Rezeptor-Ligand-Interaktionen
von Toxinen aus pathogenen

Escherichia coli-Bakterien

Dissertation
iIm Fach Molekulare Biotechnologie
der
Universitat Bielefeld

Technische Fakultat

vorgelegt von

Christian Henning Schweppe






Erstgutachter: Prof. Dr. Johannes Miithing

Zweitgutachter: Prof. Dr. Thomas Noll

Bearbeitungszeitraum: Okt. 2005 — Juli 2009
Minster, Juli 2009












Inhaltsverzeichnis |

Inhaltsverzeichnis

INNAISVEIZEICHNIS ... e e e e e e [
ADBKUIrZUNGSVEIZEICNNIS ...t s s e e e e e e e e e e e e e e e eeetennnneeeennnnes \Y

1 R0 7, ] 1 Xl
1.1 VeroffentiChUNgeN .....eee e XI

I T A = U o] 1122 1[0 ] 4 1= o IO Xl
I Lo 1 €= (o [ PP UPPPTRRPPIR Xl
0T G T 0 1 Y Xl

2 DanKSAQUNGEN .......coiiiiiiiiiiiiite e emmmme ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeees XV

3 ] ] =T (U o 1
4 I Lo (1SR TTTRTR 3
4.1 EHEC INTEKLONEGIN ... ettt ae e ae s 3
4.2  Pathogenitatsfaktoren von EHEC ... 5
4.2.1 SNIQA TOXIN (SEX)trtruunnniiieeeeee e s e e e e e e e e et eeeeaerbbas e e e eeeee e s s e e e e eeeeeaaas 6
4.2.2 EHEC-Hamolysin (EHEC-HIY) ........oovviiiiiiieeeecee e 11
4.2.3 Extrazellulare Serin Protease plasmidko@ESpPP)...........ooovvvviiiiiiiiiinieeieee, 12
4.2.4 Cytolethal Distending TOXiN (Cdt)......cceemmiiiiieiieiiiiieei e 13
4.25 Adh8siVe ViruleNZfaktOoren ... ... 14
4.3  ZelloberflACheNnreZepPlOreN .........oovvviceeeemm e ee e e e e e s 16
4.3.1 Glykosphingolipide (GSL) .....uueuuiiiiiccceeiiiiie e e e eeeee e 18
4.4 DeteKtiONSVEITANIEN. ... e e 20
4.4.1 Immunchemische Nachweismethoden ......ccoceeeeoevivveeivieiiiiiviiiiiiiinenn 0.2
4.4.2 Massenspektrometrische Nachweistechniken.................ooviiiiiiiiinn, 20
4.5 Endothelzellen, fotales Kalberserum und hum&hasma .........ccoevveeveeveeneenn.. 22
451 ENAOtNEIZEIEN ..o e 22
4.5.2 Fotales KAIberserum (FCS) ..ot e 22
4.5.3 HUMANES PlaSIMA. . .. oo e et e e e et e e e e e e e e e 22

5 WA =] £1=] 741 ] T PRSP 23

6 Materialien und MethOdeN ........ooeei e 25
6.1 Endothelzellen, fotales Kalberserum und hum&h@sma. .........ccoeevevvvinveenennn. 25
T I R = T [0 1 g 1= A=Y | 1Y o IR 25
6.1.2 FoOtales Kalberserum (FCS) ... 28
0.1.3 HUMANES PlaSmMa....cn ettt r e eenns 28



Il Inhaltsverzeichnis
O A N 01 1] (o] o1 U URPPPPPUPRPPRPIN 29
6.3  ImMMUNfUOreSZENZ (IF) ....ccoo i eeeeee e 30
6.4  Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaf@iOR) ..............ceeeeeeveeeeennnnnns 33
6.5  Dunnschichtchromatographie...........ccccoeeeeiiiiiiiiiiee e, 35
6.5.1 Trennung von Monohexosylceramiden per DCeeee..oooeeeeeeeiiveeeeeeiinn 36
6.5.2  OVEIAY-ASSAY ...cevvvrrriuniiiiiieeeeeeeeeeetiiira s s e e e e e e aaeeeaeeeeeaerraann s 37
6.5.3 GesamtzUuCKerfarbDUNG .........ccooi i e e e eee e 38
ST I o] | = Ut o 18] o o [ PPUPPRPN 39
6.5.5 DOKUMENTALION ...ttt ee e e e e 40
6.5.6 Extraktion von GSL aus Kieselgelplatten . .....ovvveeeeiiiviiiiiiiiiieeeeeeeeeeen 40
6.6  Massenspektrometrische Verfahren ... 40
6.6.1 Elektrospray lonisations Quadrupol Massenspeletrie (ESI-Q-TOF MS) ... 41
6.6.2 Matrix-unterstitzte Laser Desorptions/lonsa Flugzeit

Massenspektrometrie (MALDI-TOF MS).......uuuuimme e 44
6.6.3 Peptidmassen-FingerabdruCk (PMF) ... ccccceeuiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeceeeeeiieieea s 47

ErQEDNISSE. ...t 49
7.1 Identifizierung von Pathogenitatsfaktoren abtEE mittels MALDI-TOF

Y TP RPPRRPPRRP 49
7.1.1 Stx49
7.0.2 EHEC-HIY ..ttt e e e e e e e e e nnneennees 57
7. 0.3 ESPP e a e e e ne e e eeneaaans 60
7 S o | TP 63
0 R T o A NPT 66
7 T | L PRSP 68
7.2  Neutrale GSL aus Endothelzellen.........cccooeeiiiieee 72
7.2.1 Immunfluoreszenzmikroskopie von nGSL aus Hmelgellen .............ccccccc...... 72
7.2.2 Polymerasekettenreaktion von Glykosyltrarsfen aus humanen

Endothelzellen ... 75
7.2.3 Dunnschichtchromatographie..............ueeeiiiiiii s 76
7.2.4 Massenspektrometrie von nGSL aus Endothetzell..............cccciiiicinnnn. 77
7.3  Neutrale GSL QUS FCS ..ot 84
7.3.1 Dunschichtchromatographie von NnGSL aus FCSa......cooooviviiiiiiiiiiiinn, 84
7.3.2 Massenspektrometrie vOn NGSL QUS FCS i, 5.8
7.4  Neutrale GSL aus humanem Plasma ....... oo 89
7.4.1 Dunnschichtchromatographie von nGSL aus hemaPlasma......................... 89
7.4.2 Massenspektrometrie von nGSL aus humanemRBlas................cccceevviinnnees 90
7.4.3 Neutrale GSI aus humanen Lipoproteinfrakiione..............ccoevvvvivviiiniiinnnn. 99

DISKUSSION ...ttt e e e e e 102
8.1  Stx und Stx-unabhangige Pathogenitatsfaktoren.............ccccovvvviiiiiiiinnnn. 102



Inhaltsverzeichnis 1l

8.2 Neutrale GSL aus humanen Endothelzell@N .o vveeeeiveniiiiieee 105
8.3 Neutrale GSL AUS FCS ..o 110
8.4 Neutrale GSL aus humanem PlasSma .......ccececeeeiiiiiiiiieiiieeieeeneeeeeeeaens 21
9 Zusammenfassung und AUSDIICK ............evuiiicccc e 114
ANhaNg A AMINOSAUIEN.......cceiiiiiiitutiii s s s e e e e e e e e e e e eeeeeetaaaassaa e e e e e anaaaasaeeas 119
Anhang B: ChemiKali€N ...........uuueiiiiiie s e e e neaeee e e e 120

[ o T<Y g K51 F- 10 | TR 137
LIt I atUIVEIZEICHNIS .. oot et 121

(= LU o o TP 139



Abkirzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

Hg

ul

A

AK
al,4GalT
AP

AS
A-Untereinheit
BCIP

BD
Biotech
BMBF

bp

BSA
B-Untereinheit
bzw.

C

C/M
C/M/W
C242

ca.

CaCl
CAM-C
CD
cDNA
Cdt

Cer

Mikrogramm

Mikroliter

Asymptomatische Ausscheider
Antikorper
al,4-Galaktosyltransferase
Alkalische Phosphatase
Aminoséaure

active
5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat
Blutige Diarrhde

Biotechnologie

Bundesministerium fir Bildung und Forschung
Basenpaare

bovines Serumalbumin

binding

beziehungsweise

Kohlenstoff

Chloroform/Methanol
Chloroform/Methanol/Wasser
Cystein an Aminosaureposition 242 in einer Sequenz
circa

Calciumchlorid
Caramidomethylierung con Cystein
cluster of differentiation

copy deoxyribonucleic acid
cytolethal distending toxin

Ceramid



Abkirzungsverzeichnis

Chy Chylomikronen

cm Centimeter

(6{0)) Kohlenstoffdioxid

D Diarrhoe

d Weg (engldistancé

Da Dalton

DAPI 4',6'-Diamin-2'-phenylindol-dichlorid

DC Dunnschichtchromatographie

Deam Deamidierung

DHB Dihydroxybenzoesaure

Dipl Diplom

DNA Desoxyribonukleinsaure (engleoxyribonucleic acid
Dr Doktor

DTAF Dichlorotriazinylamino Fluoreszein

e Elementarladung

E Einheit

EA.hy 926 Fusionszelllinie aus HUVECs und der Lumigazinomzelllinie A549
EAEC enteroaggregatiiescherichia coli

E. coli Escherichia coli

EDL 933 E. coli Stamm

EHEC enterohdmorrhagiscBscherichia coli

EHEC-HIly EHEC-Hamolysin

EibG Escherichia colimmunglobulin-bindendes Protein G
EIEC enteroinvasiv&scherichia coli

Eyin kinetische Energie

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

EPEC enteropathogetescherichia coli

ER Endoplasmatisches Retikulum

ESI Elektrospray lonisation

EspP extrazellulare Serinprotease plasmidkodiert



\ Abkirzungsverzeichnis
et al. et alii

ETEC enterotoxischEscherichia coli

exp experimentell

FCS Fotales Kélberserum

Fuc Fukose

g Gramm

G2/M Ubergang zwischen den Zellteilungsphasen G2Mn
Gal Galaktose

GalCer Galaktosylceramid

GalNAc N-Acetylgalaktosamin

Gb Globo

Gb3 Globotriaose

Gbh4 Globotetraose

Gb3Cer Globotriaosylceramid

Gg Ganglio

Glc Glukose

GlcCer Glukosylceramid

GIcNAc N-Acetylglukosamin

Glu-C Endoproteinase Glu-C

GPI Glykosylphosphatidylinositol

GSL Glykosphingolipid

H,SOy Schwefelsaure

HBMEC human brain microvascular endothelial cells
HC Hamorrhagische Colitis

HCI Salzsaure

HCOOH Ameisensaure

HDL high density lipoproteins

Hex Hexose

HexNAc N-Acetyl-Hexosamin

HPI Hoch Pathogenitatsinsel (englgh pathogenicity island



Abkirzungsverzeichnis VI

HPTLC
HS
huPlasma
HUS
HUVEC

IDL

IUPAC-IUB
IZKF
JCBN
JM

KCI
kDa
KH,PO,
L

Lc
Lc2Cer
LDL
LEE
LPF

m

M
[M+X]
m/z
mMAK
MALDI
MCP

MeOH

high-performance thin-layer chromatography
Laborjournalcode fir Henning Schweppe
humanes Plasma
Hamolytisch Uramisches Syndrom
human umbilical vein endothelial cells
intermediate density lipoproteins
Immunfluoreszenz
Immunfluoreszenzmikroskopie
Immunglobulin
Union of Pure and Applied Chemistry - Internatiothdion of Biochemistry
Interdisziplindres Zentrum fir Klinische Fohamg
Joint Commission on Biochemical Nomenclature
Laborjournalcode fir Johannes Mithing
Kaliumchlorid
Kilodalton
Kaliumdihydrogenphosphat
Liter
Lakto
Laktosylceramid
low density lipoproteins
locus of enterocyte effacement
long polar fimbriae
Masse
mol/L
Molekil + Ladung
Masse/Ladungsverhaltnis
monoklonaler Antikérper
Matrix-unterstitze Laser Desorption/lonisatio
multichannelplate

Methanol



VIII Abkirzungsverzeichnis
Met-ox Oxidierung von Methionin
mg Milligramm

MgCl, Magnesiumchlorid

MHC Monohexosylceramid

ml Milliliter

M-MLV moloney murine leukemia virus
mM Millimol/L

Mo Molybdan

mod Modifikation

MoO; Molybdanoxid

MS Massenspektrometrie

N Normal

n. d. nicht detektiert

N, Stickstoff

Na Natrium

NaHPO, Dinatriumhydrogenphosphat
NaCl Natriumchlorid

NaN; Natriumazid

NaOH Natriumhydroxid

Neu5Ac 5N-Acetylneuraminséure
Neu5Gc 5N-Glykolylneuraminsaure
nGSL neutrale Glykosphingolipide
nLc Neolakto

nLc4Cer Neolaktotetraosylceramid
nm Nanometer

o] orthogonal

P platelet

pAK polyklonaler Antikérper

PBS phosphate buffered saline
PCR Polymerasekettenreaktion (emmlymerase chain reactijn



Abkirzungsverzeichnis

PD
PMF
pO157
ppm
Prof.
pyroGlu
Q

rel. E.
rRNA
RT

RTX

SDS

SEV

sf

sfa

sfp
31,3GalNAcT
R1,4GalT
Std
STEC
Stx

t

TGN
theor
TNF
TOF

Try

Ue

Privatdozent
Peptid-Massen-Fingerabdruck
Plasmid 0157
parts per million
Professor
Pyroglutamat
Quadrupol
relative Einheit
ribosomale Ribonukleinsdure
reverse Transkriptase
repeats in toxin
Svedberg
Sekunde
Natriumdodecylsulfat (englodium dodecylsulfate
Sekundéarelektronenvervielfacher
sorbitol fermenting
S fimbriae major subunit
sorbitol fermenting EHEC 0157 fimbriae, plasmid-eded
31,3N-Acetylgalaktosaminyltransferase
31,4-Galaktosyltransferase
Standard
Shiga Toxin-produzierendsscherichia coli
Shiga Toxin
Zeit
trans-Golgi-Netzwerk
theoretisch
Tumor Nekrose Faktor
time-of-flight Flugzeit
Trypsin

Beschleunigungsspannung



X Abkirzungsverzeichnis
UPEC uropathogengéscherichia coli

USA Vereinigte Staaten von Amerika
uv Ultraviolett

% Geschwindigkeit

vgl. vergleiche

VLDL very low density lipoproteins
WHO world health organization

WWwWu Westfélische Wilhelms-Universitét
z Ladung

z.B. zum Beispiel

ZnCl, Zinkchlorid



1 Vorwort XI

1 Vorwort

Die hier vorgelegte Doktorarbeit wurde an den togtn fir Medizinische Physik und
Biophysik sowie fur Hygiene der Westfalischen Withse-Universitat (WWU) Munster

im Rahmen einer externen Doktorarbeit der Techeisclrakultdt der Universitat
Bielefeld von Oktober 2005 bis Juli 2009 durchgefiiliDie Betreuung der Arbeit

Ubernahmen die Herren Prof. Dr. Johannes MuthirtgRnof. Dr. Helge Karch. Fir die
Begutachtung der Arbeit stellten sich Prof. Dr. aluies Mithing aus dem Institut fur
Hygiene der WWU Madunster und Prof. Dr. Thomas Nollsader Arbeitsgruppe

Zellkulturtechnik der Technischen Fakultat der Wmsrtat Bielefeld freundlicherweise
zur Verfugung. Die Finanzierung erfolgte durch dasgerdisziplindre Zentrum flr

Klinische Forschung Miinster (IZKF, Projekt: Ka2/@®4) und das Bundesministerium
fur Bildung und Forschung (BMBF, Projekt: FBlzod#).

1.1 Veroffentlichungen

Teile der vorliegenden Arbeit sind wie folgt vesiitlicht worden:

1.1.1 Publikationen

Bauwens A, Bielaszewska M, Karch Fgchweppe CH Reichelt R, Kemper B,
Langehanenberg P, von Bally G, Peter-Kataliéj Mithing J. Investigation of Shiga
toxin induced cellular damage. Int. J Med Microb007. 297: 57-58.

Schweppe CH Bielaszewska M, Karch H, Peter-Katadidi, Muthing J. Characterization
of Shiga toxin 1 receptors by mass spectromettyd Med Microbiol. 2007. 297: 56.

Hulsewig M, Schweppe CH Friedrich AW, Karch H, Dreisewerd K, Peter-Katadi J,
Mithing J. Int J Med Microbiol. 2008. 298: 74.



Xl 1 Vorwort

Brockmeyer JSchweppe CH Kuczius T, Karch H. Functional characterizatidnttoe
serine protease autotransporter EspP from Shiga-pseducingEscherichia coli Int J
Med Microbiol. 2008. 298: 26.

Musken A, Bielaszewska M, Greune &¢chweppe CH Mithing J, Schmidt H, Schmidt
MA, Karch H, Zhang W. Anaerobic conditions prometeression of Sfp fimbriae and
adherence of sorbitol-fermenting enterohemorrhi&gicherichia coli0157:NM to human
intestinal epithelial cells. Appl Environ Microbid®2008. 74: 1087-93.

Schweppe CH Bielaszewska M, Pohlentz G, Friedrich AW, BuntgereH, Schmidt
MA, Kim KS, Peter-Katalint J, Karch H, Mithing J. Glycosphingolipids in valscu
endothelial cells: relationship of heterogeneityGb3Cer/CD77 receptor expression with
differential Shiga toxin 1 cytotoxicity. Glycocodj 2008. 25: 291-304.

Mathing J, Schweppe CH Karch H, Friedrich AW. Shiga toxins, glycosphitigm
diversity, and endothelial cell injury. Thromb Haash 2009. 101: 252-64.

Brockmeyer JSchweppe CH Mithing J, Bielaszewska M, Kehrel B, Karch H. Bsp
from enterohemorrhagi€scherichia coliO157:H7 cleaves P-selectin. Thromb Haemost.

(in Vorbereitung).

Brockmeyer J, Lindner H, Sarg BBchweppe CH Karch H. Characterisation of the

extracellular serine protease EspP. J BacterioM{rbereitung).

1.1.2 Vortrage

Schweppe CH Nofer JR, Pohlentz G, Meisen |, Bielaszewska kiedtich AW, Karch
H, Peter-Katalindi J, Mithing J. Structural characterization and gtiaation of Shiga
toxin-1-binding Gb3Cer (CD77) and Gb4Cer glycosgbiipids from human plasma.
16th Joint Meeting of the "Netherlands Society @&lycobiology”, the "Studiengruppe
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Glykobiologie der Gesellschaft fir Biochemie und Ibkularbiologie” and the "Groupe
Lillois de Glycobiologie" Hannover. 2005.

Schweppe CH Bielaszewska M, Karch H, Muthing J. Analysis eteptors for EHEC
cytolethal distending toxin an human endothelidlscdDFG Meeting Oberbéarenburg,
SFB 293. 2007.

Schweppe CH Bielaszewska M, Karch H, Peter-KatatiniJ, Mduthing J.
Massenspektrometrische Charakterisierung von Shigain 1-Rezeptoren aus
Endothelzellen. EHEC Workshop Wildbad Kreuth. 2007.

Schweppe CH Hilsewig M, Betz J, Friedrich AW, Muthing J, Kar¢d. Shiga toxin
ligands in human endothelial cells and plasma. $gipn Mikrobielle Pathogenitat Bad
Urach. 2008.

Schweppe CH Mduthing J, Karch H. Shiga Toxin-produzierené@scherichia coti
Umwelt-Vektor-Mensch-Schnittstelle. FBIzoo MeetiBgrlin. 2008.

1.1.3 Poster

Mithing J, Schweppe CH Pohlentz G, Vakhrushev S, Bluntemeyer H, Reickglt
Bielaszewska M, Friedrich AW, Karch H, Peter-KataliJ. Structural characterization of
Shiga toxin 1-binding Gb3Cer (CD77) glycosphingmlgg on human brain endothelial
cells and EA.926 cells. Glyco XVIII Florenz. 2005.

Schweppe CH Bielaszewska M, Pohlentz G, Vakhrushev S, FreddAW, Karch H,
Peter-Katalint J, Mlthing J. Structural verification of immunatoishemically detected
Shiga toxin 1-receptors on human endothelial cdilg combined thin-layer

chromatography immunostaining and mass spectron@@S Mainz. 2006.
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Schweppe CH Bielaszewska M, Friedrich AW, Karch H, Peter-Kiaid J, Mithing J.
Structural characterization of high- and low-atffynreceptors of Shiga toxin 1 in fetal
calf serum by nanoESI Q-TOF mass spectrometry agt-gerformance thin-layer
chromatography immunostaining. DGMS Bremen. 2007.

Schweppe CH Bielaszewska M, Karch H, Peter-Katadidi, Mithing J. Characterization
of Shiga toxin 1-receptors by mass spectrometryHBIG56ttingen. 2007.

Schweppe CH Hiulsewig M, Friedrich AW, Karch H, Dreisewerd Kofer JR, Peter-
Katalinic J, Muthing J. Variable lipoprotein association atwhtent of Shiga toxin
glycosphingolipid ligands in human blood. Joint Meg of the "Netherlands Society for
Glycobiology", the "Studiengruppe Glykobiologie d@esellschaft fir Biochemie und
Molekularbiologie" and the "Groupe Lillois de Glymologie” Wageningen. 2008.
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3 Einleitung 1

3  Einleitung

Escherichia coli(E. colj) ist ein gram-negatives, stdbchenférmiges Baktermelches
zur Familie der Enterobacteriacea gehdrt und dermateingstrakt von Warmblitern
besiedelt. Es ist dabei nicht das zahlenmalig heddste Bakterium (Schlegel 7.
Auflage), jedoch eines der am besten untersuchieben den ubiquitaren apathogenen
E. coli gibt es eine Reihe humanpathogeBeroli, darunter enteropathogene (EPEC),
enterotoxische (ETEC), enteroinvasive (EIEC), adggregative (EAEC),
uropathogene (UPEC) und enterohdmorrhagisEhecoli (EHEC). Letztgenannte
wurden nach einem Ausbruch in den USA im Jahr 1A88 ersten Mal als gefahrlich
wahrgenommen (WHO 2005). Dort identifizierte mars &atienten isoliert&. coli
0157:H7 Stdmme als Verursacher von hamorrhagisCiuditis (HC) (Riley et al.
1983). Noch im selben Jahr wurde von einem sektetieProtein mit zytotoxischen
Effekten, &hnlich einem Toxin a&higella dysenteriaberichtet (O’Brien et al. 1982,
1983, Karmali et al. 1983). Das isolierte Toxin derwegen seines Potentials,
Nierenzellen aus der afrikanischen griinen Meerkaagenannte Verozellen, abzutéten
als Verotoxin bzw. Verozytotoxin bezeichnet. Aufgduder Ahnlichkeit zum aus
Shigella dysenteriaesolierten Toxin werden die Bezeichnungen Shiga-lfoxin oder
Shiga Toxin haufig synonym verwendet. FHr coli mit der Fahigkeit zur Stx-
Produktion wurde daraufhin die Bezeichnung Shigaif-produzierendeE. coli
(STEC) eingefihrt. Der Zusammenhang von gewisseECS$tammen und dem
Auftreten von HC oder dem Hamolytisch Uramischennddgm (HUS) machte
allerdings eine Erweiterung der Nomenklatur unungtjgh, so dass STEC-Stamme,
die HC oder HUS verursachen konnen, als enterohléisgischeEscherichia coli
(EHEC) bezeichnet werden (Levine et al. 1987). BIE$IEC sezernieren eine Reihe
von Faktoren, die ihre Pathogenitat und die Schwkme Erkrankung beeinflussen,
darunter einige, die einen Bakterien-Zell-Kontakinéglichen und andere, die die

zytotoxische Wirkung der Bakterien verursachen.

Besonders problematisch ist die Tatsache, dass HHRfektionen haufig Kinder unter
15 Jahren treffen (0,7 Falle / 100000 Einwohneden USA; WHO 2005), wobei die
Schwere der Symptome von Unterleibskrampfen UbarrBde und HC bis hin zum
HUS reicht (vgl.Kapitel 4.1). Eine Infektion mit EHECs findet meistens tbee di
Aufnahme von Lebensmitteln statt, vor allem vonemohFleisch oder Rohmilch. Aber
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auch eine Aufnahme der Bakterien Uber kontamirsekéasser oder den direkten
Kontakt mit Tieren ist moglich (vgKapitel 4.1 undAbbildung 1) (Cieslak et al. 1993).

Um eine erfolgreiche Behandlung von Patienten miHEE-Infektionen zu
gewahrleisten und neue Therapie-Ansédtze zu schafé¢nes notwendig, dass die
Faktoren, die die Bakterien zu ihrer Humanpathdgénbefahigen, umfassend
untersucht und charakterisiert werden. Jedes neusseW Uber die Struktur der
Pathogenitatsfaktoren oder Uber ihren genauen Véickiemismus kann dabei neue
Moglichkeiten fur Therapieansatze schaffen. DiesebefA beschéaftigt sich im
Folgenden mit der Beschreibung einiger Pathogafététioren aus EHEC sowie deren
struktureller Charakterisierung und Wirkungsweise.
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4 Theorie

In den folgenden Abschnitten wird der fir das \Vémsihis dieser Arbeit essentielle
theoretische Hintergrund beschrieben und néaheuterta Dabei erfolgt zunéachst ein
Uberblick tiber EHEC$m Allgemeinen und Uber die einzelnen Pathogeriktsren

im Speziellen. Im Anschluss folgt ein Abschnitt tilake zellularen Rezeptoren, Uber
die bakterielle membranstandige und sekretierte ekldé angreifen kdnnen und
anschlielend eine Beschreibung der Mdéglichkeiten Detektion von Toxinen und
ihren Rezeptoren. Abschlielend werden die im Rahdieser Arbeit analysierten

Zellen und Serumtypen naher beschrieben.

4.1 EHEC Infektionen

EHEC stellen eine hoch infektiose Untergruppe vamipathogenek. coli dar. lhre
Infektionen gelten, wie auch die d&almonellenund Listerien als Lebensmittel-
assoziiert (in 63-85% aller Félle; vglbbildung 1) und sind ein Hauptverursacher von
blutigen Durchfallen und akutem Nierenversagen (WB@DS5). Dabei reichen die
auftretenden Symptome von Diarrhée Uber eine HGrb& 7% aller Falle zum HUS.
Dieses aul3ert sich in Thrombozytopenie und ein&raangiopatischen, hamolytischen
Anamie und kann in schweren Fallen zum vollstandijesrenversagen fuhren (Paton
und Paton 1998, Gianviti et al. 2003, Tozzi et28I03). Das HUS wurde erstmals von
Gasser im Jahr 1955 beschrieben (Gasser et al) L@85besitzt in akuten Féllen eine
Mortalitatsrate von 2-5% (WHO 2005).

In den vergangenen Jahren kam es immer wieder genaanten epidemiologischen
Ausbriichen, bei denen grof3ere Personengruppenemfiwurden. Haufig wurden
hierbei EHEC als Krankheitsverursacher isoliert. i&&kamen zum Beispiel im Mai
2008 dreifRig Schuler, die bei einem Schulausfluf§ e&nem Bauernhof Rohmilch
getrunken hatten, schweren Durchfall. Bei vielezsdr Kinder konnten EHEC im Stuhl
nachgewiesen werden. Bei zwei Kindern der Gruppéievedie EHEC-Infektion so
schwer, dass sie auf der Intensivstation behandetden mussten (Welbnline,
19.5.2008).
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Hauptrisikofaktoren fur Infektionen mit EHEC sin@&rdVerzehr von kontaminierten
Lebensmitteln, insbesondere der Konsum von rohdpeh@mitteln, wie Mett oder
Rohmilch (s. 0.). Wahrend in den USA Hamburger HBsuptquelle fir EHEC-
Infektionen gelten, sind in Europa Uber diesen Yatbngsweg bisher noch keine Félle

aufgetreten (Karch et al. 1999).

Neben den Lebensmitteln ist jedoch auch der direktntakt zu potentiellen

Ubertragern als gefahrlich anzusehen, wie er hairfigStreichelzoos oder bei

Haustieren gegeben ist. Tiere sind hierbei oft @&raghne an sichtbaren
Krankheitssymptomen zu leiden und stellen deshak lzesondere Gefahrenquelle dar.
Vor allem Rinder gelten als Hauptreservoir fur EHESe weisen jedoch keine
Symptome von HUS auf. Die mdglichen Verbreitungssvég EHEC-Infektionen sind

in Abbildung 1 dargestellt.

ﬁ g L
‘y Umwelt
z.B. Wasser

& sSen
é—wmeh Fleisch

domestizierte Tiere
z.B. Haustiere, Streichelzoos

Essen
z.B. Friichte, Gemiise

Humane Infektionen

Abbildung 1: Infektionspfade von EHEC. Die Aufnahme von EHEC kann Uber
verschiedene Wege erfolgen. Eine der Hauptquelieltes hierbei nicht erhitzte
Lebensmittel dar. Das kénnen Primarprodukte vorgdméeren wie Rohmilch und
rohes Fleisch sein oder tber Tierfakalien infiasrtingekochtes Obst und Gemiise.
Uber die Einnahme von kontaminiertem Wasser sowieldden direkten Kontakt
mit Tragertieren, wie er haufig in Streichelzoosrkaonmt, kdnnen ebenfalls
Infektionen auftreten. Letztendlich ist auch einredlier Mensch-zu-Mensch-
Ubertragungsweg maglich.
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4.2 Pathogenitatsfaktoren von EHEC

EHEC besitzen verschiedene Faktoren (vgbbildung 2), die ihre hochgradige
Pathogenitat determinieren. Dabei kann zwischen Ion@nstandigen, adhasiven und
sekretierten, proteolytisch aktiven Faktoren umi@exlen werden. Die adhasiven
Eigenschaften werden durch Fimbrien wie ,Sfp* (esgkbitol fermenting EHEC 0157
fimbriae, plasmid-encodg¢dder auch Immunglobuline-bindende Proteine wié(E
(engl: Escherichia colimmunoglobulin-binding protein Gbeeinflusst. Sie sind dabei
fur eine Bindung an den Zielorganismus oder didzEie verantwortlich und sorgen
somit fur eine direkte Wirt-Pathovar-Interaktione3ekretierten Faktoren, darunter die
hochtoxischen ,Shiga Toxine" (Stx), das hamolytisgitkende ,EHEC-Hamolysin®
(EHEC-HIly), das zytotoxische cytolethal distending toxin (Cdt) und die
proteolytische ,Extrazelluldare Serin Protease Pldsfodiert* (EspP) wirken direkt in

der Zielzelle und hemmen das Wachstum oder fuhrektdzum Zelltod.

Cytolethal distending toxin e
Fimbrielle Adhésine Cdt _
2.B. Sfp AA A
“ N o Extrazellulare Serin Protease
cdtB Plasmid kodiert

EspP

Nicht-Fimbrielle
Adhésine

2.B. EibG

Intimin

p X
\‘\
Shiga Toxin x\“%
Stx

EHEC Héamolysin
EHEC-Hly

Abbildung 2: Pathogenitatsfaktoren enterohamorrhagscher Escherichia coli
(EHEC). Schematisches Schaubild eines EHEC mit verschiedene
Pathogenitatsfaktoren. Als sekretierte Virulenzdaéh sind die Shiga Toxine (Stx),
das EHEC-Hamolysin EHEC-HIy), die Serinprotease FEgmd das Cytolethal
Distending Toxin (Cdt) dargestellt. Als Adhasiondtaen wirken die
membranstandigen Fimbrien, wie hier Sfp, und didtfimbrischen Proteine, wie z.
B. das EibG. Zuséatzliches Charakteristikum vieletBE sind die chromosomalen
Pathogenitatsinseln HPI und LEE, auf der auch dmhdenitatsfaktor Intimin
kodiert ist sowie die extrachromosomalen Plasrtiikr pO157).
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Viele Pathogenitatsfaktoren sind chromosomal inresagnten Pathogenitatsinseln (P1)
kodiert. Die bekanntesten Pl vén coli sind derlocus of enterocyte effaceméghEE)

und diehigh pathogenicity island@HPI) (Karch et al. 1999). Andere befinden sicl au
extrachromosomalen ringférmigen DNA-Abschnitten,gemannten Plasmiden. Im
nachfolgenden Schaubildbildung 2) ist das Plasmid pO157 eingezeichnet, welches
bei Vertretern vork. coli O157 auftritt und unter anderem fir den Pathogesfaktor

Intimin kodiert.

4.2.1 Shiga Toxin (Stx)

Erst 74 Jahre nach der Klassifizierung Ringella dysenteriaéshiga 1898) konnte die
Ursache seiner Pathogenitat aufgeklart werden, desches gelungen war, ein
Enterotoxin ausShigellenzu isolieren, das als Shiga Toxin bezeichnet wijkaaisch
1972). Kurze Zeit spater jedoch wurden Shiga Toxdneh in anderen Spezies, wie z.
B. in E. coli entdeckt. Haufig verwendete Synonyme sind Vero®der Shiga-like
Toxine. Sie gelten als HauptpathogenitatsfaktonreBHEC und werden deshalb in der
Routinediagnostik standardmafig bestimmt. Man teitesie in zwei Hauptgruppen:
Typ 1 Shiga Toxine (Stx1) und Typ 2 Shiga Toxiné®3$ Innerhalb dieser gibt es
weiterhin verschiedene Subtypen: Stx1, Stxlc undidStbeim Typ 1, sowie Stx2,
Stx2c, Stx2c2, Stx2d, Stxg@vatane Stx2€ und Stx2f beim Typ 2. Sie unterscheideh sic
dabei nicht nur in ihrer Gensequenz, sondern te&bveauch in ihrem Rezeptor-
Bindungsverhalten und in ihrer Krankheitsbildaugprég. Die nachfolgendeabelle 1
gibt einen Uberblick (ber die verschiedenen Toxinad deren assoziiertes
Krankheitsbild.

Tabelle 1: Shiga Toxine und deren assoziiertes Krankheitsbild

Stx Subtyp Krankheitshild Referenz

Stx1 A, D, BD, HUS Friedrich 2002, Gerber 2002, Orth 2007

Stxlc A, D, BD, HUS Zhang 2002, Friedrich 2003, Orth 2007

Stx1d D Kuczius 2004

Stx2 D, BD, HUS Banatvala 2001, Friedrich 2002, Gerber 2002, Jer200s,
Tozzi 2003, Brooks 2005, Orth 2007, Mellmann 2008

Stx2c¢ D, BD, HUS Friedrich 2002, Gerber 2002, Jenkins 2003, Orth7200

Stx2c2 D Jelacic 2003

Stx2d A, D Pierard 1998, Friedrich 2002, Jenkins 2003, Orthi720

StX20ctivatanle D, BD, HUS Beutin 2004, Prager 2005, Bielaszewska 2006, Ortii 200

Stx2e A, D Friedrich 2002, Sonntag 2005, Orth 2007,

Stx2f D Jenkins 2003, Isobe 2004, Sonntag 2005, Seto 2007,

van Duynhoven 2008

'A: Asymptomatische Ausscheid@r, wassrige DiarrhdeBD: blutige DiarrhéeHUS: Hamolytisch Uramisches Syndrom
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Bis zu einem gewissen Grad kann Uber die Bestimna@sgShiga Toxin-Subtyps beim
Patienten somit eine Risikoabschatzung durchgefiimtl ein wahrscheinlicher
Krankheitsverlauf prognostiziert werden.

Abbildung 3: Banderdarstellung des Bakteriophagen-kdierten (BP 933W
Shiga Toxin 2.In Blau dargestellt ist die A-Untereinheit; in kig, Rot, Gelb, Rosa
und Grin die B-Untereinheiten (Quelle: Kyoto Enoysdia of Genes and
Genomes).

Shiga Toxine gehdren zu den ABoxinen, zu welchen auch das Pertussis-Toxin und
das Cholera-Toxin zahlen (Merritt und Hol 1995)e Sind bifunktional und besitzen
eine enzymatisch aktive A-Untereinheit und 5 idssiie, zu einem Pentamer
zusammengelagerte B-Untereinheiten, welche fir ldiginartige Bindung an die
Glykosphingolipid(GSL)-Rezeptoren verantwortlicmai Im Fall von Stx sind dies
Globotriaosylceramid (Gb3Cer) und Globotetraosyosd (Gb4Cer) (siehbbildung

3-6 SowieAbbildung 12 fir den Stx Mechanismus).
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Abbildung 4: Bakteriophagen-kodierte Shiga Toxin 1 B-Untereinhden
(BP 933W).(A) Béanderdarstellung des B-Pentamers von Stxlontielices
und B-Faltblatt-Strukturen in einer 3D-ProjektioB)(Vereinfachte (ohne-
Helices) Banderdarstellung der B-Untereinheiten v&tx1 mit seinen
Rezeptorbindestellen. Jede B-Untereinheit besitzei dverschiedene
Bindestellen §ite 1-3 fir den Glykosphingolipidrezeptor, alsosummals.
Site 1wird durch eine Furche zweier benachbarter B-Uhitéieiten gebildet
und wirkt hauptsachlich Uber hydrophobe Wechselwigen am Phg Die
funf Sites 2 bilden im Gegensatz zWSite 1 und Site 3 starkere
Wasserstoffbriickenbindungen aus und gelten destislblauptbindestellen
von Stx. Site 3 wird wiederum hauptséachlich durch hydrophobe
Wechselwirkungen stabilisiert. Dabei spielt rgine dominierende Rolle
bei der Interaktion mit dem Rezeptoroligosacchai@uelle: A; Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genonigsl.ing et al 1998).

Die B-Untereinheiten besitzen 3 verschiedene Birdlem mit jeweils
unterschiedlichen Wirkmechanismen. Die Interaktaer Bindestelle 1Site 1 vgl.
Abbildung 4) erfolgt hauptsachlich Uber hydrophobe Wechselwigen zwischen dem
terminalen Galaktosering des Hauptrezeptors Gb8G@iPhey bei Stx1 bzw. Tr bei
Stx2 aus (Anmerkung: durch Unterschiede in den mkestekeintrdgen beziglich des
potentiellen Signalpeptids kann es beim Stx2 augh,Tauten).Site 2gilt durch seine
stark ausgepragten Wasserstoffbriickenbindungerckensder internen Galaktose des
Rezeptoroligosaccharids und diversen Aminosaurbe¢PThrs;, Glys,, Segs bei Stx1)
als Hauptbindestelle der Stxs. Der Rezeptor istigser Bindestelle parallel zum
Protein angeordnet und ermdglicht dadurch die Adsbg einer Vielzahl von
Wasserstoffbriickenbindungen, welche die Interakiieischen Oligosaccharidrezeptor
und Protein stabilisieren. Die dritte Bindestelfte 3zeichnet sich wiederum durch

wenige  Wasserstoffbrickenbindungen und dafir zahleee hydrophobe
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Wechselwirkungen aus. Diese werden in erster Ldoieeh Trps beim Stx1 und Trp
beim Stx2 ausgeprégt (Ling et al. 1998, Fraser|et2@04). Durch Elektrospray
Massenspektrometrieexperimente konnte gezeigt wemkess sich in der Tat erst die
Bindungen arBite 2ausbilden und eine Bindung an die restlichen 18eRr-Stellen
(je 5 anSite 1und 3) erst nach vollstandiger Besetzung der Hauptbietiea erfolgt
(Kitova et al. 2001, Kitova et al. 2007).

Die A-Untereinheit von Stx ist ca. 32 kDa und dsvgiligen B-Untereinheiten ca. 7,5
kDa grof3 (vgl. Abbildung 5). Die A-Untereinheiten der Toxine besitzen eine
Disulfidbriicke, die zur Auspragung einer Schletfieder Tertiarstruktur der Proteine
fahrt. Innerhalb dieses sogenannten Loops befisidbtdie Konsensussequenz -R-X-X-
R- fir die Protease Furin (R = Arginin, X = jeddiéeige Aminoséaure). Diese spaltet
die A-Untereinheit in eine ca. 27,5 kDa groRe Ahdweine ca. 4,5 kDa grol3e A2-
Untereinheit, was besonders fur die zytotoxischdivitit der Shiga Toxine von
Bedeutung ist (Garred et al. 1995, Kurmanova @07, Lea et al. 1999, Samuel et al.
1994). Umstritten ist allerdings, ob die Spaltury A-Untereinheit durch Furin bereits
in der Plasmamembran, den frihen Endosomen oderinerrans-Golgi-Netzwerk

stattfindet (vgl Abbildung 6).

A1l

(~27.5 kDa)
A-Untereinheit
Disulfid-Schleife mit
>

A2 | Ty Konsensussequenz

(~4.5 kDa) 250 “ReX-X~F- fir
Furin Spaltung
B
(~7.5 kDa)

B-Untereinheit

Abbildung 5: Schemazeichnung des Shiga Toxin$n Rot dargestellt ist die A-
Untereinheit (ca. 32 kDa) des Shiga Toxins mit Beulfid-Schleife zwischen den
Cysteinen Gy, und Gg;. Innerhalb dieses die beiden Sub-Untereinheiterudd A2
verbindenden Loops befindet sich die Konsensussequ®-X-X-R- fur die
Protease Furin. Die proteolytische Spaltung firdeerminal am Arginin &, statt.

In Blau dargestellt sind die funf identischen, zuineen Pentamer
zusammengelagerten, B-Untereinheiten die je 3 Ree&indedomanen (je ca. 7,5
kDa) besitzen. Fir Stx2 gilt, dass sich die Diglaflichleife zwischen den Cysteinen
Co41 Und Ggp befindet und die Spaltung mittels Furin findetRyyo statt.
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Internalisierte Toxine werden retrograd Uber dighém Endosomen und das Trans-
Golgi-Netzwerk, Uber den trans-Golgi- und den cdgbApparat bis zum
Endoplasmatischen Retikulum (Johannes und Dec&@ib, Sandvig un dvan Deurs
2005, Paton und Paton 2006) transportiert (#ghildung 6). Nach Spaltung der A-
Untereinheit in A1 und A2 sowie dem Transfer derWdtereinheit ins Cytosol wirkt
diese dort als rRNAN-Glykosidase und spaltet spezifisch ein Adenin rilysomalen
28 S RNA (Lingwood 1996). Dies fuhrt zur Inhibitioler Proteinbiosynthese und damit

zum Zelltod.

Nukleus

Raues Endoplasmatisches Retikulum

Ribosomen

R

»
£ J

Lysosomen \

&ch@olgi
/ spiite é
Endosomen ) )
Rezyklisierende medial-Golgi
Endosomen
{ friihe trans-Golgi

() 4 o
/ :

Yoo

Gb3Cer

Abbildung 6: Retrograder Transport von Stx in die Zelle.Die Stxs binden tber
ihre B-Untereinheiten an membranstandige Rezeptared durchlaufen eine
Rezeptor-vermittelte Endozytose. Dabei gelangeniibier frihe Endosomen, das
Trans-Golgi-Netzwerk (TGN), den trans-, medialerd uris-Golgi-Apparat zum
Endoplasmatischen Retikulum. An den Ribosomen desrr Endoplasmatischen
Retikulums findet die die Proteinbiosynthese inkiibhde Abspaltung eines Adenins
in der 28 S RNA der Ribosomen durch die Al-Untdreindes Stx statt. Als nicht-
zytotoxische Transportmechanismen, die auf Registenhanismen der Zellen
beruhen, sind zum Einen der Weitertransport deririeoxiber die friihen und die
spaten Endosomen zu den Lysosomen zu sehen, Wmxiige degradiert und somit
inaktiviert werden, sowie zum Anderen die Ausschieyg der Toxine Uber
rezyklisierende Endosomen.

Neuere Untersuchungen (Rémer et al. 2007) habesigiezlass Shiga Toxine selbst
Invaginationen induzieren und somit ihren Transpaort die Membran direkt

beeinflussen kdnnen (vghbbildung 6). Steht eine Membran durch das Vorhandensein
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von vielen ungesattigten Fettsduren bereits unpan®ung, kann die Bindung der Stx
B-Untereinheiten an die ebenfalls in der Membramrha&ndenen Rezeptoren zur
vollstédndigen Invagination und somit zur Vakuolédbng in die Zelle hinein fuhren.

Bei diesem Prozess spielen Lipid Rafts und im Sjplen die sogenannten Caveolae
eine wichtige Rolle, da diese stark mit Glykospbingden assoziiert sind (Smith et al.
2006). Die Konzentration an Rezeptoren ist hiet Wgher als in der umliegenden
Umgebung, wodurch die Toxine, die jeweils Uber limdBdoméanen besitzen, an
wesentlich mehr Rezeptormolekile binden kénnens Didnrt zu der beschriebenen

Spannungserhéhung und zur vollstandigen Invaginatey Toxine in die Zelle.

Verschiedene Zelltypen weisen Shiga Toxin-Resigenzauf, welche durch
unterschiedliche Mechanismen entstehen kénnen. Zinen kann die Bindung und der
Transport in die Zelle durch das Fehlen von Rezeapitekilen auf der Zelloberflache
vollstandig unterbunden sein, zum Anderen konnem ®©oxine uUber die frihen
Endosomen zu den spaten Endosomen und schlief@ichLgsosomen transportiert
werden, wo das Stx degradiert und somit inaktiwerd. Aul3erdem ist es maoglich,
dass Stx Uuber sogenannte rezyklisierende Endosomenler aus der Zelle

heraustransportiert wird (vghbbildung 6).

4.2.2 EHEC-Hamolysin (EHEC-HlIy)

Das EHEC-Hamolysin ist ein RTX-Toxin (englepeats in toxinund gehort zur Klasse
der porenbildenden Zytolysine. Es handelt sich umpéasmidkodiertes und ca. 107
kDa groRRes Protein, das eine hohe Homologie auhtamolysin der uropathogenén
coli aufweist (Welch und Pellett 1988, Schmidt et &96). Das EHEC-hly Operon
besteht aus vier Genen (EHBGA — hlyD) und liegt auf dem grofR3en Virulenzplasmid
von E. coli O157:H7. Dabei kodiettlyA fur das sekretierte Hamolysin, wahrenlgiB
und hlyD den Transport von HIyA beeinflussen und HIlyC saflich HIyA
posttranslational acyliert. Das viuyA kodierte Protein besitzt 998 Aminoséuren (AS)
bei einem Molekulargewicht von 107,034 kDa.
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4.2.3 Extrazellulare Serin Protease plasmidkodiert (EspP)

Der Virulenzfaktor EspP ist eine Serinprotease Awitotransporterfunktion (Pohlner et
al. 1987, Brunder et al. 1997), die den humanendral{ spaltet und somit eine
wichtige Rolle in der Inaktivierung der Blutgerimgskaskade spielt, insbesondere bei
Schleimhautblutungen wahrend EHEC-Infektionen (Blemet al. 1997, Dutta et al.
2002). Das EspP Holotoxin hat ein Molekulargewiebh 142 kDa grof3 und besitzt
eine ca. 104 kDa grolygassengeDomaéane, welche von den EHEC sekretiert wird.
Neben dem Faktor V spaltet EspP zahlreiche weikdotekile, darunter porcines
Pepsin A und humanes P-Selektin (Brockmeyer in ¥ibung). Fir die
nachfolgenden Untersuchungen wurde passengerDomane des EspP verwendet,
deren Aminosauresequenz aus 968 AS bei einem Malglawicht von 105,439 kDa
bestand. Eine schematische Banderdarstellunf-Bemane von EspPzeigtAbbildung

7.

M1046

Abbildung 7: Banderdarstellung der p—Doméne von Esple aus E. coli EDL
933. Dargestellt ist dig3—Domanevon Esple. mit drei eingezeichneten von Herr
Brockmeyer wahrend seiner Dissertation durchgedithrPunktmutationen. Mit
freundlicher Genehmigung aus der Dissertationsfiolon Herrn Jens Brockmeyer
Ubernommen.
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4.2.4 Cytolethal Distending Toxin (Cdt)

Das Cdt-Holotoxin besteht aus den drei Untereiene@dtA, CdtB und CdtC. Wahrend
das CdtB lber eine DNase- und Phosphatase-Aktiwaditigt und fur die zytotoxische
Wirkung verantwortlich ist (Shenker et al. 2007)rdabei den beiden Untereinheiten A
und C lediglich eine Funktion bei der Rezeptorbmgiwermutet. Ob dieses ein
Zusammenwirken beider Einheiten erfordert oder gbde allein bereits Rezeptor-
bindende Eigenschaften besitzt, ist bis heute wmiek Uber das Cdt aus anderen
Spezies, wie Actinobacillus actinomycetemcomitansoder Aggregatibacter
actinomycetemcomitangibt es bereits wesentlich ausfihrlichere Studi@éao et al.
2008, Boesze-Battaglia et al. 2006, McSweeney umyfis 2005, Mise et al. 2005) als
Uber das auk. coliisolierte Cdt (Friedrich et al. 2006, Janka e2&03). Cdt kann in
Zellen einen @M-Arrest auslosen und so eine Zellproliferation rhiedern
(Bielaszewska et al. 2005). Das CdtA besitzt 258infasauren bei einer GroRe von
27,845 kDa, CdtB 269 Aminoséauren bei 29,753 kDa @QdtC 181 AS bei 19,974 kDa
(Bielaszewska et al. 2004). Einen Uberblick Uber einzelnen raumlichen Strukturen
der drei Cdt-Untereinheiten am Beispiel von Cdt aimemophilus ducreyigibt
Abbildung 8 (Nesic et al. 2004).

Abbildung 8: Banderdarstellung der drei Untereinheiten von Cdt aisH.
ducreyi. Dargestellt sind die drei Untereinheiten CdtA (laCdtB (rot) und CdtC
(griin) in ihrer Banderdarstellung mit C- und N-Terus (Quelle: modifiziert nach
Nesic et al. 2004).
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4.2.5 Adhasive Virulenzfaktoren

Adhéasine spielen bei der Virulenz eines pathogeDeganismus’ eine entscheidende
Rolle, da sie die Bindung an den Zielorganismus. liies Zielzelle vermitteln. Im Falle

der EHEC findet diese Adhasin-vermittelte Bindurey Bakterien an die Darmmukosa
statt und fuhrt dort zu schweren Infektionen. Zm delasinen z&hlen eine Reihe von
Proteinen, die auf der Pathogenitatsinsel LEE (etmgus of enterocyte effacempnt
lokalisiert sind. Als Beispiele fir diese Viruleaktoren werden in den folgenden

Kapiteln die Sfp-Fimbrien und das EibG dtiscoli ndher erlautert.

4.25.1 Fimbrienadhasine

Zu den Fimbrienadhasinen in EHEC gehdren die Lpfgl.: long polar fimbriaé
(Doughty et al. 2002), die Sfa- (endb.fimbriae major suburi{Spears et al. 2006) und
die Sfp-Fimbrien (engl.sorbitol fermenting EHEC 0157 fimbriae, plasmid-eded,
welche ausschlieZlich mit dem Sorbitol-fermentieliemn Stamm O157:NM assoziiert
sind (Friedrich et al. 2004) und entscheidendenfli&s bei der Adhasion dieser
Stamme an Zellen haben (Musken et al. 2008). ZymmG&incluster gehoren die sechs
UntereinheitersfpA sfpH sfpC sfpD, sfpJundsfpG wobeisfpAdie Hauptuntereinheit
darstellt. Diese Gene sorgen fir die Expression Fombrien, welche eine Mannose-
resistente Hamagglutination herbeifiihren koni&fpA welches in dieser Arbeit naher
untersucht werden soll, besteht aus 174 AS ur7i®3 kDa grol3.

4.2.5.2 Immunglobulin-bindende Proteine

Zentraler Faktor in der Immunantwort bei der Abwebn pathogenen Erregern ist die
Produktion von Immunglobulinen (Ig) gegen Fremdargaen. Sie sind in der Lage,
spezifische Epitope oder auch Antigene zu bindeth zun neutralisieren. Durch eine
spezifische Bindung der Antikérper wird unter amsterdie Aufnahme und Zerstérung
der Fremdorganismen durch Makrophagen erleichtedt geférdert. So haben viele
Bakterienarten wirksame Strategien entwickelt, uemay diesen Mechanismus zu
unterbinden und zu umgehen. Eine Mdglichkeit beésteder proteolytischen Spaltung
der Immunglobuline und damit ihrer vollstandigenaKktivierung. Diese Strategie
verfolgt beispielsweise das BakteriurNeisseria gonorrhoeae(van Ulsen und

Tommassen 2006). Eine andere ist die Bindung dék@umper durch Bakterienproteine
und deren damit verbundene vollstandige Blockierudgs bekannteste Beispiel fur
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diesen Wirkmechanismus ist das Protein A &aphylococcus aureugorsgren und
Sjoquist 1966).

EibG gehdrt zur Familie der Eib-ProteinEs¢herichia coliimmunoglobulin-binding
proteins), zu der sechs Proteine zahlen: EibA, CEOF und G (Lu et al. 2006, Sandt
und Hill 2000, Sandt und Hill 2001). EibG ist ebengie auch Protein A in der Lage,
Immunglobuline zu binden und zu inaktivieren. DalsGcbefindet sich in der ul3eren
Membran vorE. coliund besitzt 508 AS bei 54,101 kDa Grof3e.
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4.3 Zelloberflachenrezeptoren

Initialschritt einer Infektion mit pathogenen Balkém ist die Bindung der Erreger oder
ihrer Pathogenitatsfaktoren an Zielzellen. Dabé&lsp Oberflachenrezeptoren auf den
Zellen eine entscheidende Rolle. Diese konnen vdarschiedlichster Art sein. Eine
wichtige Rolle unter ihnen nehmen Oligosaccharidi8tiren ein, die Teil von
Glykoproteinen, Glykosphingolipiden oder GPI-Ankemteinen sind.  Der
schematische Aufbau einer Lipiddoppelschicht mipidghen Komponenten der

Plasmamembran isbbildung 9 zu entnehmen.

Membranprotein

GPIl-Anker Protein .

Glykoprotein

Glykosphingolipide

Transmembranprotein

o=\ -

-~

- »
Phospholipide (s X N\
o. Y Y - s

Cholesterol

lonenkanal

Abbildung 9: Schematische Darstellung einer PlasmamembrarDargestellt ist
der schematische Aufbau einer Phospholipiddoppielstch Ein wichtiger
Bestandteil der Membran sind die in Blau und Gelbgdstellten namensgebenden
Phospholipide. Als potentielle Rezeptoren fir Frergdnismen wie Bakterien
kommen verschiedene  Substanzklassen in  Frage. farunfallen
Transmembranproteine (Dunkelgelb), GPI-Anker PraeiOrange), Glykoproteine
(Griin), und Glykosphingolipide (Gelb).
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Wie bereits irKapitel 4.2.1 beschrieben besitzen Stx die Fahigkeit, durchivilienbran

zu gelangen und im Anschluss in der Zelle ihre toptische Wirkung zu entfalten. Fur
die Endzytose sind Mikrodoménen, darunter die sageten Caveolae, als
supramolekulare Strukturen mit charakteristischeion®lekilverteilung in der
Plasmamembran besonders wichtig. Diese Caveoldeengals Glykolipid-assoziiert
und weisen insofern sehr hohe Glykolipiddichten omter anderem auch den Stx-
Rezeptoren auf (vglAabbildung 10). Zusatzlich sind Caveolae besonders reich an
Cholesterol, welches eine verstarkte Stx Rezeptidurg verursacht (Nakajima et al.

2001).

Glykosphingolipide

Phospholipide

N

NANAAANANANA

FAAAAS

Cholesterol

Caveolin

Abbildung 10: Ausschnitt aus einer Caveolae-Struktu Caveolae sind
Membranregionen, die haufig mit Glykosphingolipid@selb) assoziiert sind und
deshalb als Target fur GSL-bindende Organismen ddgine von entscheidender
Bedeutung sind. Namensgebend fur die CaveolaassPdotein Caveolin (Hellrot).
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4.3.1 Glykosphingolipide (GSL)

Glykosphingolipide (GSL) sind amphipathische Moliekibestehend aus einem
hydrophilen Saccharidpart und einem lipophilen kolasserstoffanteil. Der lipophile
Bereich wird als Ceramid bezeichnet und bestehtSdigern grof3tenteils aus dem
Aminoalkohol Sphingosin und einer Uber eine Amidhing verknipften Fettsdure mit
variierender Kettenlange, ublicherweise zwischerutd 26 C-Atomen. Das Ceramid
ist Uber eine glykosidische Bindung mit dem hyditgrhOligosaccharid verbunden. Je
nach Abfolge und Anzahl der Zucker sowie der At derknipfung unterscheidet man

bei den GSL verschiedene Strukturfamilien.

Dabei teilt man die GSL grundsatzlich in zwei Haupppen ein, die neutralen GSL
(nGSL), welche ausschlie3lich Neutralzucker im $addpart enthalten, und die
Ganglioside, welche neben den Neutralzuckern auckth nnegativ geladene
Sialinsduren besitzen, wie z.B. dieAcetyl-Neuraminsaure. Die haufigsten in GSL
vorkommenden Monosaccharide sind Glukose (Glc),akiase (Gal), N-Acetyl-
Glukosamin (GIcNAc) N-Acetyl-Galaktosamin (GalNAc), B-Acetyl-Neuraminsaure
(Neu5Ac) und Fukose (Fuc).

R e e@sCer
. . Gg4C
(Gangllo-Serle)// et
(| acto-Se
LacClo-oe€erie)
=@ Cer -
N Gg3Cer le:s | 83 R4 mcer

/ / \ Lc4Cer

Cer .ﬂCer — ,_‘_’“ M CEr — .ﬁ ‘._‘_"4 s Cer

GlcCer Lc2Cer Lc3Cer \

' Glukose \ . \J—.—\J—Gn:CC“eC;er
L Galaktose - Gb3Cer (neoLacto-Serie)
|| N-Acetyl-Galaktosamin (Globo-Serie) .

I N-Acetyl-Glukosamin &J&\f’—gf’l;cer

Abbildung 11: Syntheseschema der nGSLDargestellt ist der Synthesepfad der
NGSL uber das Glukosylceramid (GlcCer) und das astteramid (Lc2Cer). Die
verschiedenen Serien sind in Blau (Globo-Serie)t R®anglio-Serie), Grin
(Neolacto-Serie) und Gelb (Lacto-Serie) in Kulleargtelluung skizziert.
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Bei den nGSL, auf denen der Fokus dieser Arbeftli@interscheidet man vier
verschiedene Serien: die Laktoserie (Lc), die Ndokerie (nLc), die Ganglioserie
(Gg) und die Globoserie (Gb). Ausgehend vom Glulaesgmid (GlcCer) und dem
Laktosylceramid (Lc2Cer), welche Vorlauferstruktursind, werden die GSL durch
verschiedene Glykosyltransferasen synthetisiert jgndhach Sequenz und Art der
Verknupfung der Zucker einer bestimmten Serie zidyesi. Die genauen Strukturen
sind in Abbildung 11 dargestellt. Insbesondere sei an dieser Stelled®uhGSL der
Globoserie hingewiesen, zu denen die beiden Rezpfir Stx, Gb3Cer und Gb4Cer,
gehoéren. Im Detail sind die Strukturenabbildung 12 aufgefuhrt.

A @ Cer GlcCer
R’1,4GalT
® Glc
:Gal “eCer Lc2Cer
GaINAC al,4GalT

e B—4°B—1Cer Gb3Cer

‘ R1,3GalNACT

B3 o4 Piayblnar Gb4cCer

Fettsdure (C16:0)
B O‘C
CH0H CHQO; CHZO; ,L:\/77\ h
OH
1. OH OH Sphingosin (d18:1)
Gb3Cer
Fettsdure (C16:0)
[0}
A Y
C.
CH,OH CH?OS CHZO: ,I\‘é\/‘h\ b
OH,
OHZHQOS /Qo/@\j \/ézf\o \JCHZM CHy
" " OH
4 OH OH Sphingosin (d18:1)
oo, Gb4Cer

Abbildung 12: Synthesepfad der nGSL der Globoserie und Detailstkturen der Stx-
Rezeptoren Gb3Cer und Gb4Cer.(A) Detailliertes Syntheseschema der nGSL der Gloimse
Uber das Glukosylceramid (GlcCer), Laktosylceraifhid2Cer), Globotriaosylceramid (Gb3Cer)
bis zum Globotetraosylceramid (Gb4Cer). Als Trareden fir die Synthese bis zum Gb4Cer
fungieren sequenziell die 31,4-Galaktosyltranster@sl ,4GalT), diexl,4-Galaktosyltransferase
(a1,4GalT) und die R1,BFAcetyl-Galaktosaminyltransferase (31,3GalNAcB) Detailstruktur
der Stx-Rezeptoren Gb3Cer und Gb4Cer.

Die Nomenklatur der GSL erfolgt nach den Regeln deion of Pure and Applied
Chemistry - International Union of BiochemistffUPAC-IUB) Commission on
Biochemical Nomenclatur¢CBN), heuteUnion of Pure and Applied Chemistry -
International Union of Biochemistry and Moleculaio®gy (IUPAC-IUBMB) Joint
Commisssion on Biochemical Nomenclat(f€ BN) (Chester 1998).
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4.4 Detektionsverfahren

Um die Strukturen der Pathogenitatsfaktoren zuyasimeden und dariber hinaus ihre
Bindungseigenschaften zu ihren Rezeptoren zu ctearsikren, missen verschiedene
Detektionsverfahren angewendet werden. Dabei wird=olgenden der Schwerpunkt
auf die Vernetzung der immunchemischen mit den emsggektrometrischen Techniken
gelegt, um einen mdglichst umfassenden Uberblicler ibie Eigenschaften der
Pathogenitatsfaktoren zu erhalten. Eine mdglichemFaler Quervernetzung von
Analysetechniken ist es, immunchemische Verfahdsm,einen direkten Hinweis auf
Bindungseigenschaften liefern, mit massenspektnasoben Verfahren zu koppeln, die
eine genaue strukturelle Charakterisierung ermbgtic Diese Techniken werden in den

folgenden Abschnitten naher erlautert und bescarnieb

4.4.1 Immunchemische Nachweismethoden

Antikorperbasierte Nachweismethoden werden einggsem die Bindungen zweier
oder mehrerer Biomolekile zu bestimmen. Dabei g#verschiedene Verfahren und
Farbemethoden. Die in dieser Arbeit verwendetenelm®nsmethoden sind die
Immunfluoreszenzmikroskopie, in der die BindungeeriAK mit Fluoreszenzfabstoff-

Markierung auf Zellkulturen direkt nachgewiesen desr, und die Immundetektion
mittels Overlay-Assay, in welcher eine Bindung vAK oder Toxinen an GSL-

Strukturen nach chromatographischer Trennung mielzym-gekoppelter Antikérper

Uber ein prazipitierendes Substrat gezeigt werdemk

4.4.2 Massenspektrometrische Nachweistechniken

Die Massenspektrometrie ist ein Analyseverfahreit, dem exakte Massen von
Molekilionen im Hochvakuum bestimmt werden konndburch verschiedene
Fragmentierungsverfahren kénnen dartber hinaugtstalle Informationen utber die

Analyten gewonnen werden.

Ein Massenspektrometer besteht aus drei Grundkoempen: einer lonenquelle, in der
die Analytmolekiile in die Gasphase gebracht undsiert werden, einem Analysator,
welcher die Substanzen ihrem Masse-zu-Ladungs-Memha(m/2 entsprechend

auftrennt, und einem Detektor, der das Auftreten &olektlionen in auswertbare

Signale umwandelt.
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In dieser Arbeit wurden zwei sanfte lonisierungsartverwendet, die Matrix-
unterstitzte Laser Desorption/lonisation (MALDI,rs und Hillenkamp 1988) und die
Elektrospray lonisation (ESI, Fenn et al. 1989)s Alnalysatoren kamen Quadrupole
(Q) und Flugrohre (TOF, engltime-of-fligh) zum Einsatz, als Detektoren ein
Sekundar-Elektronen-Vervielfacher (SEV) und einehMianal-Platte (MCP, engl:
multichannelplatg Genauere Informationen sind defapitel 6.6 im Material und

Methodenteil zu entnehmen.
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45 Endothelzellen, fotales Kalberserum und humanes Plasma

Entscheidend fir eine genaue CharakterisierungPddinogenitatsfaktoren und ihrer
Wirkung ist die Auswahl an geeigneten TestsystenmErzu gehodren zum Einen die
bereits in Kapitel 4.4 erwahnten und im Detail im Material und Methodédnte
beschriebenen Detektionsverfahren, zum Anderen abehn Zielzellen, anhand derer

die Wirkung untersucht werden kann.

45.1 Endothelzellen

Da EHEC eine starke Schadigung des Endothels \ahes, wurden als

Modellzelllinien zur Untersuchung auf Reaktivitatemt Stx zwei Endothelzelllinien

verwendet: eine mikrovaskulare, dieiman brain microvascular endothelial cells
(HBMECSs), und eine makrovaskulare, die EA.hy 928efe(vgl. Kapitel 6.1.1).

4.5.2 Fotales Kalberserum (FCS)

Zelllinien werden h&aufig mit Plasma oder Serum ikidtt, um wichtige fur ein
schnelles Wachstum ausschlaggebende Nahrstoffe Wfathstumsfaktoren in
ausreichender Menge zur Verfigung zu stellen. Digdiseren sind jedoch nur in den
seltensten Fallen in Ganze charakterisiert, so dass Inhaltsstoffe h&aufig nicht
definiert sind. Da jedoch bereits mehrfach gezeigtde, dass Zellen GSL aus ihrer
Umgebung aufnehmen konnen, wurde FCS in dieseritAcdhd die exakte GSL-

Zusammensetzung untersucht (\Kphpitel 6.1.2).

4.5.3 Humanes Plasma

Dass GSL und Stx-Rezeptoren auf Endothel und Hpithikommen, ist hinreichend
bekannt. Ebenso wurde vielfach gezeigt, dass StdymierendeEscherichia coli
(STEC) zwar Darmpathovare sind, eine Hauptschadigjedoch in der Niere
stattfindet. Bis heute ist der Transport der SAigaine zu den Zielzellen noch unklar.
Wie gelangt Stx vom Darm zur Niere und verursachtEhdothelzellen-schadigende
Wirkung? Als Beitrag zur Klarung der Frage wurdedieser Arbeit humanes Plasma
untersucht, um festzustellen, ob und in welchen g@enStx-Rezeptoren in humanem

Plasma vorkommen (vgKapitel 6.1.3).
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5  Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darinseleiedene Pathogenitatsfaktoren von
EHEC hinsichtlich ihrer Struktur und Wirkungsweime charakterisieren. Dabei galt es,
zunachst Stx1, Stx2, EHEC-Hly, EspP, Cdt, SfpA &iltG mittels UV-MALDI-TOF
Massenspektrometrie Uber eine Peptidmassen-FirdreicdbAnalyse zu identifizieren
und strukturell zu charakterisieren. Dazu solltenith Institut fir Hygiene der WWU
Munster exprimierten und elektrophoretisch getrenrroteine im Gel mit Proteasen
verdaut werden. Anhand der entstehenden, charstitetien Schnittfragmente sollte
eine Ableitung der Aminosauresequenzen erfolgen, niih Gegensatz zur

Elektrophorese, eindeutigen Strukturinformationen.

Das Hauptaugenmerk der Analyse sollte dabei aufHirptpathogenitatsfaktoren der
EHEC, Stx1 und Stx2, liegen. Mittels umfassendetalentersuchungen uber ihre
Struktur und ihre Interaktionen mit GSL aus Endtzbken sollten Informationen tber
das genaue GSL-Rezeptor-Repertoir der Zellen ernalerden. Dazu sollten die
exakten GSL-Zusammensetzungen aus zwei Endothigliszl| den mikrovaskularen
HBMECs und den makrovaskularen EA.hy 926 Zellert, besonderem Fokus auf die
Globoserie-GSL mit den beiden Stx-Rezeptoren Gb3@wt Gb4Cer, verglichen
werden. Der GSL-Nachweis in den zu untersuchendetotBelzellen sollte durch
Immunfluoreszenzmikroskopie mit intakten Zellen und durch
Dunnschichtchromatographie mit aus den Zellen asigin GSL erfolgen. Die Stx-
Rezeptoren sollten anschlieRend mittels ESI-Q-TO&s3ddnspekirometrie Uber ihre
exakte Masse und eine anschliel3ende Fragmenticslgeammit genauen Strukturdaten
Uber den Oligosaccharid- und Ceramidteil charasitati werden.

Weiterhin galt es fotales Kéalberserum auf seine ®8ktandteile hin zu analysieren,
um aufzukléren, ob im Serum Stx-Rezeptoren vorharsiled. Da Kalberserum haufig
als wachstumsférderndes Supplement den Kulturmedigesetzt wird und kultivierte
Zellen GSL aus dem Medium aufnehmen konnen, sellie umfassende strukturelle
Charakterisierung der GSL-Komposition vom Serumchbgefiihrt werden. Aufgrund
der Tatsache, dass Stx-Rezeptoren von Kulturzallégenommen werden, kénnten bei
anschlieBender Analyse falsch positive Ergebnisseaftaichen, die zu

Fehlinterpretationen der Messergebnisse fuhrendidéisem Falle kénnte nicht mehr
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zwischen endogenen und exogenen GSL in den Zefisrschieden werden. Uber eine
dunnschichtchromatographische Trennung in Komlonatmit der Overlay-Assay-
Technik zur spezifischen Farbung der GSL solltechalier im Speziellen die Stx-
Rezeptoren Gb3Cer sowie Gb4Cer der Globoserie sutlet werden. Mittels ESI-Q-
TOF Massenspektrometrie sollten anschlielRend di&triinteragierenden GSL mittels
vollstandiger Strukturaufklarung analysiert werden.

Lipoproteine im humanen Plasma werden als moglidnansporter fir Stx im
menschlichen Korper diskutiert. Dabei missen di& 8om Darm Uuber den
Blutkreislauf zu den mikrovaskuléaren Endothelzelleder Niere gelangen. Aus diesem
Grund galt es, zunachst den Gehalt von Stx-Rezmptam humanem Plasma zu
bestimmen. Der Schwerpunkt sollte dabei auf derititmg der Verteilung der GSL in
Lipoproteinfraktionen liegen, welche mittels Saawtigradientenzentrifugation
gewonnen wurden. Die Stx-Rezeptoren sollten mitiisinschichtchromatographie
und Overlay-Assay in GSL-Isolaten aus humanem Rlasamd in aus den
Lipoproteinfraktionen ,,Chylomikronen, VLDL und IDL“,LDL* sowie ,HDL" aus
humanem Plasma isolierten GSL nachgewiesen weAdethlie3end galt es auch hier,
eine GSL-Feincharakterisierung tber ESI-Q-TOF Masgektrometrie vorzunehmen,
um den Aufbau der Rezeptoren in Bezug auf den Kibiyigrat- und Fettsdureanteil zu
ermitteln. Zusatzlich zu den Stx-Rezeptoren Gb3@w Gb4Cer sollten im humanen
Plasma auch die Monohexosylceramide mittels Fragor@nanalyse in der ESI-Q-
TOF Massenspektrometrie analysiert werden, dahm&n Uber einen Einfluss auf die
Stx-Toxizitat diskutiert wird und sie die Haupt-G#h humanen Plasma sind.
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6 Materialien und Methoden

In den folgenden Abschnitten werden die Testvedahund Versuchsbedingungen zur
Toxin- und GSL-Rezeptor-Analytik beschrieben. Zudemrden die zur Anwendung

notigen Chemikalien und Losungen aufgelistet.

6.1 Endothelzellen, fotales Kalberserum und humanes Plasma

Verschiedene Zellen und zwei Serumtypen wurderdeuGSL-Zusammensetzung und
ihre Interaktion mit Stx untersucht, zwei Endotledlmien, sowie GSL-Isolate aus
fotalem Kélberserum und humanem Plasma. Diese wumdeimmunchemischen und
massenspektrometrischen Analyseverfahren bezidiids GSL-Gehalts sowie ihres
Shiga Toxin-Bindungsverhalten analysiert. Die bedadben Zellen und Seren werden

im folgenden Abschnitt genauer beschrieben.

6.1.1 Endothelzellen

Die Endothelzellen wurden in T-Flaschen (Nunc) afightet und danach im 1L-
Superspinner nach Heidemann und Lehmann (Heideraaah 1994) kultiviert (vgl.
Abbildung 13). Besonderheit dieses Bioreaktors ist der Memlitzner, welcher zum
einen fur eine Durchmischung im Spinner sorgt, zuanderen auch die
Sauerstoffversorgung  gewaéhrleistet.  Aul3erdem  wirdurcld die standige
Taumelbewegung des Ruhrers ein Anwachsen von Zahietler Membran verhindert.
Fur die Kultivierung von adharent wachsenden Enreladilen im Superspinner wurde
ein Microcarrier-System verwendet, welches durchrwémdung von Kkleinen
Dextranktgelchen (Cytodex 3™, Amersham Bioscied®sUppsala, Schweden), auf
denen sich die Zellen anheften kénnen, eine grdi&eflache innerhalb des Bioreaktors
schafft.
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Abbildung 13: Kultivierungssysteme fiir Endothelzellinien. (A) Handelstibliche
T-Flaschen zum Kultivieren von adhérent wachserigleiothelzellen. Diese haften
auf der Oberflache der Polystyrolflaschen und wertdleer einen Membraneinsatz
im Schraubdeckelverschluss begast. (Bildqueh#p://www.nunc.de/). B) 1L-
Bioreaktor-System konstruiert nach Heidemann untnhann (1994) Die Zellen
wachsen auf Microcarriern, die Uber den TaumelnilmeBewegung und damit in
einem Suspensionskultur &ahnlichen Zustand gehaliesrden konnen. Die
Gasversorgung findet Uber eine um den RUhrer gehek gasdurchlassige
Membran statt (Quelle: http://www.bioresearchonioen/).

6.1.1.1 Human Brain Microvascular Endothelial Cells (HBMECS)

Als Modellzelllinie fur mikrovaskulare Endothelzetl wurden die von K. S. Kim
beschriebenen HBMECs verwendet (Stins et al. 199iBse wurden mit freundlicher
Genehmigung von PD Dr. Martina Bielaszewska aus bestitut fur Hygiene (WWU
Minster) zur Verfigung gestellt. Sie wurden in Bassage 25 bei 37°C und 5% 00
T-Flaschen inokuliert und kultiviert (Kulturmediuwgl. Tabelle 2), bei der Passage 30 in
die Superspinnerkultur Uberfuhrt, kultiviert, angeRend geerntet und umgehend in
MeOH aufgenommen und bei -20°C gelagert. Fur digdkkon der GSL wurde das
MeOH abfiltriert und die Lipide aus den Zellen seggive mit C/M 1/2, 1/1 und 2/1 (je
v/v) behandelt. Die vereinigten GSL-Extrakte wurdarschlie3end mit 1M NaOH bei
37°C alkalisch hydrolysiert, um den Lipid-Rohextralon storenden Phospholipiden
durch Verseifung zu befreien. Nach einem Dialysegolwurden die GSL-Extrakte im
N,-Strom eingeengt und entsprechend einer Zellzahliva 1d Zellen/ul in C/M 2/1

wiederaufgenommen.
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Tabelle 2: Zusammensetzung des Kulturmediums fir HBMECs

Kulturmedienbestandteil Hersteller
RPMI 1640 Medium Cambrex Biosciences, Verviers, Belgien
10% (v/v) FCS Cambrex Biosciences
10% (v/v) Nu-Serum Becton Dickinson Biosciences, Bedford, MA, USA
2 mM I-Glutamin Cambrex Biosciences
1 mM Na-Pyruvat Cambrex Biosciences
1% (w/v) MEM nicht-essentielle AminosaurenCambrex Biosciences
1% (w/v) MEM Vitamine Cambrex Biosciences
100 Einheiten/mL Penicillin und StreptomycjnCambrex Biosciences

6.1.1.2 EA.hy 926 Zellen

Als makrovaskulare Endothelzelllinie wurden die BA926 Zellen (Edgell et al. 1983)
von Frau PD Dr. Martina Bielaszewska im Institut fdygiene (WWU Miunster)
etabliert und fur die Analytik in dieser Arbeit zZVerfigung gestellt. Bei ihnen handelt
es sich um eine Fusion alleman umbilical vein endothelial cel[BIUVECS) und der
Lungenkarzinomzelllinie A549. Sie wurden bei Pass8gbei 37°C und 5% CQn
Kultur genommen (vglTabelle 3 fir das Kulturmedium), bei der Passage 13 in den
Superspinner Uberfuhrt, kultiviert, anschlie3endesintet und in MeOH aufgenommen
und bei -20°C gelagert. Fur die GSL Extraktion vaudhs MeOH abfiltriert und die
Lipide aus den Zellen sukzessive mit C/M 1/2, It @/1 eluiert. Die Elution fungierte
als Losungsmittelextraktion der GSL, welche angfdnd mit 1IN NaOH bei 37°C
alkalisch hydrolysiert wurden, um den Lipid-Rohektrvon stérenden Phospholipiden
durch Verseifung zu befreien. Nach Dialyse wurdea @SL-Extrakte unter N
Begasung eingedampft und entsprechend einer ZeNzahl x 18 Zellen/ul in C/M

2/1 wiederaufgenommen.

Tabelle 3: Zusammensetzung des Kulturmediums fiir EA.hy 92&#el

Kulturmedienbestandteil Hersteller

D-MEM:F-12 (1:1) + GlutaMAX-I Medium Gibco Invitrogen, Paisley, GroRRbritannien

10% FCS Cambrex Biosciences

100 Einheiten/mL Penicillin und StreptomycjnCambrex Biosciences
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6.1.2 Fotales Kélberserum (FCS)

Da fotales Kéalberserum haufig in Kulturmedien vemdet wird (vgl.Tabelle 2), wurde
seine GSL-Zusammensetzung im Detail analysiert. DAefarbeitungen der
Serumproben wurden von Prof. Dr. Johannes Muthurghgyefiihrt. Bereits extrahierte
und mittels Dialyse und alkalischer Hydrolyse aaftpeitete GSL-Extrakte wurden
Uber lonenaustauschchromatographie mittels DEAK&ese und
Normalphasenchromatographie mittels Kieselgel 6§eaeinigt und mit der Kodierung
JM10/23 fur die weitere Arbeit verwendet.

6.1.3 Humanes Plasma

Da GSL in humanem Plasma mdglicherweise am Stxsp@mn innerhalb des
menschlichen Korpers beteiligt sind, wurde diesat die GSL-Zusammensetzung
analysiert. Die Aufarbeitungen von einem Grol3ansigiz Plasmaproben wurden von
Prof. Dr. Johannes Miuthing durchgefihrt. Bereitgaerte und mittels Dialyse und
alkalischer Hydrolyse gereinigte GSL-Extrakte wurdait der Kodierung JM09/249

fur die weitere Arbeit verwendet.

6.1.3.1 Lipoproteinfraktionen aus humanem Plasma

Ein Teil des humanen Plasmas aus demselben GrdBamsale von Prof. Dr. Jerzy
Roche Nofer (Zentrallabor der Universitatsklinik Miier) mittels Ultrazentrifugation
in Lipoproteinfraktionen aufgetrennt, um zu Ubefprij mit welchen Lipoproteinen die
Serum-GSL assoziiert sind. Die erhaltenen Fraktioder high-densitylLipoproteine
(HDL), derlow-densityLipoproteine (LDL), sowie die dentermediate-density(IDL),
very-low-densityLipoproteine (VLDL) und Chylomikronen (Chy) wurdgeweils noch
einmal mittels alkalischer Hydrolyse verseift, gi&ért, eingeengt und in C/M/W
(30/60/8, vl/viv) wiederaufgenommen. Nach Tranfer iein  konisches
Schraubdeckelréhrchen wurde das Ausgangsmateriauermit (30/60/8, v/viv)
behandelt und im Ultraschallbad nachextrahiert. @eeinigten Extraktionen wurden
am Rotationsverdampfer eingeengt und anschlief3eddfinierten Volumina von C/M

2/1 wiederaufgenommen.
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6.2 AntikOrper

Fur die immunologischen Testverfahren, die in die&gbeit durchgefuhrt wurden,

kamen die nacfiabelle 4 undTabelle 5zusammengestellten AKs zum Einsatz:

Tabelle 4: Eingesetzte Primar-Antikorper.

Name Epitop Spezies Isotyp Klonalitat Klon Referenz
Anti-Lc2Cer  GaPl-4Glc Huhn IgY polyklonal JM06/149-1
Anti-Gb3Cer  Galo1-4Gal Huhn IgY polyklonal JM06/298-1

Anti-Gb3Cer  Galul1-4Gal Ratte IgM monoklonal 38.13  Beckman Coulter
Anti-Gb4Cer  GalNAB1-3Gal  Huhn IgY polyklonal JM20/206
Anti-nLc4Cer  Gapl-4GIcNAc Huhn IgY polyklonal JM06/149-3
Anti-Stx1 Stx1 Maus IgG1  monoklonal  109/4-E9b  Sifin, Berlin
Anti-Stx2 Stx2 Maus IgG monoklonal ~ 135/6-B9  Sifin, Berlin
Tabelle 5: Eingesetzte Sekundar-Antikorper.
Name Konjugat Referenz
Kaninchen Anti-Huhn IgY (IgG) Alkalische Phosphatas ij:;cl;son Immuno Research Laboratories, Inc.; West&mA,
Ziege Anti-Maus IgG + IgM Alkalische Phosphataseiic’cxson Immuno Research Laboratories, Inc.; West&rPA,
Ziege Anti-Ratte IgG + IgM Alkalische Phosphatase&agxson Immuno Research Laboratories, Inc.; West&rPA,

) ) Jackson Immuno Research Laboratories, Inc.; Wesv&rPA,
Kaninchen Anti-Huhn IgY (IgG) DTAF USA

Jackson Immuno Research Laboratories, Inc.; West&rPA,

Ziege Anti-Maus IgG + IgM

DTAF USA
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6.3 Immunfluoreszenz (IF)

Die Immunfluoreszenz (IF) ist ein Verfahren ahnlickem enzyme linked
immunosorbent assaliurz ELISA, und diente in dieser Arbeit dem diexk Nachweis
von Stx-Rezeptoren auf Endothelzellen. Die IF basaef einer Abfolge mehrerer
immunreaktiver Bindungen, die schlie@3lich Uber rineAK-gekoppelten
Fluoreszenzfarbstoff nachgewiesen werden. Fir eBiadungsnachweis werden die
Zellen fixiert und ein auf den Zellen exprimiert&stigen mit einem AK oder, wie im
Beispiel vonAbbildung 14 dargestellt, einem Toxin und einem zusétzlichetm Boxin-
AK inkubiert. Nach mehrfachen Waschschritten zurrriv@dung unspezifischer
Bindungen wird mit einem zweiten, Fluorochrom-gegielpen Antikorper inkubiert, der
schlie3lich fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesesrden kann. Dabei wird der
Farbstoff, in diesem Fall DichlorotriazinylaminouBkeszein (DTAF), mit Licht einer
bestimmten Wellenlange bestrahlt, woraufhin Lichihee langeren Wellenlange
emittiert wird. Dieses Verfahren wird zum indirektachweis flr eine Bindung an ein

Antigen eingesetzt.

Bei der IF von Zellen verwendet man zur Zellkerhtirg zusatzlich den DNA-
Farbstoff 4’-6-Diamidin-2’-phenylindol-dichlorid (BPI1). Dieses ermdglicht eine
Beurteilung der Homogenitat der FluoreszenzfarbulagDAPI jede Zelle anfarbt und

somit direkt verglichen werden kann, ob diese allehmittels DTAF gefarbt sind.
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DTAF

konjugiert mit

2. Antikdrper

1. Antikérper

Shiga Toxin

Mlembran-geoundenes Go3Cer

Endothelzelle

Abbildung 14: Prinzip der Immunfluoreszenz. Dargestellt ist eine Endothelzelle,
an deren Oberflache der Shiga Toxin Rezeptor Gb@Gesentiert wird. Bindet das
Stx an den Rezeptor, kann Uber einen spezifischeti-Sx-AK (hier: 1.
Antikérper) und einen mit DTAF konjugierten Sekund& (hier: 2. Antikdrper)
ein indirekter Nachweis Uber die Anregung bei 496 ond die Messung der
Emission bei 528 nm erfolgen. DAPI wurde bei 368 aimgeregt und die Emission
bei 488 nm gemessen.

Tabelle 6: Zusammensetzung des PBS-Puffers

PBS (englphosphate buffered salipe

8,00 g/L NaCl
0,20 g/L KCl
1,44 g/L NaHPOy
0,20 g/L KHPO,

Durchfiihrung

Samtliche Inkubationsschritte erfolgten, sofern hhicanders angegeben, bei
Raumtemperatur. Die Zellen wurden in 4-Kammer-Rghpg Deckglasern 4-well
chamber slided?ermanox, Nunc GmbH, Wiesbaden-Biebrich) mit eifeltizahl von
1,5 x 1d pro Kammer (HBMECs) und 2 x 1@ellen pro Kammer (EA.hy 926 Zellen)
eingesat und 48 Stunden bei 37°C und 5% 6® zur Subkonfluenz kultiviert. Nach
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Fixierung mit 7% (w/v) Paraformaldehyd (Fischar, afaicken) erfolgte zum
Absattigen far 30 min eine Inkubation mit Blocki@sung (3% (w/v) bovines
Serumalbumin (BSA, Merck KGaA, Darmstadt) in PB®,82% NaN). AnschlieRend

wurden die Praparate dreimal mit Waschlésung (PBD2% NalN) behandelt und mit

je 50 pl der primaren anti-GSL-AK-LOsung (1:40 %o w/v) BSA in PBS + 0,02%

NaNs), bzw. der Stx1-L6ésung (0,2 pg/ml in 1% (w/v) BS8) je eine Stunde inkubiert.
Nach weiterem dreimaligem Waschen in PBS erfolge Zugabe von je 50 ul
Sekundar-AK-Losung. Fur den Stx1-Test folgten aeseli Stelle zunachst der Anti-
Stx1-AK und erst darauf, wiederum nach dreimaligdfaschen, die Sekundar-AK-
Losungen. Als letzte Schritte wurden die DAPI-Farpgje 50 pul DAPI-Farbelosung: 1
pg/mL DAPI (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA) PBS) und die Einbettung
(ca. 1-2 Tropfen 20% (w/v) Mowiol, Calbiochem, Datadt) durchgefihrt. Als
Negativkontrolle wurden verschiedene Inkubationstiehvon parallel behandelten

Zellpraparaten ausgelassen und vermessen.

Die Proben wurden im Institut fur Infektiologie d&fWU Miinster unter der Leitung

von Prof. Dr. M. Alexander Schmidt mit einem AxiagtMikroskop (Zeiss, Goéttingen)

bei einer Originalvergrosserung von x400 gemesBas. Objektiv bestand aus einer
Objektiviinse PlanNEOFLUAR (Zeiss) mit einer nunsehen Apertur von 0,75. Die

Fluoreszenzdaten wurden mit der AxioCam CCD (Zemslgenommen, mit dem

Programm AxioVision 3.1 (Zeiss, 1300 x 1300 Pixadkumentiert und schlie3lich mit

dem Programm Photoshop CS2 v9.0 (Adobe) bearbeitet.



6 Materialien und Methoden 33

6.4 Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die reverse Transkriptase-PolymerasekettenreaktiRT-PCR, engl: reverse

transkriptase-polymerase chain reactjorst ein Verfahren zur Amplifikation von

Desoxyribonukleinsaure (DNA, engleoxyribonucleic acid Es kann dabei zur reinen
Vervielfaltigung oder zum Nachweis von geringen lgem an DNA genutzt werden. In
dieser Arbeit wurde die PCR genutzt, um die Expoesgon Glykosyltransferasen tber
den Nachweis vomessengeRNA (mMRNA) in Endothelzellen zu ermitteln. Die PCR
basiert auf vielfachen Zyklen aus Erhitzen, Abkahlend Temperaturhalten. Dabei
denaturieren die DNA-Doppelstrange in der initiakufheizphase und trennen sich in
Einzelstrange auf. Die Temperatur wird wieder altigtk so dass sich spezifische
Primer (kurze einzelstréangige Nukleotidketten) @& Hinzelstrange anlagern kénnen
(annealing. Diese werden in der wiederum etwas erhohten Eeatpr-Haltephase

Uber eine Polymerase zu Doppelstrdngen vervollgindurch ein Aufeinanderfolgen

von vielen dieser Zyklen kdnnen so von einem Auggarolekil groRe Mengen an
DNA synthetisiert werden. Die einzustellenden Terapgen sind dabei von den

gewahlten Primern abhangig und variieren in deaetiren Experimenten (vgfabelle

7).

Durchfihrung

Um die Expression der Glykosyltranferasen in deiddre Endothelzelllinien HBMEC
und EA.hy 926 zu vergleichen, muss zunachst diea@&=Il-RNA aus den Zellen
isoliert werden. Dazu wurde von jeweils 1 x°1Dellen mit dem RNeasy mini kit
(Quiagen, Hilden) nach dem Herstellerprotokoll @esamt-RNA isoliert und diese
anschlieBend mittels demoloney murine leukemia virugM-MLV) reversen

Transkriptase (RT) in sogenanntepyDNA (cDNA) transkribiert. Dazu wurde das
SuperSkriptTM Il RT Kit von Invitrogen (Karlsruhe)erwendet. Die einmal so in
cDNA Ubersetzte RNA kann nun mittels spezifischamer durch die PCR auf die

Expression von verschiedenen Produkten getesteewer
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Fur diese Arbeit wurden folgende Primer verwendet:

Tabelle 7: Primer fiir die PCR von Glycosyltransferasen.

Zielstruktur Primersequenz Annealingtemperatu| Amplifikat

5-AACGGTACAGATTATCCCGAAGG-3
Lc2er-Synthetase 62°C 912 bp
5-TGGAGCTAACTCTGGCATGAGG-3

5-ATGTCCAAGCCCCCCGACCTC-3’
Gb3Cer-Synthetase 64°C 175 bp
5-GAGCTGCCCTTTCTCCTTGGG-3’

5-ATGGCCTCGGCTCTCTGGACT-3'
Gb4Cer-Synthetase 64°C 125 bp
5-TTGTAGTGGGGAAGGCTGAGGT-3

'Basenpaare

Der Zyklus fur die PCR bestand aus folgenden Sehriteiner initialen Aufheizphase
zum Aufbrechen der Doppelstrdnge von 3 min 30 s%4éC, darauffolgend je 30
Zyklen aus einem 15 s Aufheizschritt bei 94°C soeileem 30 s Annealingschritt bei
den inTabelle 7 aufgelisteten Temperaturen, gefolgt von einem gadionsschritt fur die
Polymerase fur 1 min bei 72°C. Nach 30 Zyklen gileine Endelongation fir 10 min
bei 72°C sowie ein Abkuhlen auf 4°C, um die endéren Amplifikate Uber einen
langeren Zeitraum stabil zu halten. Die amplifidar DNA-Strdnge wurden
abschlieBend in einem 1%igen (w/v) Agarosegel dtdgat und mit dem DNA-
Farbstoff Ethidiumbromid detektiert. Die gefarbt®&® wurde mittels UV-Licht unter

einem Transilluminator mit einer Anregungswellerg@von 366 nm sichtbar gemacht.
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6.5 Dinnschichtchromatographie

Die Dunnschichtchromatographie (DC) ist ein Trenfaleen, das Analytsubstanzen
nach ihrer Polaritat auftrennt. Es wurde in die&dyeit eingesetzt, um GSL-Extrakte
aus Endothelzellen, FCS und humanem Plasma aufmeai und zu trennen, um
anschlieBend eine Detektion der Einzelsubstanzesrmglichen. Die DC basiert auf
einer stationaren (hier: Kieselgel 60 immobilisiaf high-performance thin-layer
chromatography(HPTLC)-Fertigplatten, 10 cm x 10 cm, 0,2 cm Shtdicke, Merck
KGaA, Darmstadt) und einer mobilen Phase (versemedZusammensetzungen, vgl.
Tabelle 8. Speziell fur die Chromatographie von Lipiden uB8L gibt es verschiedene
Laufmittel, die fur die verschiedenen Substanzidassptimiert sind. Die DC fir GSL
wurde zum ersten Mal detailliert von Vladimir P.i@&ki im Jahr 1975 beschrieben
(Skipski 1975, Muthing 1996).

In der nachfolgenden Tabelle sind die fur die D@dtiggten Laufmittel aufgelistet und

beschrieben.

Tabelle 8: Laufmittelzusammensetzung zur Trennung von GSL

Laufmittel 1 fir nGSL

CIMIW 120/70/17 (v/viv) + 20 mg Cag100 mL

Laufmittel 2 fir Ganglioside

C/MIW 120/85/20 (v/viv) + 20 mg Cag100 mL

Die Analytlbsungen wurden halbautomatisch mit einédmomat IV (CAMAG,
Muttenz, Schweiz) auf die Kieselgelplatte aufgetragund in einen Glastank mit
Laufmittel Uberfuhrt, dort 20 min chromatographietnd anschlieRend mit
verschiedenen Farbetechniken untersucht Kaghitel 6.5.2 bis6.5.4).
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6.5.1 Trennung von Monohexosylceramiden per DC

Monohexosylceramide (mit unterschiedlichen Sacdaateilen) lassen sich
dunnschichtchromatographisch mit den aufgelistdtanfmitteln nicht voneinander
trennen. Um z. B. GalCer und GlcCer im Chromatognaomterscheiden zu kénnen,
miissen die Monohexosylceramide zunachst vorbehamnaetien. Uber die Bildung
von Boratkomplexen kdnnen GalCer und GlcCer mitiesaufgetrennt werden.

Dazu wurden die Proben mit dem Applikator auf di€-Blatte aufgetragen und
anschlieBend mit einer 1,5%igen (w/v) ;Bz0,-Lésung in HO bespruht. Danach
erfolgte eine intensive Trocknung bei 37°C fur 3thnm Trockenschrank und Uber
Olpumpenvakuum im Exsikkator mit ,.@s als Trocknungsmittel fir 30 min.
Anschlieend wurde die chromatographische Trennungt C/M/W/25%
Ammoniaklésung (65/25/4/0,5 viviviv) far 25 min @inem geschlossenen Glastank
durchgefuhrt. Nach kurzer Trocknungsphase bei RT5finin erfolgte unmittelbar die
Gesamtzuckerfarbung mit Orcin (vélapitel 6.5.3).
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6.5.2 Overlay-Assay

Mittels Overlay-Assays wurden in der vorliegendetéit die per DC getrennten GSL
spezifisch angefarbt. Auch der Overlay-Assay ist &ntikorper-basiertes Verfahren
ahnlich dem ELISA. Verschiedene Immunglobuline, iRexoder auch Lektine werden
zur Bindung der Analytmolekiile eingesetzt, um sdlich mit einem AK-gekoppelten

Enzym indirekt das urspriingliche Antigen nachzuemig/gl.Abbildung 15).

alkalische

Phosphatase
konjugiert mit
Sekundérantikdrper

Primérantikdrper

Shiga Toxin

imrmovilisieries Go3Cer
blaues Préazipitat
DC Platie

Abbildung 15: Prinzip eines Overlay-Assays mit Stx. Stx bindet an
dinnschichtchromatographisch getrennte GSL-RezeptorDurch spezifische
Priméar-AK und Enzym-gekoppelte Sekundar-AK erfalgr visuelle Nachweis der
Bindung. Hierfur wird ein prazipitierender Farbs$teérwendet, welcher durch das
Sekundar-AK konjugierte Enzym (hier: Alkalische BpbataseAP) umgesetzt
wird und am Ort der Stx-Bindung ausfallt.

Tabelle 9: Zusammensetzung des Glycinpuffers fur Overlay-Assay

Glycinpuffer (pH 10,4)

0,1 M Glycin
1 mM ZnCh
1 mM MgCh
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Durchflhrung

Die DC-Platten mit den chromatographisch getren@&h wurden im Exsikkator tber
ein Olpumpenvakuum getrocknet und direkt im Ans@hiwurde das Kieselgel mit den
GSL mit 0,5% (w/v) Plexigum (Polyisobutylmethactyl®228; R6hm, Darmstadt) in n-
Hexan fixiert. Dazu wurden die DC-Platten ftr 50 einen geschlossenen Glastank
mit wenigen mL Plexigumlosung gestellt. Nach eih@tubation mit CMF-PBS bei
37°C uber Nacht erfolgte das Absattigen mit LosAn@.% BSA (w/v) (Merck KGaA,
Darmstadt) in CMF-PBS + 0,02% NgNur mindestens 15 min. Die geblockten DC-
Platten wurden anschlieBend mit den Primar-AK-L@&m(1:2000 in Losung A) oder
wie in Abbildung 15 dargestellt mit Stx (0,2 pg/ml Losung A) inkubieflach
dreimaligem Waschen mit Loésung B (0,05% (w/v) Twean(ICl, Surfactans, Wilton;
UK) in CMF-PBS + 0,02% (w/v) Nad), um unspezifische Bindungen zu vermeiden,
wurde ein zweiter, Enzym-gekoppelter AK (1:2000Lidsung A) hinzugegeben. Im
Falle der Stx1- und Stx2-Tests wurden an dieselleStenachst noch einmal gegen
Stx1 und Stx2 direkt gerichtete AK und erst dafaldend ein Enzym-gekoppelter AK
eingesetzt. Der entstandene Komplex kann anschiie®rch den Einsatz eines
Chromogens, das von dem Enzym in ein gefarbtesigiaizumgewandelt wird,
nachgewiesen werden. In dieser Arbeit wurden fun d@ndungsnachweis AP-
konjugierte AK verwendet, wobei die AP 0,05% (wfv Glycin-Puffer) 5-Brom-4-
chlor-3-indolylphosphat (BCIP, Roth, Karlsruhe) em blaues Prazipitat umwandelt.
Dieses Verfahren kann als indirekter Nachweis fiie 8indung am Antigen dienen.

6.5.3 Gesamtzuckerfarbung

Zum Nachweis von Kohlenhydratverbindungen nach déinichtchromatographischer
Trennung werden die DC-Platten 10 s in eine 0,3%ig®) Orcin-Losung (in 3 M
H.SQOy) getaucht. Unter Hitzeeinwirkung durch Aufheizeer dC-Platte auf 100°C
mittels einer  Heizplatte (CAMAG, Muttenz, Schweiz)werden die
Kohlenhydratverbindungen gespalten, und es bilad#t sin 5-Hydroxymethylfurfural
(Almog und Shirey 1978), welches stdchiometrisch aniei Orcinmolekilen zu einem
farbigen Produkt reagiert (vghbbildung 16). Diese Farbung kann densitometrisch mit
dem Scanner CD60 (Desaga, Heidelberg) bei 544 rkundentiert werden.
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CH,0H
HO o) H,S0,, 100°C / \ s
OH OH === HOCHzQCHO + 20/@
O H OH
Hydroxymethylfurfural Orcin
OH
Galaktose
OH

jol
HOCHZ—@—CfO ?
o

CH,
Farbliches Produkt
OH

Abbildung 16: Prinzip der Orcinfarbung. Durch Hitzeeinwirkung (100°C) und
Schwefelsdure ($30,) entsteht aus Hexosen ein 5-Hydroxymethylfurfunad|ches
mit zwei Orcinmolekilen zu einem dunkelviolett bisunen Produkt reagiert.

6.5.4 Lipidfarbung

Zur Detektion von Lipiden auf der DC-Platte wird rdanionische, lipophile
Thiazolfarbstoff Primulin verwendet (Skipski 19AB/hite et al. 1998, vglAbbildung
17). In LOsung weist er unter sichtbarem Licht eicbvgach gelbe Farbung auf, zeigt
jedoch unter UV-Licht eine Emission im blauen Spalkiereich (Pick 1935). Das
Absorptionsmaximum bzw. ein lokales Maximum vonniidin liegt bei 356 nm (The
Sigma Aldrich handbook of stains and dyes 1990)jass eine Detektion der gefarbten
Banden bei Einstrahlung von 366 nm UV-Licht mit eirhandelsiblichen EPI-UV
Leuchtréhre erfolgt. Zur Farbung werden die DC+lat nach erfolgter
Chromatographie fur 10 sek in 0,02% Primulin in tdcéWasser (4/1, v/v) getaucht, an

der Luft getrocknet und anschlielBend dokumentiert.

N
Ha S S Q .
NaO—g~
o

NH,

Abbildung 17: Lipophiler Thiazolfarbstoff Primulin. Dargestellt ist die
chemische Struktur des Farbstoffes, der fiir diédffpbung eingesetzt wird.
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6.5.5 Dokumentation

Zur Dokumentation der Ergebnisse der immunchemrisdrests wurden zwei Systeme
verwendet. Zur quantitativen Analyse von DC-Datemde der Scanner CD60 (Desaga,
Heidelberg) verwendet und zur Aufnahme der Gelees®@C-Platten in Bilddateien der
Photo-Imager E-Box 3000 (Peqglab Biotechnologie GmbHrlangen). Die
Immunfloreszenzdaten wurden mit einem Axiophot Mgkop (Zeiss) aufgenommen
und bearbeitet. Die Bilddateien wurden abschlief3ardler Bildverarbeitungssoftware
Photoshop CS2 v9.0 (Adobe) bearbeitet.

6.5.6 Extraktion von GSL aus Kieselgelplatten

Um die immunchemisch gefarbten GSL-Banden anschtié3inassenspektrometrisch
analysieren zu kénnen, wurden sie mit einem SKalkpleyekratzt und in eine mit
Whatman-Papier (Whatman GmbH, Dassel) als Frittestliokte Glaskapillare
transferiert. Die GSL wurden dann mehrfach mit GAMB0/60/8 (v/v/v) aus dem
Kieselgel eluiert, eingeengt und in C/M 2/1 in defrten Volumina wieder

aufgenommen.

6.6 Massenspektrometrische Verfahren

In der vorliegenden Arbeit wurden drei verschiedeviassenspektrometer (MS)
verwendet: ein Q-TOF MS (Micromass, Milford, Madsasetts, USA) mit nanoESI-
Quelle, ein axial-TOF MS (Reflex lll, Bruker Daltes, Bremen) mit UV-MALDI-
Quelle und ein orthogonal-TOF MS (MDS Sciex, Cod¢c@®N, Canada) (Aufbau siehe
Loboda et al. 2003) ebenfalls mit UV-MALDI-QuelleErsteres ermdglicht
kontinuierliche Messungen Uber langere Zeitrdumewhg. Bei dieser Art der
lonisierung treten haufig mehrfach geladene Molieki@n auf (vgl Kapitel 6.6.1). Die
beiden UV-MALDI Gerate arbeiten mit durch Matridesstallisierten Proben, was eine
ganzlich andere Probenpraparation erfordert (kgpitel 6.6.2). Bei der UV-MALDI-
TOF MS treten fast ausschlief3lich einfach geladdokekile auf und die Gerate haben
gegenuber dem Q-TOF MS eine hohere Sensitivitdtadgedurch die Kombination der
drei Gerate kbnnen umfangreiche Informationen dleranalysierten Proben generiert
werden. Die genauen Unterschiede der lonisierungsgse sowie der Analysatoren

werden in den folgenden Kapiteln naher erlautert.
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6.6.1 Elektrospray lonisations Quadrupol Massenspek  trometrie (ESI-Q-
TOF MS)

Die Elektrospray lonisation (ESI) zahlt ebenso wibe Matrix-unterstitzte
Laser/Desorptions lonisation (MALDI) zu den sanftemnd schonenden
lonisierungsarten und ist dadurch besonders fir Alnralytik von Biomolekilen
geeignet. Bei der ESI wird ein Losungsmittel-AnaBgmisch Uber eine Glaskapillare
in ein elektrisches Feld gespruht. Wie an dem @seli Arbeit verwendeten Q-TOF MS
kann durch geschicktes Anlegen von elektrischeddfelein Z-formiges Spray geformt
werden, durch das geladene Analytmolekile RichtuAgalysator gelangen.
Neutralteilchen werden nicht in Richtung des Z-$prabgelenkt und gelangen so nicht
in den Analysator. In den verspriihten LosungsmAtglyttropfchen verdampft
kontinuierlich das Losungsmittel, so dass sich Tdépfchen verkleinert und sich seine
Ladungsdichte sukzessive erhoht. Ubersteigen distoRoingskrafte der Ladungen die
Oberflachenspannung, so kommt es zu einem expkaitgen Zerfall des Tropfchens.
Der Punkt, an dem dieses geschieht, wird als Ralkigit bezeichnet, und man spricht
von einer sogenannten Coulomb-Explosion. SchritesilLdsungsmittelverdampfen
und weitere Tropfchenspaltungen fihren letztendleim vollstandigen Verlust an
Neutralteilchen, sodass ausschliel3lich geladenelyinalekiile in die Gasphase

gelangen und den Analysatoren zugefihrt werden.

=/

Glaskapillare Probenkonus

kb
\ |

!
Extraktionskonus | Quadrupol Hexapol RF Hexapol ' J
RF Hexapol Kollisionskammer \/

lonenblock

Reflektron

Abbildung 18: Schema eines Q-TOF MassenspektrometgrEine Analytldsung
wird Uber eine Glaskapillare ins Massenspektromeespriht. Neutralteilchen
werden durch den Aufbau des Z-Sprays aus der Pestternt. Uber einen
fokussierenden Hexapol gelangen die Analytmolekillden ersten Analysator, den
Quadrupol Q) und schlieRlich in den zweiten Analysator, daggfbhr TOF, engl:
time of fligh). Uber eine zwischengeschaltete Hexapolkollisianser kénnen
neben MS1- auch Tandem-MS-Experimente durchgefitetden, in denen
selektionierte Molekilionen fragmentiert und anegtswerden.
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Als Analysatoren werden ein Quadrupolmassenfilted wein Flugzeit-Analysator
verwendet (vgl.Abbildung 18). Der Quadrupol besteht aus vier parallel zueirand
angeordneten stabférmigen Elektroden, die ein meghentes, elektrisches Feld
erzeugen. Die jeweils gegenlberliegenden Stabedsibei gleichgeschaltet. Durch eine
Anpassung der Frequenz und der Amplitude des Faktees mdglich, dass nur
Molekulionen mit definiertem Masse-zu-Ladungsvearmél (m/2 den Quadrupol auf
einer stabilen oszillierenden Bahn passieren konhamen mit differierenderm/z
Werten kollidieren aufgrund instabiler Flugbahnerit rden Stabelektroden und

gelangen nicht zum Detektor.

Der Flugzeitanalysator gehdrt zu den am haufigeiegesetzten Analysatoren in der
modernen Massenspektrometrie. Sein Separationgptezuht auf der Trennung von
geladenen lonen in einer feldfreien Driftstrecke kochvakuum. Die in der Quelle
erzeugten lonen werden durch eine Extraktionsspanrheschleunigt und erhalten
dadurch eine kinetische Enerdig;.

Fur ein Teilchen mit der Masse, der LadungZ und der Geschwindigkeit gilt somit
bei einer Extraktionsspannunge unter Beriicksichtigung der Elementarladuag

folgendes fUEi:
1
Ei. = 2m><v =ZxexU,

Es ergibt sich somit fur die Geschwindigkeit

=\/2><Ekm =\/2><Z><e><Ue
m m

Verwendet man nun fir die Geschwindigkeiihre Definition als Wegl pro Zeitt
ergibt sich folgendes fir die Zeit

%WF

Die gemessene Zeit ist folglich abhangig vom Maasé-adungsverhaltnisi/z so dass
durch die im Massenspektrometer gemessene Flugdiaserexaktem/zVerhaltnis

bestimmt werden kann.

FUr eine exakte Strukturbestimmung von Biomolekiuldesitzen moderne
Massenspektrometer zusatzlich zu Quadrupol und réfug noch Hexapol-
Kollisionskammern. In diesen kann tber eine Kadismit inertem Stol3gas, wie z. B.



6 Materialien und Methoden 43

Argon, eine Fragmentierung von lonen erzeugt wer8etektioniert man nun tber den
Quadrupol lonen eines definiertem’zWertes und fragmentiert diese anschlie3end in
der Kollisionskammer, so kann im anschlieBendemghr eine exakte Bestimmung
samtlicher Molekulfragmente erfolgen und damit eigenaue Strukturanalyse

ermdoglicht werden.

6.6.1.1 Tandem-MS von GSL

Fur die Fragmentierung von GSL, die zur exakteokstirellen Charakterisierung der
GSL-Rezeptoren unerlasslich ist, gibt es eine vombdn und Costello im Jahr 1988
veroffentlichte Nomenklatur (Domon und Costello 888 1988b). Sie flhrten eine
Einteilung der bei GSL entstehenden Fragmente stihente Serien ein. Die A-, B-
und C-Serie beschreiben den Saccharidanteil, Fratgméer X-, Y- und Z-Serie
beeinhalten das Ceramid. B und C sowie Y und Zrsakeiden sich jeweils durch die
Tatsache, dass eine der Serien einem Bruch vodendndere einem Bruch hinter der
glykosidischen Bindung enspricht. Molekule, die adurSpaltungen innerhalb eines
Zuckers entstehen, werden der A- bzw. der X-Sargeardnet. Eine genaue Ubersicht
liefert Abbildung 19.

B, C B, C B, C 0
1 1 2\ 72 3 3 A
\ o \ \ \ \ C|;\(/\)1\TCH3
CH;OH 2 5 CH2O('; NH
o)
j'OH o1 /O/\ OH \o\ OH \O\/CHz ’ cH,
H
2 H
NN\ ANV VRN
02A Y2 Zz Y1 Z1 Yo Z0

1

Abbildung 19: Fragmentierungsschema von Gb3Cer/CD7hach Domon und
Costello (1988)Dargestellt ist ein Gb3Cer-Molekul mit allen Fragmtionen der B-

, C-, Y- und Z-Serie. Die Buchstaben geben an,abFragment den Zucker- (A, B
oder C) oder den Ceramidpart enthélt (X, Y oder dg; tiefgestellten arabischen
Ziffern hingegen zeigen an, wieviele Zuckermolekdles Fragment besitzt. Die
durch Ringspaltungen entstehenden Serien (A undbegitzen weitaus mehr
Variabilitat und sind nur durch einen exemplaristhéertreter dargestellt. Hier
geben zusatzlich zu den Buchstaben und tiefgestellZziffern noch die
hochgestellten Ziffern an, an welcher Stelle dendBrder glykosidischen Bindung
stattgefunden hat. In dem hier gezeigten Beispielgt der Bruch zwischen den
Bindungen 0 und 2 (in graau dargestellt).
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Die Entdeckung von weiteren Fragmentierungsmechearsmachte eine Erweiterung
dieser Nomenklatur jedoch unumganglich, sodass Adamd Ann 1993 und schlief3lich
Levery 2000 das Schema so erweiterten, wie eséasediArbeit verwendet wird. Ein
Schema der haufigsten Fragmentionen wirdibhildung 20 gezeigt (Adams und Ann

1993, Levery et al. 2000).

J W
O
O
Yo Ea .
oy
OH HN
HO 9
HO -0
OH
H
0,2 A1 ’
Bi— | G~
o

Abbildung 20: Fragmentierungsschema von GlcCerAufgefihrt sind die von
Levery 2000 modifizierten Bezeichnungen fiir diegfantierung von GSL.

6.6.2 Matrix-unterstitzte Laser Desorptions/lonisat  ions Flugzeit
Massenspektrometrie (MALDI-TOF MS)

Bei der MALDI-TOF MS wird der zu detektierende Aytainit einer meist organischen
Matrix vermischt und auskristallisiert. Dabei widie Matrix, héufig eine organische
Saure wie z.B. 2,5-Dihydroxybenzoesaure, in ein@001 bis 10000-fachen UberschuR
mit der Probe gemischt und schlie3lich als Gemésobetrocknet (vglabbildung 21).
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Analyt ﬁ
Applikation /

Stahltarget

kokristallisiertes

Matrix-Analyt-Gemisch

Abbildung 21: Praparation fur die MALDI Massenspektrometrie. (modifiziert
nach Lottspeich). Bei der Probenpraparation furMiid.DI MS werden Matrix und
Analyt in einem Verhaltnis von etwa 1000 bis 10000 1 auf ein Stahltarget
appliziert, vermischt und kokristallisiert.

Die Matrix erfullt dabei mehrere Zwecke. Zum einemrwendet man Matrizes, welche
bei der Wellenlange des eingestrahlten Lasers dpgorhieren und somit die
eingetragene Energie aufnehmen. Zum anderen dientdtrix als Protonendonator
und unterstitzt die Molekilionisierung. Die Energies Lasers wird tUber resonante
Energiekopplung auf die Matrix Ubertragen und sdigt eine lokale Explosion im
Matrix-Analyt-Gemisch, durch welche ein Teil desn@gches desorbiert und in die
Gasphase gebracht wird. In dieser Explosionswoditetien sich neben Neutralteilchen
auch geladene Matrix und Analytmolekile, welcheaetstnachgeschaltetem Analysator
untersucht werden kénnen. Ein Schema des Prozéssésnisierung ist imbbildung 22
dargestellt. Die Wahl der Matrix ist stark vom Aytah bzw. der zu detektierenden
Spezies abhéngig, da sowohl fir unterschiedlicRgidassen als auch fir den Positiv-
respektive Negativ-lonenmodus unterschiedliche Msubstanzen verwendet werden
(Horneffer et al. 1999, Gobom et al. 2001, Schiteal. 2007).
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Als Desorptions-Laser wird in dieser Arbeit ein-Daser mit einer Wellenlange von
337 nm und einer Impulsdauer von 3 ns verwendets Matrix kam 2,5-

Dihydroxybenzoesaure (DHB) zum Einsatz.

Massenanalysator

ity

+ Q. @ Protonentransfer
-y @

+

Analyt
Matrix
Stahl Target

Abbildung 22: lonisationsprozess bei der MALDI. Das kokristallisierte Matrix-
Analyt-Gemisch wird mit einem UV-Laser beschosses bildet sich eine
Desorptionswolke, und geladene Analytmolekille ggtan nach einer
Beschleunigung im elektrischen Feld in den Masselyaator.
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6.6.3 Peptidmassen-Fingerabdruck (PMF)

Das Prinzip des Peptidmassen-Fingerabdruckes (FeNi; peptide mass fingerprint
vgl. Abbildung 23) basiert auf einem proteolytischen Verdau eineseimem Gel
elektrophoretisch aufgetrennten Proteins. Die eh&siden Peptidfragmente sind dabei
mit wenigen Ausnahmen, z. B. bei dul3erst homoldgemeinen, charakteristisch fur
die einzelnen Ausgangsproteine. Durch das entstiehBtuster aus Verdaufragmenten
kann so, einem Fingerabdruck gleich, das Proteieifeigfrei identifiziert werden
(sieheAbbildung 23) (Aebersoldt 2001, Shevchenko 1996).

2. Reduktion
(Dithiothreitol)

3. Alkyllerung
8. Datenbank-

SDS Gel (lodoacetamid)
* 1. Ausschnelden
——
der Proteine |
Uberstand E
verwerfen
AW
analyse
5. Extraktlon 6 Aufreinigung 7 Transfer
der pept|de der Peptlée zur MS ‘ |‘ | ‘ | L

Peptidmassen- Fmgerabdruck

Abbildung 23: Schema eines In-Gel-Verdaus und Erstellung eines
anschlieBenden Peptidmassen-Fingerabdruckes (PMF @ peptide mass
fingerprint). Die Proteinbanden werden zundchst aus dem Gel salagden (1.),
vorbereitend fir den enzymatischen Verdau (4.) ésgmmodifiziert (2., 3.) und
anschlielBend extrahiert (5.) und aufgereinigt (Blach massenspektrometrischer
Analyse (7.) erfolgt die Auswertung und der Abgteienittels verschiedener
Datenbanken (8.).

Fur den PMF wurden zunéchst die zu analysierendeteiRe mit Hilfe eines Skalpells
oder einer Rasierklinge aus dem Gel herausgesehnithd in ein Polypropylen-
Reaktionsgefald Uberfihrt.J. Die Gelsticke wurden mit Acetonitril (ACN) ents&ért
und anschlieRend mit reduzierend@) (nd alkylierenden ReagenzieB.)(inkubiert.
Die Reduktion mit 10 mM Dithiothreitol in 100 mM

Ammoniumhydrogencarbonatpuffer (NHCQO;) diente dabei dem Auftrennen der
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Disulfid-Bricken, die Alkylierung mit 55 mM lodaaetid in 100 mM NHHCO; dem
Unterbinden einer erneuten Ausbildung der Brickésmch Entwasserung erfolgte die
enzymatische Reaktion, hier mit einer Proteaseljswon 0,025 pg Trypsin (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim) / uL 50 mM DHHCO; bei 37°C Uber Nach#(). Ab
diesem Reaktionsschritt befanden sich im Reakteid&g kleine Peptide statt der
intakten Proteine, so dass eine Entwasserung uackiiung mit Acetonitril folglich
bereits der Extraktion der Peptide entspraeh Diese mussten zur Vorbereitung auf
die Massenspektrometrie entsalzen werden, da Salzeristallisationsprozel in der
MALDI-TOF MS behindern. Die Entsalzung erfolgte tals
Umkehrphasenchromatographie., (ZipTipC18, Millipore, Billerica, MA, USA), die
den Herstellerangaben entsprechend durchgefihrdevuDie aufgereinigten Peptide
konnten direkt fir die Massenspektrometrie verwemnderden 7.). Die gemessenen
m/zWerte wurden zur Auswertung an verschiedene Datgkdn gesendet84],
darunter ALDENTE fgeptide mass fingerprinting tqoExPaSy), sowie das Programm

ProteinProspector (v5.2.Pniversity of Californid.
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7  Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Strukturidemtd&r Virulenzfaktoren aus EHEC,
Stx1, Stx2, EHEC-HIy, EspP, Cdt, SfpA und EibG eigtUV-MALDI-TOF MS zu
Uberprifen, sowie die Interaktionen zwischen Stril 6tx2 und ihren Rezeptoren in
Endothelzellen, FCS und humanem Plasma mittel® @ Overlay-Assay und ESI-Q-
TOF MS naher zu untersuchen. Dazu wurde zunachstdem gelelektrophoretisch
getrennten Pathogenitatsfaktoren eine PMF-Analygsehdefiihrt und die Ergebnisse
mit Internetdatenbanken abgeglichen, da eine Veriing der Strukturidentitét
Grundvoraussetzung fur weitere Bindungs- und Zyiattitsstudien ist. Mit den
Hauptpathogenitatsfaktoren der EHEC, Stx1 und Stx@urden zudem
Interaktionstudien mit HBMECs und EA.hy 926 Zellemtels IF und schlie3lich mit
GSL-Isolaten aus beiden Zelllinien, sowie aus F@8 aus humanem Plasma mittels
DC und MS durchgefiihrt. In den folgenden Abschnittier Dissertation werden die
Ergebnisse dieser Experimente vorgestellt und Iiegin.

7.1 Identifizierung von Pathogenitatsfaktorenaus E =~ HEC
mittels MALDI-TOF MS

Um eine detalllierte Rezeptorcharakterisierung Bavmolekilen (hier: Stx1 und Stx2)
durchzufiihren, muss zunéchst die Strukturidentigit Ausgangssubstanzen tberprift
werden. Dazu werden in den folgenden Abschnittenkigebnisse der MALDI-TOF
MS-Untersuchungen mittels PMF zur Protein-ldenifiang der Pathogenitatsfaktoren
Stx1, Stx2, EHEC-hly, EspP, Cdt, SfpA und EibG estgllt. Wenn nicht anders

beschrieben, fanden die Messungen im Positiv-loneius statt.

7.1.1 Stx

Die von Frau PD Dr. Martina Bielaszewska aufgegganm Stx1 und Stx2 wurden
gelelektrophoretisch getrennt und zur Uberprifuley Reinheit zur Verfligung gestellt.
Im Gel von Stx1 und 2 zeigten sich jeweils zweendiv Coomassie Blau gefarbte
Banden. Diese korrespondierten mit den Molekulargeten der A- und B-

Untereinheiten. Unterhalb der A-Untereinheiten vemrdzuséatzlich jeweils zwei
schwach gefarbte Banden detektiert (vaibildung 24). Erkennbar war der deutliche
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GroRenunterschied zwischen Stx1 und Stx2. Sowolkl Ai als auch die B-
Untereinheiten des Stx2 zeigten im Gel hohere Md&gewichte (ca. 33 kDa und 8
kDa) als die des Stx1 (ca. 32 kDa und 7 kDa), werh @len Sequenzinformationen aus

den Datenbanken entspricht.

kDa
66,0 - :

24,0 -
201 -

45,0 -
36,0 -

’ Stx 2A
290 - — — :\/Stx 1A

142- .

__Stx 2B

— —Stx 1B

M Stx1 Stx2

Abbildung 24: SDS-Gel von Stx1 und Stx2Es wurden je 3 pg von Stx1
und Stx 2 in einem 12%igen SDS-Gel elektrophorktigetrennt und mit
Coomassie Brilliant Blue gefarbt.

Fur die MALDI-TOF-Messungen wurden alle CoomassimuBgefarbten Banden
ausgeschnitten, die Proteine chemisch mit Dithitmireeduziert und mit lodacetamid
alkyliert. AnschlieBend erfolgte der tryptische Wam der Proteine. Nach Extraktion
und ZipTip~*®-Aufreinigung bzw. Entsalzung der Proben wurdenselienittels UV-

MALDI-TOF MS vermessen. Dabei konnten die In-Getdauten Proteine mittels
PMF-Massenspektrometrie Uber die detektierten Beptimente als Stx1 (A- und B-
Untereinheit) und Stx2 (A- und B-Untereinheit) iti&miert werden. Die Spektren der
Messung und die Zuordnung entsprechender Proteiesegn sind fur Stx1 in

Abbildung 25 und flr Stx2 imbbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 25: Uberpriifung der Strukturidentitat von Stx1. 3 pug aufgereinigtes
Shiga Toxin 1 wurden elektrophoretisch getrennt umié Coomassie Blau
angefarbt. Fir die sichtbaren Untereinheiten wurfmeils durch eine PMF-
Analyse die Sequenzen mittels MALDI-TOF MS bestimnfbgleiche mit
Datenbanken sowie einem theoretischen Verdau degueBeen ergaben eine
Sequenzabdeckung von 72,2% fur Stx1A (in rot daefjessowie von 88,4% fir
In den Massenspektsémd die nachgewiesenen
Fragmente mit arabischen Zahlen bezeichnet undeddden jeweiligen Sequenzen
im unteren Bildabschnitt zugeordnet werden. Dieusagen sind jeweils ohne das
potentielle Signalpeptid dargestellt. i
Autoproteolysefragmente sind mit Try im Spektrunzdiehnet. Die detaillierte
Auflistung und Zuordnung der Signale T&belle 10undTabelle 11zu entnehmen.

Stx1B (in blau dargestellt).
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SIX1A

Wie ausAbbildung 25 ersichtlich ist, konnten 21 Fragmente mit insgas2ah® von 291

Aminosauren (AS) der 32,4 kDa grof3en Stx1A-Untdrein detektiert werden, was
einer Sequenzabdeckung von 72,2% entspricht. DxdASEragmente entsprechen
dabei den Hauptsignalen des Spektrums. Lediglictei zechwache Signale von
Trypsinautoproteolysefragmenten wurden neben deidAStTreffern detektiert. Die

exakten Fragmente mit den dazugehoriggaWerten sindrabelle 10zu entnehmen.

Tabelle 10: Mittels UV-MALDI-o-TOF MS detektierte Peptidsigrealzon Stx1A nach Trypsin-Verdau.

M/Zheor. M2, tibersprungene

Peak [M+H]* [M+H]* Position  Modifikation Schnittstellen Sequenz
1 602,36 602,36 142-147 0 VAGISR
2 629,40 629,40 91-95 0 LIVER
3 819,41 819,42 148-154 0 TGMQINR
4 835,41 835,41 148-154 Metox 0 TGMQINR
5 913,45 913,46 107-113 0 TNNVFYR
6 977,49 977,49 202-210 0 TTLDDLSGR
7 1106,62 1106,63 183-192 0 FVTVTAEALR
8 1179,64 1179,63 34-43 0 TYVDSLNVIR
9 1296,67  1296,67 96-106 0 NNLYVTGFVNR
10 1516,75 1516,76 78-90 1 GIDPEEGRFNNLR
11 1575,86 1575,86 297-310 0 ILWDSSTLGAILMR
12 1591,85  1591,86  297-310 0 ILWDSSTLGAILMR
13 1672,83 1672,84 228-242 0 LSSVLPDYHGQDSVR
14 1907,05 1907,09 91-106 1 LIVERNNLYVTGFVNR
15 1969,93  1969,95  211-227 0 SYVMTAEDVDLTLNWGR
16 1985,93 1985,96 211-227 Met2ox 0 SYVMTAEDVDLTLNWGR
17 2592,27  2592,23  155-178 0 HSLTTSYLDLMSHSGTSLTQSVAR
18 2608,27  2608,31  155-178 Metox 0 HSLTTSYLDLMSHSGTSLTQSVAR
19 3006,45  3006,50  114-141 0 FADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYTTLQR
20 3379,73  3379,71 44-77 0 SAIGTPLQTISSGGTSLLMIDSGSGDNLFAVDVR

21 3395,74 3395,70 44-77 Met?ox 0 SAIGTPLQTISSGGTSLLMIDSGSGDNLFAVDVR

Yim 1-Buchstabencode
2oxidiertes Methionin

Der ermittelte Fehler zwischen experimentellen timebretischerm/zWerten lag bei

den durchgefiihrten Messungen bei unter 21 ppm:(pagbk per millior).
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Stx1B

Es konnten insgesamt 5 Fragmente mit 61 von 69 &®gewiesen werden, die sich
Stx1B (7,7 kDa) zuordnen lieRen. Dies entspricheeiSequenzabdeckung von 88,4%
(vgl. Abbildung 25 und Tabelle 11). Zwei Signale stammten von Trypsin-
Autoproteolysefragmenten.

Tabelle 11:Mittels UV-MALDI-o-TOF MS detektierte Peptidsigreal/on Stx1B nach Trypsin-Verdau.
M/Zneor. M/Zyp,

Peak [M+H]* [M+H]* Position  Modifikation lgﬁ:ﬁﬁ{;gﬁgﬂe Sequenz
1 1178,62  1178,66 44-53 1 VGDKELFTNR
2 1217,53 1217,57 34-43 0 YNDDDTFTVK
3 1765,81  1766,84 74-89 0 TNACHBIGGFSEVIFR
4 1837,85  1837,93 29-43 1 VEYTKYNDDDTFTVK
5 2233,23 233,22 54-73 Metox 0 WNLQSLLLSAQITGMTVTIK

1im 1-Buchstabencode
2oxidiertes Methionin

Der ermittelte Fehler zwischen experimentellen timebretischerm/zWerten lag bei

den durchgefiihrten Messungen bei unter 44 ppm.
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Abbildung 26: Uberpriifung der Strukturidentitat von Stx2. 3 pg aufgereinigtes

Shiga Toxin 2 wurden elektrophoretisch getrennt umid kolloidalem Coomassie

angefarbt. Fur die sichtbaren Untereinheiten wur@ereils durch eine PMF-Analyse
die Sequenzen mittels MALDI-TOF MS bestimmt. Veighe mit den Datenbanken
sowie dem theoretischen Verdau der Sequenzen ergéte Abdeckung von 80,8% fir
Stx2A (in rot dargestellt), sowie 92,9% fir Stx2B blau dargestellt). Die Zuordnung
der nachgewiesenen Fragmente kann anhand derdmabigahlen in den Spektren und
den jeweiligen Sequenzen erfolgen. Die Sequenzea jsiweils ohne das potentielle
Signalpeptid dargestellt. Stx-unabhéangige Trypsiriefaroteolysesignale sind mit Try
im Spektrum bezeichnet. Die detaillierte Auflistungd Zuordnung der Signale ist
Tabelle 12undTabelle 13zu entnehmen.
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SIX2A

Abbildung 26 zeigt, dass fur die Stx2A-Untereinheit 33 Fragraanit insgesamt 260 von
297 AS des 33,2 kDa grolen Proteins identifiziegrden konnten, was einer
Sequenzabdeckung von 80,8% entspricht. Es wurdere keutoproteolysefragmente
von Trypsin detektiert. Die intensivsten Signales dgpektrums konnten eindeutig
Stx2A-Sequenzen zugeordnet werden. Eine Ubersloiat die detektierten Fragmente

nach tryptischem Verdau von Stx2A gitabelle 12

Tabelle 12: Mittels UV-MALDI-o-TOF MS detektierte Peptidsigrealyon Stx2A nach Trypsin-Verdau.

M/Zheor. M/ Zxp. Uibersprungene

Peak . ) Position  Modifikation Schnittstellen Sequenz
[M+H] [M+H]
1 658,39 658,38 142-147 0 VAALER
2 687,36 687,35 86-90 0 FDHLR
3 778,39 778,38 148-154 0 SGMQISR
4 794,38 794,38 148-154 Met-0x° 0 SGMQISR
5 847,49 847,03 193-198 1 FRQIQR
6 921,48 921,47 78-85 0 GLDVYQAR
7 944,49 944,43  236-244 1 GEDGVRVGR
8 959,51 959,48 195-201 PVFOG“P 1 QIQREFR
9 976,53 976,50 195-201 1 QIQREFR
10 104454 104452  311-319 0 SQFLYTTGK
11 1090,59  1090,58 227-235 0 ISNVLPEYR
12 1106,62 1106,62  183-192 0 FVTVTAEALR
13 1172,63 1172,63  310-319 1 KSQFLYTTGK
14 1409,79  1409,75 183-194 1 FVTVTAEALR
15 1433,75 1433,66 142-154 Met-0x 1 VAALERSGMQISR
16 1589,82  1589,78 78-90 1 GLDVYQARFDHLR
17 1703,87 1703,88 227-241 1 ISNVLPEYRGEDGVR
18 1934,97 1934,96  293-309 0 INNTLWESNTAAAFLNR
19 2016,06 2016,01 227-244 2 ISNVLPEYRGEDGVRVGR
20 2244,08 244,04 155-174 0 HSLVSSYLALMEFSGNTMTR
21 2063,07 2063,08 293-310 1 INNTLWESNTAAAFLNRK
22 2213,09 2213,04 273-292 0 AVNEESQPECQITGDRPVIK
23 2260,07 2260,06 155-174 Met-0x 0 HSLVSSYLALMEFSGNTMTR
24 2276,07 2276,06 155-174 2 Met-o¥ 0 HSLVSSYLALMEFSGNTMTR
25 2322,12  2322,00 24-43 0 EFTIDFSQQSYVSSLNSIR
26 2478,23  2478,16 23-43 0 REFTIDFSQQSYVSSLNSIR
27 2661,37  2661,34 91-113 0 LIEQNNLYVAGFVNTATNTFYR
28 2718,31 2718,33  202-226 pyroGlu 0 QALSETAPVYTMTPGDVDLTLNWGR
29 273430 2734,32  202-226 Met-0X ,pyroGIu’ 0 gALSETAPVYTMTPGDVDLTLNWGR
30 2751,33 2751,35 202-226 Met-0x 0 QALSETAPVYTMTPGDVDLTLNWGR
31 3078,47 3078,48 114-141 0 FSDFTHISVPGVTTVSMTTDSSYTTLQR
32 3094,47 3094,49  114-141 Met-0xX 0 FSDFTHISVPGVTTVSMTTDSSYTTLQR
33  3653,84 3653,79 44-77 0 TEISTPLEHISQGTTSVSVINHTPPGSYFAVDIR

1im 1-Buchstabencode
2oxidiertes Methionin
3Glutamin zu Pyroglutamat

Der ermittelte Fehler zwischen experimentellen timebretischerm/zWerten lag bei

den durchgefiihrten Messungen bei unter 63 ppm.
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Stx2B

Mittels PMF konnten fir Stx2B 9 Fragmente mit 651v&0 AS nachgewiesen werden,
was einer Sequenzabdeckung von 92,9% der 7,8 k@lzegrB-Untereinheit entspricht
(vgl. Abbildung 26 und Tabelle 13. Neben den Signalen, die Stx2B-Fragmenten
zugeordnet werden konnten, wurden zusétzlich drgpsin-Autoproteolysefragmente
identifiziert.

Tabelle 13: Mittels UV-MALDI-o-TOF MS detektierte Peptidsigreal/on Stx2B nach Trypsin-Verdau.

m/Zheor. m/ZEXD-

Ubersprungene

Peak X X Position  Modifikation Schnittstellen Sequenz
[M+H] [M+H]
1 808,46 808,45 25-31 1 GKIEFSK
2 841,38 841,38 46-51 0 EYWTSR
3 1231,55 1231,53 3241 0 YNEDDTFTVK
4 1240,60 1240,60 42-51 1 VDGKEYWTSR
5 1630,76 1630,77 32-45 1 YNEDDTFTVKVDGK
6 1835,87 1835,90 27-41 1 IEFSKYNEDDTFTVK
7 1878,75 1878,77 72-89 0 SSTCESGSGFAEVQFNND
8 1935,77 1935,77 72-89 CAM:C 0 SSTCESGSGFAEVQFNND
9 2258,22 2258,21 52-71 Metbx 0 WNLQPLLQSAQLTGMTVTIK

Yim 1-Buchstabencode
2Carbamidomethylierung von Cystein
3 oxidiertes Methionin

Der ermittelte Fehler zwischen experimentellen timebretischerm/zWerten lag bei
den durchgefuhrten Messungen bei unter 17 ppm.Hdgebnisse wurden mit einer
Datenbanksuche Uber ALDENTEpgptide mass fingerprinting tqoExPaSy) sowie
Uber das Programm ProteinProspector (v5.Qriyersity of Californid tberprift und

verifiziert.

Bei einem Molekulargewicht von ca. 26-28 kDa konnteeitere, schwach Coomassie
gefarbte Banden detektiert werden, welche ebense ae A-Untereinheit im
Immunoblot mit den monoklonalen Anti-Stx-AK eine rBédng aufwiesen (vgl.
Abbildung 27 fUr Stx1). Diese konnten ebenfalls den jeweiligeftuntereinheiten der
Toxine zugeordnet werden (Daten nicht gezeigt, Afgr Ihrem Laufverhalten im Gel
entsprechend handelt es sich bei ihnen um Abbraghfente der A-Untereinheiten.
Beispielhaft fir diese Abbruchbanden wird nachfolfyabbildung 27) das SDS-Gel in

Verbindung mit einer Immunfarbung mittels Anti-StRK gezeigt.
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Abbildung 27: Nachweis von Stx1A-Abbruchfragmentenmittels Immunoblot.
Westernblot von Stx1 mit dem monoklonalen Anti-SBdtikdrper und alkalischer
Phosphatase konjugiertem Sekundar-Antikérper. Cpgi1Stx1 wurden nach der
Gelelektrophrese geblottet und immunchemisch gef@irikke Spur). 2 pg wurden
im Kontroll-SDS-Gel geladen (mittlere Spur). AlsfBenz diente eine Mischung
aus Markerproteinen (rechte Spur). Die auch im Imotlot intesiv gefarbte
Abbruchbande von Stx1A ist mit A* bezeichnet.

7.1.2 EHEC-Hly

Das EHEC-Hamolysin wurde von Dr. Thomas Aldick B colis exprimiert,
aufgereinigt und fur Strukturanalyse in dieser Atrrbmur Verfigung gestellt. Dazu
wurden 2 pg des aufgereinigten EHEC-HIy im SDS-&ektrophoretisch getrennt, mit
Coomassie Blau gefarbt und mittels PMF analysi®ie gefarbte Bande wurde
ausgeschnitten, getrocknet und chemisch reduzrettalkyliert. AnschlielRend wurde
das modifizierte EHEC-HIly Gber Nacht mit Trypsinrgdaut und die entstandenen
Peptide nach Extraktion und Aufreinigung fir diessenspektrometrischen Analysen
verwendet. Zur Sequenzbestatigung wurden die Erggdmit einer Datenbanksuche
Uber ALDENTE peptide mass fingerprinting tqdExPaSy) sowie Uber das Programm
ProteinProspector (v5.2.24)niversity of Californig tGberpruft und verifiziert. Die
Ergebnisse des PMF sind in der nachfolgemdiidung 28 dargestellt.
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Abbildung 28: UV-MALDI-o-TOF Spektrum des tryptisch-verdauten EHE C-
Hly. Die tryptischen Peptide wurden nach In-Gel-Verdand Aufarbeitung
eingedampft und in 10 pl 50%igem ACN resuspendief®. ul dieses Ansatzes
wurden mit 1 pl DHB vermischt, auskristallisiertdumittels UV-MALDI-o-TOF
MS vermessen. Die arabischen Ziffern bezeichnereautpete Fragmente des
tryptischen Verdaus von EHEC-HIly. Mit Try sind Aptoteolysefragmente von
Trypsin beschriftet.

Fur das EHEC-HIy konnten 40 Fragmente mit 360 v&® Aminosauren nachgewiesen
und identifiziert werden, was einer Sequenzabdegkwm 36,1% des 104 kDa grof3en
Proteins entspricht. Das aufgenommene Spektrunn igbbildung 28 dargestellt, die

Peptidsignale imabelle 14und die Sequenzzuordnungabbildung 29.
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Tabelle 14: Mittels UV-MALDI-o-TOF MS detektierte Peptidsigreivon EHEC-HIy nach Trypsin-
Verdau.

Peak M/Znear. M/Zs. Position  Modifikation lg)cer:sir:{:tgﬂzze Sequenz
[M+H]"  [M+H]"

1 579,33 579.32 _ 680-683 0 (K)IQYR(D)
2 63428  634.32 1-5 1Acetyl 0 (OMTVNK(I)
3 665,34 66534  897-901 0 (KYNWFAK(D)
4 713,33  713.33  684-688 0 (R)DFEFR(T)
5 735,36 735.37 563-568 0 (K)DTWSVK(G)
6 739,38 739.38 452-457 0 (R)YQHAVER(A)
7 77345  773.45 85-91 0 (K)VVGLTER(G)
8 831,39 831.39 575-581 0 (K)YGVYDYSK(L)
9 876,51 876.52 582-588 0 (K)LIQFVEK(N)
10 929,53 929.54 470-478 0 (K)IGELAGITR(N)

11 994,45  994.45  321-328 pyro-Glu 0 (K)QLESYSER(F)

12 1003,51 100352 868-876 0 (R)VGNDLIMNK(A)
13 1011,48 101147 321-328 0 (K)QLESYSER(F)

14 112654 112655  19-29 0 (K)SAFNTASSSVR(S)
15  1148,63 1148.64  272-281 0 (K)AVSQYILAQR(M)
16  1158,64 1158.65  92-102 0 (R)GVAIFAPQLDK(L)
17 117255 117254  401-410 pyro-Glu 0 (KYQAMFEHVAEK(F)

18  1189,54 118957  401-410 0 (KYQAMFEHVAEK(F)
19 120555 120556  401-410 1Mettox 0 (KYQAMFEHVAEK(F)

20 121058 121061  319-328 1 (R)AKQLESYSER(F)
21 1236,64  1236.66 8-18 0 (K)NIFNNATLTTK(S)
22 1248555 124853  425-434 0 (KYNYFENGYDAR(H)

23 1269,60 1269.61  321-330 pyro-Glu 1 (K)QLESYSERFK(K)

24 1269,60 1269.62 415-424 1 (R)INEWEKEHGK(N)
25 1286,60 1286.64  321-330 1 (K)YQLESYSERFK(K)
26 1335,63 1335.68 924-934 1 (K)VDKIPHNNNER(S)
27 1366,65 1366.66 505-515 0 (KYEFTQQVFDPQK(G)

28 1433,70 1433.70 551-562 1Mettox 0 (K)YYEYMTSLIVNGK(D)

29 1468,67 1468.69 962-975 0 (K)ISSVSGFDSGDER(L)

30 1477,79 1477.84 6-18 1 (K)IKNIFNNATLTTK(S)

31 1640,90 1640.97 92-106 1 (R)GVAIFAPQLDKLLQK(Y)

32 1705,85 1705.90 921-934 2 (R)EIKVDKIPHNNNER(S)

33 1892,93 1892.98 488-504 0 (K)AYINYLENGGLLEAQHRK)(

34 1951,05 1951.04  329-345 2 (R)FKKLNYEGDALLAGFHE(

35 2138,99  2139.07 877-896 0 (K)AINGVLSFNESNDVNGH(N)

36 2311,18  2311.29 35-55 0 (K)LILLIPDNYEAQGVGINEIK(A)

37 2349,05  2349.17 940-961 1Mettox 1 (K)YASNIASEKNMVNITSVANDINK(I)

38 2529,23  2529.29 976-998 0 (R)LASLYNLSLHQNNTHSTIITTV(-)
39 2550,15  2550.25 547-568 1Mettox 2 (K)YQSGKYEYMTSLIVNGKDTWSVK(G)
40 2677,40  2677.42 128-153 1Mettox 0 (K)AGTVLSALQNFTGIALSGMALDELLR(K)

4im 1-Buchstabencode
2Acetylierung

3Glutamin zu Pyroglutamat
‘oxidiertes Methionin

Der ermittelte Fehler zwischen experimentellen timebretischerm/zWerten lag bei

den durchgefiihrten Messungen bei unter 63 ppm.

Die Ergebnisse wurden mit einer Datenbanksuche Md)ENTE (peptide mass
fingerprinting too] ExPaSy) sowie Uber das Programm ProteinProspdetoR.2,

University of Californid Uberpruft und verifiziert.
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Abbildung 29 zeigt die graphische Darstellung der Sequenzalhgckmit den
identifizierten Fragmenten des tryptisch verdauteHEC-Hly. Die mittels PMF

identifizierten Sequenzen sind rot hervorgehoben.

1-60 MIVNKIKNIF NNATLTTKSA ENTASSSVRS AGKKLILLIP DNYEAQGVGE) NELVKAADEL
61-120 GIEIHRTERD DTAIANQFFG AAEKVVGLTE REGVATFAPQL DEKEEOKYQKV GSKIGGTAEN
121-180 VGNNLGKAGHT VESAEONETG [IALSGMALDE| [BERKOREGED ISQNDIAKSS IELINQLVDT
181-240 VSSINSTVDS FSEQLNQLGS FLSSKPRLSS VGGKLONLPD LGPLGDGLDV VSGILSAVSA
241-300 SFILGNSDAH TGTKAAAGIE LTTQVLGNVG KEAVSO¥IEAQ BMAQGLSTTA ASAGLITSAV
301-360 MLAISPLSFL AAADKFERAK QEESYSERFK [KENYEGDALE AGFHKETGAI DAGLTTINTV
361-420 LSSVSAGVSA ASSASLIGAP ISMLVSALTG TISGILEASK [(QAMFEHVAEK FAARINEWER
421-480 [EHGKNYFENG ¥DARHAAFLE DSLSLLADFS RQHAVERAVA ITHQHWDEKE [GEEAGITRNA
481-540 DRSQSGKAYE [NYEENGECILE AOPKEFTOOV FDPOKGTIDL STGNVSSVLT FITPTFTPGE
541-600 EVRERKQSCK VEYMISHIVN CRDIWSVKGI KNHKGVYDYS [KEIQEVEENT KHYQARIISE
601-660 LGDKDDVVYS GAGSSEVFAG EGYDPVSYNK TDVGKLTIDA TGAPKPGEYI VPKNMYGDVE
661-720 VLQEVVKEQE VSVGKRTEKE Q¥RDEEERTG GIPYDVIDNL HSVEELIGGK HDDEFKGGKF
721-780 NDIFHGADGN DYIEGNYGND RLYGDDGDDY ISGGQGDDQL FGGSGNDKLS GGDGNNYLTG
781-840 GSGNDELQAH GAYNILSGGT GDDKLYGGGG IDLLDGGEGN DYLNGGFGND IYVYGQNYGH
841-900 HTIADEGGKG DRLHLSDISF DDIAFKRVGH DEIMNKAING VESENESNDY NCITERNWEA
901-960 [KDASGADNHL VEVITDKDGR EIKVDKIPHN [NNERSGYIKA [SNIASERNMY NITSVANDIN

961-998 KIISSVSGED [SGDERLASLY NLSLHONNTH STTLTTTV
36,1% Sequenzabdeckung

Abbildung 29: Mittels PMF ermittelte Sequenzabdeckmg von tryptisch-
verdautem EHEC-HIly. 2 pug aufgereinigtes EHEC-HIy wurden im Gel trygitis
verdaut, chemisch modifiziert, extrahiert und U8pTipC18-Chromatographie
aufgereinigt. Fur die Praparation wurden 0,5 plalgfgereinigten Verdaus mit 1 pl
DHB gemischt und auskristallisiert. Rot unterleigidsdie identifizierten Fragmente
des tryptisch-verdauten EHEC-hly.

7.1.3 EspP

Die Protease EspP wurde von Dr. Jens Brockmeyé& icoli exprimiert, aufgereinigt
und zur ldentifizierung zur Verfigung gestellt. Dggg des Proteins wurden mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt, mit Coomassie Blefargt und nach tryptischem
Verdau mittels PMF massenspektrometrisch durch B&8h@-TOF MS sowie UV-
MALDI-o-TOF MS strukturell charakterisiert. Die Ilmamente verwenden zwei
verschiedene Arten der lonisierung und fihren so Merlauf der Messung zu
unterschiedlichen Spektren. Dieses Faktum wurd®lgenden Ansatz ausgenutzt, um

eine moglichst hohe Sequenzabdeckung des In-Gelavervon EspP zu erhalten.
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In Abbildung 30 ist exemplarisch ein Spektrum des EspP-In-Gel-&fesdgezeigt, das
mittels nanoESI Q-TOF MS erstellt wurde. Die meistignale konnten anhand der
Datenbankabgleiche oder mittels Vergleich mit déeotetischen Verdau identifiziert
werden. Die nicht zugeordneten Signale konnterpasftranslationalen Modifikationen
des Proteins beruhen, wie z. B. Sulfatierungen &t@sphorylierungen. Diese konnten
bei Bedarf in weiteren Experimenten, beispielswems Tandem-MS, genauer

untersucht werden.
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Abbildung 30: nanoESI-Q-TOF Spektrum von Trypsin-verdautem EspP.4 pl
des aufgereinigten In-Gel-Verdaus wurden mit 4 QW und 1 pl HCOOH
gemischt und fir die nanoESI Q-TOF-Massenspektnaeneverwendet. Die
identifizierten Signale sind mit den jeweiligen eogdneten Sequenzen beschriftet.
In den Klammern sind bei jedem Fragment jeweilkdirund rechts die letzte
Aminosaure des C-terminal benachbarten Fragmentgdiedirekt auf die Sequenz
folgende Aminosaure (1. AS des N-terminal benadebarFragments) mit
angegeben. Nicht identifizierte Signale sind miteen ,mod?* gekennzeichnet und
kénnten im Weiteren auf posttranslationale Modifiaen hin untersucht werden.

Das summarische Ergebnis der Kombination aus belM&aTechniken ist in der
nachfolgendembbildung 31 dargestellt. Mittels UV-MALDI-o-TOF MS identifizite

Sequenzen sind blau unterlegt und die mit Hilfe d@noESI Q-TOF MS
nachgewiesenen Fragmente grun. Alle Sequenzenmdideiden lonisierungsarten

nachgewiesen werden konnten, sind rot hervorgehoben
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1-60

61-120

121-180

181-240

241-300

301-360

361-420

421-480

481-540

541-600

601-660

661-720

721-780

781-840

841-900

901-960

961-968

'SQMDISNFYI RDYMDFAQNK GIFQAGATNI EIVKKDGSTL KLPEVPFPDF SPVANKGSTT
/SIGGAYSITA THNTKNHHSV ATQNWGNSTY KQTDWNTSHP DFAVSRLDKF VVETRGATEG
ADISTSKOOA [LERYGVNYKG EKKLIAFRAG SGVVSVKKNG RITPFNEVSY KPEMLNGSFV
HIDDWSGWLI LTNNQFDEFN NIASQGDSGS ALEVYDNQKK KWVVAGTVWG IYNYANGKNH
AAYSKWNQTT IDNLKNKYSY| NVDMSGAQVA [TTENCKLTCT ESDITDIKNK DLIETCCCDT
[LLKSSFDNGA GGLVENDKKT YRVNGDDETE [KGAGVDTRNG |STVEWNIRYD [NKDNLHKIGD
|GTLDVRKTON |TNLKTGEGLV | ILGAEKTENN IYITSGDGTV RLNAENALSG GEYNGIFFAK
NGGTLDLNGY NQSENKIAAT DSGAVITNTS TKKSILSLNN TADYIYHGNI NGNLDVLQHH
ETKKENRRLI| [LDGGVDTTND |ISLRNTQLSM (QGHATEHATY RDGAFSCSLP [APMRFLCGSD
YVAGMONTEA DAVKQONGNAY KTNNAVSDLS [QPDWETGTEFR FGTLHLENSD FSVGRNANVI/
[CDIQASKSNT) (TTCDTTAVID [LHACKNITCD [CECFRONIVR GNSQGETLFT GGITAEDSTI
VIKDKAKALF [SNYVYLLNTK ATIENGADVT TQSGMEFSTSD ISISGNLSMT GNPDKDNKFE
PSIYLNDASY LLTDDSARLV AKNKASVVGD (THSTKSASIM [FGHDESDISO ([ESDRTSKCIA
LGLLGGFDVS [YRGSVNAPSA SATMNNTWWQ LTGDSALKTL KSTNSMVYET DSANNKKEHT
[CTVDELATSN [SAYAMRTNLS| [ESDKEEVKKH [ISGENNILLV DFLOKPTPEK QLNIELVSAP
KDTNENVFKA SKQTIGESDV [TPVITTRETD DKITWSLTGY NTVANKEATR [NAAALFSVDY

[KAFLNEVN

o-TOF MS
Q-TOF MS 95% Sequenzabdeckung
[ beide Geréte

Abbildung 31: Mittels PMF ermittelte Sequenzabdeckmg von tryptisch-verdautem EspP.

3 ug aufgereinigtes EspP wurden im Gel tryptisaldaet, chemisch modifiziert, extrahiert und
aufgereinigt. Blau unterlegt sind die Fragmente #spP, die ausschliel3lich mittels MALDI-o-
TOF MS detektiert wurden. Griin unterlegt sind digotischen Fragmente, die ausschlieflich
mittels nanoESI Q-TOF-Massenspektrometrie idenifizwerden konnten. Mit jeweils beiden
Geraten konnten die rot unterlegten Fragmente tletekverden. Fir die UV-MALDI-o-TOF
Praparation wurden 0,5 pl des Uber ZipTips aufgeytn und konzentrierten Verdaus mit 1 pl
DHB gemischt und auskristallisiert. Vier ul desgareinigten Verdaus wurden mit 4 ul MeOH
und 1 ul HCOOH gemischt und fiir die Elektrospragpmendet.

Wie in Abbildung 31 dargestellt, konnten 614 der 968 AS, was eineu&ezpbdeckung

von 63,4% der Aminosauresequenz entspricht, mitddmeiTechniken identifiziert
werden, 120 von 968 AS (12,4%) ausschlief3lich tsitteTOF MS und 185 von 968
AS (19,1%) mittels Q-TOF MS. Fur das Gesamtmoldaiinte somit mit 919 von 968
AS eine Sequenzabdeckung von 95% des 107 kDa giifdéeinserzielt werden. Eine

solch hohe Abdeckung erlaubt, neben der sicherentifizierung des Proteins, falls

von Interesse, eine sehr gezielte Suche nach postitionalen Modifikationen des

Molekiils.

Das Ergebnis der UV-MALDI-o-TOF Messungen wurde miber Datenbanksuche

Uber ALDENTE ¢eptide mass fingerprinting tqolExPaSy) und mit Hilfe des

Programms ProteinProspector (v5.2Jajversity of Californid verifiziert. Die nanoESI

Q-TOF MS Ergebnisse wurden lber Tandem-MS Expetieneqon ausgewahlten

Signalen bestatigt (Daten nicht gezeigt).
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7.1.4 Cdt

Die gelelektrophoretisch getrennten und nach Cosmas Blau-Farbung
ausgeschnittenen Proteinbanden von CdtA, B und @ewvon Frau PD Dr. Martina
Bielaszewska zu analytischen UntersuchungszweckenVerfigung gestellt. Die
Proteine wurden mit ACN getrocknet, chemisch magift und anschlief3end tryptisch
verdaut. Nach Extraktion und Aufreinigung wurdere dPeptidgemische in einer
Vakuumzentrifuge eingeengt und in 10 pl 50%igem A@Buspendiert. 0,7 pl dieses
Ansatzes wurden mit 1 pl DHB auskristallisiert umittels UV-MALDI-o-TOF MS
vermessen. Die Ergebnisse der UV-MALDI-o-TOF MS &xmente wurden mittels
Datenbanksuche tber ALDENTRdptide mass fingerprinting tqdExPaSy) und unter
Zuhilfenahme des Programms ProteinProspector @512niversity of California

Uberprift und verifiziert.
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Beispielhaft fur die PMF, welche zum Strukturbewaes verschiedenen Untereinheiten
des Cdt-Holotoxins durchgefuhrt wurden, sind digdbnisse des CdtB-Verdaus in der
nachfolgendembbildung 32 dargestellt und imabelle 15aufgelistet.

Intensitat [rel. E.]

1000 1500 2000 2500 3000
m/z

Abbildung 32: UV-MALDI-o-TOF Spektrum des mittels | n-Gel-Verdau von
CdtB erhaltenen PeptidgemischesDas Gemisch der tryptischen Peptide wurde
nach Verdau und Aufarbeitung eingedampft und in |10 50%igem ACN
resuspendiert. 0,7 ul dieses Ansatzes wurden miul1 DHB vermischt,
auskristallisiert und mittels UV-MALDI-o-TOF MS weressen. Die arabischen
Ziffern bezeichnen die identifizierten Peptidfragnee von CdtB. Mit Try sind
Autoproteolysefragmente von Trypsin gekennzeichnet.

Nach tryptischem Verdau der CdtB-Untereinheit kenn20 Fragmente mit insgesamt
214 von 269 AS identifiziert werden, was einer Smwpabdeckung von 79,6%
entspricht. Die intensivsten Signale des Spektriorten, mit Ausnahme von zwei
Autoproteolysefragmenten des Trypsins, der CdtBuSeg zugeordnet werden. Die
folgende Tabelle 15 gibt Aufschlul® Uber die genaue Zuordnung der iflemtrten
Signale zu den entsprechenden AS-SequenzaussolaeteCdtB.
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Tabelle 15:Mittels UV-MALDI-o-TOF MS detektierte Peptidsignal®n CdtB nach Trypsin-Verdau.

M/Zheor.  MiZyp, iibersprungene

Peak Position  Modifikation g phictellen Sequenz
[M+H] ™ [M+H]"

1 985.58 98559  114-122 0 (R)VNLALVSNR(Q)

2 1034.64 1034.65 76-85 0 (R)VIPSPGIPVR(E)

3 1049.62 1049,63 135-144  pyro-Glu 0 (RYQGGRPLLGIR(l)

4 1066.65 1066.66 135-144 0 (R)QGGRPLLGIR(I)

5 141177 141178 123-134  pyro-6lu 0 (R)YQADEVFVLRPVR(Q)

6 1428.80 1428.81 123-134 0 (R)YQADEVFVLRPVR(Q)

7 1579.72 1579.72  255-268 1Metdox 0 (R)TQMSSDHYPVGVSR(R)

8 1595.83 1595,83 196-209 0 (R)EPDDLEVNLTVPVR(N)

9 1604.82 1604.82 145-159 0 (R)IGNDAFFTAHAIATR(N)

10 1663.83 1663.83 25-40 0 (R)VATWNLQGASATTESK(W)

11 1735.82 1735,82 254-268 1Metox 1 (RIRTQMSSDHYPVGVSR(R)

12 1735.82 1735,82 255-269 1Metox 1 (R) TQMSSDHYPVGVSRR(-)

13  1830.93 1830.94 210-226 0 (R)NASEIIFPAAPTQTSDR(

14 1870.90 1870.90 160-175 0 (R)NNDAPALVEEVYSFFR(D

15 1891.92 1891,88 254-269 1Metox 2 (RIRTQMSSDHYPVGVSRR(-)

16  2026.00 2026,07 179-195 0 (R)DPVHQAINWMILGDFNER(

17 2446.25 2446,19 25-46 1 (R)VATWNLQGASATTESKWNIR(Q)

18 2837.51 2837,53 227-253 0 (R)TLDYAVAGNAVAFRPRBAGIVYGAR(R)
19  2878.44 2878,50 47-75 pyro-Glu 0 (R)QLISGENAVDILAVQEAGSPPSTAVDTGR(V)
20 2895.47 2895.44 47-75 0 (R)QLISGENAVDILAVQEAGSEPTAVDTGR(V)

Yim 1-Buchstabencode
Glutamin zu Pyroglutamat
Soxidiertes Methionin

Der ermittelte Fehler zwischen experimentellen timebretischerm/zWerten lag bei
den durchgefiihrten Messungen bei unter 35 ppm. gbaghische Zuordnung der
Sequenzen fur das gesamte Protein igbhildung 33 gezeigt.

1-60 MKKYIISLIV FLSFYAQADL TDFRVATWNL QGASATTESK WNINVROLIS| GENAVDILAV
61-120 [QEAGSPPSTA VDIGRVIPSE EIPVRELIWN LSTNSRPQQV YIYFSAVDAF GGRVUNEALVS
121-180 NRQADEVEVL RPVRQGGRPL LGIRIGNDAF FTAHAIATRN NDAPALVEEV YSFFRDSRDP
181-240 VHQAINWMIL GDFNREPDDL EVNLTVPVRN ASEIIFPAAP TQTSQRTLDY AVAGNAVAFR

241-269 [PFPLOAGIVY (GARRTQMSSD [HYPVGVSRR 79,6% Sequenzabdeckung

Abbildung 33: Sequenzabdeckung von Trypsin-verdaut® CdtB. Ca. 1 pg
aufgereinigtes CdtB wurde im Gel tryptisch verdashemisch modifiziert,
extrahiert und Uber ZipTipC18-Chromatographie ardipggt. Fir die Praparation
wurden 0,5 pl des aufgereinigten Verdauansatzeslmii DHB gemischt und
auskristallisiert. Rot unterlegt sind die idenidizen Verdaufragmente von CdtB.

214 der 269 AS des CdtB wurden nach In-Gel-Verdaassenspektrometrisch
identifiziert. Dies entspricht einer Sequenzabdegkwon 79,6% des 29,753 kDa
grol3en Proteins. Das CdtA wurde mit 126 von 258(A%8%) bei einer Grol3e von
27,845 kDa in seiner Identitat bestétigt, das Cdti€ 56 von 181 AS (30,9%) bei
19,974 kDa (Daten nicht gezeigt).
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7.15 SfpA

Die Coomassie Blau-gefarbten Banden zum massemspeltischen Strukturbeweis
der SfpA-Untereinheit aus aufgereinigten Sfp-Fimbrwurden von Frau Dipl. Biotech.
Anne Musken zur Verfigung gestellt. Da in der Ans@oresequenz der SfpA
Untereinheit nur wenige Trypsin-Schnittstellen vamrtlen sind, wurden zwecks hoherer
Sequenzabdeckung ein Einzelverdau mit Trypsin s@inekombinierter Verdau mit
Trypsin und der Endoproteinase Glu-C durchgefufiripsin schneidet C-terminal
hinter Arg und Lys, Glu-C hingegen C-terminal hmtéien beiden sauren Aminosauren
Asp und Glu. Nach dem Verdau wurden die Probenefsitt)V-MALDI-o-TOF MS
vermessen. Dien/zWerte mit den zugehoérigen Fragmenten aus beiderANSAtzen
des Trypsin- sowie Trypsin- und Glu-C-Verdaus simd Tabelle 16 summarisch

aufgelistet.

Tabelle 16: Summarische Auflistung der mittels UV-MALDI-o-TOMS identifizierten Peptidsignale
von SfpA nach Trypsin- sowie Trypsin- und Glu-C-tau.

M/ Zneor. M/ Zxp. Ubersprungene

) . Position ~ Modifikation ‘g itetellen  S€duenz

[M+H] [M+H]

659.4 659.4 153-159 0 AIGGTLK

861.5 861.4 73-79 1 IKLVNC[®

862.5 862.5 111-119 0 TGTAVVVS[E
911.5 911.5 146-152 1 YSTWVKK
999.6 999.6 137-145 0 LQAGDNILR
1138.6 1139.% 58-68 Dearh 1 AHLEANZ2GISVK
1145.6 1145.6 73-81 CAMC 1 IKLVNCDVK
1381.7 1381.8 91-103 0 VSFTGTTINSQVK
1407.8 1407.8 142-152 2 NILRYSTWVKK

1488.8 1488.7 70-81 CAM 1 DLDIKLVNCDVK

1690.8 1690.8 160-174 EGDFTAVANFNLTY[E

1799.0 1798.9 52-68 FGQISKAHLEANGISVK

2701.4 2701.3 32-57 GIIINAPCGIAPESADQSIDFGQISK

3067.5 3067.5 104-136 ELGTAGDTGTAVVVSEASGNLVSFDGVAGSATK

NN

‘im 1-Buchstabencode
’Desamidierung von Asparagin
3Caramidomethylierung von Cystein

Die Schnittstellen der Protease Trypsin (R = Ard uk = Lys) sind in Grau markiert,
die Fragmente, die zusatzlich durch den Einsatz Eleloprotease Glu-C erzeugt
wurden (D = Asp und E = Glu) sind in Schwarz mitiez Schrift unterlegt. Die
summe aller detektierten und identifizierten Fragtaeeergibt die inAbbildung 34
gezeigte 81%ige Sequenzabdeckung flr SfpA.
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1-60 MKKTILGLII SFGLCSAVNA ASQGQGIINF KGIIINAPCE TAPESADOST DFCOTSKAHL
61-120 EANGISVKKD LDIKLVNCDV KELASTGSVK VSFTGTTINS QVKELGTAGD TGTAVVVSEA

121-174 SGNLVSFDGV AGSATKLOAG DNILRYSTWV KKAIGGTLKE GDFTAVANFN LTYE

81,0% Sequenzabdeckung

Abbildung 34: Sequenzabdeckung von Trypsin und Trypin/Glu-C-verdautem
SfpA nach summarischer Auflistung der identifizierten Fragmente.Ca. 0,5 ug
gelelektrophoretisch getrenntes SfpA wurde im Ggbptisch verdaut, chemisch
modifiziert, extrahiert und Uber ZipTipC18-Chromgttaphie aufgereinigt. Fur die
Préaparation wurde 1 pl des aufgereinigten Verdataes mit 1 pl DHB gemischt

und auskristallisiert. Rot unterlegt sind identdize tryptisch-verdaute Fragmente
von SfpA.

Mit Hilfe der Kombination von zwei Verdauansétzenduder insgesamt erzeugten
Peptidfragmente konnten 14 Fragmente, die 141 vbh AS erfassten, identifiziert

werden. Dies entspricht einer Sequenzabdeckun@i®nder 17,93 kDa grof3en SfpA-
Untereinheit.

Die Ergebnisse der UV-MALDI-o-TOF MS Experimente nden mit einer
Datenbanksuche Uber ALDENTEpgptide mass fingerprinting tqgoExPaSy) sowie

Uber das Programm ProteinProspector (v5.Qrilyersity of California Gberprift und
verifiziert.
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7.1.6 EibG

Ein Gesamtproteinextrakt als coli 3671/97 wurde von Dr. Barbara Ohder in zwei
parallelen Ansatzen per SDS-Gelelektrophorese mgtreDer Kontrollansatz wurde
mittels Western-Blot und anschlieBender Immunfagoumit einem Anti-EibG-
Antikorper angefarbt, so dass Uber einen Hoheneelgldes EibG im Gel bestimmt
und die korrespondierende Bande aus dem origin@eh ausgeschnitten werden
konnte. Die Coomassie Blau-gefarbte Bande wurdehtie€end mittels PMF und
MALDI-o-TOF MS analysiert. Das resultierende Spekir der MS-Analyse des

Verdaus ist imbbildung 35 gezeigt, die identifizierten Peptidfragmente smdabelle 17

aufgelistet.
kDa
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Abbildung 35: MALDI-TOF Massenspektrum von Trypsin-verdautem EibG. Die zur
EibG-Immunfarbung korrespondierende Bande aus dexsam@tproteinextrakt aulk. coli
3671/97 E. col) wurde aus dem SDS-Gel ausgeschnitten, getrockhetisch modifiziert
und Uber Nacht mit Trypsin verdaut. Der tryptisctierdau wurde nach Extraktion und
Aufarbeitung eingedampft und in 10 pl 50%igem AG¥uspendiert. 0,7 pl dieses Ansatzes
wurden mit 1 pl DHB vermischt, auskristallisiert duim o-TOF MS vermessen. Die
arabischen Ziffern bezeichnen zugeordnete Fragnuegdryptischen Verdaus von EibG. Mit
Try sind Autoproteolysefragmente von Trypsin bestdtr Zum GroRRenvergleich wurde ein
Proteinmarker verwendet (Marker).
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Es konnten 35 der detektierten Signale Sequenz&atgn von EibG zugeordnet
werden, was 265 von 508 AS und somit einer Seqlelerkung von 52,2% entspricht.
Aufgrund der nur schwach Coomassie Blau-gefarbtamdB muss von einer sehr
geringen Proteinmenge  ausgegangen  werden, was  diehlreizhen
Autoproteolysefragmente von Trypsin erklart (vghbildung 35). Da die eingesetzte
Menge des Trypsins im Verhéltnis zur Grol3e des tGedes steht und nicht in
Abhangigkeit zur Menge des zu analysierenden Rrateerhoht eine eine geringe
Proteinkonzentration die Wahrscheinlichkeit, dask die Enzymmolekile gegenseitig
verdauen. Das nach Gensequenz 54 kDa grol3e Eib@ dglr Gelelektrophorese bei
einem Molekulargewicht von ca. 200 kDa detektiestaen, so dass fur das EibG eine
Tetramer-Struktur postuliert wird (Ohder 2009). Dikentifizierten EibG-Fragmente
sind in der nachfolgendermabelle 17 aufgelistet und ihren Sequenzen zugeordnet. Die

graphische Darstellung der Sequenzabdeckung igiftiung 36 gezeigt.
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Tabelle 17: Mittels UV-MALDI-o-TOF MS detektierte Peptidsigralvon EibG nach Trypsin-
Verdau.

Peak M/ Zneor M/ Position Modifikation Lg;{ﬁﬁ{;gﬁ:g Sequenz
[M+H]* [M+H]*

1 881,40 881,39 65-72 0 SSGWGTMR

2 897,39 897,39 65-72 1 Met“ox 0 SSGWGTMR

3 978,48 978,48  414-421 pyroGlu 0 QLQEHNAR

4 988,52 988,42  270-279 0 NSVALGANSR

5 995,50 99549  414-421 0 QLQEHNAR

6 1132,57 1132,56  404-413 0 NTQAIQSNTR

7 1225,65 1225,65 35-45 0 DSGLPFYSVLK

8 1385,78 1385,78  373-386 0 TLAVNDGLVALSGR

9 1530,80 1530,77  387-400 2 TDRIDAAVGSVDRR

10 1538,77 1538,66  111-124 2 DFARMAAGLRTSDK

11 1556,70 1556,71 46-59 0 EADASHVTYGSTYR

12 1570,76 1570,77  158-172 pyro&lu 0 QSAFIASGPRPEGDR

13 1571,76 1571,80 65-78 1 Metox 1 SSGWGTMRYVLNGK

14 1578,74 1578,76 60-72 1 Met?ox 1 IYYNKSSGWGTMR

15 1585,82 1585,80  97-110 0 DNSIAYTVHEPVLK

16 1587,79 1587,79  158-172 0 QSAFIASGPRPEGDR

17 1681,95 1681,94  143-157 0  VNNLSNTINPEILK

18 1703,86 1703,85  324-338 1 VKDSVEQLAQDTNTR

19 1704,85 1704,93  414-427 pyro&lu 1 QLQEHNARLNSQQR

20 1721,88 1721,87  414-427 1 QLQEHNARLNSQQR

21 1771,93 1771,94  302-319 0  VLGGLSDGTRPSDAATVR
22 1863,94 1863,94  354-372 1 TTVGVNSDGTLTRAEGASK
23 1941,92 1941,93  280-296 1  TTRDNEVYIGYEAEPGK

24 1945,92 194589  283-299 1 DNEVYIGYEAEPGKAYK

25 2029,08 2029,10  300-319 1  TRVLGGLSDGTRPSDAATVR
26 2075,06 207505  97-114 1 DNSIAYTVHEPVLKDFAR

27 2184,24 218423  139-157 1 IFNKVNNLSNTINPEILK

28 2185,08 218521  320-338 pyro&lu 2 QVDRVKDSVEQLAQDTNTR
29 2202,11 2202,05  320-338 2 QVDRVKDSVEQLAQDTNTR
30 2203,07 2203,04  283-301 2 DNEVYIGYEAEPGKAYKTR
31 2304,11 2304,14  280-299 2  TTRDNEVYIGYEAEPGKAYK
32 2340,34 2340,31  138-157 2 RIFNKVNNLSNTINPEILK
33 2741,45 2741,37  373-399 2 TLAVNDGLVALSGRTDRIDAAVGSVDR
34 2756,41 2758,36  73-96 Dearh 1 YVLN *“GKDETLFNFDQEGNIIVLSK
35 2763,33 2763,26 35-59 1 DSGLPFYSVLKEADASHVTYGSTYR

Tim 1-Buchstabencode
2oxidiertes Methionin

3 Glutamin zu Pyroglutamat
“Desamidierung von Asparagin

Der ermittelte Fehler zwischen experimentellen timebretischerm/zWerten lag bei

den durchgefiihrten Messungen bei unter 102 ppm.

Die Ergebnisse der

UV-MALDI-o-TOF MS Experimente rden mit einer

Datenbanksuche Uber ALDENTEpgptide mass fingerprinting tqoExPaSy) sowie

Uber das Programm ProteinProspector (v5.Qrilyersity of California Gberprift und

verifiziert.
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Eine graphische Zuordnung der identifizierten Segfragmente, die aus der PMF-
Analyse resultieren, ist in der nachfolgendemildung 36 dargestellt. In Rot unterlegt
sind die einzelnen Sequenzabschnitte, die mittafsMALDI-o-TOF MS detektiert

und anschlieBend per Datenbanksuche als EibG-Fragmerifiziert werden konnten.

1-60 MSKKFTMTLL SSSLGGLLLG ISSGVLAQEL PPIKDSGIPE ¥SVIKEADAS] HVTYGSTYRI

61-120 YYNKSSGWGT MRYVLNGKDE TLFNFDQEGN IIVLSKDNSI AYTVHEPVLK DFARMAAGLR
121-180 [ESDKENGKHQ VDEEEVRREE NKVNNLSNTY INPETLKOSA [ETASCPRPEG DRLVQASAAG
181-240 EFALAVGTGA RADKKFATSV GSWSAASGQQ SVALGGGTYA YADASTALGS VAFVDNTATY
241-300 GTAVGNRAKV DKDATEGTAL GAKATVTNKHN [SVALCANSRT FRONEVYICY EABPCRAYRT
301-360 RVLGGLSDGT RPSDAATVRQ VDRVKDSVEQ LAQDTNTRLV VEAKKSREYT DSRTTVGVNS
361-420 DGTLTRAEGA SKTLAVNDGL VALSGRTDRI DAAVGSVDRR VTKNTQAIQS NTRQLOEHNA
421-480 [RENSOORQIR ENHEEMKRAA AQSAALAGLF QPYSVGKFNA TAALGGYSDK QAIAVGVGYR
481-508 FNEQTAAKAG IAASDGDVSY NMGVNFEF 52,2% Sequenzabdeckung

Abbildung 36: Sequenzabdeckung von Trypsin-verdaut® EibG. Aus einem
gelelektrophoretischetrennten Gesamtproteinextrakt &iscoli 3671/97 wurde die
Coomassie Blau-gefarbte EibG-Bande im Gel tryptisebrdaut, chemisch
modifiziert, extrahiert und tber ZipTipC18-Chromgttaphie aufgereinigt. Fur die
Préaparation wurde 1 pl des aufgereinigten Verdataes mit 1 pl DHB gemischt
und auskristallisiert. In Rot unterlegt sind dieeritifizierten Peptidfragmente des
tryptischen Verdaus von EibG.
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7.2 Neutrale GSL aus Endothelzellen

Nach der Strukturidentifizierung der Pathogenititgiren Stx1, Stx2, EHEC-hly,
EspP, Cdt, SfpA und EibG aus EHEC mittels PMF undlLiaI-TOF MS konnten nun
Bindungs- und Interaktionsstudien durchgefuhrt vwardm die Interaktionen von Stx1
und Stx2 mit ihren Rezeptor-GSL genauer zu charigieeen, wurden zunéachst die
GSL aus HBMECs und EA.hy 926 Zellen, spater aus B@bKapitel 7.3) und aus

humanem Plasma (vdapitel 7.4) untersucht.

Um nGSL aus humanen Endothelzellen zu charaktegisi@vurden Interaktionsstudien
mit intakten Zellen mittels Immunfluoreszenz durefighrt. Mit GSL-Isolaten aus den
Zellen fand zunéchst anhand von DC-Overlay-Assay®e ddentifizierung der

Einzelkomponenten, insbesondere der Stx-Rezeptorajit und es erfolgte
anschlielBend eine exakte Strukturaufklarung mitE Q-TOF MS Analysen. Die

Ergebnisse werden im Folgenden beschrieben.

7.2.1 Immunfluoreszenzmikroskopie von nGSL aus Endo  thelzellen

Zunachst wurde die GSL-Expression auf den Endothetz mittels Immunfluoreszenz
untersucht. Daflr wurden zwei EndothelzelllinienBMEC und EA.hy 926, in
Kulturkammern direkt auf Glasobjekttragern kultizi@eind mit verschiedenen Anti-
GSL-Antikérpern sowie Kombinationen aus Stx1 undiAtx1-Antikérpern inkubiert.
Die Fluoreszenzfarbung erfolgte tber einen DTAFjkgierten Sekundarantikorper,
womit die Bindung des Primarantikérpers bzw. degifi® an GSL gezeigt wird. Die
immunfluoreszenzmiskroskopischen Aufnahmen sindbisildung 37 fir HBMECs und
in Abbildung 38 fir EA.hy 926 Zellen gezeigt.
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Abbildung 37: Immunfluoreszenzmikroskopie von nGSL in HBMECs.
Dargestellt sind die fluoreszenzmikroskopischen naliimen zum Nachweis von
Lc2Cer und nGSL der Globoserie in HBMECs. Es wurdeti-Lc2Cer-, Anti-
Gb3Cer- und Anti-Gb4Cer-Antikdrper verwendet soeire Kombination aus Stx1
und einem Anti-Stx1-Antikérper. Links ist die Immfluoreszenzfarbung (IF)
mittels DTAF-Konjugat zu erkennen, rechts die Zetlarbung mit einem
Nukleinséaure farbenden DNA-Farbstoff (DAPI).

Die Immunfluoreszenzfarbung der nGSL der Globossawie der Vorlauferstruktur
Lc2Cer in HBMECs ergab fir Lc2Cer (vghbbildung 37: Lc2) eine schwache bis
moderate Farbung und fir Gb3Cer und Gb4Cer @utlidung 37: Gb3 und Gb4) eine
moderate bis starke Farbung. Die korrespondierdf@®ung mit Stx1 und einem
monoklonalen Anti-Stx1-Antikdrper ergab ebenfaliseemoderate bis starke Farbung.

Die Zellkernfarbung mit DAPI verdeutlicht, dasseallellen gefarbt wurden.
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EA hy 926 cells

Abbildung 38: Immunfluoreszenzmikroskopie von nGSL in EA.hy 926 2llen.
Dargestellt sind die fluoreszenzmikroskopischen naliimen zum Nachweis von
Lc2Cer und nGSL der Globoserie in HBMECs. Es wurdeti-Lc2Cer-, Anti-
Gb3Cer- und Anti-Gb4Cer-Antikoérper verwendet sowiee Kombination aus dem
Stx1 und einem Anti-Stx1-Antikorper. Links ist dimmunfluoreszenzfarbung (IF)
mittels DTAF-Konjugat zu erkennen, rechts die Zatikollfarbung mit einem
Nukleinséaure farbenden DNA-Farbstoff (DAPI).

EA.hy 926 Zellen wiesen fir Lc2Cer und Gb3Cer aitagke (vglAbbildung 38 Lc2 und
Gb3), fur Gb4Cer hingegen eine extrem schwacheulr@riuf (vgl.Abbildung 38 Gb4).
Die korrespondierende Farbung mit Stx1 und einemnakionalen Anti-Stx1-
Antikorper zeigte analog zum Gb3Cer-Nachweis ellsnégne starke Farbung. Bei der
DAPI Zellkernfarbung ist zu erkennen, dass beim iAoRCer-Test alle Zellen
homogen angefarbt wurden, in der Anti-Gb3Cer-Fagbhimgegen einige Zellen eine
sehr starke Farbung aufwiesen, andere jedoch sblwash leuchteten. Im Falle von
Gb3Cer muss folglich von einer inhomogenen Vertgjlgesprochen werden.
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7.2.2 Polymerasekettenreaktion von Glykosyltransfer ~ asen aus humanen
Endothelzellen

Um die in den Immunfluoreszenzfarbungen ersichélidiehlende Expression von
Gb4Cer in EA.hy 926 Zellen gegenuber den HBMECsrkliaren, wurde im Folgenden
eine RT-PCR durchgefihrt, um die Expression derdigr Synthese der Globoserie-
GSL verantwortlichen Glykosyltransferasen nachzsem Dazu wurde mRNA aus
beiden Zelllinien extrahiert, in cDNA transkribieuind schliel3lich mit spezifischen
Primern amplifiziert. Die gegebenenfalls vorhanden@mplifikate wurden mittels
Gelelektrophorese getrennt und mit Ethidiumbromahtbar gemacht. Das Ergebnis
der RT-PCR zeighbbildung 39.

GlcCer
= SR
Lc2Cer
175 bp — =m — a1,4-GalT ’
Gb3Cer
| —p1,3-GalNACT
Gb4Cer

Abbildung 39: PCR von Glykosyltransferasen in HBMECs und EA.hy 98 Zellen. Die
Agarosegelelektrophorese von PCR-Produkten erfolgtie DNA aus HUVECs als
Positivkontrolle. Zu erkennen sind die jeweiligdir die f1,4-Galaktosyltransferasg,4-
GalT), al,4-Galaktosyltransferase1,4-GalT) undB1,3-N-Acetyl-Galaktosaminyltransferase
(B1,3-GalNACT) spezifischen PCR-Amplifikate mit 91175 und 125 Basenpaaren (bp). Diese
synthetisieren die GSL ausgehend vom GlukosylcatdflcCer) als Vorlauferstruktur, Gber
das Laktosylceramid (Lc2Cer), bis zu den Globoséigt. Globotriaosylceramid (Gb3Cer)
und Globotetraosylceramid (Gb4Cer).

Die PCR von Glykosyltransferasen, die fur die Sgsth der Globoserie-GSL
verantwortlich sind, ergab im Falle der HBMECs enpsitives Signal bei allen
Transferasen bis hin zus1,3N-Acetyl-Galaktosaminyltransferase. Die EA.hy 926

Zellen hingegen besitzen ebenso wie die HBMECS3did-Galaktosyltransferase zur
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Synthese des Laktosylceramids und dig4-Galaktosyltransferase zur Synthese von
Gb3Cer, nicht jedoch di@l,3-N-Acetyl-Galaktosaminyltransferase, um Gb4Cer zu
synthetisieren. Hier lieferte die PCR ein negati#gebnis (vgl.Abbildung 39). Als
Kontrolle dienten die bereits in mehreren Arbeitemersuchten HUVECs (Gillard
1987, 1991, 1993, Mithing 1999), welche alle drairiEferasen exprimieren.

7.2.3 Dunnschichtchromatographie

Fur einen Vergleich der GSL-Zusammensetzungen @MEC und EA.hy 926 Zellen
wurden zusatzlich zur IF (vgl.Kapitel 7.2.1) dunnschichtchromatographische
Trennungen durchgefiihrt und anschlieRend versamed&rbetechniken fir deren
Nachweis durchgefiihrt. Der Uberblick tiber den Geszaltextrakt wurde mittels einer
Gesamtzuckerfarbung der DC-getrennten GSL mit Oecstellt (vgl.Abbildung 40 a).
Der exakte Vergleich der Einzelsubstanzen erfothiech Overlay-Assays mit Anti-
GSL-Antikdrpern bzw. Stx und Anti-Stx-Antikrpemd]. Abbildung 40 b bise).

a TSN o) c d e
- ILc2 ——— alc2
- 1Gb3 = W - oo - @ W 1cu3
e
& 1Gb4 - - 1Gb4 JGb4
. W 1GM3
1GM2
O o std O o Std O © Std O o std O o std
g Fs £ s £
& & & <& &

Abbildung 40: Dunnschichtchromatographie von nGSL aus HBMEC und R.hy 926
Zellen. (a) Orcin-Farbung von GSL-Extrakten korrespondierend2 x 168 Zellen aus
HBMEC und EA.hy 926 Zellenb] Nachweis von Lc2Cer in HBMEC und EA.hy 926 (je
210° Zellen). €) Gb3Cer in HBMEC und EA.hy 926 (jel®° Zellen) und @) Gb4Cer in
HBMEC und EA.hy 926 (je 50° Zellen). €) Detektion von Stx-Rezeptoren in HBMEC
und EA.hy 926 (je 40° Zellen). Die applizierten Referenzmischungen (Stasprechen
20 pg & unde) sowie 5 pglf-d) nGSL aus humanen Erythrozyten (JM10/80).

GSL weisen nach dunschichtchromatographischer Tremnund anschlieRender
Farbung ein typisches Doppelbandenmuster auf. Bieged durch den variablen
Fettsaureanteil in den GSL hervorgerufen. Kurzgettettsauren enthaltende GSL sind
polarer als solche mit langkettigen Fettsaurendass sie starker mit dem Kieselgel
interagieren und dadurch retardiert werden.
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Nach Farbung der Zucker mit Orcimbpildung 40a) ist zu erkennen, dass beide
Zelllinien eine geringe Menge an Monohexosylceralbraditzen. Das Lc2Cer hingegen
ist zwar in beiden Zelllinien vorhanden, in den BYA926 Zellen jedoch im Vergleich
zu den HBMECs wesentlich starker exprimiert. DieBestatigt auch der Test mittels
anti-Lc2Cer-AK @bbildung 40b). Gb3Cer, der Haupt-Shiga Toxin-Rezeptor ist ilnbe
Zelllinien stark prasent. Auch dieses wird durcé Overlay-Assays bestatigtopildung

40 c unde). Der Hauptunterschied der beiden Zelllinien watkkrdings durch den Test
mit anti-Gb4Cer-AK ersichtlichApbildung 40d). Hier ist eine starke Expression in den
HBMECs und lediglich eine extrem schwache Farbuegden EA.hy 926 Zellen zu
erkennen. Die prozentuale Verteilung der nGSL debGserie in den Endothelzellen
liegt bei 9,8% MHC, 11,6% Lc2Cer, 42,1% Gb3Cer w85% Gb4Cer fur die
HBMECs sowie 4,3% MHC, 45,9% Lc2Cer, 49,7% Gb3Qw 0,1% Gb4Cer fir die
EA.hy 926 Zellen. Die Quantifizierung erfolgte deasetrisch mit den GSL nach
Orcinfarbung.

7.2.4 Massenspektrometrie von nGSL aus Endothelzell  en

Neben den immunchemischen Detektionsverfahren zareporcharakterisierung
wurden in dieser Arbeit massenspektrometrische y&seal durchgeftuhrt, um die aus
den Antikorper-Tests gewonnenen Ergebnisse tUbedg8ie Epitopstruktur mit genauen
und exakten Strukturdaten zum Oligosaccharid- uach@idanteil der GSL-Molekile
zu unterstitzen. Dazu wurden die immunchemischrigefa Banden des DC-Overlay-
Assays aus dem Kieselgel abgekratzt, die GSL daexisahiert und fur die

Massenspektrometrie prapariert.
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Abbildung 41: nanoESI-Q-TOF Massenspektren von St¥Anti-Stx1-detektierten
Gb3Cer-Spezies aus HBMECs(A) MS1-Massenspektrum von Gb3Cer aus HBMECs.
(B) Tandem-MS-Massenspektrum von Gb3Cer (d18:1, G16# m/z 1046,68. C)
Fragmentierungsschema von Gb3Cer (d18:1, C16:0)r BE€ getrennte und
immunchemisch gefarbte GSL korrespondierend 20°%ellen wurden von der Platte
abgekratzt, extrahiert, eingedampft und in 30 plOWeresuspendiert. Fur die Messung
wurden 4 pl des Ansatzes verwendet und mit 4 pl Me@d 1 pl HCOOH gemischt. Der
gestrichelte Kasten deutet den extrahierten BergetDC-Platte an; der Pfeil weist auf die
Ghb3Cer-Spezies, die per Tandem-MS untersucht wurderne Fragmentierungen und
Ringspaltungen sind mit einem * markiert.

Die per DC getrennten und im Overlay-Assay mit Stdetektierten Gb3Cer-Spezies
aus HBMECs wurden durch Chloroformextraktion vorexi®jum befreit und mit einem
Skalpell abgekratzt. Die GSL wurden anschlie3enttetai C/M/W (30:60:8, v/v/v)
extrahiert, eingedampft und in 30 pl MeOH resuspahd-ir die MS-Messung kamen
4ul dieses Ansatzes gemischt mit 4 pl MeOH und H@EOOH zum Einsatz.

Wie Abbildung 41 zu entnehmen ist, konnten sowohl protonierte athanit Natrium
kationisierte Molekilspezies der drei HauptkompaeenGb3Cer (d18:1, C16:0) bei
m/z 1024,64 [M+H] und 1046,64 [M+Nd] (d18:1, C24:1) bein/z 1134,78 [M+H]
und 1156,76 [M+Nad] sowie (d18:1, C24:0) beain/z 1136,76 [M+H] und 1158,80
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[M+Na]” mittels nanoESI Q-TOF MS detektiert werden. Diel@kélspezies mit der
C22 Fettsaure wurde ausschlief3lich mit NatriumatiEtukachgewieserm(z 1030,74).
Dabei lagen die langerkettige Fettsduren-enthattend Molekule (d18:1,
C22:0/C24:1/C24:0) in etwa in aquimolarem Verhd&ltau den kurzkettigen Spezies
(C16:0) vor (vgl.Abbildung 41A). Der Anteil der mit Natrium kationisierten Spezigar
im gesamten Spektrum wesentlich hoher als der deomerten Molekulionen. Eine
vollstandige Liste der detektierten Molekulionen t mensprechenden GSL-
Strukturvorschlagen und den zugehorigen theoregisch/zWerten ist inTabelle 18

eaufgelistet.

Tabelle 18: Mittels nanoESI Q-TOF MS nachgewiesene Molekilioren Stx1-
detektierten Gb3Cer aus HBMECs und deren Struktsoldage.

m/z m/z
theoretisch experimentell Ladungszustanc Strukturvorschlag
1024,68 1024,64 [M+H] Gb3Cer (d18:1, C16:0)
1046,66 1046,64 [M+N3] Gb3Cer (d18:1, C16:0)
1130,75 1130,74 [M+N3] Gb3Cer (d18:1, C22:0)
1134,79 1134,78 [M+H] Gb3Cer (d18:1, C24:1)
1136,80 1136,76 [M+H] Gb3Cer (d18:1, C24:0)
1156,77 1156,76 [M+N3] Gb3Cer (d18:1, C24:1)
1158,79 1158,80 [M+N3] Gb3Cer (d18:1, C24:0)

Der ermittelte Fehler zwischen experimentellen timebretischerm/zWerten lag bei

den durchgefiihrten Messungen bei unter 40 ppm.
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Fur die Tandem-Massenspektrometrie (vglbildung 41B) wurde die Spezies mit der
héchsten Signalintensitat ausgewahlt, und zwar @b3@18:1, C16:0) [M+N4]
Samtliche Fragmente der B- und C-lonenserie vongddiccharidpart sowie die
kompletten Serien der das Ceramid enthaltendennd- 4+Serien konnten detektiert
werden. Zuséatzlich konnte bei/z 264 das N-lon nachgewiesen werden, welches ein
charakteristisches lon fur das Sphingosin ist. Dié einem Stern gekennzeichneten
Signale entsprechen den durch interne Ringspaltuagtstandenen Fragmenten der A-
Serie. Die Fragmente mit ihren dazugehorigéaWerten sowie die Ergebnisse fir die
Tandem-MS von Gb3Cer (d18:1, C24:0) sind Tabelle 19 aufgelistet.
Fragmentierungsschema zeigbbildung 41 C sowie die gesonderte Darstellung

Das

Abbildung 42 im Anschluf an die Tabelle.

Tabelle 19: Mittels nanoESI Q-TOF MS nachgewiesene Fragmeeatioron Stx1-
detektierten nGSL-Rezeptoren aus HBMECs und devaWerte.

Gb3Cer

S (d18:1, C16:0) (d18:1, C24:0)

% m/z1046.68 m/z1158.82

s
Fragmention m/zWerte m/zWerte
O4p, 305,09 305,08
02p, 467,17 467,15
Bi; C, 185,05; 203,05 185,03; 203,04
B,; C, 347,11; 365,11 347,10; 365,11
Bs; Cs 509,17; 527,16 509,15; 527,17
Yo, Zo 560,52; 542,48 672,66; 654,65
Y Zy 722,55; 704,55 834,72; 816,70
\O 884,62; 866,62 996,80; 978,79
N" 264,28 264,25

Abbildung 42: Fragmentierungsschema von Gb3Cer (d1&, C16:0). Dargestellt
sind die bei der Tandem-MS von Ghb3Cer (d18:1, COl&6i m/z 1046,68
identifizierten Spaltungen. Die internen Spaltungem Ringbriiche der A-Serie
(vgl. Tabelle 19 sind nicht ins Fragmentierungsschema aufgenommen.
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Abbildung 43: nanoESI-Q-TOF Massenspektren

1000

von St¥Anti-Stx1-

detektierten Gb3Cer-Spezies aus EA.hy 926 ZelleifA) MS1-Massenspektrum
von Gb3Cer aus HBMECsB} Tandem-MS-Massenspektrum von Gb3Cer (d18:1,
C24:0) beim/z 1158,83. C) Fragmentierungsschema von Gb3Cer (d18:1, C24:0).
Per DC getrennte und immunchemisch gefarbte GSkekpondierend zu BY
Zellen wurden von der Platte abgekratzt, extrah@ngedampft und in 30 ul MeOH
resuspendiert. Fir die Messung wurden 4 ul destaesaverwendet und mit 4 pl
MeOH und 1 pul HCOOH gemischt. Der gestrichelte Kagleutet den extrahierten
Bereich der DC-Platte an, der Pfeil weist auf dle3BGer-Spezies, die per Tandem-
MS untersucht wurde. Interne Fragmentierungen unddpaltungen sind mit einem

* markiert.

Von den DC-Platten der Overlay-Assays mit Stx-kktrten Gb3Cer-Molekulen aus
EA.hy 926 Zellen wurde durch mehrmaliges TaucherCioroform das Plexigum

entfernt. Die GSL wurden mit einem Skalpell abgekraanschliel3end mittels C/M/W
(30:60:8, v/viv) extrahiert, eingedampft und inBOMeOH resuspendiert. Fur die MS-
Messung kamen 4ul dieses Ansatzes gemischt mitMe@H und 1 pl HCOOH zum

Einsatz.
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Wie in Abbildung 43 dargestellt, konnten sowohl protonierte als audh Matrium
kationisierte Molekulspezies der Hauptkomponentdr3@er (d18:1, C16:0), ben/z
1024,66 [M+H[ und 1046,70 [M+Nd] Gb3Cer (d18:1, C22:0), ben/z 1108,80
[M+H]* und 1130,80 [M+Nd] Gb3Cer (d18:1, C24:1) bei/z 1134,80 [M+H] und
1156,78 [M+Na] sowie Gb3Cer (d18:1, C24:0) bmiz1136,82 [M+H] und 1158,79
[M+Na]® mittels nanoESI Q-TOF MS detektiert werden. Lakgtige Fettsauren-
enthaltende Molekile (d18:1, C22:0/C24:1/C24:0)dsdmbei in deutlich gréf3eren
Mengen vorhanden als die kurzkettigen VarianterB:1C16:0) (vglAbbildung 43A).
Die mit Natrium Kkationisierten Molekullspezies wundeém Vergleich zu den
protonierten mit leicht intensiveren Signalen degsk Eine vollstandige Liste der
detektierten Molekulionen mit ensprechenden GSu&tirvorschlagen kanmnabelle 20

entnommen werden.

Tabelle 20: Mittels nanoESI Q-TOF MS nachgewiesene Molekuliomam Stx1/Anti-
Stx1-detektierten Gb3Cer-Spezies aus EA.hy 92@HAelhd deren Strukturvorschlage.

[M+Na]* m/z [M+Na]*, m/z Strukturvorschlag
theoretisc Stx1-detektier

1024,68 [M+H] 102466 [M+H] _ Gb3Cer (d18:1, C16:0)
1046,66 1046,70 Gb3Cer (d18:1, C16:0)
1108,77 1108,80 Gb3Cer (d18:1, C22:1)
1130,75 1130,80 Gb3Cer (d18:1, C22:0)

1134,79 [M+H]  1134,80 [M+H[  Gb3Cer (d18:1, C24:1)
1136,80 [M+H]  1136,82 [M+H]  Gb3Cer (d18:1, C24:0)

1156,77 1156,78 Gh3Cer (d18:1, C24:1)
1158,79 1158,79 Gh3Cer (d18:1, C24:0)
1184,80 1184,84 Gh3Cer (d18:1, C26:1)

Der ermittelte Fehler zwischen experimentellen timebretischerm/zWerten lag bei
den durchgefiihrten Messungen bei unter 45 ppm.
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Fur die Tandem-Massenspektrometrie (Vgibildung 43 B) wurde die Spezies mit der
héchsten Signalintensitat ausgewahlt, und zwar @b3@18:1, C24:0) [M+N4]

Samtliche Fragmente der B- und C-lonenserie vongddiccharidpart sowie die
kompletten Serien der das Ceramid enthaltenden N H-lonenserien konnten
detektiert werden. Zusétzlich konnten beizvon 264 das Nlon und beim/z282 das

N'-lon nachgewiesen werden, die beide charakterisismnen fiirr das Sphingosin sind.
Die mit einem Stern gekennzeichneten Signale emtben den durch interne
Ringspaltungen entstandenen Fragmenten der A-3&igevollstandige Fragmentliste
derm/zWerte der detektierten Molekulionen sowie die brgese der Tandem-MS fur
Gb3Cer (d18:1, C16:0) und (d18:1, C24:0) sind Taelle 21 zu entnehmen. Das
Fragmentierungsschema ist kbbildung 43 C sowie der gesonderten Darstellung

(Abbildung 44) im Anschluf? an die Tabelle gezeigt.

Tabelle 21: Mittels nanoESI Q-TOF MS nachgewiesene Fragmeatioron Stx1/Anti-
Stx1-detektierten nGSL-Rezeptoren aus EA.hy 92&#eind derem/zWerte.

Gb3Cer

§ (d18:1, C16:0) (d18:1, C24:0)

% m/z1046.67 m/z1156.83

=
Fragmention m/zWerte m/zWerte
%A, 305,09 305,11
02p, 467,17 467,20
By C, 185,06; 203,07 185,06; 203,07
B,; C, 347,11; 365,11 347,13; 365,13
Bs; Cs 509,16; 527,15 509,19; 527,19
Yo, Zo 560,51; 542,50 672,66; 654,66
Y1 Zy 722,57; 704,57 834,71; 816,70
Y, Z, 884,61; 866,61 996,78; 978,78
N" 264,29 264,30

B
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Abbildung 44 Fragmentierungsschema von Gbh3Cer aus/Ahy 926 Zellen Dargestellt
sind die identifizierten Fragmentionen der Tande®-%bn Gb3Cer (d18:1, C24:0) nmit/z
1158,83. Die internen Spaltungen und RingbriicheAd8erie (vgl.Tabelle 19 sind nicht
ins Fragmentierungsschema aufgenommen.
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7.3 Neutrale GSL aus FCS

Da fotales Kélberserum (FCS) als Bestandteil dastee Zellkulturmedien verwendet
wird und bekannt ist, dass Zellen auch GSL aus ibragebung aufnehmen kénnen,
wurde in dieser Arbeit untersucht, wie die genausatnmensetzung der GSL im FCS

ist und insbesondere, ob dort Stx-Rezeptoren zlefirsind.

Das FCS ist nach den Endothelzellen (Wgpitel 7.2) das zweite Untersuchungsfeld
fur Stx-Rezeptoren und deren Interaktion mit Stxid Btx2. Als drittes wird im

nachfolgenden Kapitel humanes Plamsa getestetagitel 7.4).

Um die genaue GSL-Zusammensetzung des FCS zu mmatyswurden isolierte GSL
mittels DC und Overlay-Assay getrennt und angefanbd schlielich zur exakten
Strukturanalyse mittels ESI Q-TOF MS charaktertsier

7.3.1 Dunschichtchromatographie von nGSL aus FCS

Um zunachst einen Uberblick uber die GSL-Zusamntensg in fotalem Kalberserum
zu erlangen, wurden dunnschichtchromatographisaleantingen und anschlieRende
Overlay-Assays mit verschiedenen Anti-GSL-Antikarpe und Stx1/Anti-Stx1-
Antikérpern durchgefiihrt. Die Ubersichtsfarbung mitcin diente zur Gesamt-GSL-

Bestimmung.

Gb3Cer Stx1 Gbd4Cer Gb3Cer Orcin

mAK pAK pAK
E= = o
et J1Gb4
ol j"Gbsu
—— 1"Gb7"

Abbildung 45: Dunnschichtchromatographische Trennung und Nachweisvon
Shiga Toxin-Rezeptoren in FCS. Overlay-Assays von nGSL aus FCS mit
monoklonalem Anti-Gb3Cer- nfAK), polyklonalem Anti-Gb3Cer- pAK) und
polyklonalem Anti-Gb4Cer-Antikbrper pAK) sowie mit Stx1 und Anti-Stx1-
Antikérper Stx1). Die aufgetragenen Mengen (je 10 pul IM10/23)methend 1,25
ml FCS. Die Kontrollfarbung stellt eine Gesamt-GBarbung mit Orcin dar. Sie
enspricht ebenfalls GSL korrespondierend zu 1,26@8.
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Abbildung 45 zeigt die Overlay-Assays von chromatographischyetsénnten nGSL-
Isolaten aus FCS. Zu erkennen ist, dass vorhemdc@SL der Globoserie im Serum
enthalten sind (vgl. Orcin-Farbung deibildung 45). Die immunchemischen Farbungen
mit den polyklonalen Anti-Gb3Cer- und Anti-Gb4Centikorpern sowie dem
monoklonalen Anti-Gb3Cer-AK und Stx1/Anti-Stx1 ebga, dass beide Shiga Toxin-
Rezeptoren in einem etwa aquimolaren Verhéaltnis HGS nachgewiesen werden
konnten. Der polyklonale Anti-Gb3Cer-AK erkennt eab Gb3Cer noch weitere
langerkettige GSL der Globoserie, mutmallich Gb5@et Gb7Cer, wohingegen der
Anti-Gb3Cer-mAK ausschlie3lich Gb3Cer anfarbt. A1 zeigte keinerlei Bindung
zu den langerkettigen Strukturen, sondern aus$tildie zu den Rezeptoren Gb3Cer
und Gb4Cer.

7.3.2 Massenspektrometrie von nGSL aus FCS

Zuséatzlich zu den immunchemischen Detektionsveefahr wurden  zur
Rezeptorcharakterisierung massenspektrometriscladygen durchgefuhrt, um die aus
den AK-Tests gewonnen Strukturhinweise mit genauamd exakten
Strukturinformationen tber die GSL-Molekile zu untauern. Dazu wurden die DC-
Platten zunachst durch Tauchen in Chloroform vonexiBum befreit, die
immunchemisch gefarbten Banden des DC-Overlay-Assaschlielend abgekratzt
und die GSL daraus extrahiert. Nach EindampfenWieeraufnahme in 50 pl MeOH
konnten die Proben fur die MS-Analytik verwendetraéen. Dazu wurden 2 ul eines
Probenansatzes mit 7 pul MeOH verdinnt und 1 pl HEBMihzugegeben und fir die
nanoESI Q-TOF MS verwendet. Die Ergebnisse der Megn sind inAbbildung 46
gezeigt.
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Abbildung 46: nanoESI-Q-TOF Massenspektren von StxAnti-Stx1-
detektierten Gb3Cer-Spezies aus FCSA) MS1-Massenspektrum der Stx1/Anti-
Stx1-detektierten Gb3Cer-Banden aus FCS. 9 x 10MMl0/23 entsprechend 1,25
ml FCS wurden fur die DC eingesetzt, die GSL aun #ageselgel extrahiert, in 50
pl MeOH wieder aufgenommen und 2 pl davon mit MelOH und 1 pl HCOOH
fur die MS verwendet. B) Tandem-MS-Massenspektrum von Gb3Cer (d18:1,
C16:0) beim/z1046,64. C) Fragmentierungsschema von Gbh3Cer (d18:1, C16:0).

Die obere Stx1/Anti-Stx1-detektierte Doppelbandesgncht den im FCS enthaltenen
Gb3Cer -SpeziesAbbildung 46 A). Detektiert wurden im MS1-Modus protonierte
Gb3Cer (d18:1, C16:0) ben/z 1024,67 und die mit Natrium kationisierten Spezies
Gb3Cer (d18:1, C16:0) ben/z1046,67, Gb3Cer (d18:1, C18:0) bwiz1074,72 und
Gb3Cer (d18:1, C24:1, C24:0) beiz1156,75/1158, 76. Das Hauptsignal stammte von
Gb3Cer (d18:1, C16:0) beim/z 1046,67. Eine Auflistung aller detektierten
Molekulionen erfolgt irrabelle 22
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In Tabelle 22 sind neben den Strukturdaten der Stx1-detektiggieBCer- und Gb4Cer-
Spezies zudem die Ergebnisse der MS-Analysen vanGABCer-pAK- und Anti-
Gb4Cer-pAK-detektierten GSL dargestellt. Dies zeigutlich die Unterschiede in den
Bindungsverhalten von AK und Stx1l. Die mit dem pdpalen anti-Gb3Cer-AK
detektierten Spezies sind blau unterlegt, grinnditedem polyklonalen anti-Gb4Cer-
AK identifizierten und rot die mit Stx1 nachgewiase Strukturen.

Tabelle 22: Mittels nanoESI Q-TOF MS detektierte Molekulionsan nGSL
aus FCS mit den zugehdrigen Strukturvorschlagen.

+ m/z [M+Na]"
Mz [M+Nal™ i Gb3Cer/GbaCer-
theoretisch pAK-detektiert

1024,68 [M+H]  1024,66 [M+H]

m/z [M+Na]"
Stx1-detektierf

Strukturvorschlag

Gb3Cer (d18:1, C16:0)

1046,66 1046,66 Gb3Cer (d18:1, C16:0)
1074,69 n.d.! Gb3Cer (d18:1, C18:0)
1130,75 1130,72 Gb3Cer (d18:1, C22:0)

1134,79 [M+H]  1134,76 [M+H]
1136,80 [M+H]  1136,78 [M+H]"

Gb3Cer (d18:1, C24:1)
Gb3Cer (d18:1, C24:0)

1156,77 1156,74 Gb3Cer (d18:1, C24:1)
1158,79 1158,78 Gb3Cer (d18:1, C24:0)
1227,76 [M+H] n.d.. Gb4Cer (d18:1, C16:0)

1249,74 1249,73 Gb4Cer (d18:1, C16:0)
1277,77 1277,75 Gb4Cer (d18:1, C18:0)
1333,83 1333,82 Gb4Cer (d18:1, C22:0)
1337,87 [M+H]"  1337,86 [M+H]' Gb4Cer (d18:1, C24:1)

1359,85 1359,85 Gb4Cer (d18:1, C24:1)
1361,86 1361,81 Gb4Cer (d18:1, C24:0)
1409,78 1409,80 GDb5Cer (d18:1, C16:1)

1411,79 1411,88 Gb5Cer (d18:1, C16:0)

1439,82 1439,91 Gb5Cer (d18:1, C18:0)

1521,90 1521,85 Gb5Cer (d18:1, C24:1)

1523,92 1523,96 Gb5Cer (d18:1, C24:0)

1748,89 1748,78 Gb7Cer (d18:1, C14:0)
1774,91 1774,88 Gb7Cer (d18:1, C16:1)
1776,92 1776,89 Gb7Cer (d18:1, C16:0)
1790,88 1790,89 Gb7Cer (d18:1, h16:1)
1792,90 1792,91 Gb7Cer (d18:1, h16:0)
1804,96 1804,95 Gb7Cer (d18:1, C18:0)
1861,02 1861,02 Gb7Cer (d18:1, C22:0)
1875,03 1875,09 Gb7Cer (d18:1, C23:0)
1887,03 1887,08 Gb7Cer (d18:1, C24:1)
1889,05 1889,08 Gb7Cer (d18:1, C24:0)

'n.d.: nicht detektiert
?Stx1 zeigte keine Bindung an die langkettigen n@G&i5Cer und Gb7Cer; deshalb
konnten diese Strukturen nicht Uiber die Stx1-Dé&ekiachgewiesen werden (---).

Der ermittelte Fehler zwischen experimentellen timebretischerm/zWerten lag bei
allen Messungen von Gb3Cer unter 30 ppm, bei Gb4@tr 53 ppm, bei Gb5Cer
unter 64 ppm und bei Gb7Cer unter 63 ppm.
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Das Hauptsignal des Spektrums, das Gb3Cer (d184:0Cbeim/z1046,67 entsprach,
wurde fur die Tandem-Massenspektrometrie ausgew@dt. Abbildung 46 B).

Samtliche lonen der B- und C-Serie vom Oligosaddpart (Anmerkung: Bund G

sind nicht im Spektrum dargestellt) und die volsti@en Serien der Y- und Z-Reihe

vom Ceramidteil konnten nachgewiesen werden (AnmregkZ und % sind als lonen

von geringer Intensitét nicht im Spektrum markie®yidem wurde mit derfY?A,-lon

bei m/z305,11 eine Ringspaltung detektiert und mit defrldt ein charakteristisches

Fragment fur das d18:1 Sphingosin nachgewiesen. FDPagmentierungsschema des

Molekiils ist inAbbildung 46 C gezeigt, die Liste aller detektierten GSL-Strugtumit

ihren zugehorigem/zWerten sind irnrabelle 23aufgefuhrt.

Tabelle 23: Mittels nanoESI Q-TOF MS nachgewiesene Fragmeetiovon Stx1-detektierten nGSL-
Rezeptoren aus FCS und die zugehoérigérWerte.

Ghb3Cer Gb4Cer

5

;GC_J (d18:1, C16:0) (d18:1, C24:0) (d18:1, C16:0) (d18:1, C24:1)

LE m/z1046,64 m/z1158,79 m/z1249,73 m/z1359,87

S
Fragmention m/zWerte m/zWerte m/zWerte m/zWerte
OA, 305,10 305,10 n.d. n.d:
02p, 467,15 467,17 nd. n.d!
By C; 185,06; 203,07 185,06; 203,07 226,10; n,d, podiY'o b
B,; G, 347,10; 365,12 347,12; 365,12 388,15; 406,15 8,138 406,15
Bs; C; 509,16; 527,16 509,16; 527,18 550,20; 568,20 0,7K 568,22
Bs C, s e 712,23; 78,27 712,27, 730,27
Yo, Zo 560,51; 542,50 672,64; 654,64 560,54; 542,51 2,@% 652,61
Y1, Zy 722,57; 704,53 834,69; 816,67 722,60; 704,56 4,783 816,70
Y, Z, 884,59; 866,59 996,74; 978,74 884,62; 866,63 6,78 978,78
Y3, Zy  mmmmmmmmemmmmmeen e 1046,67; 028,64 1158,83; n.4.
N" 264,29 264,29 264,31 264,31

n.d.: nicht detektiert

Abbildung 47: Fragmentierungsschema von Gb3Cer ausCS. Dargestellt sind
die bei der Tandem-MS von Gb3Cer (d18:1, C16:0)nb2i1046,64 identifizierten
Fragmente. Die internen Spaltungen und RingbridreAdSerie, mit Ausnahme
von®?A,, (vgl. Tabelle 23 sind nicht ins Fragmentierungsschema aufgenommen.
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7.4 Neutrale GSL aus humanem Plasma

Zum Abschlul3 dieser Arbeit wurde humanes Plasmarsuntht, um die Frage zu
klaren, ob sich in humanem Plasma Stx-Rezeptorehweisen lassen. Dazu wurden
nGSL-Isolate aus humanem Plasma mittels DC getnemihtiber Overlay-Assays auf
ihren GSL-Gehalt Uberpriuft. Eine detaillierte Sturkufklarung erfolgte durch die
anschlieBende ESI Q-TOF MS der immunpositiv-ge&rbtBanden aus den
OverlayAssays. Desweiteren sollte Uber DC-Overlagays mit Lipoproteinfraktionen
geklart werden, mit welchen Lipoproteinen die Stuhd Stx2-Rezeptoren assoziiert
sind.

7.4.1 Dunnschichtchromatographie von nGSL aus human em Plasma

Fur den Uberblick tber die GSL-Zusammensetzung umanem Plasma wurde
zunéchst eine dunnschichtchromatographische TrgnmihanschlieRenden Overlay-
Assays mit verschiedenen Anti-GSL-AK und Stx1/A8tkl- bzw. Stx2/Anti-Stx2-AK

durchgefuihrt. Die Ubersichtsfarbung mit Orcin deeder Erfassung der Gesamt-GSL.

—JMHC
- . —lLc2Cer
-3 ——d —1Gb3Cer
b4 Gb4Cer
e EInLc4Cer
s - — Start
{ & & L N oo o
00 oq; 00 00 é\- é'\' &
R 3
v o O ¥ o

Abbildung 48: Diinnschichtchromatographische Trennung und Identifzierung

von nGSL in humanem PlasmaOverlay-Assay von nGSL aus humanem Plasma
mit verschiedenen Anti-nGSL-Antikdrpern, sowie rBitx1/Anti-Stx1-Antikdrpern
als auch Stx2/Anti-Stx2-Antikérpern. Aufgetragen rden je 15 pl der
aufgereinigten nGSL-Fraktion aus Humanplasma JM®kbrrespondierend zu je
750 pl humanem Plasma. Zur Gesamtzuckerfarbunglmi@rcin wurden ebenfalls
15 pl IM09/249 entsprechend 750 pl humanem Plappiaigrt.
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MHC, Lc2Cer und die GSL der Globoserie Gb3Cer utdGer konnten in humanem
Plasma sowohl per Immundetektion (vgbbildung 48 Lc2Cer — Stx2 als auch mittels
Orcinfarbung (vgl. Abbildung 48 orcinol) nachgewiesen werden. Zusatzlich konnte
nLc4Cer aus der Neolakto-Serie detektiert werdenumZ Nachweis von
Monohexosylceramiden (MHC) stand kein Antikdrper xerfigung, so dass deren
Detektion Uber die Gesamt-GSL-Farbung mit Orcin bdie Lipidfarbung mit Primulin
erfolgte. Die Uber die Orcinfarbung ermittelte qiilative GSL-Zusammensetzung des
Plasmas entspricht 31,3% MHC, 29,7% Lc2Cer, 18,188C&r, 16,2% Gb4Cer und
4,2% nLc4Cer. Da die Monohexosylceramide offenficdihtdie Hauptkomponenten der
NnGSL aus Plasma reprasentieren, wurde im Folgendeeben der
massenspektrometrischen Analyse der Stx-Rezep@i@Cer und Gb4Cer aus Plasma

eine strukturelle Charakterisierung der MHC durd¢tige.

7.4.2 Massenspektrometrie von nGSL aus humanem Plas ma

Zu den immunchemischen Detektionsverfahren wurden @GSL-Charakterisierung
zusatzlich massenspektrometrische Analysen durdhgef um die aus den
Antikorpertests gewonnen Strukturhinweise mit e&aktStrukturinformationen zu
untermauern. Zur Analytik der Stx-Rezeptoren wurdenDC-Platten zuné&chst durch
Tauchen in Chloroform vom Plexigum befreit, die iomohemisch im DC-Overlay-
Assay gefarbten GSL-Doppelbanden separat aus deselg§el abgekratzt und die GSL
daraus extrahiert. Die GSL wurden somit getrennf d#we kurzkettigen und
langkettigen Strukturen hin untersucht. Nach Einglf@m und Wiederaufnahme in 50 pl
MeOH konnten die Proben fir die MS-Analytik verweh@verden. Dazu wurden 4 ul
eines Probenansatzes mit 4 pul MeOH verdinnt undHO®OH hinzugegeben und fir
die nanoESI Q-TOF MS verwendet.

Um die Hauptkomponenten des humanen Plasmas, di€,Mid charakterisieren,
mussten in Ermangelung von Antikdrpern gegen MHE it Primulin gefarbten
Banden von der DC-Platte extrahiert werden. Diesenten anschlielRend ohne weitere

Aufreinigung mittels MS vermessen werden.
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Kurzkettige Gh3Cer-Spezies
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Abbildung 49: nanoESI-Q-TOF Massenspektren der unteen Stx1/Anti-Stx1-
positiven Gb3Cer-Bande aus humanem PlasmdA) MS1-Massenspektrum der
Stx1/Anti-Stx1-detektierten Gb3Cer-Spezies aus mema Plasma in der unteren
Bande. 15 pl korrespondierend zu 750 pl Plasmaevufiir die DC eingesetzt, die
GSL aus dem Kieselgel extrahiert, eingeengt und3th ul MeOH wieder
aufgenommen. Vier pl davon wurden zusammen mit Me®OH und 1 pl HCOOH
fur die MS verwendet.B) Fragmentionenspektrum von Gb3Cer (d18:1, C16e0) b
m/z1046,64. C) Fragmentierungsschema von Gb3Cer (d18:1, C16:0).

Wie in Abbildung 49 A zu erkennen ist, enthalt die untere Stx1/Anti-Sixitive
Gb3Cer-Bande die Gb3Cer-Spezies mit kurzkettigetis&aren. Detektiert wurden
Gb3Cer (d18:1, C14:0) ben/z1018,66, Gb3Cer (d18:1, C16:0) bwiz1018,67 und
Gb3Cer (d18:1, C18:0) be1/z1074,71. Das Hauptsignal stammte vom Gb3Cer (d18:1
C16:0) beim/z 1046,67. Eine Auflistung aller detektierten Mol&&ien erfolgt in
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Tabelle 24 Zusatzlich enthalt die Tabelle die Strukturdaten weiteren AK- und Stx2-
detektierten GSL, die ebenfalls mittels ESI Q-TOB Mermessen wurden.

Die Molekullionen mit der hochsten Signalintensitéitd zwar Gb3Cer (d18:1, C16:0)
bei m/z 1046,67, wurden fir die Tandem-Massenspektromedrisgewahlt (vgl.
Abbildung 49 B). Samtliche lonen der B- und C-Serie vom Oligokacclpart und die
vollstandigen Serien der Y- und Z-Reihe vom Ceraeiidkonnten nachgewiesen
werden. Zudem wurde mit detiA-lon beim/z305,11 eine Ringspaltung und mit dem
N"-lon ein charakteristisches lon fiir d18:1 Sphingasetektiert. Die Fragmentierung
des Molekiils und die Zuordnung der Fragmentionemigbbildung 49 C dargestellt.
Die detektierten Fragmente mit ihremizWerten sind irrabelle 25aufgelistet.
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Langkettige Gb3Cer-Spezies
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Abbildung 50: nanoESI-Q-TOF Massenspektren der obexn Stx1/Anti-Stx1-
positiven Gb3Cer-Bande aus humanem PlasmdA) MS1-Massenspektrum der
oberen Stx1/Anti-Stx1-detektierten Gb3Cer-Spezies humanem Plasma. 15 pl
korrespondierend zu 750 pl Plasma wurden fir dieeib@esetzt, die GSL aus dem
Kieselgel extrahiert und in 30 ul MeOH wieder aufgeamen. Von diesem Ansatz
wurden 4 pl zusammen mit 4 pl MeOH und 1 pl HCOQHdie MS verwendet.
(B) Tandem-MS-Massenspektrum von Gb3Cer (d18:1, Ghkim/z1156,64. C)
Fragmentierungsschema von Gb3Cer (d18:1, C24:1).

In der oberen Stx1/Anti-Stx1-positiven Gb3Cer Bamdeden langkettige Fettsduren-
enthaltende Gb3Cer-Spezies nachgewiegemilfung 50 A). Detektiert wurden im
MS1-Spektrum Gb3Cer (d18:1, C20:0) beiz1102,87, Gb3Cer (d18:1, C22:1/C22:0)
beim/z1128,75/1130,91, Gb3Cer (d18:1, C23:0) toéz 1144,88 und Gb3Cer (d18:1,
C24:1/C24:0) bein/z1156,79/1158,79 als mit Natrium kationisierte SgezZusatzlich
wurden Gb3Cer (d18:1, C24:1/C24:0) loefiz 1134,81/1136,83 als protonierte Spezies
gefunden. Das Hauptsignal stammte von Gb3Cer (d1824:1/C24:0) beim/z
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1156,79/1158,79. Samtliche detektierte Molekilioserd inTabelle 24 aufgelistet. Die
Tabelle enthéalt zudem Daten aus weiteren MS-Analysé Anti-Lc2Cer-AK-, Anti-
Gb3Cer-AK-, Anti-Gb4Cer-AK-, Anti-nLc4Cer-AK- sowiBtx2-detektierten GSL (vgl.
auchAbbildung 48).

Tabelle 24: Mittels nanoESI Q-TOF MS detektierte Molekllionen nGSL aus humanem Plasma und
deren Strukturvorschlage.

IM+Na]*, m/z

Anti-Lc2Cer-AK-
m/z *[M+Na]" Anti-Gb3Cer-AK- m/z [M+Na]" m/z [M+Na] Strukturvorschlag

. Anti-Gb4Cer-AK- . .
theoretisch Anti-nLc4Cer-AK- Stx1-detektiert Stx2-detektiert

detektiert

856,57 856,58 nd n.d. Lc2Cer (d18:1, C14:0)

884,61 884,59 n.d. n.d. Lc2Cer (d18:1, C16:0)

994,72 994,68 n.d. n.d. Lc2Cer (d18:1, C24:0)
1046,66 1046,67 1046,67 1046,63 Gb3Cer/CD77 (d13t8;0)
1074,69 1074,68 1074,71 1074,64 Gb3Cer/CD77 (d13t8;0)
1128,74 1128,74 1128,75 1128,68 Gb3Cer/CD77 (dT22:1)
1130,75 1130,76 1130,77 1130,70 Gb3Cer/CD77 (dT22;0)
1144,77 1144,77 1144,78 1144,75 Gb3Cer/CD77 (dT23,0)
1156,77 1156,78 1156,79 1156,76 Gb3Cer/CD77 (dT24%;1)
1158,79 1158,78 1158,79 1158,77 Gb3Cer/CD77 (dT24;0)
1249,74 1249,73 124973 1249,69 Gb4cCer (d18:1,@}16:
1277,77 1277,71 1277,80 1277,67 Gb4Cer (d18:1,ay18:
1331,82 1331,80 1331,84 1331,94 Gb4Cer (d18:1,322:
1333,83 1333,86 1333,86 1333,95 Gb4Cer (d18:1,a22:
1359,85 1359,85 1359,85 1359,95 Gb4Cer (d18:1, C24:1)
1361,86 1361,85 1361,85 1361,99 Gb4Cer (d18:1, C24:0)
1249,74 1249,77 n.d. n.d. nLc4Cer (d18:1, C16:0)
1359,85 1359,90 n.d. n.d. nLc4Cer (d18:1, C24:1)
1361,86 1361,90 n.d. n.d. nLc4Cer (d18:1, C24:0)

*Protonierte [M+H]-Molekilionen mit geringer Signalintensitat sindmiin der Tabelle aufgelistet.
?Stx1 und Stx2 binden nicht an Lc2Cer und nLc4Ceshalb konnten diese Strukturen nicht detektiert
werden (n.d.).

Der ermittelte Fehler zwischen experimentellen timebretischerm/zWerten lag bei
allen Anti-Lc2Cer Messungen unter 40 ppm, bei ABlb3Cer unter 54 ppm, bei Anti-
Gb4Cer unter 100 ppm und bei Anti-nLc4Cer untepin.

Fur die Tandem-MS-Experimente wurde Gb3Cer (d1824:1) beim/z 1156,79 als
Vorlauferion selektiert (vglabbildung 50 B). Samtliche lonen der B- und C-Serie vom
Oligosaccharidpart (Anmerkung: das-Bn ist nicht im Spektrum dargestellt) und die
vollstandigen Serien der Y- und Z-Reihe vom CeraeiidAnmerkung: 4 und 2% sind
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aufgrund der geringen Intensitaten nicht im Spektroarkiert) konnten nachgewiesen
werden. Zusétzlich dazu wurden mit d8f#\,-lon beim/z 305,11 und dem?As-lon
bei m/z 467,16 zwei und mit dewi-lon das

charakteristische lon fir das d18:1 Sphingosin gewslesen. Die Fragmentierung des

Ringspaltungen detektiert

Molekuls und die Zuordnung der Fragmentionen istAimildung 50 C sowie zur
besseren Ubersicht inbbildung 51 dargestellt. Die detektierten Fragmente mit ihren
zugehdrigenm/zWerten sind inTabelle 25 aufgelistet. Zudem sind die Daten aus
weiteren MS-Experimenten von Gb4Cer (d18:1, C16r@®) Gb4Cer (d18:1, C24:1) aus
humanem Plasma aufgelistet (Spektren nicht gezeigt)

Tabelle 25: Mittels nanoESI Q-TOF MS nachgewiesene Fragmeetiovon Stx1-detektierten nGSL-
Rezeptoren aus humanem Plasma und dareliVerte.

Gb3Cer Gb4Cer

5

;q:_, (d18:1, C16:0) (d18:1, C24:1) (d18:1, C16:0) (d18:1, C24:1)

@ m/z1046,67 m/z1156,75 m/z1249,73 m/z1359,87

S
Fragmention m/zWerte m/zWerte m/zWerte m/zWerte
O2p, 305,11 305,11 n.d. 'n.d.
02p, 467,23 467,16 n.d. n.d.
By C 185,06; 203,07 185,06; 203,09 226,58d. 226,08'n.d.
B,; C, 347,11; 365,13 347,11; 365,13 388, 48d. 388,12 n.d.
Bs; Cs 509,15; 527,18 509,18; 527,18 550,17¢l. 550,17°n.d.
Bs; Cy 712,25730,26 712,25; 730,26
Yo Zo 560,53; 542,52 670,63; 652,62 560,52; 542,51 0,8% 652,61
Y Zy 722,56; 704,55 832,68; 814,65 722,55; 704,55 2,688 814,69
\B 884,62; 866,59 994,70; 976,71 884,62; 866,59 4,799 976,73
Y3 Z3 1046,681028,64 1156,79n.d.
N 264,29 264,29 264,27 264,27

n.d.: nicht detektiert

Abbildung 51: Beispielhaftes Fragmentierungsschemavon Gb3Cer aus
humanem Plasma Dargestellt sind die bei der Tandem-MS von Gbh3@ds8:1,
C24:1) beim/z1156,64 identifizierten Fragmente (v@hbelle 295. .
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M onohexosylceramide

Als Hauptkomponenten des humanen Plasmas wurden die MHC auf ihre genaue
Struktur hin analysiert. Dazu wurden die nGSL aus humanem Plasma mittels Borat-
Komplexen per DC getrennt, die MHC extrahiert und fur die MS eingesetzt. Als
Referenzen wurden GlcCer aus der Milz von Gaucher-Patienten (IM10/39) sowie
GalCer aus humanem Hirn (JIM10/40) verwendet.

GlcCer — ™%

GalCer
= U8 TGalCer
- — Start GalCer (d18:1, h24:1/h24:0)
[M+Na]”
848.69/850.70
abc
GalCer (d18:1, C24:1/C24:0)
[M+Na]’ GalCer (d18:1, C26:1/C26:0)
832.69/834.69 [M+Na]"

860.71/862.70

Intensitat [rel. E.]

GalCer (d18:1, C18:0)
[M+Na]”
750.61

700 750 800 850 900
m/z

Abbildung 52: nanoESI Q-TOF Massenspektren von GalCer und GlcCer aus
humanem Plasma. Dargestellt sind die M S1-Spektren von GlcCer und GalCer. Es wurden
10 pl IM09/249 korrespondierend zu 500 pl humanem Plasma aufgetragen und als Borat-
Komplexe getrennt. Entsprechende Banden wurden aus dem Kieselgel abgekratzt, mit
C/M/W (30/60/8, viviv) extrahiert, verdampft und in 30 ul MeOH wiederaufgenommen.
Ca 15% der Proben wurde fir die MS verwendet. Die schwarzen Pfeile deuten auf den
abgekratzten Bereich, der fir die MS verwendet wurde. Zum optischen Vergleich mit den
DC-Overlays (Abbildung 48) ist in dieser Darstellung die Orcinféarbung der MHC mit
aufgefihrt. Fir die MS-Messungen wurden hingegen zerstorungsfrei  mittels
Primulinférbung detektierte Kieselgelbereiche verwendet. Die Referenzen entsprechen 7 g
aufgereinigtem GICer (a) und 10 pg GalCer (c).
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Wie Abbildung 52 zeigt, konnten mittels nanoESI Q-TOF MS sowohl Hen mit
denReferenzen GlcCer aus der Milz von Gaucher4itatieund GalCer aus humanem
Hirn ko-chromatographierenden MHC aus humanem Rlasm den abgekratzten
Bereichen Monohexosylceramide nachgewiesen werd®etektiert wurden
ausschlie3lich mit Natrium kationisierte Molekilg@ss. Diese variierten von GlcCer
(d18:1, C16:0) bem/z 722,58 bis GlcCer (d18:1, h24:1/h24:0) bez 848,67/850,67
und von GalCer (d18:1, C18:0) beiz750,61 bis GalCer (d18:1, C26:1/C26:0) b¥z
860,71/862,70. Hauptsignale in den Spektren wareC& (d18:1, C24:1/C24:0) bei
m/z 832,67/834,68 im oberen GlcCer Spektrum und Gal@&8:1, h24:1/h24:0) bei
m/z848,69/850,70 im unteren GalCer Spektrum.

Tabelle 26: Mittels nanoESI Q-TOF MS detektierte Monohexoskdoeid
Molekilionen aus humanem Plasma und deren Struktschlage. Die gestrichelte
Line trennt die erhaltenan/zWerte fur GlcCer und GalCer.

[M+Na]*, m/z  [M+Na]*, m/z

: : Strukturvorschlag
theoretisch  experimentell

722.55 722.58 GlcCer (d18:1, C16:0)
750.58 750.59 GlcCer (d18:1, C18:0)
778.62 778.63 GlcCer (d18:1, C20:0)
806.65 806.65 GlcCer (d18:1, C22:0)
832.66 832.67 GlcCer (d18:1, C24:1)
834.68 834.68 GlcCer (d18:1, C24:0)
848.64 848.67 GlcCer (d18:1, h24:1)
850.65 850.67 GlcCer (d18:1, h24:0)
750.58 750.61 GalCer (d18:1, C18:0)
832.66 832.69 GalCer (d18:1, C24:1)
834.68 834.69 GalCer (d18:1, C24:0)
848.64 848.69 GalCer (d18:1, h24:1)
850.65 850.70 GalCer (d18:1, h24:0)
860.69 860.71 GalCer (d18:1, C26:1)

862.71 862.70 GalCer (d18:1, C26:0)
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Zur Unterscheidung, ob die Fettsdure oder das §phkin hydroxyliert ist, wurden die
Molekulspezies mit dem Hauptsignal der GalCer-koaktGalCer (d18:1, h24:1/h24:0)

mit einemm/zWert von 848,69/850,70 mittels Tandem-MS detailliecharakterisiert
(vgl. Abbildung 53).

264.26°
A
252.25
N'-HQCO 282.26 -
— N'
ui 484.28 —r- =
5 0 -
= 466.28 Hel.on
T 0-H,0
I 185.04 2 4427 a b c
8 B, 467.27 | J-H,0
= 203.04| | (43236 \OMNH
c
‘ T 512,27 670.56 68858 S920°
’ \ eV \
J;_l L ll[lL.LA,l.‘.. N (N " AL a
1 » 1 . 1 . 1
200 400 600 800

Abbildung 53: nanoESI Q-TOF Tandem Massenspektrum gn GalCer (d18:1,
h24:0) aus humanem Plasma(A) Tandem-MS-Massenspektrum von Primulin-
gefarbtem GalCer (d18:1, h24:0) aus humanem PlasmdaB) die dazugehdrigen
Fragmentierungsschemata mit allen detektierten kiitdpezies. Der schwarze Pfeil
deutet den von der DC-Platte abgekratzten Bereioh B0 pl JM09/249
entsprechend 500 pl Plasma wurden aufgetragetséa.davon wurden fir die MS
verwendet. Zum optischen Vergleich mit den DC-Caxesl Abbildung 48) ist in
dieser Darstellung die Orcinfarbung der MHC mit gaffihrt. Fur die MS-

Messungen wurden hingegen zerstérungsfrei mitteisitHinfarbung detektierte
Kieselgelbereiche verwendet.
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Das Vorlauferionenspektrum vom Hauptsignal des @aklis humanem Plasma ist in
Abbildung 53 dargestellt. Beim/z 185,04 und 203,04 wurden die; Bund G
Fragmentionen detektiert, die neben dem O-lonnb@i484,28 und dem J-lon bai/z
512,27 Fragmente mit Saccharidanteil darstellemgiente, die den Ceramidpart
beinhalten, konnten als die N-lonen, NI'-H,CO und N bei m/z 282,26, m/z 252,25
und m/z 264,26 sowie als T-Fragmention bei/z 432,36 detektiert werden. Die
nachgewiesenen Molekilspezies waren UberwiegendNatiium kationisiert. Die mit
einem * gekennzeichneten/zWerte stammten von protonierten GalCer-Fragmenten.
Als charakteristisches lon fur die Zuordnung dedidxy-Gruppe ist das T-Fragment
bei m/z 432,36 gefunden worden. Dieses kann nur aus é@ydnoxylierten Fettsdure

hervorgehen.

7.4.3 Neutrale GSI| aus humanen Lipoproteinfraktione n

In den vorangegangenen Abschnitten wurde die GSia@umensetzung von humanem
Plasma im Detail bestimmt. Um jedoch die Frageldgoproteinassoziation zu klaren,
wie und in welcher Form GSL im Plasma vorliegen, rdeu zusatzlich eine
Lipoproteinfraktionierung des Plasmas in ,Chylonoiken, VLDL und IDL" sowie
.LDL* und ,HDL" vorgenommen und die resultierendé&maktionen wurden auf ihren
exakten GSL-Gehalt Uberprift. Dazu wurden die aes dipoproteinfraktionen
isolierten nGSL per DC-Overlay-Assay und anschirelée Massenspektrometrie

charakterisiert.

7.4.3.1 Dunnschichtchromatographie von nGSL aus humanen
Lipoproteinfraktionen

Die aus den fraktionierten Lipoproteinen mittelssutigsmittelextraktion gewonnenen,
Uber alkalische Hydrolyse und Dialyse ,aufgereieigt GSL wurden zunéchst per DC
getrennt. Uber Overlay-Assays mit verschiedenen-G81 AK bzw. Stx1/Anti-Stx1-
AK sowie Stx2/Anti-Stx2-AK wurden die Einzelsubst@m nachgewiesen. Dazu
wurden Aliquots der drei Fraktionen ,Chylomikronafi,DL und IDL", sowie ,LDL"
und ,HDL", die jeweils identischen Lipoproteinmemgentsprachen, aufgetragen. Es
wurden GSL-Aliquots aquivalent zu je 40 pg Prot&in den Anti-Cer-Lc2 und den
Anti-nLc4Cer-Test, 60 pg fur den Anti-Gb3Cer- unehdAnti-Gb4Cer-Test, sowie je
120 pg fur den Stx1/Anti-Stx1- und Stx2/Anti-Stx2sI eingesetzt und im Laufmittel
fur nGSL (vgl.Tabelle § aufgetrennt.
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Lc2Cer =

anti-Lc2Cer
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Abbildung 54: Dunnschichtchromatographische Trennung und Nachweisyon
NGSL in humanen Lipoproteinfraktionen. Overlay-Assay von nGSL isoliert aus
Lipoproteinfraktionen Chy: ChylomikronenVLDL : very low density lipoproteins
IDL : intermediate density lipoproteinsDL : low density lipoproteinsHDL : high-
density lipoproteinsaus humanem Plasma mit Anti-Lc2Cer-, Anti-Gb3Canti-
Gb4Cer- und Anti-nLc4CerAntikérpern, sowie mit S#fti-Stx1- und Stx2/Anti-
Stx2-Antikérpern. Aufgetragene GSL-Mengen der Probts501/39-1, -2 und -4
korrespondierten zu 40 pg (40 pl) Lipoproteingebaltden Anti-Lc2Cer- und Anti-
nLc4Cer-Tests, zu 60 pg (60 pl) Lipoprotein bei d&3Cer- und Gb4Cer-Tests
und zu je 120 pg (120 pl) Lipoprotein bei den Tekasts. Die Kontrolle aus
humanem Plasma entspricht 3,5 pl JIM09/249 (antizler® sowie 5,2 pl IM09/249
(anti-Gb3Cer bis Stx2) was zu 12100 respektive 080@ Gesamtprotein aus
humanem Plasma korrespondiert.

Lc2Cer, die nGSL der Globoserie Gb3Cer und Gb4GeiesnLc4Cer konnten in den
drei Lipoproteinfraktionen nachgewiesen werden. Bix-Rezeptoren Gb3Cer und
Gb4Cer wurden dabei sowohl mittels polyklonaler Al auch mittels Stx1/Anti-Stx1-
AK bzw. Stx2/Anti-Stx2-AK detektiert. Bei allen GSteigte sich eine moderate bis
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starke GSL-Prasenz in den Fraktionen der Chylomimg VLDL und IDL sowie den
LDL, wohingegen nur eine schwache Farbung in der_Hfaktion nachgewiesen

werden konnte.

(Auf eine Darstellung der massenspektrometrischetail@harakterisierung der GSL in
Lipoproteinfraktionen aus humanem Plasma wird kiegzichtet, da es sich bei ihnen
lediglich um die bereits im Humanplasma charakienisn GSL handelt. Die
durchgefuhrten Messungen erbrachten somit keinemeirukturinformationen und

wurden aufgrund ihrer Redundanz nicht gezeigt.)
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8 Diskussion

8.1 Stx und Stx-unabhangige Pathogenitatsfaktoren

Shiga Toxine sind die Hauptverursacher fir enddleel Zellschadigungen im
menschlichen Korper. Ungeklart hingegen ist bistéiewelchen genauen Einfluss die
Stx-unabhangigen Pathogenitatsfaktoren auf EHEEktidnen haben, wobei Uber
einen synergistischen Effekt Faktoren mit Stx spekuwird. Aus diesem Grund
wurden in der vorliegenden Arbeit die Virulenzfaledo Stx1, Stx2, EHEC-Hly, EspP,
Cdt, SfpA sowie EibG mittels PMF und MALDI-TOF M$ifahre Strukturidentitat hin
Uberprift. Dieses geschah ahnlich dem von Shevchenlal. publizierten Verfahren
(Shevchenko et al. 1996), welches auch in moditeieForm von Mithing et al.

erfolgreich fir das Mistellektin | angewandt wur@éiithing 2003).

Die verschiedenen Pathogenitatsfaktoren iowoli konnten erfolgreich nachgewiesen
und identifiziert werden. Stx1 konnten mit eine;ZP@digen AS-Sequenzabdeckung der
32,4 kDa grofRen Stx1A-Untereinheit und 88,4% d&r kDa grofRen B-Untereinheit
identifiziert werden. Fur das Stx2 konnte mit 80,8& 33,2 kDa Stx2A-Untereinheit
und 92,9% der 7,8 kDa grol3en B-Untereinheit eirteena lickenlose Abdeckung der
AS-Sequenzen erzielt werden. Dieses sind fur In\@etauexperimente
hervorragende Sequenzabdeckungen, die in autoertisiVerfahren selten erreicht
werden und die eine eindeutige Identifizierung Eesteine erlauben. Alle im Gel per
Coomassie Blau gefarbten Banden wurden dabei al&/&ereinheiten nachgewiesen,

was eine hohe Reinheit der Toxine bestatigt.

Auch die anderen untersuchten Pathogenitatsfaktovanten zweifelsfrei identifiziert
werden. Das EHEC-HIly konnte in dieser Arbeit du#hbestatigte Fragmente, die auch
in den Datenbanken als Treffer fur EHEC-Hly angegetyurden, mit 360 der 998 AS
des Proteins identifiziert werden. Dies entsprieimer Sequenzabdeckung von 36,1%
des 104 kDa grofien EHEC-HIly und untermauert die Aolick et al. durchgefiihrten
Studien zum EHEC-HIly und seiner Funktion En coli (Aldick et al. 2007, 2009).
Internetdatenbanken zur Proteinidentifikation werteilweise bereits 5 identifizierte
Fragmente eines Proteins als erfolgreichen Tréffeeine Identifizierung, so dass bei
40 nachgewiesenen Signalen ein zweifelsfreies Bigeforliegt.
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Um madglichst detaillierte Informationen tber dapEsausE. coli zu erhalten, wurde
hier eine Kombination aus zwei verschiedenen magpsdtrometrischen
Detektionsverfahren gewahlt. Durch den EinsatzndeioESI Q-TOF MS und der UV-
MALDI-o-TOF MS konnte eine nahezu lickenlose Segabdeckung von 95% erzielt
werden. Dies entspricht 919 der 968 AS des 107 gid®en Proteins. Der Einsatz
dieser massenspektrometrischen Techniken konn@nzsegd zu SDS-Separationen,
Antikorpertests und PCRs, die von Herrn Dr. JenscBmeyer durchgefuhrt wurden
(Brockmeyer et al. 2007) eine detailliertere Stowitfklarung fur das EHEC EspP
liefern (Brockmeyer in Vorbereitung). Eine solchhiedcSequenzabdeckung wird mit den
in Proteomics ublichen Verfahren, 2D-Gelelektrogser mit anschlieRender MALDI-
TOF MS, nur selten erreicht. Die gezielte Verwerglameier lonisierungstechniken
fur die MS hebt die Strukturaufklarung in dieserb&it somit entscheidend von

automatisierten Verfahren in den Proteomics ab.

Die im SDS-Gel getrennten Untereinheiten Begoli Cdt wurden in dieser Arbeit auf
ihre Identitat Gberprift. Mit 20 bestatigten Fragrnes konnte eine Sequenzabdeckung
von 79,6% des 29,8 kDa grol3en CdtB erzielt werdexs, 214 von 269 AS entspricht.
Auch die A- und die C-Untereinheit wurden mit 1261258 AS (48,8%) der 27,8 kDa
gro3en CdtA-Untereinheit sowie mit 56 von 181 A8,886) des 19,9 kDa grof3en CdtC
nachgewiesen. Durch Identifikation und den Nachwdgs Proteine mittels PMF und
MALDI-TOF MS konnten Informationen Uber die Cdt-@néinheiten gewonnen
werden, welche Uber der Stadium der preliminarenemdMaaus SDS-Separationen,
Antikorper-Bindungstudien und PCR-Tests hinauseiciiBielaszewska et al. 2006,
2009).

Die Sfp Fimbrien au&. coli, bzw. das SfpA, wurde nach Separation im SDS-Gel f
eine ldentifikation verwendet. Mit 14 bestatigtereffern fir SfpA-Fragmente, die 141
von 174 AS abdeckten (81% der 17,9 kDa) konnteedigiserpriifung bestatigen, dass
es sich bei dem extrahierten Protein um SfpA haed@&azu wurden entgegen der
Ublichen Verfahrensweisen sowohl ein tryptischerdde, als ein ein Verdau mit
Trypsin und der Endoprotease GIlu-C verwendet. Didsmnbinierte Einsatz der
Proteasen ermdglichte eine weit hdhere SequenzZaligals der Einsatz lediglich
einer Protease. Auch diese Variation des PMF ¢rgmentber den automatisierten
Verfahren wesentlich detailliertere Ergebnisse hiiheren AS-Sequenzabdeckungen.
Auf der Grundlage dieser Untersuchungen konnterteveeiStudien mit den Fimbrien
durchgefuhrt werden (Musken et al. 2008).
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Der siebte aus der Reihe der zu identifizierendathdgyenitatsfaktoren war das EibG.
Der nach SDS-Gelelektrophorese in dieser Arbeithiyefihrte PMF bestatigte, dass es
sich bei dem exprimierten Protein um EibG handeMé. 35 identifizierten Verdau-
Fragmenten (265 der 508 AS) von EibG konnte eirgu&ezabdeckung von 52,2% des
54 kDa groRRen Proteins erzielt werden. In dieserh \War eine Uberprifung des
Proteins von besonderer Wichtigkeit, da die ausgetene, gefarbte Bande anhand
seines Laufverhaltens im SDS-Gel einem Protein 200 kDa entsprach. Durch die
hohe Sequenzabdeckung konnte dieses Protein jexindbutig als EibG identifiziert
werden, so dass in Bezug auf die elektrophoretiddobilitat im Gel von einer
Tetramerstruktur des Proteins ausgegangen werdes. muese Diskrepanz zwischen
dem Laufverhalten im SDS-Gel und der tatsachlicheninosauresequenz ist fir
herkdmmliche, bzw. automatisierte Strukturaufkl@gswerfahren problematisch. Uber
die dem Laufverhalten im SDS-Gel entsprechende &rifird haufig in den
Datenbanken eine Proteinsuche spezifiziert, so loissinem laut Gel 200 kDa grof3en
Protein nicht mehr nach einem 54 kDa groRen Prajesucht wird. Dies kdnnte bei
automatisierten Verfahren darin resultieren, dagsdie Proteinsuche kein Treffer
erzielt werden kann, oder schlimmstenfalls gar elalsches Protein als
wahrscheinlichstes angegeben wird.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass dikteex&trukturcharakterisierung der
Pathogenitatsfaktoren, die bisher erst als prelin@irDaten per SDS-Gelelektrophorese
und AK-Bindungsstudien vorlagen, die Licken in d&rukturidentitatsiberpriufungen
geschlossen haben. Durch die Bestatigung der egfolgen Expression und im Falle
von Stx1 und Stx2 auch der hohen Reinheit der Pwtekonnten weitere
Bindungsstudien mit den Toxinen durchgafuhrt werddittel der in dieser Arbeit
verwendeten Techniken, PMF mit anschlieRender MALDF MS kann zu jedem
Zeitpunkt der Expressionsanalyse der Proteine, lbewanschlieRenden Aufreinigung,
deren Qualitat und Reinheit Uberprift werden. White kann ermittelt werden, ob
Aufarbeitungsschritte zu starkem Proteinverlustrdéiah bzw. ein falsches Produkt

aufgereinigt wird.

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten PMF-Analyserd WMALDI-TOF sowie ESI Q-

TOF MS-Verfahren heben sich deutlich von in den tébmics verwendeten
Standardverfahren ab. Der Einsatz der 1D SDS-Gettefghorese statt 2D erspart Zeit
und Arbeitsaufwand in der Praparation. Durch den jgdes Protein einzelnen

optimierten Ablauf des PMF und der MS, konnten jgolen Virulenzfaktor hohere
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Sequenzabdeckungen und damit bessere Ergebnisgdt everden, als dies in
automatisierten Verfahren moglich gewesen ware. $easitivitdt der angewendeten
Techniken liegt dabei mit ungefahr 0,5 ug fir elmehe Sequenzabdeckung des zu
identifizierenden Proteins nur knapp tUber dem Bareler Coomassie Blau-Farbungen
(0,05-0,1 ng Dunn), so dass als Faustregel geltam,kdass ein Coomassie Blau-
gefarbtes Protein auch mittels PMF und MALDI-TOF M$8ntifiziert werden kann. Es
bleibt letztendlich festzuhalten, dass Uber die MtEr eingesetzten Proteasen beim
Verdau und der lonisierungsart bei der MS fur jedesotein separat die
Strukturaufklarungsmethode optimiert werden kanmm umdglichst detaillierte

Informationen dariiber zu erhalten.

8.2 Neutrale GSL aus humanen Endothelzellen

Die Shiga Toxin-Rezeptoren Gb3Cer und Gb4Cer kaonmte beiden untersuchten
Endothelzelllinien, den HBMECs und den EA.hy 926lete detektiert werden. Mittels
IF-Mikroskopie konnten die Stx-Rezeptoren auf 2éHer Ebene nachgewiesen werden.
Zusatzlich dazu konnten fur Gb3Cer und Gb4Cer mifieC-Overlay-Assay basierend
auf den Bindungen zu den Anti-GSL-AKs und Stx1 urd praleminére
Strukturinformationen Uber die GSL gewonnen werdénal wurden mittels nanoESI
Q-TOF MS der nach DC-Overlay-Assay Detektion exwdbn Banden der exakte
strukturelle Aufbau der GSL aus den Zelllinien ciaerisiert.

Die IF-Mikroskopie mit Anti-GSL-AKs und Stx1 ergatleutliche Signale fur den
Haupt-Stx-Rezeptor Gb3Cer sowie fir Gb4Cer in HBMEGY EA.hy 926 Zellen
hingegen konnte eine starke Expression von Gb3€eeigt werden, jedoch nur ein
extrem schwaches Signal fir Gb4Cer. In den hingegede dieses moderat bis stark
exprimiert. Dieses Ergebnis konnte mit dem zweitemunchemischen Verfahren, dem
DC-Overlay-Assay, bestatigt werden. Auch hier amgbeide Zelllinien eine starke
Farbung fur den sogenannteigh-affinity Rezeptor Gb3Cer und lediglich die HBMECs
eine Farbung fur Gb4Cer (Schweppe et al. 2008).

Exakte Informationen Uber die GSL-Zusammensetzung Endothelzellen sind
besonders deshalb von Interesse, zumal Endottsslaatligungen bei EHEC-
Infektionen durch Stx als Hauptverursacher hervafige werden und bisher nur

wenige umfassende Studien Uber die GSL durchgefilmden. Die bislang am besten
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auf ihre GSL-Zusammensetzung hin untersuchten hamamdothelzellen sinduman
umbilical vein endothelial cell§HUVECSs) (Gillard et al. 1987, 1991, 1993). Eine
detaillierte Strukturaufklarung aller in HUVECSs dktierten GSL-Spezies tber DC und
fast atom bombardemeMsS (FAB MS) sowie lUber Methylierungsanalysen wuvde
Muthing et al. 1999 veroffentlicht. Die pradominamtGSL von HUVEC sind die nGSL
der Globoserie mit den Stx-Rezeptoren Gb3Cer (28846) Gb4Cer (36%) mit MHC,
Lc2Cer, nLc4Cer und nLc6Cer als Minoritaten (9%6%13.2% und 5%) (Muthing et al.
1999). Fur das Stx aughigella dysenteriavurde der zytotoxische Effekt auf HUVECs
bereits 1988 von Obrig et al. gezeigt. In subkaibem Zustand der Kultur fuhrte eine
24 stiindige Inkubation mit TOM Stx zu einer Reduktion der Lebendzellzahl um 50%
(Obrig et al. 1988).

Fir viele andere Zelllinien wurden zwar zahlreicBaudien Uber die Interaktion
zwischen Endothelzellen und Stx durchgefuhrt, nielaoch Uber ihre exakte GSL-
ExpressionHuman microvascular endothelial ce(IMECSs) erwiesen sich als &ul3erst
sensitiv gegentber Stx1 a#s coli, ebenschuman coronary artery endothelial cells
(HCAECs) (Ohmi et al. 1998)Bovine aortic endothelial cell$BAECs) hingegen
zeigten keinerlei Sensitivitdt gegenuber Stx1 Buesoli Sie wiesen einen hohen Gehalt
an GSL der Lakto- und Neolakto-Serie auf und besdf®ne, bzw. nur Spuren an
Globoserie-GSL. MHC (28%) und Lc2Cer (40%) stelltiei die pradominanten GSL
dar, danach folgen Lc3Cer (16%) und nLc4Cer (1Mtivar et al. 1997).

Eines der am schwersten durch Stx geschadigtem@mdes menschlichen Kérpers ist
die Niere. Deshalb wurden in zahlreichen Studien Zlssammenhang zwischen der
Nierenendothelzerstérung und Stx untersucht. Boyudl Wwingwood konnten in
Nierengewebeextrakten grofie Mengen an Stx-Rezeptoré Gb3Cer als das Haupt-
GSL der Niere nachweisen. Sie berichteten auchs dame Korrelation zwischen der
Bindung von Stx an Nierengewebe und dem Gehalt BBC8r im Gewebe vorliegt
(Boyd und Lingwood 1989). Andere Studien wurdenteltes von Gewebeproben mit
Zellkulturen durchgefuhrt. So stellten Louise undri@ 1995 festdasshuman renal
microvascular endothelial celllHRMECs) im Vergleich zu Stx1 eine etwa 1000fach
erhohte Sensitivitdt gegenltber Stx2 besitzen, vgagan HUVECs eine annahernd
ahnlich geringe Sensitivitat gegentber beiden Texirzeigten (Louise und Obrig
1995). Da Stx2 mit besonders schwerwiegenden Synmgtam Krankheitsverlauf, wie
HC und HUS assoziiert ist, kbnnte eine bevorzugtellihg von Stx2 an Nierenzellen

bereits eine mdgliche Erklarung fir seine schwedkschadigung sein. Stx2 ist fur
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HRMECs das wesentlich starkere zytotoxische Agermyohl HRMECs eine etwa
10fach grofRere Menge an Stx1 als Stx2 binden ko(lmanse und Obrig 1995). Louise
und Obrig postulierten dazu in ihrer Arbeit, daggs1Sund Stx2 an unterschiedliche
Formen von Gb3Cer binden und erklarten so den Ilobdbizn Effekt. Die
Hauptbindestellen von Typ Zife 2 des Stx2 unterscheidet sich jedoch von der
entsprechenden in Stx1. Vergleicht man beide, ssenesie auch eine unterschiedliche
Art der Bindung auf, so dass Fraser et al. postalie dass auch die abweichende
Konformation der Bindestellen in den B-Untereinbeit der Toxine zu den

verschiedenen Wirkmechanismen von Stx1 und Stx&fukann (Fraser et al. 2004).

Neben den Endothelzellen der Niere liegt ein wertdfokus auf den Analysen der
Zellen des Darms. Hier werden Stx vén coli sekretiert und kénnen folglich im

Verlauf der Infektion friiheste Schadigungen hemwi@m. Jacewicz et al. fihrten 1999
vergleichende Studien zwischdmman intestinal microvascular endothelial cells
(HIMECs) undhuman saphenous vein endothelial c@H#SVECS) durch. Sie stellten

fest, dass das Haupt-GSL mit ca. 67-75% des GSlal@shbei HIMECs Gb3Cer ist,

wohingegen Gb3Cer in HSVECs lediglich 10% des Géganalts ausmacht. Dieser
Befund korrelierte mit den unterschiedlichen Sevisiten der beiden Zelllinien, da

HIMECs wesentlich empfindlicher auf Stx1 und 2 reagn. Jacewicz et al.

beobachteten aul3erdem, wie bereits Louise und Q9% bei Nierenendothelzellen,
dass bei HIMECs des Darms, trotz einer 50fach tEmh&indekapazitat fur Stx1, das
Stx2 eine starkere Zytotoxizitat aufwies (Jaceveital. 1999).

Die immense klinische Bedeutung von Gb3Cer bemmittht nur seine Funktion als Stx-
Rezeptor und die damit verbundene Assoziation HHEE-Infektionen und den daraus
resultierenden Erkrankungen wie HUS. Neben Endegfisthadigungen in der Niere
und im Darm treten auch cerebrale SchadigungerEB&C-Infektionen auf. Mittels
DC und ELISA zeigten Stricklett et al. 2002, ddasman brain endothelial cells
(HBECs) Gb3Cer exprimieren und sensitiv gegenulhersiid (Stricklett et al. 2002).
Dieses korreliert mit den Ergebnissen der vorgelegArbeit, da auch hier Stx-
Rezeptoren auf mirkrovaskularen Hirnendothelze{ldBMECs) nachgewiesen werden
konnten. Der entscheidende Unterschied zwischenimdeheser Arbeit verglichenen
Endothelzelllinien allerdings ist das vollstandigehlen der Gb4Cer-Synthase und
damit einhergehend der Mangel an Gb4Cer bei derhfeA26 Zellen. Fiur diesen

Aspekt liegen jedoch aus den oben genannten Arbkéime Befunde vor.
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Um den Unterschied zwischen HBMECs und EA.hy 92feAebeziiglich der Gb4Cer-
Konzentration erklaren zu koénnen, wurde in diesebelk eine RT-PCR fur die
Glykosyltransferasen durchgefiihrt, welche zur Sss¢h der Globoserie bendtigt
werden. Hier zeigte sich, dass die ll;4cetyl-Galaktosaminyltransferase, die fur die
Synthese des Gb4Cers verantwortlich ist, in EA.R§ Bellen sehr gering bis gar nicht
exprimiert wird. Dieser Befund erklart das extrearigge Vorkommen von Gb4Cer auf
den makrovaskularen EA.hy 926 Zellen. Fir eine eveiHirnendothelzelllinie wurden
ahnliche Daten 2002 von Hughes et al. publiziemdlites et al. 2002). Es wurden
kommerziell verfigbarenuman brain microvascular endothelial cesIBEC, Cell
Cystems, Kirkland, WA, USA) mihuman proximal tubule celléHPT, Clonetics, San
Diego, CA, USA) auf die Expression von GlcCer-, Ce2- und Gb3Cer-Synthetasen
verglichen. Die Expression der Gb4Cer-Synthetase,ird der vorliegenden Studie
ebenfalls untersucht wurde, wurde von Hughes etnaht Gberpruft. Zusatzlich
verglichen die Autoren jedoch die Expression deGalaktosidase beider Zelllinien.
Dabei stellten Hughes et al. fest, dass HPT gegarddn HBECs eine erhéhte Gb3Cer-
Synthetase und eine erniedrigteGalaktosidase Aktivitat besitzen, was mit den
durchgefuhrten Sensitivitatstest korreliert, da IEsentlich sensitiver gegeniber Stx
waren als HBECs. Die Expression der Synthetasenesder Galaktosidase kann in
Endothelzellen allerdings durchaus variieren bzeeimflu3t werden. Stricklett et al.
konnten 2002 zeigen, dass eine Inkubation eman brain endothelial cellsit dem
Tumor Nekrose Faktor (TNF) zu einer erh6hten Exgioesder drei fur die Synthese
von Gb3Cer bendétigten Glykosyltransferasen fuhdhiwgegen die Expression def
Galaktosidase stabil bleibt. Die so behandeltedeZelviesen nach TNF-Stimulation
eine gesteigerte Sensitivitdt gegenidber Stx1 Eusoli auf (Stricklett et al. 2002).
Vergleichbare Ergebnisse konnten auch Clayton.eamndlLipopolysacchariden (LPS)
erzielen. In einem Affenmodell konnten sie zeigaass eine Injektion von LPS abls
coli ins Nierengewebe des Affen (1mg pro kg Kérpergawites Affen) in einer 1,7 bis
2,5fachen Erhéhung des Gb3Cer-Gehalts in der Mesdtierte (Clayton et al. 2005).

Neben den zahlreichen Studien Uber Endothelzedgistieren auch einige Arbeiten
Uber die Interaktionen von bakteriellen Toxinen ohém Epithel. Alle Studien legen
dabei, wie auch beim Endothel, einen besonderew&ghinkt auf Epithelzellen aus
Niere und Darm. Insgesamt zeigt der Vergleich vqutHel- und Endothelzellen
erhebliche Unterschiede in der GSL-Expression. 8@alelltypen der Niere besitzen
eine sehr hohe Konzentration an Stx-Rezeptorerg(ood 1994, Mithing et al. 2009),



8 Diskussion 109

wobei dies neben humanen Nierenepithel auch flrpéhel anderer Spezies gilt. In
Ferkeln konnten nach Stx2 Injektion Nierengeweb&digungen festgestellt werden,
die vergleichbar mit Lasionen von humanen HUS-R&ie sind (Pohlenz et al. 2005).
Im Darmepithel hingegen lasst sich kein Gb3Cerdmdim Gegensatz zu den von
Jacewicz 1999 getesteten Darmendothelzellen HIMBGhten Miyamoto et al. 2006
kein Gb3Cer im Darm nachweisen (Miyamoto et al. &0@ie konnten stattdessen
zeigen, dass im normalen sowie auch im entzindebdon keine Gb3Cer-Synthetase
vorhanden ist, was die Abwesenheit von Gb3Cer inomapithel erklart. Lediglich fur
Kolontumore ist beschrieben, dass diese haufig Blerexpression an Stx-Rezeptoren
aufweisen (Distler et al. 2008). Eine vergleichendstudie mit zwei
Kolonkarzinomzelllinien wurde 2004 von Schulleraét durchgefihrt. Eine der beiden
Zelllinien war dabei Gb3Cer-positiv (Caco-2) uneé dndere Gb3Cer-negativ (T84). Es
gelang ihnen jedoch, in beiden Zelllinien, unablgngm Gb3Cer-Gehalt, eine Stx-
Endozytose und in einzelnen Fallen auch eine Zelldigung nachzuweisen, so dass fur
die Gb3Cer-negativen T84 Zellen von einem Gb3Cer abbéngigen
Transportmechanismus ausgegangen werden muss|éaiidl. 2004). Die Annahme,
dass Darmepithel keine Stx-Rezeptoren besitzt wirdzwar nicht entkraftet, die Stx
Aufnahme scheint jedoch Uber einen Rezeptor-unajipéin Weg vonstatten zu gehen.

In dieser Arbeit wurden neben den rein analytiscbetektionsverfahren zusatzlich
massenspektrometrische DetailcharakterisierungenG&d_-Strukturen durchgefihrt.

Beide hier verglichenen Endothelzelllinien wieserder IF und der DC ahnlich starke
Expressionen an Gb3Cer auf, zeigten jedoch in da@ncRarakterisierung deutliche
Unterschiede. Die HBMECs besal3en ein etwa aquie®l&erhaltnis von GSL mit

kurzkettigen und langkettigen Fettsauren. In denhig®26 Zellen andererseits konnten
wesentlich gréRere Mengen an Gb3Cer mit langkettigettsduren nachgewiesen
werden. Derartige Detailuntersuchungen uber diektexaZusammensetzung der
Membranrezeptoren sind bis zum heutigen Zeitpunktiélen Studien vernachlassigt
worden, jedoch deuten einige Arbeiten bereits diehilgkeit verschiedener Gb3Cer-
Lipoformen bei der Interaktion mit Stx an. So begten Kiarash et al. bereits 1994
den Effekt, dass die Rezeptorfunktion von Gb3Cédrdar Kettenlange der enthaltenen
Fettsaure variieren kann. Spezies mit extrem kutiglem Fettsduren, wie C12 und C14
Fettsauren wiesen eine geringe Affinitat gegenitbier auf, wahrend C16 bis C24
Fettsauren zu einer starken Bindung flhrten. Dapélte zuséatzlich der Grad der

Sattigung der Kohlenstoffbindungen eine Rolle. Wdgkgte Fettsauren erhdhten die
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Bindungsstarke von Stx (Kiarash et al. 1994). Im déxperimenten der hier
vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass die EA.hy 826en nicht nur einen hohen Anteil
an langkettigen Fettsduren besitzen, sondern diesk zusatzlich zu einem Grol3teil
ungesattigt sind. Betrachtet man vor diesem Hinterd) die Arbeit von Sandvig et al.
aus dem Jahr 1994 (Sandvig et al. 1994), in der d¢éen Einflussnahme von

langerkettigen Fettsduren auf den intrazellularettograden Transport festgestellt
wurde, so kann durch die in der vorliegenden Arbaiurchgefihrten

massenspektrometrischen Analysen bereits eine Mangu Uber die erhohte
Sensitivitat von EA.hy 926 Zellen gegenuber Stx emtgllt werden, da EA.hy 926
Zellen einen wesentlich héheren Anteil an Gb3Cedrlaémgerkettigen und ungesattigten

Fettsauren im Vergleich zu HBMECs besitzen.

Fur die Kopplung der Immundetektion mit der Maspeksrometrie, mit der diese Fulle
an Detailinformationen generiert werden kann, wwadalieser Stelle die von Meisen et
al. 2005 entwickelte Technik verwendet. Diese eriobgeine direkte Kombination
von immunchemischen und massenspektrometrischehodenh und ist aus diesem
Grund exzellent fir Rezeptorstudien geeignet (Meisteal. 2005). Welche Bedeutung
die exakte Charakterisierung samtlicher GSL einektyps besitzt, verdeutlicht eine
Arbeit von Smith et al. aus dem Jahr 2006. Hierriteniiber eine Verringerung der
Konzentration von GlcCer ihipid Raftseine vollstandige Protektion gegentber Stx
erreicht werden (Smith 2006). Der Fokus sollte algie auch in dieser Arbeit, nicht
ausschlief3lich auf den Stx-Rezeptoren liegen, sonuess das gesamte GSL-Repertoir
(-,Glykosphingolipidom®) beinhalten. Zudem gilt esn ispateren Arbeiten das
Untersuchungsfeld auf GSL in Supramolekularen $tingk, wie z. B. deflipid rafts,

zu erweitern und die Rolle von Mikrodomanenstruétuauf den Zelloberflachen beim

Krankheitsverlauf durch EHEC-Infektionen aufzuklire

8.3 Neutrale GSL aus FCS

Rinder stellen das Hauptreservoir fir EHEC dar,eobelbst an Infektionskrankheiten
wie HC oder HUS zu leiden. Sie sind symptomlosesgbsider und kbnnen somit ohne
sichtbare Auswirkungen Trager fir EHEC sein. Folylstellt sich unter anderem die
Frage, ob sich in Rinderseren Stx-Rezeptoren nasbwéassen, da GSL im Serum als

potentielle Stx-Transporteure gelten. In dieser eftrbst es gelungen eine genaue
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Charakterisierung der GSL aus FCS durchzufihren festizustellen, dass Stx-
Rezeptoren im FCS auftreten. Dabei waren die GSL Gleboserie, Gb3Cer und
Gb4Cer, die am haufigsten vorkommenden Spezies Knante mittels DC-Ocerlay-
Assay und anschlieRender MS-Analyse zweifelsfreegg werden, wobei Gb3Cer in

wesentlich geringeren Mengen in FCS als in humaRkEsma vorliegt.

Die Beantwortung der Frage zur Prasenz der Stx{Remn in FCS ist jedoch nicht nur
fur den Aspekt, dass Rinder als Trager fur pathedercoli fungieren von Bedeutung,
sondern ist auch fir die Durchfiihrung von Zellkgttperimenten wichtig, da in vielen
gangigen Zellkulturmedien FCS ein Hauptbestandstil So konnten Fishman et al.
bereits 1978 zeigen, dass Fibroblasten durch einkivierung mit 10% FCS das
Gangliosid GM1 aufnahmen und so sensitiv gegendbsr Cholera Toxin wurden, da
GM1 der Rezeptor fur das Toxin ist (Fishman etlll78). Fur eine Vielzahl weiterer
GSL wurde dieser Effekt bereits mehrfach demonstrigatomi et al. fihrten 1981
Studien mit Hirngewebe durch, in denen sie durchs&iz radioaktiv markierter
Fettsauren feststellten, dass aus dem Kulturmed®8L aufgenommen wurden
(Satomi und Kishimoto 1981). Weiterhin konnten G@higp et al. zeigen, dass
Sphingolipide aus dem FCS aufgenommen, in die loses internalisiert und dort
direkt verstoffwechselt wurden (Chigorno et al. 200

Einer der wichtigsten Bestandeile von Seren ist Alasimin, ein ca. 66 kDa grol3es,
nicht glykosyliertes Protein, welches den kolloismgischen Druck im Blut
aufrechterhalt und in den Fettsauretransport inedlvst. Aul3erdem ist bekannt, dass
bovines Serumalbumin multiple Komplexe mit GM1 @&hgn kann (Tomasi et al.
1980). Sowohl im Monomerzustand, als auch nach sdheeiten der kritischen
Mizellkonzentration, ab der GSL als Mizellen vogen, bildete sich dieser Albumin-
GSL-Komplex aus. Diese Ergebnisse konnten auch a&oderen Arbeitsgruppen
bestatigt werden (Venerando et al. 1982). Ob disbeimin-GSL-Komplexe einen
Effekt auf die Aufnahme von GSL aus dem Medium ultikierte Zellen haben, ist
jedoch noch nicht im Detail bekannt, da die genamnStudien aufin vitro
Experimenten beruhen und, wie im nachfolgenden t€hgiskutiert,in vivo keinerlei

Albumin-Assoziation von GSL festgestellt werden ktm

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dassrszilkeultivierung von humanen Zellen
mit FCS zu beachten ist, dass GSL im FCS enthafimth Zellen kdnnen GSL unter

Umstanden aus dem Kulturmedium aufnehmen, so dags @iner Veranderung der
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Membranzusammensetzung abhangig von den Kultivgshedingungen kommen
kann. Dieses koénnte unter Umstdnden zu falsch ipesitErgebnissen bei der
Auswertung von GSL-Analysen und zu Fehlinterprategn bei Zytotoxstudien fiuhren.
Unter diesen Bedingungen kann nicht mehr zwiscimelogenen, von den Zellen selbst
produzierten, und exogenen, aus dem Medium aufgereman, GSL unterschieden
werden, was gerade bei Zellen mit einem sehr gemnngehalt von GSL zu
Schwierigkeiten in der Interpratation der Daten réith kann. Um letztendlich
aufzuklaren, mit welchen Bestandteilen des mendolfi Blutes GSL assoziieren

wurde anschlieRend humanes Plasma untersucht.

8.4 Neutrale GSL aus humanem Plasma

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass deeihan Stx-Rezeptoren unter den
GSL im humanen Plasma sehr hoch ist. Neben den tbestpndteilen MHC und
Lc2Cer (31,3% und 29,7%) sind die Rezeptoren Gb3(08(1%) sowie Gb4Cer
(16,2%) sehr stark vertreten, nLc4Cer ist mit 4 Ri¥tgegen nur in geringen Mengen
vorhanden. Des Weiteren wurde in Lipoproteinfrakéio eine eindeutige
Lipoproteinassoziation der GSL, die im humanen iReEavorkommen nachgewiesen.
Die Stx-Rezeptoren befanden sich zu einem Grofdteilden Fraktionen der
Chylomikronen, des IDL und VLDL, sowie der Fraktides LDL, eher weniger in der
HDL-Fraktion. Dieses Ergebnis korreliert mit deru@en von Dawson et al. aus dem
Jahr 1976. Sie stellten bereits fest, dass derf®eS&L-Gehalt im VLDL und LDL
doppelt so hoch ist wie im HDL (Dawson et al. 1978)séatzlich konnten Senn et al.
1989 zeigen, dass ca. 98% aller humanen Serumgaiugli lipoproteinassoziiert
vorliegen und sich dabei auf LDL (66%), HDL (25%)d VLDL (7%) verteilen (Senn
et al. 1989).

Modelle Uber Bindungen von Stx an Bestandteile daenschlichen Blutes
unterscheiden sich mitunter stark voneinander. Aacis diesem Grund ist der
Transportmechanismus der Shiga Toxine Uber dag&#system bis heute noch nicht
vollstandig geklart. Wie oben beschrieben konntewahl Dawson (Dawson et al.
1976) als auch Senn (Senn et al. 1989) eine Lipeimassoziation von GSL feststellen,
jedoch zeigten te Loo et al. 2000, dass keineriedihg an Lipoproteine erfolgte. In
der gleichen Arbeit konnten sie zeigen, dass Stye@lgmorphonuclear leukocytes

(PMNs) binden. Dieses konnte auch durch spéaterdikatibnen bestatigt werden.
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Griener et al. Wiesen 2007 eine Bindung von Stxhwanane Neutrophile nach, jedoch
erfolgte diese Uber einen Gb3Cer unabhangigen Nesinas (Griener et al. 2007), da
Neutrophile kein Gb3Cer besitzen (Macher und KId8RBO, Fukuda et al. 1985). Dieser
Gb3Cer unabhangige Mechanismus konnte fir den &imsport im Blut wichtig sein.
Der Transport der Molekiile endet an den Zielzekendass die Toxine schliel3lich dort
wieder freigesetzt, und auf Endothelzellen transferwerden missen. In diesem
Zusammenhang konnte ein 2006 entdecktes Peptidmigiike Rolle spielen. Dieses
wies eine deutlich schwéchere Bindung zu den Toxegf als der Rezeptor Gb3Cer
und kdénnte so am Transport der Toxine beteiligh g@fliura et al. 2006). Diese
schwachere Bindung des Toxins zum TransportmolekiVergleich zum Rezeptor
Gb3Cer ware eine mogliche Erklarung, da der Rexesmmit Uber eine hdhere Affinitat

zum Toxin das Transportmolekil verdrangen wirde.

Abschliel3end sei auch an dieser Stelle noch eifr@t@int, von welch entscheidender
Bedeutung eine exakte Charakterisierung aller G8&tdhdteile in den Zelllinien und
Serentypen ist. Eine Verringerung von GlcCer lipid Rafts fuhrt zu einer
vollstandigen Protektion gegenuber Stx (Smith et 24l06). Die in dieser Arbeit
durchgefihrte Studie tUber die Monohexosylceramatehlimanen Plasmas zeigte, dass
etwa die Halfte aller Monohexosylceramide in hunmanelasma Glukosylceramide
sind. Gerade in Betracht auf die Studie von Sniital.emit der Bedeutung des GlcCer
bei der Intoxikation, sollten die MHC Bestandteife Zukunft in die Analysen mit

eingeschlossen werden.
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9  Zusammenfassung und Ausblick

EnterohamorrhagischEscherichia coli(EHEC) verursachen Lebensmittel-assoziierte
Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes. Das HKraitgspektrum reicht dabei von
Diarrhoe, Uber eine hamorrhagische Kolitis (HC) tniis zum h&molytisch uramischen
Syndrom (HUS). Schwerste Schadigungen erleidebéiatas Gewebe der Niere, was
in besonders kritischen Fallen zu ca. 2-5% zumstéidigen Nierenversagen oder
sogar zum Tod der haufig sehr jungen Patientenefiitkann. EHEC sezernieren
zahlreiche Toxine und besitzen eine Vielzahl vorminenstandigen Virulenzfaktoren,
die am physiologischen Krankheitsverlauf betesigid. Darunter sind die Shiga Toxine
(Stx) Stx1 und Stx2 die bedeutendsten und zuglaicih best-untersuchten. Aber auch
fur andere, Stx-unabhangige Pathogenitatsfaktored ®ine Einflussnahme auf die
EHEC-Infektionen und den damit einhergehenden Kraitkverlauf vermutet. Auf dem
Gebiet der EHEC-Virulenzfaktorforschung ist von detbeitsgruppe um Prof. Dr.
Helge Karch am Institut fur Hygiene der WWU Miunsterden vergangenen zehn
Jahren eine weltweit beachtete Pionierarbeit dekeisworden. Zahlreiche
Erstbeschreibungen von Toxinen aus EHEC und desatiedung lieferten die
Grundlage fur die detaillierten Analysen, die inr deorliegenden Dissertation
durchgefuhrt wurden. Zu den Stx-unabhéangigen Pathiggsfaktoren zahlen
sekretierte Toxine wie das EHEC-Hamolysin (EHEC)Hbie extrazellulare, Plasmid-
kodierte Serinprotease (EspP) und dagolethal distending toxin(Cdt) sowie
membranstandige, adhasive Faktoren wie das Fingoein SfpA und das

Immunglobulin bindende Protein EibG.

Sieben Virulenzfaktoren aus EHEC, und zwar Stx$2 SEHEC-HIy, EspP, Cdt, SfpA
und das EibG, wurden in der vorliegenden Arbeittetst Peptidmassenfingerabdruck-
Analyse (PMF) und anschlielender MALDI-TOF Masseksmmetrie (MS) auf ihre
Strukturidentitdt charakterisiert. Bis zu diesem it@enkt basierten die
Strukturinformationen lediglich auf SDS-Gelen undestérnblot-Analysen. Die
MALDI-TOF MS von Stx1 ergab fur die Stx1A-Unteremiheine 72,2%ige und fir die
Stx1B-Untereinheit eine 88,4%ige Aminosaure(AS)«&egabdeckung. Fur das Stx2
konnten eine 80,8%ige AS-Sequenzabdeckung der Stk#Areinheit und eine
92,9%ige der B-Untereinheit erzielt werden. Mit @&chgewiesenen Peptidfragmenten
und einer AS-Sequenzabdeckung von 36,1% wurdetdikt8ridentitat von EHEC-Hly
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bewiesen. Die im Vergleich zu den hohen Sequenzi&bdgen von Stx1 und Stx2
relativ geringe Abdeckung von 36,1% war absolutr@ineend, so dass das Protein
zweifelsfrei identifiziert werden konnte. In Intetdatenbanken werden bereits 5
bestéatigte Fragmente fur eine Identifikation alssraichend gewertet. Um zu
demonstrieren, wie auch von relativ grof3en Proteingttels In-Gel-Verdau und
anschlieendem PMF hervorragende Sequenzabdeckuergesit werden konnen,
wurde fur das 107 kDa grol3e EspP eine Kombinatiegier lonisierungstechniken fir
die MS verwendet, und zwar die MALDI und die ESIlurth ihre verschiedenen
lonisierungsprozesse und die daraus resultieren8pektren konnte die AS-
Sequenzabdeckung fur das EspP auf insgesamt 95%Q0¥ekDa Proteins erhoht
werden. Die drei Cdt-Untereinheiten wurden mit 48,8bdeckung fir die CdtA-
Untereinheit, 79,6% fur die B-Untereinheit und 38,9fir die C-Untereinheit
erfolgreich identifiziert. Insgesamt 14 bestatigteeffer” fur SfpA-Fragmente lieferten
eine 81%ige Abdeckung der AS-Sequenz von SfpA, dash den kombinierten
Einsatz von Trypsin und einem Gemisch aus Trypsid der Endoprotease Glu-C
mittels PMF gelang. Der Einzelverdau nach dem Stah®MF-Verfahren, in dem
ausschlief3lich Trypsin verwendet wurde, lieferigigech eine Sequenzabdeckung von
62%, so dass durch die Methodenoptimierung ein@&teng um etwa 20% erzielt
werden konnte. Fur das EibG als siebten Pathodsiaikior konnte schlief3lich die AS-
Sequenz mit einer Abdeckung von 52,2% abgeleitadeve Alle in dieser Arbeit
untersuchten Virulenzfaktoren konnten somit hintiicih der vorgeschlagenen Struktur
bestatigt werden.

Dass Schliusselereignis fur die ZellschadigungervVerauf einer EHEC-Infektion ist
die Interaktion von Stx mit Zellen des Endotheld die damit verbundene zytotoxische
Wirkung. Aus diesem Grund wurden zwei Endothelze#ih, die mikrovaskularen
HBMECSs und die makrovaskularen EA.hy 926 Zeller,ilaujeweiliges GSL-Repertoir
untersucht und ihr exaktes GSL-Spektrum, mit besmerd Fokus auf die Stx-
Rezeptoren Gb3Cer und Gbh4Cer, ermittelt. Die di®L Gc2Cer, Gb3Cer und Gb4Cer
wurden mit polyklonalen Anti-GSL-AK nachgewiesengbei Gb3Cer zusatzlich Uber
seine Bindung zu Stx1 detektiert wurde. Mittels lomfiuoreszenzmikroskopie (IFM)
konnte in HBMECs eine moderate Expression an Lc2@drGb4Cer, aber eine starke
Expression an Gb3Cer festgestellt werden. Die EAR§ Zellen wiesen hingegen
starke Farbungen hinsichtlich des Gehalts an Lc26erGb3Cer auf. Allerdings wurde
Gb4Cer auf den EA.hy 926 Zellen nicht detektieneder Befund konnte mittels RT-



116 9 Zusammenfassung und Ausblick

PCR uUber eine Expressionsanalyse der Glykosylessmsén beider Zelllinien erklart
werden. Sowohl HBMECs als auch EA.hy 926 Zellensereeine starke Expression der
Lc2Cer-Synthetase und der Gb3Cer-Synthetase atiingegen lediglich die HBMECs
positiv beziglich der Gb4Cer-Synthetase waren. 826 Zellen exprimieren somit

keine Gb4Cer-Synthetase, was das Fehlen von Gletklért.

Neben dem Nachweis der neutralen GSL auf intaktedothelzellen mittels IFM
wurden zusatzlich GSL-Isolate beider Zelllinien abfe GSL-Zusammensetzung
analysiert. Dazu wurden die isolierten neutralen LGS mittels
Dunnschichtchromatographie (DC) getrennt, im ansBehden Overlay-Assay mit
Antikorpern und Stx detektiert und deren Struktupem ESI Q-TOF MS hinsichtlich
des Oligosaccharid- und Ceramidteils ermittelt. Mdignnschichtchromatographische
Trennung der GSL-Isolate bestétigte die ErgebrdssdFM. Lc2Cer war in EA.hy 926
Zellen starker vertreten als in den HBMECs. Gb3@ar in beiden Zelllinien stark
prasent, wohingegen Gb4Cer ausschlie3lich in deNMEBs auftrat. Die anschliel3ende
massenspektrometrische Strukturcharakterisieruggberdass Gb3Cer aus HBMECs
ausschlief3lich Sphingosin (d18:1) im Ceramidtefivées. Beziglich der Heterogenitat
im Lipidanker, die sich typischerweise in einem Pelpbandenmuster in der DC zeigt,
ist fur HBMECs ein &quimolares Verhdltnis aus Gb3Cmit langkettigen
(C24:1/C24:0) und kurzkettigen Fettsauren (C16r0)Geramidpart charakteristisch.
EA.hy 926 Zellen hingegen enthalten zu etwa 75% @@&pESpezies mit langkettigen
Fettsduren. Im ESI Q-TOF-Massenspektrum von EA.Bg-GSL- und HBMEC-
Isolaten konnte zusatzlich zu den Hauptkomponeintgieringen Mengen auch Gb3Cer
(d18:1, C22:0) nachgewiesen werden. Die Hauptkompi@m wurden mittels
Fragmentionenanalyse per Tandem-MS im Detail atrekt bestimmt und konnten
Uber das Auftreten vollstandiger Fragmentserien BlerC-, Y- und Z-lonen-Serie
vollstandig charakterisiert werden. Bei den detzk¢n Ionen handelte es sich
uberwiegend um einfach geladene, mit Natrium katierte Molekulspezies.

FCS als Kultivierungssupplement wurde auf die GSisainmensetzung und den Stx-
Rezeptorgehalt im Speziellen analysiert. Dabei kemnin neutralen GSL-Isolaten

sowohl per AK- als auch per Stx1-Bindung deutlietimveisbare Mengen an Gb3Cer
und Gb4Cer mittels DC detektiert werden. Die bei@&xr-Rezeptoren erwiesen sich
dabei als die dominanten GSL im FCS. Die pralimendhK-basierenden Strukturdaten
wurden in der anschlieBenden ESI Q-TOF MS mitteltstandiger Strukturaufklarung

per Tandem-MS vervollstandigt. Dabei wurden in FAI® Stx-Rezeptoren Gb3Cer
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(d18:1, C16:0) und Gb3Cer (d18:1, C18:0) in leioht&berschuss im Vergleich zu
Gb3Cer (d18:1, C24:1/C24:0) detektiert. Weiterhionkten langerkettige GSL der
Globoserie im FCS mit dem polyklonalen Anti-Gb3@é¢-nachgewiesen werden, die

jedoch keinerlei Bindungsverhalten zum Stx1 zeigten

AbschlieBend wurde die GSL-Zusammensetzung des femmd&lasmas und die
Assoziation von GSL mit Lipoproteinen untersuchty Hinweise auf einen mdglichen
Stx-Transportmechanismus durch das BlutgefaRsystieiipoproteinen als potentielle
Transporteure zu erhalten. Uber DC-Overlay-Assaitsneutralen GSL-Isolaten aus
humanem Plasma konnte festgestellt werden, dassedigalen GSL der Globoserie
Gb3Cer und Gb4Cer zu den Haupt-GSL des PlasmasregehDie Quantifizierung

ergab 31,3% MHC, 29,7% Lc2Cer, 18,1% Gb3Cer, 16284Cer und 4,2% nLc4Cer,
wobei die gesamten GSL mit Hilfe von AK und im [Eatler Stx-Rezeptoren Gb3Cer
und Gb4Cer auch Uber eine Bindung zu Stx1 und SwBittelt wurden. Die

praliminaren AK- und Toxin-basierten Strukturvorgge konnten mittels ESI Q-TOF
MS der Stx-Rezeptoren mit harten Strukturdaterfizegit werden. Als Haupt-Gb3Cer-
Spezies in humanem Plasma wurden Gb3Cer (d18:1,.001&b3Cer (d18:1,

C22:1/C22:0) und Gb3Cer (d18:1, C24:1/C24:0) identirt. Dariber hinaus konnten
auch Minoritaten wie Gb3Cer (d18:1, C18:0) und G&3@18:1, C20:0) nachgewiesen
werden. Die Hauptkomponenten wurden zusatzlich efsitt Tandem-MS und

Fragmentionenanalyse mit vollstandigen Fragmermtsem ihrer Struktur bewiesen.
Uber eine diunnschichtchromatographische Trennundy amschlieRendem Overlay-
Assay mit GSL-Isolaten aus isolierten Lipoproteakfionen konnte eine eindeutige
Assoziation der Stx-Rezeptoren mit VLDL und LDL uindgeringerem Maf3e mit HDL

festgestellt werden.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass eindeegatukturaufklarung von EHEC-
Pathogenitatsfaktoren sowie auch ihrer Rezeptomn grofRer Wichtigkeit und die
Voraussetzung dafur ist, in  Zukunft den genauen kkvachanismus der
Virulenzfaktoren aufzuklaren. Fur Stx1 und Stx2 dstser Mechanismus bereits in
Ansatzen beschrieben, Uber die Stx-unabhangigetoféakist hingegen bis jetzt noch
sehr wenig bekannt. Im Gegensatz zu Stx, deren RB&deptoren Gb3Cer und Gb4Cer
bereits bekannt sind, sind die Rezeptoren der and®&athogenitatsfaktoren noch
unbekannt. Es stellt sich aufRerdem die Frage, ob 8itx-unabhangigen
Virulenzfaktoren moglicherweise einen synergistestiffekt auf die Wirkung von Stx

zeigen. Jedoch bleiben auch bei den bislang anerbesiarakterisierten Stx1 und Stx2
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noch viele Fragen offen. Der intrazellulare retestg Transportmechanismus wurde
zwar fur HelLa Zellen und andere Zelltypen gezegithis dato jedoch noch nicht fur
Endothelzellen nachgewiesen worden. Ob Stx1 un@ Bét verschiedenen Zelltypen
maoglicherweise andere bzw. unterschiedliche inthalaee Transportwege benutzen,
bleibt also weiterhin unklar. Auch die Rolle vonpsamolekularen Strukturen bei der
Organisation von GSL ihpid rafts muss in Zukunft noch intensiver untersucht werden,
da die Verteilung der GSL in diesen Mikrodomanenflass auf die Endozytose und

damit auf die retrograde Route der Pathogenitdisfek nehmen kénnte.
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Anhang A: Aminosauren

: 3-Buchstaben-| 1-Buchstaben- EET TR
Aminosaure _ :
Kodierung Kodierung [Da]

Alanin Ala A 71,08
Arginin Arg R 156,19
Asparagin Asn N 114,10
Asparaginsaure Asp D 115,09
Cystein Cys C 103,14
Glutamin Gin Q 128,13
Glutaminsaure Glu E 129,11
Glycin Gly G 57,05
Histidin His H 137,14
Isoleucin lle I 113,16
Leucin Leu L 113,16
Lysin Lys K 128,17
Methionin Met M 131,20
Phenylalanin Phe F 147,18
Prolin Pro P 97,12
Serin Ser S 87,08
Threonin Thr T 101,10
Tryptophan Trp W 186,21
Tyrosin Tyr Y 163,17
Valin Val V 99,13
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Anhang B: Chemikalien

Chemikalie SUAUe Y Hersteller
Synonym
Acetonitril Merck KGaA, Darmstadt
Ammoniumhydrogencarbonat  NHCG; Merck KGaA, Darmstadt
BCIP 5-Brom-4-chlor-3- Carl Roth GmbH und Co.KG, Karlsruhe
indolylphosphat
bovines Serumalbumin Merck KGaA, Darmstadt
(Fraktion V)
Calciumchlorid CaGl Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA
Chloroform Merck KGaA, Darmstadt
DAPI 4’-6-Diamidin-2’- Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA
phenylindol-dichlorid
DHB 2,5-Dihydroxy- Merck KGaA, Darmstadt
benzoesaure
di-Natriumhydrogenphosphat PO, Merck KGaA, Darmstadt
Dithiothreitol Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MQJSA
Glycin Carl Roth GmbH und Co.KG, Karlsruhe
lodacetamid Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA
Kaliumchlorid KCI Merck KGaA, Darmstadt
Kaliumdihydrogenphosphat KIRO, Riedel-de Haen, Seelze
Magnesiumchlorid MgGl Merck KGaA, Darmstadt
Methanol MeOH Merck KGaA, Darmstadt
Mowiol Calbiochem, Darmstadt
Natriumazid Naly SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Natriumborat N&B,O; Merck KGaA, Darmstadt
Natriumchlorid NaCl Merck KGaA, Darmstadt
Natriumhydroxid NaOH Merck KGaA, Darmstadt
n-Hexan Merck KGaA, Darmstadt
Orcin 3,5-Dihydroxytoluol Sigma-Aldrich Inc., Stoluis, MO, USA
Paraformaldehyd Fischar, Saarbriicken
Phosphopentoxid Bs Merck KGaA, Darmstadt
Plexigum Polyisobutylmeth- Roéhm, Darmstadt
acrylat
Primulin Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA
Salzsaure HCI Merck KGaA, Darmstadt
Schwefelsaure 580, Riedel-de Haen, Seelze
Tween 21 ICI, Surfactans, Wilton; UK
Wasser HO
Zinkchlorid ZnC} Merck KGaA, Darmstadt
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