptoren geringere
Mengen nachgewiesen (Abbildung 19). Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die
beiden verwendeten Zelllinien unterschiedliche Sensitivititen gegeniiber Stx1 und Stx2
aufweisen, die jedoch gleiche Rezeptorspezifititen haben (Lingwood et al, 1987; Waddell
et al, 1988). Zudem korreliert die Dichte zuganglicher Rezeptoren auf der Zelloberflache
nicht mit der Internalisierung des Toxins (Falguieres et al, 2006). Daher muss die
Hypothese, dass die Menge an Stx-Rezeptor der ausschlaggebende Faktor fiir die

Sensitivitat der Zellen gegeniiber Stx ist, kritisch tiiberdacht werden.

Der kiirzlich entdeckte Aufnahmemechanismus von Stx (Romer et al, 2007) lasst
vermuten, dass fiir eine effiziente Internalisierung der Toxine die Konformation des
Rezeptors in der Plasmamembran und deren Substrukturen von funktioneller Bedeutung
ist, die von molekularen Charakteristiken des Gb3Cer beeinflusst wird (Kiarash et al,
1994; Arab et al.,, 1996; Nakajima et al., 2001; Binnington et al., 2002; Johannes and Romer,

2010). Nicht nur die molekularen Eigenschaften der Rezeptoren, sondern auch die der
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Toxine unterscheiden sich: Es konnte gezeigt werden, dass sich Stx1 und Stx2 in der
Stabilitdit beim Endosomen-vermittelten Transport zum Golgi-Komplex unterscheiden
(Lord and Roberts, 1998). Zusammengefasst lassen diese Arbeiten vermuten, dass die
ausgepragten Differenzen in der Sensitivitit der HBMECs gegeniiber Stx1 und Stx2 auf
bislang unbekannten Unterschieden in der Internalisierung und/oder dem intrazelluldren

Transport der Toxine beruhen (Tam et al., 2008).

Die heterogene Empfindlichkeit von mikro- und makrovaskularen Zellen gegeniiber Stx1
und Stx2 kann fiir die Pathogenese des HUS relevant sein. Die in dieser Arbeit gezeigten
Daten fiihren zu der Hypothese, dass die dem HUS zugrunde liegende Schadigung des
mikrovaskuldren Endothels hauptsachlich auf Stx2 beruht. Dies steht im Einklang mit
epidemiologischen Studien, die belegen, dass das Risiko der Entwicklung eines HUS
wahrend der EHEC-Infektion signifikant mit der Expression von Stx2 des infektidsen
Stammes assoziiert ist (Ostroff et al., 1989; Friedrich et al, 2002). Dariiber hinaus wird
diese Hypothese von einer Studie gestiitzt, in der erstmals ein Pavian-Tiermodell fiir HUS
etabliert wurde (Siegler et al., 2003). Die intravendse Gabe von Stx2 l6ste klinische und
histopathologische Anzeichen des HUS aus, wahrend die Gabe der gleichen Dosis Stx1
diese Effekte nicht verursachte. Die Kombination der hoheren Empfindlichkeit der
mikrovaskuldren Zellen auf Stx2 mit den hauptsiachlich Apoptose-auslésenden
Eigenschaften dieses Toxins lasst vermuten, dass die Apoptose-induzierende Wirkung von
Stx2 den hauptsachlich verantwortlichen Mechanismus flir die Schadigung des

mikrovaskuldren Endothels wahrend des HUS darstellt.

Im Falle eines HUS kommt es zur Schadigung der Endothelzellen in den Nieren und dem
Gehirn. Diese Zellen weisen eine sehr hohe Sensitivitat gegeniiber Stx2 in geringsten
Konzentrationen auf, was in dieser Arbeit anhand von HBMECs (Gehirn) und in anderen
Untersuchungen fiir glomeruldre mikrovaskuldre Endothelzellen (Niere) demonstriert
werden konnte. Letztere zeichnen sich durch eine im Vergleich zu HBMECs weitaus hohere
Empfindlichkeit aus (Louise and Obrig, 1995). Daher kann die Hypothese aufgestellt
werden, dass der bislang ungeklarte Transportmechanismus der Stx an die Zielzellen nicht
gerichtet ist, sondern dass im Verlauf der EHEC-Infektion extrem niedrige
Konzentrationen der Toxine im Blut zirkulieren. Fiir die weniger sensitiven Bereiche des

Endothels stellen diese niedrigen Konzentrationen keine Bedrohung dar.
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6.2 Vakuolisierung von humanen mikrovaskuliren

Endothelzellen durch EHEC-Vac

Die in dieser Arbeit etablierten Methoden konnten fiir die Charakterisierung eines neu
entdeckten, in Endothelzellen Vakuolen auslésenden Toxins der EHEC eingesetzt werden.
Aufgrund von Ahnlichkeiten in den induzierten morphologischen Effekten und der
Wirkungsweise zu dem vakuolisierenden Toxin von H. pylori VacA, wurde dieses Toxin
EHEC-Vac genannt. Es sind auch weitere bakterielle Toxine mit dhnlichen phanotypischen
Effekten bekannt, die meist zur Gruppe der Autotransporter oder Poren-formenden
Toxinen gehoren (Bielaszewska et al, 2009b und zitierte Referenzen). Das EHEC-Vac-
Protein selbst konnte bisher noch nicht identifiziert werden, da trotz erheblicher

Ahnlichkeit zu VacA die genomische DNA von Stamm 6451/98 nicht mit VacA hybridisiert.

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass die EHEC-Vac-bedingten Vakuolen lysosomalen
Ursprungs sind (Abbildung 21) und hohe Konzentrationen von EHEC-Vac zum Zelltod
durch Nekrose fliihren (Abbildung 22). Bei Letzterem musste beachtet werden, dass mit
Uberstinden einer Bakterienkultur gearbeitet wurde und so das Vorkommen von LPS und
anderen proinflammatorischen Substanzen als wahrscheinlich anzusehen war. Daher
wurden als Kontrollen nicht-EHEC-Vac-beinhaltende Bakterienkultur-Uberstinde
vermessen, die weder zur Vakuolenbildung noch zum nekrotischen Zelltod wahrend der
Messdauer fiihrten. Eine interessante zukiinftige Fragestellung lautet, ob geringere
Konzentrationen von EHEC-Vac zwar eine Vakuolisierung der Zellen auslésen kénnen,
aber nicht zum Zelltod fiihren. Erste Experimente deuten darauf hin. Zudem konnte mittels
DHM belegt werden, dass der Inhalt der Vakuolen fast denselben Brechungsindex wie das
umgebende Zellkulturmedium aufweist und damit nur geringste Proteinmengen enthalt.
Die zugrunde liegenden Prozesse und der biologische Nutzen fiir die Zelle sind
unaufgeklart. In Kombination mit den ersten DHM-Messungen bei geringen
Konzentrationen an EHEC-Vac kann vermutet werden, dass es sich bei der Ausbildung der

Vakuolen um einen Detoxifizierungsprozess der Zellen handelt.

Der zytopathogene Effekt von EHEC-Vac auf humane mikrovaskuldre Endothelzellen

basiert auf extensiver Vakuolisierung und finalem Zelltod. Daher muss dieses Molekiil als
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potentieller Virulenzfaktor der EHEC angesehen werden, der zu der HUS zugrunde
liegenden, mikrovaskuldren Schiadigung beitragt. In zukiinftigen Studien muss das Protein
identifiziert werden und es miissen die Effekte des Toxins auf andere wahrend der EHEC-
Infektion beeintrachtigte Zelltypen, beispielsweise intestinale Epithelzellen, untersucht
werden. Zudem ist eine Uberpriifung der Privalenz in verschiedenen Serotypen der EHEC

sinnvoll.

6.3 Etablierung eines Verfahrens zur dynamischen Uberwachung

der Zellteilung mittels DHM

Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse demonstrieren die Moglichkeit, mittels DHM eine
dynamische Zellteilungsiiberwachung zu etablieren, die auf der simultanen Messung von
Zellh6he und der zweidimensionalen Zellspurverfolgung beruht. Die Zellteilung konnte in
den Phasenkontrast-Aufnahmen (Abbildung 23) detektiert und die zeitliche Abhangigkeit
von Phasenkontrast und Zellh6he gezeigt werden (Abbildung 24). Allerdings konnten die
berechneten Werte der Zellhéhe durch die nicht ausgeschlossenen Anderungen des
zellulairen Brechungsindexes wahrend der Zellteilung beeinflusst werden. Die
zweidimensionale Zellspurverfolgung (Abbildung 25) beruht auf der Bestimmung der
Position der Zelle mit maximalem Phasenkontrast. Dieser entspricht in der adharierten
Zelle der Position der Nukleoli bzw. des Zellkerns und in der abgerundeten Zelle der
Position der kondensierten Chromosomen. Daher kann die Position des maximalen
Phasenkontrastes in jeder Zellzyklusphase als Zellmittelpunkt angenommen werden.
Allerdings liegt dieser Bestimmung ein Fehler zugrunde, der auf die verwendeten
Objektive und Streueffekte (z. B. durch das Kulturmedium) zurtickzufiihren ist. Die Fehler
der Bestimmung der lateralen Zellposition sind spezifisch fiir den verwendeten
Messaufbau und liegen im Bereich von 1 - 2 pm. Dies entspricht in Bezug auf die Zelle einer

Grofdenordnung von etwa 10 %.

Zusammenfassend zeigen die Abbildungen 23 - 25 die Verwendungsmaoglichkeit der DHM

fiir die quantitative Uberwachung von Zellteilungsprozessen in Langzeituntersuchungen.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Enterohdmorrhagische Escherichia coli, die humanpathogene Subgruppe der Shiga Toxin-
produzierenden E. coli, verursachen nicht-blutige und blutige Diarrh6, HC und das
lebensbedrohliche HUS. HUS resultiert aus der mikrovaskularen Endothelzellschadigung
von Nieren, Gehirn und anderen Organen. Stx, die Hauptvirulenzfaktoren der EHEC, sind
ABs-Toxine und bestehen aus einer enzymatisch aktiven A-Untereinheit und fiinf
identischen B-Untereinheiten, welche als Ligand das zelluldre Glykosphingolipid Gb3Cer
binden. Die Familie der Stx umfasst zwei Hauptgruppen, Stx1 und Stx2, welche 53 % bzw.
64 % Sequenzidentitat in ihrer A- bzw. B-Untereinheit aufweisen. Nach der Freisetzung
der Stx durch die EHEC im Lumen des Gastrointestinaltraktes gelangen diese nach
Translokation in den Blutkreislauf und final zu ihrem Wirkungsort, den kapillaren
Endothelzellen. Dort binden die Toxine an die zelluldren Rezeptoren, werden internalisiert
und intrazellular retrograd prozessiert. Im Zytosol wirkt das katalytisch aktive
Ai-Fragment durch spezifische Depurinierung von Adenosin der hochkonservierten
60S-rRNA toxisch. Dies fiihrt zur Inhibition der Proteinbiosynthese und schliefdlich zum
Zelltod. Neben diesem zytotoxischen Effekt wurden weitere Wirkungen von Stx auf Zellen
beschrieben, beispielsweise die Depurinierung von chromosomaler DNA, die

Umorganisation des Zytoskelettes und die Induktion von Apoptose.

Im Rahmen dieser Dissertation wurden unterschiedliche zytotoxische Effekte von Stx1
und Stx2 auf humane mikro- und makrovaskuldre Endothelzellen untersucht. Als
Modellsystem dienten HBMECs und EA.hy 926 Zellen makrovaskuldren Ursprungs. Mit
Hilfe von Zellproliferations- und Zytotoxizitdatsassays konnten konzentrationsabhangig
unterschiedliche Sensitivititen der beiden Zelllinien gegeniiber den Toxinen festgestellt
werden. Hierbei konnte gezeigt werden, dass mikrovaskuldre im Vergleich zu
makrovaskuldren Zellen besonders sensitiv auf Stx2 reagieren. Dies deckt sich mit den
Beobachtungen der zerebralen Schadigung im Patienten, da meist solche EHEC-Stamme
mit schweren klinischen Verldufen assoziiert werden konnen, die Stx2 produzieren. Die
zytotoxischen Effekte beider Stx konnten sowohl auf Nekrose als auch auf Apoptose oder

eine Kombination beider Arten des Zelltodes zuriickgefiihrt werden.
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Um einen genaueren Einblick in die Mechanismen der Zytotoxizitdt zu erlangen, wurden
SEM-Aufnahmen von konfluenten Zellmonolayern auf MC vor und nach Toxinbehandlung
angefertigt. Auf diesen konnten fiir beide Zelllinien dhnliche Veranderungen hinsichtlich
der Zellmorphologie nach Toxininkubation nachgewiesen werden. Wahrend Stx1 eine
Verringerung der Anzahl von Mikrovilli-Strukturen auf der Zelloberflache, irreguldre
Zellformen, Lasionen der Plasmamembran, Ausbildung von Membrankdrperchen (das sog.
blebbing) und Licken im Zellmonolayer durch Zellablosung verursacht, sind nach
Inkubation mit Stx2 lediglich eine leicht veranderte Form der Zellen sowie blebbing zu
beobachten. Diese morphologischen Untersuchungen, insbesondere das Ausbleiben von
nekrotischen Effekten wie Membranldasionen oder Zellablésung in Stx2-behandelten
Endothelzellen, fliihrten zu der Hypothese, dass Stx1 sowohl Nekrose als auch Apoptose,
Stx2 hingegen hauptsachlich Apoptose induziert.

Zur Verifizierung dieser verschiedenen Mechanismen und um einen genaueren Einblick in
die Dynamik des Zelltodes nach Toxinbehandlung zu erlangen, wurde eine Methode
basierend auf DHM etabliert, um HBMECs und EA.hy 926 Zellen einer Einzelzell-Analyse
zu unterziehen. Dieses erlaubt eine zerstérungs- und markerfreie sowie quantitative
Langzeitanalyse der Viabilitdt und Morphologie von in vitro-geziichteten Zellen. Durch das
Etablieren einer Zellteilungsiiberwachung in Langzeitexperimenten der DHM, die auf
simultaner Zellhdhen-Messung und zweidimensionaler Zellmigrationsverfolgung basiert,

konnte zudem eine neue Applikation der DHM aufgezeigt werden.

Die Visualisierung der Nekrose nach Inkubation mit Stx1 zu unterschiedlichen Zeitpunkten
bestatigt die differentielle Sensitivitit mikro- und makrovaskuldrer Endothelzellen.
Zusatzlich lasst sich der Prozess der Nekrose - das Anschwellen der Zellen sowie die
Freisetzung des Zytosols nach Desintegration der Plasmamembran - dreidimensional {iber
einen Zeitraum von ~ 48 h quantifizieren. Bei Experimenten mit Stx2 konnte keine
Nekrose beobachtet werden, allerdings auch keine Zellteilung trotz einer auf 80 h
verlangerten Experimentaldauer. Um einen durch Stx verursachten Zellzyklus-Arrest
auszuschliefden, wurden Zellzyklusstudien mit Hilfe der Durchflusszytometrie
durchgefiihrt. Da kein signifikanter Zellzyklus-Arrest durch Stx verursacht wird, muss die
Teilungsinaktivitiat der Zellen auf einer Induktion der Apoptose durch Stx2 beruhen. Dies

konnte mittels DNA-Fragmentierungsassays zur Nekrose- bzw. Apoptosebestimmung
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bestatigt und die Effekte konnten konzentrationsabhangig quantifiziert werden. Da die in
dieser Arbeit untersuchten differentiellen Effekte von Stx1 und Stx2 nicht auf die bisher
beschriebenen Wirkungsweisen von Stx zurtickzufiihren sind, muss angenommen werden,

dass hier ein oder mehrere bisher unbeschriebene Mechanismen zugrunde liegen.

Des Weiteren wurde die Inhomogenitat von HBMECs und EA.hy 926 Zellen in Kultur mit
DHM, IF und Durchflusszytometrie untersucht. Dabei konnten variierende nekrotische
Todeszeitpunkte der Zellen beobachtet und die Frage negiert werden, ob die Menge des
Zelloberflachen-assoziierten Rezeptors mit der Empfindlichkeit der Zellen gegeniiber Stx
in Zusammenhang steht. Zudem wurde gezeigt, dass die Expression von Gb3Cer nicht

Zellzyklus-abhangig ist.

Die in dieser Dissertation entwickelten Methoden wurden zudem eingesetzt, um einen
weiteren Virulenzfaktor der EHEC, EHEC-Vac, zu charakterisieren. Die Verwendung der IF
zeigte, dass die EHEC-Vac-bedingten Vakuolen lysosomalen Ursprungs sind. Final war die
Inkubation der Zellen mit EHEC-Vac letal. Die Art des Zelltodes und Hinweise auf die
Dynamik der Vakuolenbildung konnten mit Langzeitmessungen im DHM bestimmt

werden.
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9 ANHANG
9.1 AbKkiirzungsverzeichnis
A/E engl.: attaching and effacing
ABTS 2,2’-Azinobis-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure)
AC engl.: alternating current
AK Antikorper
CDso engl.: cytotoxicity dose 50
CDT engl.: cytolethal distending toxin
CHOP C/EBP homologes Protein
CLSM engl.: confocal laser scanning microscopy
CMF-PBS engl.: calcium and magnesium free phosphate buffered saline
Dalton Da
DAPI 4’,6-Diamino-2-phenylindol
DHM Digitale Holographische Mikroskopie
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid
E. coli Escherichia coli
eae engl.: E. coli attaching and effacing
EC Endothelzellen
ECIS engl.: electric cell-substrate impedance sensing
EDTA Ethyldiamintetraessigsaure
Efal EHEC factor for adherence
EHEC enterohdmorrhagische Escherichia coli
EHEC-Vac EHEC vakuolisierendes Toxin
ER Endoplasmatisches Retikulum
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ERK1
esp
EspP
etal
FACS
FC
FCS
FITC
FS
GA

Gb3Cer/CD77

Gb4Cer
GFP
GM-CSF
GMVECs
GSL
HBMEC
HC
HEPES
HUS
HUVEC
ICso
ICAM

IF

Tha

IL-B
Jnk

K-Antigen

extrazelluldre Signal-regulierte Kinase 1

engl.: E. coli secreted protein

engl.: extracellular serine protease, plasmid-encoded
et alii

engl.: fluorescence activated cell sorting

engl.: forward scatter

engl.: fetal calf serum

Fluoresceinisothiocyanat

engl.: forward scatter

Golgi-Apparat

Globotriaosylceramid

Globotetraosylceramid

engl.: green fluorescent protein

engl.: Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
engl.: glomerular microvascular endothelial cells
Glykosphingolipide

engl.: human brain microvascular endothelial cells
engl.: hemorrhagic colitis
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
hamolytisch-uramisches Syndrom

engl.: human umbilical cord vein endothelial cell
engl.: inhibitory concentration 50

engl.: inter-cellular adhesion molecule
Immunfluoreszenzmikroskpie

engl.: IrgA homologue adhesin

Interleukin-1f3

JUN N-terminale Kinase

Kapselantigen
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Kbe Kolonie-bildende Einheiten

LB-Medium Luria-Bertani-Medium

LEE engl.: locus of enterocyte effacement

Lfp engl.: long polar fimbriens

LPS Lipopolysaccharide

LR engl.: lipid rafts

MAPK Mitogen-aktivierte Protein Kinase

MC Microcarrier

MTP Multititer-Platten

MV Membranvesikel

Na Natrium

NM engl.: nonmotile

0D optische Dichte

OmpA engl.: outer membrane protein A

PI Propidiumiodid

RP-HPLC engl.: reversed phase - high performance liquid chromatography
RTX engl.: repeat-in-toxin

Saa engl.: STEC autoagglutinating adhesin

SDS-PAGE engl.: sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis
SEM engl.: scanning electron microscope

SF Sorbitol-fermentierend

Sfa engl.: S fimbriae major subunit

Stp engl.: sorbitol-fermenting EHEC 0157 fimbriae, plasmid-encoded
SLT Shiga-like Toxin

SS engl.: sideward scatter

STEC Shiga Toxin produzierende E. coli

Stx Shiga Toxin

SubAB Subtilase Zytotoxin
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T-Flasche engl.: tissue flask

tir engl.: translocated intimin receptor

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

TRITC Tetramethyl-Rhodamineisothiocyanate

U engl.: unit

u. N. tiber Nacht

UPM Umdrehungen pro Minute

VacA vakuolisierendes Zytotoxin von Helicobacter pylori

VCAM engl.: vascular cell adhesion molecule

VDog Konzentration von EHEC-Vac, die in = 90 % der Zellen nach 24 h eine

Vakuolenbildung induziert
VTEC Vero Toxin produzierende E. coli
WST engl.: water soluble tetrazolium

YSI Yellow Springs Instruments
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