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1. Zusammenfassung

Shiga Toxin-produzierende Escherichia coli (STEC) besiedeln haufig den
Gastrointestinaltrakt von Nutztieren und werden meistens Uber kontaminierte
Lebensmittel auf den Menschen Ulbertragen. Eine Infektion mit diesem Zoonoserreger
beim Menschen verursacht gastrointestinale Erkrankungen, die von wassrigen
Durchfallen bis hin zur hamorrhagischen Kolitis reichen und in einigen Fallen zu
schwerwiegenden Komplikationen wie dem hamolytisch-uramischen Syndrom (HUS)
fuhren konnen. Shiga Toxine (Stx) werden als Hauptvirulenzfaktoren der STEC
angesehen, obwohl in den letzten Jahren weitere Virulenzfaktoren identifiziert wurden.
Dies deutet daraufhin, dass es sich bei der Pathogenese einer EHEC Infektion um
einen multifaktoriellen Prozess handelt. Zu diesen Virulenzfaktoren gehért das
Autotransporterprotein EspP (Extracellular serine protease, Plasmid encoded).

EspP existiert in vier unterschiedlichen Subtypen: EspPa, EspPB, EspPy und EspP9,
von denen nur EspPa und EspPy proteolytisch aktiv sind. EspPa ist vor allem in den
hochvirulenten Serotypen zu finden, so dass sich die vorliegende Arbeit mit diesem
Subtypen befasst. Uber die funktionellen Eigenschaften des EspP ist bislang bekannt,
dass es den Gerinnungsfaktor V durch proteolytische Spaltung inaktiviert und dariber
hinaus von Willebrand-Faktor (VWWF) und P-Selektin spalten kann.

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob die Spaltung des VWF und des P-Selektins
zu einem Funktionsverlust beider Proteine fuhrt. Dartiber hinaus sollten weitere, an der
Blutgerinnung beteiligte Substrate fur EspPa identifiziert und daraus resultierende
maogliche Funktionsstérungen der betreffenden Proteine charakterisiert werden.
Aufgrund der widersprichlichen Datenlage bezlglich der Zytotoxizitat von EspPa das
Protein hinmsichtlich dieser Eigenschaft erneut geprtift.

Mit Hilfe von Flusskammer-Experimenten konnte gezeigt werden, dass an Oberflachen
adhariertes P-Selektin nach Inkubation mit EspPa einen vollstandigen Funktionsverlust
aufweist, da nach Perfusion mit humanem Blut keine Leukozyten mehr an P-Selektin
binden und auf dem Zelladhasionsmolekul rollen konnen. Das durch P-Selektin
vermittelte Abfangen und Rollen der Leukozyten ist die Vorraussetzung fiur die
Einwanderung der Leukozyten in entzindetes Gewebe. E-Selektin, welches trotz
groRer struktureller und funktioneller Ahnlichkeit mit P-Selektin nicht durch EspPa
gespalten wird, bleibt hingegen voll funktionsfahig.



VWEF, ein SchlUsselprotein der Hamostase wird in gereinigter Form durch EspPa
gespalten. Zusatzlich erfolgt die Spaltung des Proteins nach Sezernierung aus den a-
Granula von Thrombozyten und in umgebendem Plasma. Die Adhasion von
Thrombozyten an VWF in der extrazellularen Matrix ist bei einer Gefal3verletzung
essentiell und wurde aus diesem Grund mit Hilfe ahnlicher Flusskammer-Experimente
untersucht. Immobilisierter VWF ist nach Inkubation mit EspPa nicht mehr in der Lage,
Thrombozyten aus dem Blutstrom abzufangen um die Bildung von Thromben zu
initiieren. Klinische Standardmethoden zur Diagnose VvWF-abhangiger
Gerinnungsstorungen wurden in abgewandelter Form fir weitere Funktionsanalysen
eingesetzt. Die Ergebnisse zeigten eine stark verringerte Kollagenbindungsfahigkeit des
VWEF und im Falle des aufgereingten VWF einen vollstandigen Funktionsverlust. Bei der
Thrombozytenadhéasion fungiert VWF als Vermittler zwischen der Bindung von
Thrombozyten an Matrixkollagen. Eine weitere funktionelle Eigenschaft des VWF ist die
Vermittlung der Thrombozytenaggregation, die durch Inkubation mit der bakteriellen
Protease ebenfalls beeintrachtigt wurde. Als weitere Substrate fur EspPa wurden
Fibronektin (FN) und Fibrinogen (FG) identifiziert, welche neben weiteren Eigenschaften
ebenfalls an der Thrombozytenadhasion beteiligt sind. Auch diese Substrate konnten in
gereinigter Form, in humanem Blutplasma und teils aus Thrombozytentberstadnden
durch EspPa gespalten werden. Auch hier belegten Flusskammer-Experimente den
durch EspPa verursachten Verlust dieser Proteinfunktionen. Als weiteres Substrat
wurde Thrombospondin-1 (TSP-1) identifiziert. Es konnte in gereinigter Form, in
umgebendem Plasma und aus Trombozytenuberstdnden gespalten werden. Ebenso
wurde Vitronektin als Substrat in Betracht gezogen, konnte aber nicht gespalten
werden. Es wurde keine Zytotoxizitdt von EspPa nachgewiesen. Somit werden bereits
publizierten Daten unterstitzt, welche belegen, dass die Protease keine zytotoxische
Wirkung besitzt.

In zuklnftigen Studien sollte die Regulation und Expression von EspPa wéahrend des
Infektionsprozesses untersucht werden. Darliber hinaus erscheint es angebracht, die
Interaktionsfahigkeit von EspPa mit den humanen Zielproteinen in komplexeren
Modellsystemen unter Bericksichtigung des Zusammenspiels unterschiedlicher

Virulenzfaktoren von STEC zu untersuchen.



2. Einleitung

2.1 Shiga Toxin-produzierende Escherichia coli (STEC)

Enterohdmorrhagische Escherichia coli sind in den letzten 2 Jahrzehnten als weltweite
Verursacher hadmorrhagischer Colitis (HC) und des hamolytisch-uramischen Syndroms
(HUS), einer haufigen Ursache fur akutes Nierenversagen bei Kindern, in das
Offentliche Interesse getreten (Bielaszewska et al., 2005 ; Tarr, 2009).

Im Jahr 1982 wurden Ausbriiche schwerer blutiger Durchfallerkrankungen in den USA
beschrieben und mit dem bis dato selten nachgewiesenen Serotyp O157:H7 assoziiert
(Riley et al., 1983, Wells et al., 1983). Karmali und Mitarbeiter berichteten ebenfalls
1983 von vereinzelten HUS-Fallen bei Patienten, aus deren Stuhlproben zytotoxin-
produzierende Escherichia coli-Stamme isoliert wurden (Karmali et al., 1983 a und b).
Sie konnten zeigen, dass das isolierte Toxin ein hohes zytotoxisches Potential
gegenuber Vero-Zellen (einer etablierten Zelllinie aus Nierenzellen von Griinen
Meerkatzen) aufwies. Dieser Effekt wurde bereits zuvor von Konowalchuk et al. (1977)
nach Experimenten mit Kulturfiltraten verschiedener E. coli Stdimme beschrieben. In
weiteren Untersuchungen zeigte sich, dass die Struktur und Funktion des Toxins dem
Shiga-Toxin von Shigella dysenteriae Typl ahnelte (O "Brien et al., 1983), so dass von
diesem Zeitpunkt an die Bezeichnung Shiga Toxin-produzierende Escherichia coli
(STEC) verwendet wurde. Wenig spater gelang der Nachweis einer Beteiligung des
Toxins an der Entstehung von HC und HUS (Karmali et al., 1985) und fihrte zur
Abgrenzung dieser hoch pathogenen Stdmme von den weniger pathogenen STEC. Als
enterohdmorrhagische Escherichia coli (EHEC) werden alle humanpathogenen Stamme
bezeichnet, die eine HC oder ein HUS verursachen, Shiga-Toxin exprimieren, eine
»Attaching and Effacing” (A/E)-Lasion an Epithelzellen induzieren und das 60 MDa
grofR3e Virulenzplasmid tragen. EHEC sind somit eine Untergruppe der STEC (Nataro
und Kaper, 1998; Paton und Paton, 1998).

Shiga Toxin-produzierende Escherichia coli werden mittels Serotypisierung in
verschiedenen Gruppen zusammengefasst. Der Serotyp eines E.coli-Isolates wird
durch seine O (,Ohne Hauch®) bzw. H (,Hauch®) Antigene definiert. Historisch wurden
so Bakterien unterschieden, die aufgrund peritricher Begeif3elung zur Fortbewegung
fahig sind oder unbegeil3elt und somit unbeweglich sind. Das Erscheinungsbild einer
schwarmenden Kolonie ahnelt einem Hauch, den der menschliche Atem in Form von
Wassertropfchen beim Anhauchen einer Glasplatte hinterlasst (White, 1926;
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Kauffmann, 1978). Die Bezeichnungen wurden bis heute zur Serotypisierung
beibehalten. Das O-Antigen wird durch Variationen im Polysaccharid-Anteil des
Lipopolysaccharids (LPS), einem Bestandteil der bakteriellen Zellwand, bestimmt. Beim
H-Antigen handelt es sich um Proteine der Flagellen (Gyles, 2007).

Es existieren 174 O-Antigene (diskontinuierlich von 1-181 nummeriert) und 56 H-
Antigene innerhalb des internationalen Serotypisierungsschemas, welche in vielen
verschiedenen Kombinationen unter Escherichia coli verbreitet sind (Scheutz, 2004). Es
konnten aus fast 500 Serotypen weltweit EHEC-Stamme isoliert werden (Bettelheim,
2007), der wichtigste Vertreter weltweit ist jedoch der sorbitol-fermentierende Serotyp
0157:H7, wenn auch von regionalen Unterschieden berichtet wird. So gilt z.B der zuerst
in Deutschland beschriebene nicht sorbitol-fermentierende O157:NM (Non Motile) als
zweithaufigste Ursache fur sporadische HUS-Erkrankungen (Karch et al., 1990; Karch
et al. 1993, Friedrich et al., 2002; Karch et al., 2005). Neben O157:H7 gibt es etwa 10
Serogruppen, die haufiger als andere mit schweren klinischen Verlaufen in Verbindung
gebracht werden (Gyles, 2007). Besonders hervorzuheben sind dabei 026, 0103,
0111 und 0145 (Karmali et al., 2003). Der Schweregrad des Krankheitsverlaufs ist
offenbar mit einem bestimmten Serotyp assoziiert, so dass eine Klassifizierung in 5
Seropathotypen vorgenommen wurde (Karmali et al., 2003). Zu Gruppe A gehoren die
hochvirulenten Serotypen O157:H7 und O157:NM. Zu Gruppe B gehodren Serotypen,
die ahnlich schwere Krankheitsbilder wie O157:H7 verursachen, aber insgesamt
seltener auftreten, ihre Vertreter sind 026:H11, O103:H2, O111:NM, O121:H19 und
O145:NM. Gruppe C bis E reprasentieren Serotypen, die weniger haufig und an
milderen klinischen Verlaufen beteiligt sind (Karmali et al., 2003).

2.1.1 Ubertragung und Infektion

Der Darm von Rindern gilt als Hauptreservoir von STEC (Hancock et al., 1994), obwohl
auch in einer Vielzahl anderer Tierarten STEC-Stamme nachgewiesen werden konnten,
so z.B. in Schafen, Ziegen und Schweinen (Beutin et al., 1993 ; Caprioli et al., 1993;
Karmali et al., 1989). Die Kolonisierung von Rindern und anderen Haustieren durch
STEC ist meist transient fur weniger als 4 Wochen und verursacht keine Symptome
(Karch et al., 1999).

Der Hauptinfektionsweg fir den Menschen ist die Aufnahme von fakal-kontaminierten
Nahrungsmitteln wie z.B. unzureichend gegartem Rinderhackfleisch (Hamburger),
welches in den 90er Jahren in den USA einen grofRen Ausbruch mit mehr als 700



Erkrankungsfallen verursacht hat (Bell et al., 1994). Aber auch andere Nahrungsmittel
gelten als mdgliche Infektionsquelle fir STEC, so z.B. unpasteurisierte Milch, Rohmilch
und Rohmilchprodukte, Salami sowie Obst- und Gemuseprodukte (Rangel et al., 2005).
Ausbriche von 0157:H7-Infektionen wurden aber auch durch kontaminiertes Trink- und
Badewasser, fakal-orale Ubertragung von Mensch zu Mensch und Kontakt zu Tieren
(z.B. Streichelzoos) verursacht (Rangel et al., 2005). Eine besondere Risikogruppe flr
STEC-Infektionen sind Kinder, aber auch &ltere Menschen haben ein erhohtes
Infektionsrisiko (Karmali, 1989; Nataro und Kaper, 1998).

Ein besonderes Merkmal von STEC ist ihre hohe S&ureresistenz und ihre damit
verbundene sehr geringe Infektionsdosis von weniger als hundert bis hin zu einigen
hundert Bakterien (Griffin et al.,1995) .

Nach 88 6 und 7 des Infektionsschutzgesetzes (IfSG) ist das enteropathische HUS und
der Nachweis von EHEC meldepflichtig. Demgemafl wurden in Deutschland fur die
Jahre 2007 und 2008 839 bzw. 835 Falle von EHEC-Infektionen gemeldet (Robert
Koch-Institut, 2009).

2.1.2 Pathogenese und Krankheitsverlauf

Nach einer Inkubationszeit von 1 bis 3 Tagen treten zunachst wassrige Durchfalle auf,
die im weiteren Krankheitsverlauf bei 90% der Patienten in wassrig-blutige Durchfélle
Ubergehen kdnnen (Tarr et al, 2005; Ostroff et al., 1989). 10% bis 15% der Patienten
entwickeln ein hamolytisch-urdmisches Syndrom (HUS), welches durch eine
mikroangiopathische hamolytische Anamie eine Thrombozytopenie und ein akutes
Nierenversagen gekennzeichnet ist (Gerber et al., 2002).

Obwohl die genauen, den Symptomen zugrunde liegenden Mechanismen nicht
vollstandig geklart sind, wird eine thrombotische Mikroangiopathie, die aus einer
mikrovaskularen Endothelschadigung hervorgeht, als Primarereignis beim Ubergang
von einer gastrointestinalen Infektion hin zum Nierenversagen angesehen (Karmali,
2004; Tarr et al., 2005; Andreoli et al., 2002). Bereits in einem sehr frihen Stadium des
Krankheitsverlaufs werden bei Patienten prothrombotische Gerinnungsstorungen
beobachtet, die aus der Aktivierung oder der Verletzung endothelialer Zellen
hervorgehen konnen (Chandler et al.,, 2002). Da bei EHEC-Infektionen keine
Bakteriamie auftritt, wird angenommen, dass die beobachteten vaskularen
Schadigungen an den Glomeruli, am Gastrointestinaltrakt und an anderen Organen, wie
z.B. Gehirn und Pankreas, wahrscheinlich durch Shiga-Toxin (Stx) verursacht werden



(Richardson et al., 1988; Inward, 1997; Karmali, 1989 und 2004; Raife et al., 2004,
Bielaszewska et al., 1997).

Neben der Schadigung von Endothelzellen aktiviert Shiga-Toxin Leukozyten und
Thrombozyten (Te Loo et al.,, 2000 und 2001; Karpman et al. 2001). Das Ausmalf3 der
prothrombotischen Aktivierung korreliert mit dem Risiko, ein HUS zu entwickeln und es
wird angenommen, dass die Entstehung eines HUS mit dem Grad der
prothrombotischen Aktivierung im frihen Infektionsstadium zusammenhangt (Chandler
et al., 2002). Das aktivierte Gerinnungssystem verursacht eine Thrombusbildung im
mikrovaskularen Endothel der Glomeruli und schéadigt zusatzlich Tubuluszellen, so dass
die glomerulare Filtrationsrate verringert wird (Habib und Jackson, 1992). Der hohe
Verbrauch an Thrombozyten fihrt zu einer Verringerung der Plattchenzahl
(Thrombozytopenie). Die hamolytische Anamie ist ein Resultat der mechanischen
Zerstorung von Erythrozyten durch Fibrinfaden (Zoja et al., 1992; Karpman et al., 2001).
Der Schweregrad eines HUS umfasst sowohl milde klinische Verlaufe, als auch
fulminante Verlaufsformen, bei dem neben dem Gastrointestinaltrakt auch Pankreas,
Lunge, Herz und das zentrale Nervensystem betroffen sein kdnnen (Upadhyaya et al.,
1980). Die Mortalitat im akuten Stadium kann bis 5% betragen. Auftretende
Folgeschdden umfassen z.B. eine eingeschrankte Nierenfunktion, Bluthochdruck,
neurologische Schaden oder Pankreasschaden (Scheiring et al., 2008).

Bei der Behandlung einer Infektion mit STEC sollte auf die Gabe von Antibiotika
verzichtet werden, da diese das Risiko, ein HUS zu entwickeln, erhéhen kann (Wong et
al., 2000). Es wird angenommen, dass die Lyse der Bakterien oder verstarkte Induktion
des phagen-codierten stx-Gens als Reaktion auf die Antibiotikabehandlung zu
vermehrter Freisetzung von Shiga-Toxin fuhrt und somit der klinische Verlauf
verschlechtert werden kann (Grif et al., 1998; Kimmitt et al., 2000).

Diarrhoe
abdominale Schmerzen
Fieber
Erbrechen

Infektion blutige Diarrhoe (60 %) Spontane Heilung (85-90 %)
3 2 4 0 1 2 3 4 5 6 T

HUS (10-15 %)

Abb. 2.1: Krankheitsverlauf einer Infektion mit O157:H7 in Kindern. Modifiziert nach Tarr et al., (2005)
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2.2 Nachweis

Die Diagnose einer STEC-Infektion bzw. der Nachweis von STEC in Lebensmitteln stellt
aus verschiedenen Grinden hohe Anforderungen an die verwendeten
Nachweismethoden. Nur in einem sehr frihen Infektionsstadium befindet sich eine
ausreichende Anzahl von STEC in Stuhlproben von Patienten. Nach dem Auftreten der
ersten klinischen Symptome ist die Ausscheidung von STEC schon stark vermindert
(Paton und Paton, 1998). Zusatzlich erschwert die Anwesenheit kommensaler E.coli
den spezifischen Nachweis von STEC (Paton und Paton, 1998). Auch die Detektion in
Lebensmitteln ist aufgrund der vorhandenen geringen Keimzahl problematisch (Nataro
und Kaper 1998).

Serotyp O157:H7 ist im Gegensatz zu den meisten anderen E.coli nicht in der Lage,
Sorbitol innerhalb von 24 Stunden zu fermentieren. Diese Eigenschaft wird zum
Nachweis genutzt, da dieser Serotyp durch das Wachstum farbloser Kolonien auf
Sorbitol MacConkey agar phanotypisch identifizert werden kann (March und Ratnam,
1986).

Die sorbitolfermentierenden Serotypen kénnen mit dieser Methode folglich nicht von
kommensalen E.coli unterschieden werden, so dass die Detektion des O157-Antigens
mittels ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) oder PCR (Polymerase Chain
Reaction) eine weitere Screeningmethode fur Stuhlproben von Patienten darstellt (Park
et al., 1996; Fratamico et al., 1995).

Auch mit dieser Methode werden nicht alle Serotypen erfasst, da nicht alle das
0157-Antigen tragen, so dass sich zahlreiche unterschiedliche Nachweismethoden des
Shiga-Toxins etabliert haben. Zu diesen Methoden z&ahlen Zytotoxizitatstests mit Vero-
Zellen, ELISA-Verfahren mit anti-Stx-Antikérpern (Bitzan und Karch, 2003), sowie
Nachweismethoden auf genetischer Ebene mittels PCR oder Immuno-PCR (Zhang et
al., 2008). Selbst diese Nachweismethoden erlauben keine 100%ige Absicherung der
Diagnose, da in den letzten Jahren gezeigt wurde, dass STEC eine hohe genetische
Variabilitdt, insbesondere wéahrend des Infektionsprozesses aufgrund des hohen
Selektionsdrucks, aufweisen (Mellmann et al., 2009). So kénnen STEC wahrend des
Krankheitsprozesses in 30% der Falle Stx verlieren (Herold et al., 2004; Mellmann et
al., 2005; Bielaszewska, 2007). Aus diesem Grund wird der Nachweis von Stx-
Antikdrpern oder spezifischen Antikérpern gegen das O-Antigen in Patientenseren
empfohlen (Paton und Paton, 1989; Nataro und Kaper, 1989).



Aufgrund der unterschiedlichen Eigenschaften der bestehenden Nachweismethoden in
Bezug auf Sensitivitat, Selektivitat, Kosten und Geschwindigkeit ist stets eine
Kombination von Testverfahren erforderlich, die an die klinischen Bedingungen und
verfligbaren Ressourcen angepasst werden missen (Paton und Paton, 1998).

2.3 Virulenzfaktoren

Obwohl Shiga-Toxine als die hauptsachlichen Virulenzfaktoren von STEC angesehen
werden, sind nicht alle Shiga-Toxin-tragenden Stamme hochvirulent. AuRerdem wurde
die Entwicklung eines HUS bei Patienten nach Infektion mit STEC, die ihre Fahigkeit
Stx zu produzieren verloren haben, beobachtet (Schmidt et al.,1999a). Neben den
Shiga-Toxinen exprimieren EHEC zusatzliche Pathogenitatsfaktoren (Law 2000; Gyles
2007), die dementsprechend an der Pathogenese beteiligt sein kdnnen. In diesem
Abschnitt soll daher ein Uberblick tiber STEC-Virulenzfaktoren, mit besonderem Fokus
auf EspP, gegeben werden.

2.3.1 Shiga-Toxine

Die Familie der Shiga-Toxine besteht im Wesentlichen aus zwei Hauptgruppen, dem
Stxl und dem Stx2, die beide auf temperenten lambdoiden Phagen kodiert sind.
Wahrend Stx1 98% Sequenzhomologie zu Stx von Shigella dysenteriae aufweist, liegt
die Sequenzhomologie von Stx2 nur bei 60% (Nataro und Kaper, 1998).

Neben diesen Hauptgruppen gibt es folgende Subtypen: Stxlc (Zhang et al., 2002),
Stx1d (Kuczius et al., 2004), Stx2c (Schmidt et al. 1999b), Stx2d (Pierard et al., 1998),
Stx2daxiviernar (Melton- Celsa et al., 2002; Bielaszewska et al., 2006), Stx2e (Sonntag et
al., 2005), Stx2f (Schmidt et al., 2000; Sonntag et al., 2005) und Stx2g (Leung et al.,
2003).

Obwonhl die Wirkmechanismen beider Stx-Gruppen gleich sind, findet man bei schweren
Krankheitsverlaufen haufiger Stamme mit Stx2 (Kleanthous et al., 1990; Friedrich et al.,
2002). Es konnte sogar gezeigt werden, dass Stx2 eine 1000fach starkere Zytotoxizitat
gegenuber Nierenendothelzellen aufweist als Stx1 (Louise und Obrig, 1995).
Shiga-Toxine gehoren zur Gruppe der A;Bs-Toxine. Sie besitzen eine enzymatisch
aktive A-Untereinheit mit einem Molekulargewicht von ca. 32 kDa und 5 B-
Untereinheiten mit einer ungeféahren Grol3e von jeweils 7,7 kDa. Die B-Untereinheit
vermittelt die Bindung an den Rezeptor Globotriaosylceramid (Gb3) (Lingwood, 2003),
der besonders von mikrovaskularen Endothelzellen der Niere (Boyd und Lingwood,



1989), des Darms (Jacewicz et al., 1999) und des Gehirns (Ren et al., 1999) exprimiert
wird. Die A-Untereinheit besitzt eine N-Glykosidase-Aktivitat und hydrolysiert einen
spezifischen Adeninrest der 28S rRNA, welche zur 60S ribosomalen Untereinheit gehort
(Endo et al.,, 1988; Saxena et al., 1989). Infolgedessen wird die Proteinsynthese
gehemmt und es kommt zum Zelltod durch Apoptose (Endo et al., 1988).

Bis heute ist noch nicht vollstdndig verstanden, auf welchem Weg Shiga-Toxine aus
dem Darm zu ihren hauptsachlichen Zielzellen, den  mikrovaskularen
Nierenendothelzellen transportiert werden. Es wird angenommen, dass Shiga-Toxine
durch parazellular (Hurley et al.,, 2001) in den Blutkreislauf gelangen und dort an
polymorphkernige Leukozyten, Monozyten und Plattchen binden kdnnen, welche als
Transportmittel zum Nierenendothel dienen (van Setten et al.,, 1996; Karpman et al.,
2001). Es wurde gezeigt, dass durch die Interaktion von LPS (Lipopolysaccharid) und
Stx mit Monozyten die Ausschuittung proinflammatorischer Zytokine, wie Interleukin 1-3
(IL1-B) und Tumornekrosefaktor a (TNF-a) angeregt wird. Dies fuihrt zu einer erhdhten
Gb3-Expression auf Endothelzellen (van der Kar et al., 1992). Van Setten et al. (1996)
fuhren die erhohte Freisetzung von Zytokinen, die bei HUS-Patienten beobachtet
werden kann, direkt auf diese Interaktion zurtick. Die Arbeitsgruppe um Romer (2007)
konnte zeigen, dass die Aufnahme von Stx in die Zielzellen durch Clathrin-unabhangige
Endozytose erfolgt. Dabei werden Mikrodoméanen aus Gb3 und der B-Untereinheit des
Stx gebildet, die zur Einstilpung der Zellmembran fihren. Nach der Aufnahme des
Toxins erfolgt sein retrograder Transport tber Endosomen und den Golgi-Apparat hin
zum endoplasmatischen Reticulum, seinem Wirkort (Sandvig et al., 1992).

Die besondere Empfindlichkeit der Glomeruli gegentiber Stx konnte bislang noch nicht
vollstandig geklart werden. Es wird jedoch angenommen, dass Unterschiede in der
Rezeptorprasentation auf der endothelialen Oberflache und Unterschiede im
intrazellularen Verbleib des Toxins zu einer variierenden Empfindlichkeit beitragen
konnen (Falguieres et al., 2001).

2.3.2 Adhasine

Adhasine sorgen nach der Magenpassage fir die Adhasion an die Darmschleimhaut, so
dass der Transport der Bakterien aus dem Darm reduziert und die Verweildauer erhdht
wird (Law, 2000).

Die Adhéarenz Uber das in die aul3ere Membran der LEE-positiven E. coli eingelagerte
Intimin  fahrt zu einer podestartigen Ausstllpung des Aktinzytoskeletts der



Darmepithelzellen, so dass die Bakterien daran haften koénnen. Die daraus
resultierenden A/E  (Attaching/Effacing)-Lasionen sind ein charakteristisches
Kennzeichen einer EHEC-Infektion (Tzipori et al., 1995).

Die Proteine, die fur die Ausbildung dieser Anheftungsstellen verantwortlich sind,
werden durch eine Pathogenitatsinsel (PAI) kodiert, welche als ,Locus of Enterocyte
Effacement® (LEE) bezeichnet wird. Sie besitzt eine Gréf3e von 43 kb und besteht aus
drei funktional unterschiedlichen Regionen (Kaper et al., 1998). Die zentrale Region
dieses chromosomalen Bereichs enthalt das eae-Gen (e.coli attaching and effacing)
und kodiert den Adharenzfaktor Intimin. Auf3erdem kodiert sie den zugehorigen Intimin-
Rezeptor tir, der vom Bakterium sezerniert wird und in der Zellmembran der
Enterozyten verankert wird. Stromabwarts liegt ein Typ Ill Sekretionssytem, welches fur
die Sekretion von tir und den esp-Proteinen, deren kodierendes esp-Gen (e.coli
secreted proteins) ebenfalls in dieser Region liegt, verantwortlich ist (Perna et al.,
1998). Die esp-Proteine greifen in die epitheliale Signaltransduktion ein, wodurch sie an
der Ausbildung der A/E-Lasionen beteiligt sind (Karch, 2001).

Das Genom von EHEC O157:H7 tragt insgesamt 16 Gencluster, die fur verschiedene
Fimbrienadhasine kodieren, von denen allerdings nur wenige exprimiert werden (Low et
al., 2006). Hierzu gehdren Ipf (long polar fimbriae) (Doughty et al., 2002), sfa (s fimbriae
major subunit) (Spears et al., 2006) und sfp (sorbitol-fermenting ehec O157 fimbriae
plasmid-encoded) (Brunder et al., 2001). Der Beitrag der Lpf (Long polar fimbriae) an
der Adhasion wird kontrovers diskutiert und es wird in Frage gestellt, ob Lpf Uberhaupt
einen Beitrag zur Virulenz leisten (Tatsuno et al., 2006; Gyles, 2007).

Die sfp-Fimbrien sind sowohl auf dem Plasmid der SF O157:H7 kodiert als auch im
Genom einiger 0O165:H25/NM Stamme (Bielaszewska et al., 2009). Musken und
Mitarbeiter (2008) zeigten dass die Sfp-Fimbrien zur Adhasion unter mikroaerophilen
Bedingungen beitragen konnen.

Weitere Adhasionsfaktoren, die in der Literatur beschrieben wurden, sind Efal (EHEC
factor for adherence) (Nicholls et al., 2000; Janka et al., 2002), Iha (IrgA homologue
adhesin) (Tarr et al., 2000), OmpA (outer membrane protein A) (Torres und Kaper,
2003), Saa (STEC autoagglutinin adhesin) (Paton et al., 2001) und das Plasmid-
kodierte ToxB (Tatsuno et al., 2001).

Die Vielzahl an Adhéasionsfaktoren verdeutlicht, dass auch dieser Schritt der
Pathogenese ein multifaktorielles Ereignis ist.
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2.3.3 ,Cytolethal distending” Toxin

»Cytolethal distending“ Toxine (CDT) bilden eine Familie von Toxinen mit verschiedenen
Subtypen und werden durch unterschiedliche Pathogene wie z.B. Campylobacter ssp.
(Johnson und Lior, 1988) Shigella ssp. (Okuda et al., 1995), Helicobacter ssp. (Chien et
al., 2000) und Escherichia coli (Janka et al., 2003; Toth et al., 2003) gebildet.

Bislang wurden 5 verschiedene Subtypen des Toxins, CDT-lI bis CDT-V, in E.coli
identifiziert, von denen insbesondere CDT-V haufig in SF O157:NM, O157:H7 und
einigen eae-negativen nicht-O157 Stammen vorkommt (Janka et al., 2003; Friedrich et
al., 2006; Bielaszewska et al., 2004).

Das CDT-Holotoxin ist aus den drei Untereinheiten Cdt-A, Cdt-B und Cdt-C aufgebaut.
Cdt-B verfiigt Uber eine DNase Aktivitdt, Cdt-A und Cdt-C spielen vermutlich bei der
Rezeptorbindung und der Internalisierung des Toxins eine Rolle (Lara-Tejero und
Galan, 2001). Nach der Aufnahme des Toxins in die Zelle flihrt die DNase Aktivitat der
B-Untereinheit zu einem Zellzyklusarrest in der G2/M Phase, der zur Apoptose fluhrt
(Bielaszewska et al., 2005).

CDT-V wird als ein weiterer potentieller Virulenzfaktor von EHEC diskutiert (Karch et al.,
2006).

2.3.4 Subtilase Zytotoxin

Das Subtilase Zytotoxin ist eine Subtilase-ahnliche Serinprotease und gehdért wie Shiga-
Toxin zur Familie der A;Bs-Toxine. Erstmals wurde das Toxin in eae-negativen
O111:H21 Stammen nachgewiesen, es ist aber auch in vielen weiteren Stdmmen
vorhanden (Paton et al., 2004). Das Toxin wird Uber einen Clathrin-abh&ngigen
Endozytoseweg aufgenommen (Chong et al., 2008) und inaktiviert das Chaperon BiP
im endoplasmatischen Reticulum (Paton et al., 2004).

Eine hohe Zytotoxizitat wurde fir das Protein durch Paton und Mitarbeiter (2006)
nachgewiesen. In Mausen verursacht das Zytotoxin Thrombosen des mikrovaskularen
Endothels und Nekrosen in der Niere, dem Gehirn und der Leber (Paton et al., 2004),
welche den Lasionen in HUS-Patienten &hneln (Upadhyaya et al., 1980).

Trotz seiner hohen Zytotoxizitat in Zellkulturtests und im Tiermodell ist eine Beteiligung
des Toxins am humanen Infektionsprozess fraglich, da es nur in geringem Mal3e mit
den hochvirulenten Serotypen assoziiert ist.
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2.3.5 EHEC Hamolysin

Das Hamolysin der enterohamorrhagischen E.coli (EHEC-HIly) ist ein RTX-Toxin
(Repeat-in-Toxin) und gehort zur Gruppe der Poren-bildenden Zytolysine.
EHEC-HIly-produzierende Stamme bilden nach einer etwa 16-stiindigen Inkubationszeit
auf Blutplatten mit gewaschenen Erythrozyten schmale, tribe Lysehotfe, welche die
Bakterienkolonien umgeben (Schmidt et al., 1994). Dies wird als ,enterohamolytischer
Phanotyp“ bezeichnet (Schmidt et al., 1994) und wurde zuerst von Beutin und
Mitarbeitern (1988) beschrieben. Die Bezeichnung Enterohamolysin (Ehly) wird
allerdings fur ein Phagen-kodiertes Hamolysin verwendet, das nur selten in EHEC-
Stdmmen zu finden ist (Beutin et al., 1993).

Das EHEC-hly Operon, bestehend aus den 4 Genen EHEC-hlyC, -hlyA, -hlyB, -hlyD, ist
auf dem 90 kb grofien Virulenzplasmid von E.coli O157:H7 kodiert (Schmidt et al.,
1996). Das Gen hlyA kodiert fur das Hauptprodukt Haemolysin (RtxA). Haemolysin wird
durch posttranslationale Modifikation mittels der Acyltransferase RtxC, kodiert durch
hlyC, aktiviert und anschlieBend durch den sec-unabhangigen Transportweg unter
Beteiligung der Transmembranproteine RtxB und RtxD, kodiert durch hlyB und hlyD,
exportiert (Welch und Pellet, 1988). Die Aktivitat des EHEC-HIly ist, wie bei anderen
Mitgliedern der RTX-Toxin-Familie, strikt calciumabhangig und hitzelabil (Bauer und
Welch, 1996).

Von Aldick und Mitarbeitern (2007) wurde in Stx-negativen Stammen aus Stuhlproben
von HUS-Patienten EHEC-Hly nachgewiesen. Alle untersuchten Stamme wiesen den
Lenteronamolytischen Phénotyp* auf. Es zeigte sich eine zeit- und dosisabhangige
zytotoxische Wirkung auf mikrovaskuldre Endothelzellen, die bei einer Mutante mit
spontanem Verlust des EHEC-hly Operons deutlich reduziert war.

Dennoch ist die Relevanz des Toxins fur den Krankheitsprozess, aufgrund seines
schnellen und irreversiblen Aktivitatsverlusts (Bauer und Welch, 1997) umstritten.
Untersuchungen zur Interaktion von EHEC-Hamolysin und Membranvesikeln zeigten,
dass EHEC-HIly schnell an die Oberflache von Membranvesikeln bindet und dass
Vesikel-assoziiertes Hamolysin eine ca. 80-fach hohere Stabilitat und Aktivitat im
Vergleich zu freiem Hamolysin aufweist (Aldick et al., 2009).

Die Assoziation mit Vesikeln stellt daher moglicherweise einen Mechanismus zur
Stabilisierung von EHEC-Hamolysin dar, so dass unter physiologischen Bedingungen
im Wesentlichen die Vesikel-assoziierte Form von EHEC-Hamolysin funktionell relevant
sein durfte.
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2.3.6 EspP

EspP steht fir ,extracellular serine protease, plasmid encoded* und ist ein weiterer
Virulenzfaktor, der auf dem 90 kb grof3en Virulenzplasmid pO157 kodiert ist.

Der ORF (Open Reading Frame) besteht aus 3900 Basenpaaren (bp) und ist homolog
zur Proteinfamilie der Autotransporter (Brunder et al., 1997; Pohlner et al., 1987).
Autotransporter sind Proteine, die alle notwendigen Bestandteile zum Transport durch
die bakterielle innere und &ufRere Membran innerhalb eines Molekils tragen (Pohlner et
al., 1987; Henderson 2004). Dieser Sekretionsweg wird dementsprechend als
Autotransporter-Sekretionsweg, oder als Typ V Sekretionssystem bezeichnet. Das
espP-Gen kodiert fir ein 142 kDa grof3es Holoprotein, welches eine flr Autotransporter
typische Struktur aufweist. N-terminal befindet sich ein Signalpepetid, welches den
Transport Uber die innere Membran durch den sec-Sekretionsweg vermittelt. Die C-
terminale B-Doméane, auch ,B-barrel“ (barrel = Fass) genannt, bildet einen Kanal, der
vermutlich den Transport der ,Passenger-Doméane” durch die aul3ere Membran in den
extrazellularen Raum ermoglicht. Die Deletion der vermutlichen Transportdomanen
innerhalb des ORF fihrt dazu, dass die 104 KDa grof3e Passenger-Domane nicht mehr
in den extrazellularen Raum transportiert werden kann (Brunder et al., 1997), welches
die Identifikation von EspP als ein Autotransporter-Protein unterstitzt. Die ,Passenger-
Doméane* tragt die Effektorfunktion des Proteins (Henderson, 2004). Kdurzlich
veroffentliche Forschungsergebnisse zeigen, dass der Autotransporter-Sekretionsweg
in seinen mechanistischen Details sehr komplex ist. Da die vorliegende Arbeit sich mit
den Effektoreigenschaften der Passenger-Domane beschaftigt, wird auf eine
ausfuhrliche Darstellung der Transpormechanismen verzichtet und auf die
entsprechende Literatur verwiesen (Dautin und Bernstein, 2007; Dautin et al., 2007;
Barnard et al., 2007; leva et al., 2008; Ruiz-Perez et al., 2009; leva et al., 2009).

EspP spaltet porcines Pepsin A und den humanen Blutgerinnungsfaktor V (Brunder et
al., 1997). DarlUber hinaus zeigt die Protease Autoproteolyse, bei der am C-Terminus
ein 18 kDa grol3es Fragment abgespalten wird. Die Autoproteolyse von EspPa hat
keinen Einfluss auf die Aktivitat des Proteins (Brockmeyer, 2009). Die Analyse der
entstandenen Fragmente von Faktor V und EspPa zeigt, dass das entsprechende
Substrat nach Leucin und einer weiteren hydrophoben Aminosaure gespalten wird
(Brockmeyer, 2009). Des Weiteren wird die Proteasefunktion durch Inkubation mit dem
Serinproteaseinhibitor Phenylmethysulfonyl-Fluorid (PMSF) gehemmt (Brunder et al.,
1997). Zusatzlich belegen vergleichende Homologie- und Funktionsstudien, dass es
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sich bei EspP um eine Serinprotease handelt, so dass EspP in die Unterfamilie der
»Serine protease autotransporters of enterobacteriaceae“ eingeteilt werden kann.

Eine Analyse der Gensequenzen von EspP aus 575 EHEC und STEC-Stdmmen zeigte,
dass EspP in vier weitere Subtypen untergliedert werden kann, welche als espPa,
espPB, espPy und espPo bezeichnet werden (Brockmeyer et al., 2007). Von diesen
Subtypen sind nur EspPa und EspPy proteolytisch aktiv, EspPB und EspPdé sind
entweder proteolytisch inaktiv oder werden nicht sezerniert (Brockmeyer et al., 2007).
Die Analyse der Verteilungsstruktur von espP zeigte, dass proteolytisch aktives EspP
vorwiegend in den humanpathogenen Serogruppen 0157, 026, O111 und 0145
vorkommt. Besonders im hochpathogenen Serotyp O157:H7 ist espPa in 100% der
Félle zu finden (Brockmeyer et al., 2007). Auch eine Studie von Khan und Mitarbeitern
zeigt, dass EspPa vorwiegend mit hochpathogenen Serotypen assoziiert ist (Khan et
al., 2008). Ein Vergleich von STEC Stammen aus Milchprodukten und von
Patientenisolaten zeigte eine deutlich htheres Auftreten von EspP in humanpathogenen
Stammen (Pradel et al., 2008). Obwohl in der letztgenannten Studie keine Analyse in
Bezug auf die EspP-Subtypen statt fand, unterstreicht die gemeinsame Betrachtung der
drei Studien die Rolle von EspP als méglichen Virulenzfaktor.

Daruber hinaus wurden in Seren von Patienen mit EHEC-Infektionen AntikGrper gegen
EspP nachgewiesen (Brunder et al., 1997), so dass EspP auch wahrend der Infektion
exprimiert wird und ein Einfluss von EspP wahrend einer EHEC-Infektion sehr
wabhrscheinlich ist.

Uber die genaue Funktion von EspP wahrend der Pathogenese existieren bislang nur
wenige Erkenntnisse. Wie bereits erwahnt, spaltet EspPa den humanen
Blutgerinnungsfaktor V. Eine daraus resultierende mogliche Stérung der Hamostase
kénnte zur Entstehung einer hdmorrhagischen Kolitis beitragen (Brunder et al., 1997).
Dartiber hinaus wurde berichtet, dass EspPa P-Selektin und von Willebrand-Faktor
spalten kann (Brockmeyer, 2009). Beide Proteine tragen Schlusselfunktionen wéhrend
der Hamostase und wahrend Entziindungsprozessen. Eine genauere Analyse der
Spaltung von P-Selektin zeigte aul3erdem, dass die beiden anderen Mitglieder der
Selektin-Familie E-Selektin und L-Selektin, trotz einer hohen Homologie der Proteine
untereinander, nicht gespalten werden (Brockmeyer, 2009). Obwohl noch andere
Faktoren bei der Substratspezifitat eine Rolle spielen, lassen die bisherigen Ergebnisse
die Vermutung zu, dass die Spaltung von P-Selektin hochspezifisch ist (Brockmeyer
2009). Alle bisher identifizierten Substrate des EspP sind wichtige Kofaktoren der
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Hamostase bzw. Schlisselfaktoren bei Entziindungsprozessen und sind in den o-
Granula der Thrombozyten gespeichert (Harrisson und Cramer 1993).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die proteolytische Spaltung und ihre Effekte auf die
bereits beschriebenen Substrate eingehender charakterisiert. Dartiber hinaus wurden
weitere Proteine der Hamostase als Substrate fir EspP identifiziert und genauer
untersucht. Die nachsten 2 Kapitel enthalten einen Uberblick uber die Rolle der
untersuchten EspP-Substrate bei der Adhasion und Aggregation von Thrombozyten
bzw. bei der Rekrutierung von Leukozyten wahrend des Entziindungsprozesses.

2.4 Hamostase

Bei der Hamostase (Blutstilung) sorgen Wechselwirkungen zwischen dem
Gefallendothel, den Thrombozyten und den Gerinnungsfaktoren aus dem Plasma flr
einen schnellen Verschluss von Verletzungen im Blutgefal3system, um Blutverluste zu
minimieren.

Thrombozyten sind anukleare Fragmente von Megakaryozyten aus dem Knochenmark.
Sie enthalten neben einigen Mitochondrien auch Glykogen und unterschiedliche Typen
von Granula. Die groRen a-Granula enthalten hauptséchlich Faktoren, die fir die
Plattchenadhéasion und Plattchenaggregation wichtig sind, sowie weitere Gerinnungs-
und Wachstumsfaktoren. Die 3-Granula (elektronendichte Granula) enthalten Serotonin,
Adenosindiphosphat, Adenosintriphosphat und Histamin. Sie haben ebenfalls wichtige
Funktionen bei der initialen Blutgerinnung und sind fur die Vasokonstriktion im Umfeld
des beschadigten Gefal3abschnitts wichtig und zusatzlich an der Geféal3reparatur
beteiligt. Die A-Granula enthalten Lysosomen und verschiedene Hydrolasen. Diese
dienen hauptsachlich der Resorption des Gerinnsels bei der Wiederherstellung der
Gefallwand (Rendu und Brohard-Bohn, 2001).

Die normale Thrombozytenzahl beim Erwachsenen betragt 170.000 bis 400.000/uL
Blut. Die durchschnittliche Lebensdauer eines Thrombozyten betragt ungefahr 10 Tage.
Bei einer Gefal3verletzung werden subendotheliale Kollagenfasern freigelegt, an denen
sich Thrombozyten mit Hilfe weiterer Proteine, wie des von Willebrand-Faktors,
anheften kbnnen. Bei der darauf folgenden Aktivierung der Thrombozyten kommt es zur
Exozytose der a-Granula und der elektronendichten Granula, wodurch weitere
Thrombozyten rekrutiert und aktiviert werden, und so primare Aggregate bilden kénnen.
Einhergehend mit der Aktivierung der Thrombozyten erfolgt eine morphologische
Veradnderung. Aus den diskoiden Thrombozyten formen sich kugelige Gebilde mit
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langen Pseudopodien durch die Ca®'-induzierte Umwandlung von globuldrem in
fibrillares Aktin. Dieser Prozess ermoglicht eine Verzahnung der Thrombozyten. Die

initiale Thrombusbildung wird auch als primare Hamostase
bezeichnet.
jA D
‘." Ribistiese c Thrombusbildung
A Thrombozyienaktivierung
i
Adhasion
via GP Ib
'Jf Exposition von GP lIb/llla
Aktivierung Willebrand-
| kg? Faktor
Fibrinogen
Aggregation —=> Forméanderung  Sekretion
A T ,,b A
Anlagerungs- Thrombin Vasokonstriktion irreversibler Pfropf
reaktion e o
tions- AT LT 'y
Rezeptor—> PLC ?ﬁgﬁ:u?:;ns
Wachstums-
Verletzung Ca"' <— IR, faktoren
Kollagenfreilegung PLA, fibrillares Aktin
< Willebrand-Faktor | B ———
(aus Endothel) —— TXA, => Vasokonstriktion
Adhésion via GP Ib —— PAF —> Phagozyten
PF; —————> endogenes System
Abb. 2.2: Aktivierung von Thrombozyten. Morphologische Veranderungen (Abbildungen): A

Unverletzte Kapillare; B Anlagerungsreaktion der Thrombozyten an Kollagen nach Verletzung; C
Rekrutierung von Thrombozyten durch Signalstoffe aus aktivierten Thrombozyten und Aggregation von

rekrutierten Thrombozyten; D Bildung eines wei3en Thrombus. Biochemische Phasen (Pfeildiagramme):
A Ruhephase; B Adhasion an Kollagen mit Hilfe des Glykoproteinrezeptors Ib; C Ca** vermittelte
Umwandlung von globularem in fibrillares Aktin; D Exposition des Glykoproteinrezeptors IIB/llla auf
Thrombozyten und nachfolgende Aggregatbildung. Modifiziert nach: Klinke und Silbernagl ,Lehrbuch der
Physiologie" 2.Aufl. Georg Thieme Verlag; Stuttgart, New York; S.206 (2000).

Unmittelbar nach der initialen Thrombusbildung wird die plasmatische Gerinnung
aktiviert. Dabei wird nach einer Kaskade von Enzymaktivierungen, die Uber zwei
unterschiedliche Wege initiiert werden kann (extrinsischer und intrinsischer Weg), aus
den Blutgerinnungsfaktoren X, V und IV sowie Ca®* und Phospholipiden der
Prothrombinasekomplex gebildet, der wiederum Prothrombin in enzymatisch aktives
Thrombin umwandelt.
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In der Fibrinbildungsphase spaltet Thrombin Fibrinogen in Fibrinmonomere, welche
durch die Beteiligung weiterer Gerinnungsfaktoren und unter Ausbildung kovalenter
Bindungen Polymere bilden. Das so entstandene Fibrinnetzwerk, in das auch
Erythrozyten und Leukozyten eingelagert werden, stabilisiert den Thrombus. In der
Retraktionsphase verbindet sich das Fibrinnetzwerk mit dem Glykoproteinrezeptor
lIb/llla auf der Thrombozytenoberflache unter Beteiligung von Fibronektin. Das in der
Aktivierungsphase entstandene Thrombin fordert nicht nur die Aggregation der
Thrombozyten, sondern auch die Aktivierung ihres kontraktilen Aktin-Myosin-Systems.
Unter dem Zug der sich kontrahierenden Thrombozyten wird das Volumen des
urspringlichen Thrombus stark verringert und stabilisiert. Thrombozyten sind nicht nur
essentiell fir die Hamostase, sondern spielen auch eine wichtige proinflammatorische
Rolle. Thrombozyten konnen mit neutrophilen Granulozyten und Monozyten
interagieren und ihre Rekrutierung und Transmigration in entziindetes Gewebe fordern.

X ————>]a]

Fibrinbildung l

e matn |+ [H

‘l’ lla

TSI
Prothrombin »

Thrombin

Fibrin- i B vernetztes

monomer Fibrin

Fibrinogen

Fibrinopeptide

Abb. 2.3: Fibrinbildungsphase der plasmatischen Ger innung: Der Prothrombinasekomplex
bestehend aus P-Lip-Ca2+-1Xa-Va leitet die Fibrinbildung ein. Modifiziert nach: Klinke und Silbernagl
.Lehrbuch der Physiologie" 2.Aufl. Georg Thieme Verlag; Stuttgart, New York; S.209 (2000).

2.4.1 Von Willebrand-Faktor

Der finnische Arzt Erik von Willebrand beschrieb als erster eine schwere
Blutgerinnungsstorung bei einem funfjahrigen Madchen. Spater wurde sowohl das
Krankheitsbild (von Willebrand-Jurgens-Syndrom) als auch das Protein, dessen Fehlen
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oder Defekt fur dieses Krankheitsbild verantwortlich gemacht wird, nach ihm benannt
(Haberichter et al., 2006).

Von Willebrand-Faktor (VWF) ist ein multimeres Glykoprotein, das aus identischen
Untereinheiten besteht. Das Dimer bzw. die Multimere sind Uber Disulfidbriicken
miteinander verknupft und haben eine GrofRe von ca. 500 kDa im Falle eines Dimers.
Die Multimere kénnen ein Molekulargewicht grof3er als 10000 kDa errreichen. Das Gen
fur vWF ist auf dem Chromosom 12 lokalisiert und umfal3t 180 Kilobasen. vVWF kann nur
durch Endothelzellen und Megakaryozyten synthetisiert und gespeichert werden.

Die Wechselwirkung zwischen dem Glykoproteinrezeptor Iba und dem Integrin azf3s auf
der Thrombozytenoberflache mit VWF spielt eine zentrale Rolle bei der Rekrutierung
von Thrombozyten, dem initialen Plattchenarrest an geschadigtes Endothel und der
Aktivierung von Thrombozyten (Reininger, 2008).

Endotheliale Zellen speichern VWF in seiner multimeren Form in den Weibel-Palade-
Kdrperchen, wobei besonders die groRen Multimere in diesem Kompartiment deponiert
werden. Endothelzellen sind in der Lage, nach Stimulation mit entsprechenden
Agonisten, wie z.B. Thrombin, vVWF durch Exozytose der Weibel-Palade-Korperchen in
die extrazellulare Matrix und die Blutzirkulation abzugeben, oder ihn direkt nach der
Synthese freizusetzen (Reininger, 2008).

Ein weiterer Speicherort der grof3en Multimere sind die a-Granula von Thrombozyten,
welche ebenfalls nach ihrer Aktivierung VWF freisetzen kdnnen. Die grol3en VWEF-
Multimere haben eine besonders hohe Bindungsaffinitat fur Kollagen und den
Glykoproteinrezeptorezeptor Iba, so dass durch Exozytose der a-Granula sowie der
Weibel-Palade-Korperchen der Endothelzellen die hdmostatisch effektivsten Multimere
in unmittelbarer Nahe von vaskularen Lasionen verfigbar sind (Reininger, 2008).
Obwohl auch subendothelialer VWF die Bindung von Plattchen effizient unterstiitzen
kann (Stel et al., 1985; Turitto et al., 1985), bindet vorherrschend der im Plasma
zirkulierende VWF an Komponenten der extrazellularen Matrix. Perfusion von
extrazellularer Matrix mit humanem Blut, welches einen inhibierenden anti-vWF-
Antikdrper enthielt, veringerte die Plattchenadhésion um bis zu 90% (Stel et al., 1985;
Turitto et al., 1985).

Die Bindung von Thrombozyten an Oberflachen ist abhangig von der
Flussgeschwindigkeit des Blutes bzw. dem Scherstress. Bei hohem Scherstress ist die
Thrombozytenadhéasion streng abhéangig von vVWF und seinem Glykoproteinrezeptor Iba
auf der Plattchenoberflache (Reininger, 2008). Selbst auf einem Substrat wie Kollagen,
fur welches Plattchen mehrere Rezeptoren wie z.B. GPIb, Integrin azBs und Integrin
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a2B1 besitzen, muss bei hohem Scherstress erst VWF an Kollagen gebunden werden
um die Adhéasion der Thrombozyten zu ermoglichen (Reininger, 2008). Dennoch ist die
Plattchenadhasion nicht auf den vVvWF beschrankt, sondern erfordert das
Zusammenspiel mehrerer Faktoren. Kollagen-gebundener VWF kann Thrombozyten
nicht fest binden. Es erfolgt eine Ablosung der Plattchen von vVWF und ein langsames
Rollen tber die Oberflache in Flussrichtung des Blutes (Kato et al., 2003; Donadelli et
al., 2006).

Das langsame Rollen der Thrombozyten ermoéglicht wiederum die Bildung zuséatzlicher
Bindungen, die fir eine stabile Plattchenadhésion und Ausbreitung sorgen und die
Aggregatbildung fordern (Reininger, 2008).

Das Integrin a,Bs bindet z.B an VWF und weitere adhasive Substrate wie z.B.
Fibrinogen, Fibrin, Thrombospondin, Vitronektin und Fibronektin (Ruggeri et al., 1982
und 1983). Das Wachstum des gebildeten Thrombus ist auch unter Flussbedingungen
neben VWF von weiteren Proteinen, wie z.B. Fibrinogen, abhangig. Gemeinsam férdern
sie die Thrombozytenaggregation (Donadelli et al., 2006; Ruggeri et al., 1999 und
2006). VWF tragt dariber hinaus zur Stabilisation des Thrombus bei, indem es z.B.
kovalent an Fibrin bindet (Hantgan et al., 1990).

2.4.2 Fibrinogen

Fibrinogen ist ein heterohexameres Glykoprotein mit einer Grof3e von 340 kDa, wird
vorwiegend von Hepatozyten synthetisiert und zirkuliert im Plasma mit einer
Konzentration von ca. 1,5 bis 4,0 g/L. Weitere Speicherorte sind, wie bei VWF, die o-
Granula von Plattchen, welche Fibrinogen durch Endozytose aus dem Plasma
aufnehmen (Handagama, 1990).

Wahrend der Blutgerinnung Ubernimmt Fibrinogen unterschiedliche Aufgaben.
Fibrinogen wird nach Aktivierung der Gerinnungskaskade durch die Einwirkung von a-
Thrombin zu Fibrin umgewandelt. Darauf folgend polymerisieren die entstandenen
Fibrinmonomere spontan und bilden intermolekulare Vernetzungen, so dass ein
Fibrinnetzwerk zur Thrombusstabilisierung entsteht. An dieses Netzwerk kodnnen
wiederum Thrombozyten, Leukozyten und Erythrozyten, die essentielle Aufgaben bei
der Thrombusbildung erfullen (Wohner, 2008) binden.

Aulerdem besitzt Fibrinogen viele Bindungsstellen fir Integrine und andere
Rezeptoren, so dass Fibrinogen z.B. unterschiedliche Zelltypen binden kann (Herrick et
al.,, 1999). Thrombozyten kdnnen Uber das Integrin ayBs an Fibrinogen adharieren.
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Hauptsachlich erfolgt die Aggregation von Plattchen (Lefkovits et al., 1995; Weisel et
al., 1992) uber diese Bindung, so dass Fibrinogen mal3geblich an der Thrombusbildung
beteiligt ist. In M&ausen ist in Abwesenheit von Fibrinogen ein allein tUber VWF
entstandener Thrombus zwar schneller gebildet, aber instabiler als ein Gber Fibrinogen
und VWF langsam gebildeter Thrombus (Ni et al., 2000).

2.4.3 Fibronektin

Fibronektin ist ein dimeres Glykoprotein mit einer Monomergrof3e von 250 kDa.
Abhangig von seiner Herkunft existiert es in alternativen Splei3varianten und hat
unterschiedliche Funktionen. Plasma-Fibronektin wird von Hepatozyten synthetisiert
und liegt in humanem Plasma mit einer Konzentration von 300 bis 400 pg/mL vor.
Fibronektin aus Plasma kann in Fibrinnetzwerke eingebaut werden und verstarkt nicht
nur den Thrombus, sondern fuhrt dadurch auch zu einer veranderten Scherrate, die
wiederum Einfluss auf die hamostatische Funktion von Fibrin und Gerinnungsfaktor
Vllla nehmen kann (Mosher, 1975; Bereczky et al., 2003; Board et al., 1993).

Fur die Interaktion mit Thrombozyten steht Fibronektin aus unterschiedlichen Quellen
zur Verfugung: Fibronektin aus humanem Plasma und zellulares Fibronektin, welches
an der Stelle vaskularer Lasionen von Zellen synthetisiert und sezerniert werden kann,
sowie Fibronektin in extrazellularer Matrix und aus den a-Granula aktivierter
Thrombozyten (Ginsberg et al., 1981; Mosesson et al., 1970; Nurden et al., 1993). Es
konnte gezeigt werden, dass die Thrombusbildung von Plattchen in Fibronektin-
depletiertem Plasma auf der Basalmembran und auf Oberflachen, die mit fibrillarem
Typ-llI-Kollagen beschichtet wurden, verringert ist (Bastida et al., 1987; Houdijk et al.,
1985). In einer weiteren Studie wurde allerdings beschrieben, dass die Adhasion von
Thrombozyten unabhéangig vom Scherstress und weniger effizient als die Adhéasion an
VWEF und Kollagen ist. Die Zugabe von Fibronektin in physiologischen Konzentrationen
stellte diese Fahigkeit wieder her (Polanowska-Grabowska et al., 1999). Wie auch beim
Fibrinogen, stellt das Integrin ayBs den Hauptrezeptor fir Fibronektin auf aktivierten
Oberflachen dar (Plow et al., 1985), obwohl Thrombozyten auch Uber das Glykoprotein
Ib und VWF an Fibronektin binden konnen (Beumer et al., 1995). Die Rolle von
Fibronektin bei der Plattchenaggregation in Bezug auf eine inhibierende oder
unterstttzende Wirkung wird kontrovers diskutiert (Plow et al., 1981; Moon et al., 1986;
Santoro, 1983; Dixit et al., 1985; Thurlow et al., 1990).
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2.4.4 Thrombospondin-1

Das Glykoprotein Thrombospondin-1 (TSP-1) ist Mitglied der Thrombospondinfamilie,
bestehend aus TSP-1 bis TSP-5. TSP-1 und TSP-2 bilden eine weitere Untergruppe, da
es sich bei diesen Proteinen um Trimere handelt, wahrend TSP-3 bis TSP-5 Pentamere
sind. Das Monomer von TSP-1 hat ein Molekulargewicht von 180 kDa. TSP-1 wird von
Megakaryozyten synthetisiert und ist eines der Hauptbestandteile der a-Granula. Nach
der Degranulation verbleibt ungefahr die Halfte des Thrombospondins auf der
Zelloberflache (Bonnefoy et al.,, 2008). Unter physiologischen Bedingungen befindet
sich TSP-1 in einer Konzentration von 60 bis 300 ng/mL in humanem Plasma. TSP-1 ist
ein multifunktionales Protein und ist in sehr unterschiedliche biologische Prozesse und
in die Enstehung von Krankheiten involviert, wie z.B Angiogenese, Atherosklerose,
Thrombose und auch Hamostase. Aus diesem Grund soll hier kurz seine Rolle in der
Thrombozytenadhasion und —aggregation erlautert werden.

TSP-1 wird, aul3er von Megakaryozyten, von Endothelzellen, Fibroblasten und glatten
Muskelzellen synthetisiert und interagiert als Bestandteil der GefalBwand mit
Fibronektin, Kollagen, VWF, Proteoglykanen und Laminin (Bonnefoy, 2001). In einer
Studie mit TSP-1 beschichteten Plastikobjekttragern konnte die Adhasion und
Ausbreitung von Thrombozyten gezeigt werden (Tuszynski und Kowalska, 1991).
Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass nur in Anwesenheit von Ca*
Thrombozyten an Oberflachen adharieren kdnnen (Agbanyo et al., 1993). In einer
weiteren Studie wird TSP-1 als ein alternativer Mechanismus zu VWF in Bezug auf die
Plattchenadhasion unter hohem Scherstress diskutiert (Jurk et al.,, 2003).
Unterschiedliche Studien belegen einen Beitrag von TSP-1 zur Aggregation von
Thrombozyten unter statischen Bedingungen (Bonnefoy et al., 2008), aber auch unter
Flussbedingungen konnte ein Beitrag von TSP-1 zur Plattchenaggregation gezeigt
werden. Eine besondere Rolle spielt hierbei die Interaktion von TSP-1 mit Fibrinogen in
Bezug auf die Grol3e und Stabilitat von Plattchenaggregaten (Bonnefoy, 2001; Asch
1989).

2.4.5 Vitronektin

Vitronektin ist ein multifunktionales 75 kDa grol3es Glykoprotein, welches im Serum
vorwiegend als Monomer und in der extrazellularen Matrix vorkommt.

Unter anderem stabilisiert Vitronektin Protein PAI-1 (Plasminogen activator inhibitor-1),
das an der Regulation der Fibrinolyse beteiligt ist. Neben dieser Beteiligung unterstitzt
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Vitronektin die Adhasion und Aggregation von Thrombozyten. Die Bindung von
aktivierten Thrombozyten ist calciumabhangig und kann durch blockierende Antikdrper
verhindert werden (Asch und Podack, 1990).

2.5 Leukozyten

Da bereits in 2.3.6. die Spaltung von P-Selektin - einem Schlusselprotein bei der
Rekrutierung von Leukozyten - erwahnt wurde, soll hier kurz die Rolle der Leukozyten
und von P-Selektin bei Entzindungsprozessen erlautert werden.

Leukozyten sind zellulare Bestandteile des Immunsytems und haben ihren Ursprung im
Knochenmark. Sie lassen sich in Lymphozyten, basophile, eosinophile und neutrophile
Granulozyten, Monozyten, sowie dendritische Zellen unterteilen.

Lymphozyten sind Bestandteile der adaptiven Immunantwort und werden in T-und B-
Lymphozyten untergliedert. Beide Lymphozytenpopulationen werden durch den Kontakt
mit Antigenen aktiviert. T-Lymphozyten sind dabei darauf spezialisiert, fremde Erreger
zu attackieren und zu lysieren. B-Lymphozyten produzieren und sezernieren spezifische
Antikdrper bzw. Immunglobuline (Janeway et al., 2002).

Granulozyten zirkulieren im Blut und dringen nur dann in Gewebe ein, wenn sie zu
Infektions- oder Entzindungsherden mittels Chemotaxis gelockt werden. Neutrophile
Granulozyten werden dort dazu aktiviert, Bakterien durch Phagozytose aufzunehmen.
Eosinophile und basophile Granulozyten bekdmpfen in den Korper eingedrungene
Parasiten, die zu grof3 sind um direkt phagozytiert zu werden, indem sie zytotoxisch
wirkende Substanzen aus ihren Granula freisetzen. Bei der Degranulation basophiler
Granulozyten wird unter anderem Histamin freigesetzt, welches an allergischen
Reaktionen beteiligt ist (Janeway et al., 2002).

Unreife dendritische Zellen wandern Uber das Blut in die peripheren Gewebe, wo sie
Antigene aufnehmen. Wenn sie auf einen Krankheitserreger treffen, reifen sie und
wandern in die lymphatischen Gewebe, wo sie antigenspezifische T-Lymphozyten
aktivieren.

Monozyten werden durch Chemotaxis transendothelial ins Gewebe rekrutiert und
differenzieren dort zu Makrophagen, welche die wichtigsten geweberesidenten
phagozytischen Zellen des angeborenen Immunsystems sind.
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2.5.1 Selektine

Selektine gehoren zu den Zelladhasionsmolekilen, die bei der Verbindung von Zellen
im Gewebe und auch bei weniger dauerhaften Wechselwirkungen eine Rolle spielen.
Die Selektinfamilie besteht aus den drei Mitgliedern E-Selektin, P-Selektin und
L-Selektin. Sie werden von unterschiedlichen vaskularen Zelltypen exprimiert, wie z.B.
Leukozyten (L-Selektin), Endothelzellen (P- und E-Selektin) sowie von Thrombozyten,
bei denen P-Selektin Bestandteil der der a-Granula ist (Harrison und Cramer, 1999).
Alle Selektine haben eine gemeinsame Grundstruktur, die sich in den lektinartigen
Domaénen ihrer extrazellularen Abschnitte unterscheiden. Die Lektindomanen binden an
spezifische Zuckergruppen und somit die Selektine jeweils an ein Kohlenhydratmolekadl
der Zelloberflache.

Selektine sind von besonderer Bedeutung wenn es darum geht, dass Leukozyten in
spezifischen Geweben ihren Bestimmungsort errreichen. So vermittelt P-Selektin tber
PSGL-1 die Bindung von neutrophilen Granulozyten und Monozyten (Yang et al., 1999;
Evangelista et al., 1999). P- und E-Selektin ermdglichen dartber hinaus das Rollen von
neutrophilen Granulozyten und Monozyten auf aktiviertem Endothel und auf
Thrombozyten (Kansas, 1996; Doré et al.,1993; Oloffson, 1994). Somit unterstlitzen sie
initial den Prozess der Transmigration von Leukozyten in entzindetes Gewebe.
AulRerdem spielt P-Selektin eine wichtige Rolle bei der Hamostase, indem es das
Rollen von Thrombozyten unter anderem uber seinen Rezeptor PSGL-1 (P-Selectin
glycoprotein ligand) auf der Endothelzelloberflache, bzw. Uber die Interaktion von P-
Selektin und dem Glykoproteinrezeptor Ib vermittelt (Frenette et al., 1995; Romo et al.,
1999; da Costa Martins et al., 2007; Bombeli et al., 1998).
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Abb. 2.4: Beispiel einer Interaktion neutrophiler G ranulozyten mit aktivierten Endothelzellen.
Selektin und E-Selektin vermitteln das Rollen auf aktiviertem Endothel Gber PSGL-1. Aus: ,Essentials
Glycobiology* 2.Aufl. Cold Spring Harbour Laboratory Press; Cold Spring Harbour, New York.
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2.6 Zielsetzung der Arbeit

Die Rolle von EspPa wahrend einer EHEC-Infektion ist immer noch weitgehend
ungeklart. Wahrend aktuelle Untersuchungen zur Pravalenz, Verteilung und Struktur
von EspPa seine Rolle als EHEC Virulenzfaktor untermauern (Brockmeyer et al, 2007)
ist Uber die mogliche Funktion der Protease wahrend der Infektion kaum etwas bekannt.
Da EspPa allerdings in der Lage ist, den humanen Blutgerinnungsfaktor V zu spalten
(Brunder et al.,, 1997); sowie von Willebrand-Faktor und P-Selektin durch EspPa
gespalten werden kdnnen (Brockmeyer, 2009), liegt die Vermutung nahe, dass EspP
mit Funktionen der humanen Blutgerinnung und Immunabwehr interagieren kann.

Ziel dieser Arbeit war es, die bereits bekannten Substrate (von Willebrand-Faktor und
P-Selektin) hinsichtlich eines moglichen funktionellen Defekts zu untersuchen. Da alle
drei Proteine im selben Speicherkompartiment, den a-Granula von Thrombozyten
vorhanden sind, sollten weitere wichtige Proteine der Hamostase aus diesem
Speicherkompartiment als mdgliche Interaktionspartner fir EspPa identifiziert werden.
Dartiber hinaus sollten die potentiellen neuen Substrate im Hinblick auf einen
moglichen, durch EspPa verursachten, funktionellen Defekt gepruft werden.

Da in der Literatur widersprichliche Daten bezlglich der Zytotoxizitat von EspPa
existieren, sollte eine mogliche zytotoxische Wirkung von EspPa auf Endothelzellen

analysiert werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, soweit nicht gesondert erwahnt, in Analysen-Qualitat von den

Firmen Fluka (Deisenheim), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich

(Deisenheim) und VWR (Darmstadt) bezogen. Spezielle Chemikalien und Reagenzien

sind fur die jeweiligen Methoden gesondert aufgefihrt.

Gerate Hersteller, Standort, Modell
Autoklaven H&P Labortechnik, Miinchen: Varioklav E500
Brutschréanke Heraeus, Hanau: Function Line

Elektrophorese-
Kammern

Bio-Rad, Miinchen: mini-Protean® 3 Cell

Elekrophorese-
Netzteile

Bio-Rad, Miinchen: Modelle 3000Xi, 300 Biometra Géttingen: Modelle P23,
24

Foto-Imager

Bio-Rad, Miinchen: Modell ChemiDoc XRS

Mikrotiterplatten-Leser

Dynex, Berlin: Opsys MR

Mikroskope

Carl Zeiss Jena: Axiovert 25 +40 CFL, Axioskop 50, Axio Imager Al-
Mikroskop

Mikrowellenofen

AEG, Frankfurt am Main: Micromat

pH-Meter

WTW, Weilheim i. OB: Modell pH
530

Proteinblotkammern

Carl Roth, Karlsruhe: Semidry Blotter V20-SBD Bio-Rad, Miinchen: tank blotting
chamber

Schiittelinkubator

Sartorius BBI Systems, Melsungen; Certomat R/H

Sicherheitswerkbank

W.H. Mahl Reinraum Klima, Trendelburg: Sterilguard Class Il Type A/B3

UV/VIS Photometer

Shimadzu Duisburg: UV/VIS Spektrophotometer UV Mini 1240

Vortexer

Merck, Darmstadt: Modell Test Tube Shaker MELBI 1719

Waagen OHAUS; Pinebrook, NJ, USA, verschiedene Modelle Scout 2, Explorer
Wasserbad Haake, Karlsruhe SWB25

. Eppendorf Hamburg, verschiedene Modelle 5804R, 5417R Hettich, Tuttlingen:
Zentrifugen

Rotanta 460RS
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3.2 Mikrobiologische Methoden

3.2.1 Bakterienstamme und Plasmide

Laborstdmme Genotyp Serotyp Referenz
huA2 A(argF-lacZ)U169
phoA ginvV44 ®80
E.coli K12 DH5a | A(lacZ)M15 gyrA96 Hanahan,1985
recAl relAl endAl thi-1
hsdR17
hsdS20 recA13 ara-14
i proA2 lacY1 galk2 .
E.coli K12 HB101 Boyer und Roulland-Dussoix, 1969
rpsL20 xyl-5, mtl-1
supE44
Wildtypstamm Genotyp Serotyp Referenz
EDL 933 stx1, stx2 0157:H7 O’Brien et al., 1984
Plasmide Eigenschatft Referenz
pK18 mit 4,4Kb Hindlll/Smal Fragment
pB9-5 . Brunder et al., 1997
aus pO157 mit EspP
pBS263A pB9-5 mit Mutation von AS S263 zu A Brockmeyer, 2009

3.2.2 Medien und Nahrbdden fur Bakterienkulturen

Luria-Bertani (LB) Medium

Trypton 10 g

Hefeextrakt | 59

NaCl 10¢g
H.O adllL
2\Ydest pH 7,4
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LB Agar nach Lennox

Trypton 10g

Hefeextrakt | 5g

NaCl 59

Agar-Agar | 15g

Hzodest ad 1L
pH 7,4

3.2.3 Haltung und Anzucht

Lagerung

Die in dieser Arbeit verwendeten E.coli Stdimme werden auf LB Agar bei 37T kultiviert

und bei 4T bis zu vier Wochen gelagert und danach auf frischen Nahrboden tberfihrt.

Konservierung von Bakterien

Fur die Konservierung von Bakterien wird Trypticase®Sojabouillon (TSB, Becton
Dickinson, USA) und Glycerin im Verhaltnis 1:3 verwendet. 1uL dieser Losung wird in
ein mit Kunsstoffkiigelchen beflilltes Kryoréhrchen (Corning, USA) Uberfuhrt. Der zu
konservierende Stamm wird Uber Nacht auf einer Agarplatte angezichtet und
anschlieBend wird mit einer Kunststoffimpfose die gesamte Koloniemasse in dem
Konservierungsmedium resuspendiert. Es wird einige Minuten auf Eis inkubiert und der
Uberstand von den Kunststoffkiigelchen dekantiert. Das Kryoréhrchen wird bei -70C

bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Ubernachtkultur
Zur Herstellung von Ubernachtkulturen werden mit einer Impfése entnommene

Bakterien in LB Medium inokuliert und bei 37C auf dem Schittelinkubator bei 180
Umdrehungen pro Minute (Upm) tber Nacht inkubiert.

Bestimmung der Bakterienzahl

Die Gesamtzahl der Bakterienkulturen wird durch photometrische Messung der
Absorption bei einer Wellenldnge Asoonm durchgefihrt. Hierzu werden die Kulturen mit
Aqua dest. im linearen Messbereich verdinnt und gegen LB Medium als Kontrolle
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gemessen. Eine Absorption von 1,0 entspricht hierbei n&herungsweise einer
Gesamtkeimzahl von 10° E.coli-Zellen/mL (Sambrook et al., 1989).

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Proteinfallungen

Trichloressigsaure (TCA) -Fallung

1mL der Probe wird mit TCA versetzt, so dass eine Endkonzentration von 10% TCA
erreicht wird. Die Probe wird fur mindestens eine Stunde auf Eis inkubiert und
anschlieRend bei 20000g 15min zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, das Pellet
wird in 30uL Probenpuffer (20mM Tris-HCI) aufgenommen und anschlieend mit 10pL
SDS-Probenpuffer versetzt. Sollte nach Zugabe des SDS-Probenpuffers ein gelber
Farbumschlag auftreten, wird durch die Zugabe geringer Mengen (1-3uL) gesattigter
Tris-L6sung der pH-Wert so weit angehoben, bis die charakteristische Blaufarbung des
Probenpuffers eintritt.

Ammoniumsulfat-Fallung

Fur eine Proteinfallung unter milden Bedingungen, aus denen Proteine wieder
renaturiert werden konnen, wird eine Ammoniumsulfat-Fallung durchgefuhrt. Kalte,
gesattigte Ammoniumsulfat-L6sung wird solange zur Proteinlésung hinzugefiigt, bis
eine Trubung eintritt. FUr die Fallung von EspP aus dem Kulturiberstand wird eine
Konzentration von ca. 55% Ammoniumsulfat verwendet. Die Fallung wird fir mind. 90
Minuten, oder Uber Nacht bei 4T stehen gelassen, anschlieBend in
Zentrifugenrohrchen (50mL, Thermo Fisher Scientific, Schwerte) und bei 20000g 30min
abzentrifugiert. Der klare Uberstand wird verworfen und die an der GefaRwand

niedergeschlagenen Proteine werden in Puffer aufgenommen.

3.3.2 Herstellung von Thrombozytenlysaten

Der Zentrifugation gereinigter Thrombozyten bzw. Zentrifugation von Thrombozyten
aus Thrombozytenkonzentraten (TK) bei 1500g fir 10min folgt ein- bis zweimaliges
Waschen mit PBS. AnschlieBend werden die Thrombozyten in RIPA-Puffer mit
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Proteaseinhibitoren aufgenommen und 20 bis 30 Minuten auf Eis inkubiert. Im Abstand
von 5 Minuten wird das Lysat mit der Pipette und dem Vortexer erneut gemischt.

Zusammensetzung des RIPA-Puffers

Tris 50 mM
NacCl 150 mM
SDS 0,1 %
Natriumdesoxycholat | 0,5 %
Triton X-100 1 %

Lagerung des Puffers in Aliquots von 10mL bei -20C . Vor der Verwendung des RIPA-
Puffers wird ggf. 1 Tablette Protease Inhibitor Cocktail ,complete mini* (Roche

Diagnostics, Mannheim) pro 10mL Puffer zugefugt.
3.3.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektro  phorese (SDS-PAGE)

Herstellung von Polyacrylamidgelen und elektrophore tische Trennung

Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer molekularen Grol3e wird eine
diskontinuierliche  SDS-Polyacrylamid-Gelelektophorese nach Laemmli  (1970)
durchgefuihrt. Zunachst wird das Trenngel gemischt (s.Tabelle). Es werden 4mL des
Trenngels zwischen die Glasscheiben der GieRapparatur (mini-Protean® 3 Cell, Biorad,
Minchen) gegossen und mit Isopropanol tberschichtet. Nach Ablauf von 30 Minuten ist
das Trenngel auspolymerisiert und das Isopropanol kann abgegossen werden. Nach
mehrmaligem Waschen mit destilliertem Wasser wird das Trenngel mit einem
Sammelgel Uberschichtet (s.Tabelle) und ein Probenkamm wird eingesteckt. Auch das
Sammelgel wird 30 Minuten lang zum Auspolymerisieren stehen gelassen. Die zu
analysierenden Proben werden mit 4fach konzentriertem SDS-Probenpuffer im
Verhéltnis 1:4 gemischt und fur 5 Minuten bei 99T inkubiert, in die Kammer tberfuhrt
und anschlielBend ekektrophoretisch bei 10mA/Gel aufgetrennt. Zur anschlielRenden
Grolenabschatzung der Proteine wird ein GréfRRenstandard (peqGold V, peglab,

Erlangen).

30



Polyacrylamidgel

Trenngel Trenngel Trenngel Sammelgel
10% 8% 15% 5%

0,25M Tris-HCI pH 6,8 0,375 mL
1,5M Tris-HCI, pH 8,8 2,5mL 2,5mL 2,5mL
H,Ogest 4,8 mL 4,6 mL 2,3mL 5,85 mL
10% SDS 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,75 mL
Acrylamid (30%) 3,32 mL 2,7mL 50mL 1,25 mL
APS 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,02 mL
TEMED 0,01mL 0,01 mL 0,01 mL 0,01 mL
4-fach Ladepuffer

Menge Konzentration
1M Tris-HCI pH 6,8 | 20 mL 200 mM
B-Mercaptoethanol 5mL 5%
SDS 84 8%
Bromphenolblau 400 mg 0,4 %
Glycerol 40 mL 40 %

ad 100
H2Ogest

mL
Laufpuffer

Menge Konzentration

SDS 1lg 0,1 %
Tris 39 25 mM
Glycin 145¢g 192 mM
H,Ogest ad1L

Proteinfarbung mit Coomassieblau

Zur Visualisierung von Proteinen in Polyacrylamidgelen werden die Gele in einer
Farbelosung fur 20-30 Minuten unter Umschwenken inkubiert und anschlieRend so
lange unter Sicht mit Entfarber (50% Ethanol, 10% Eisessig) inkubiert, bis die

Proteinbanden gut erkennbar sind.
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Zusammensetzung der Coomassie-Farbelésung und —Entfarbelésung

Farbelosung  Enfarber

Coomassie Brilliant Blau R-250 | 0,2 %
Coomassie Brilliant Blau G-250 | 0,05 %

Ethanol 47,5 % 50 %
Eisessig 10 % 10 %
Hzodest 40 % 40 %

Proteinfarbung mit SyproRuby  ©

Zur Visualisierung von Proteinen in Polyacrylamidgelen mit dem Lumineszenzfarbstoff
SyproRuby® (Invitrogen, Karlsruhe) werden die Gele 20 bis 30 Minuten in Coomassie-
Entfarbel6sung fixiert und 3 mal 10 Minuten mit destilliertem Wasser gewaschen. Die
Farbung mit der gebrauchsfertigen SyproRuby®-Losung erfolgt tiber Nacht im dunklen.
Vor der Visualisierung mit dem Foto-Imager wird das Gel nochmals kurz gewaschen.

3.3.4 Western Blot

Transfer von Proteinen auf Membranen mittels,,  Semi-Dry “-Verfahren

Nach Auftrennung der Proteine in der SDS-PAGE, erfolgt die Ubertragung auf PVDF
oder Nitrozellulose-Membranen. Wird eine PVDF-Membran verwendet, muss sie vor
dem Proteintransfer im Methanol einige Minuten aktiviert werden. Beim ,Semi-Dry“-
Verfahren werden zwei mit Transferpuffer (s.Tabelle) getrankte Whatman-Papiere und
die Membran unter Vermeidung der Bildung von Luftblasen auf die Anodenplatte gelegt.
AnschlieBend wird das Polyacrylamidgel von den Uberstehenden Taschen des
Sammelgels befreit und auf die Membran gelegt. Auf die Membran werden noch einmal
zwei weitere mit Transferpuffer getrankte Whatman-Papiere gelegt. Die so praparierte
Membran wird mit der Kathodenplatte abgedeckt und die Blotkammer wir an die
Stromversorgung angeschlossen. Der Proteintransfer erfolgt bei 1mA/cm? fir 1 Stunde.
Die Membran wird anschlie3end zur Absattigung von unspezifischen Bindungsstellen in
TBS-Tween (s.Tabelle) mit 5% Rinderserumalbumin (BSA) fir mindestens 1 Stunde

oder Uber Nacht geschwenkt.
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Transfer von Proteinen mittels, Tank-Blotting *

Das Prinzip des Proteintransfers mittels Tank-Blotting ist dasselbe wie beim ,Semi-Dry*“-
Verfahren. Die Kunststoffkassette der Blotkammer wird ge6ffnet und der mit Blotpuffer
getrankte Schwamm wird auf die Seite der Anode gelegt (durchsichtiger Kunststoff).
Nacheinander folgend werden nun zwei getréankte Whatman-Papiere, die Membran
(PVDF oder Nitrozellulose), das Polyacrylamidgel, zwei weitere getrankte Whatman-
Papiere und der zweite, mit Blotpuffer getrdnkte Schwamm luftblasenfrei tGbereinander
geschichtet. Die Kassete wird geschlossen und in die Halterung eingesetzt. Dabei ist zu
beachten, dass die Anodenseite der Kassette, der Kathodenseite der Halterung
gegenuberliegt. Zuletzt wird die Halterung mit der Blotkassette zusammen mit einem
Kihlakku in den Tank eingesetzt und der Tank wird mit Blotpuffer aufgefillt. Es wird
mindestens 1Stunde bei 25V geblottet. Nach dem Proteintransfer werden die

unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran wie bereits beschrieben abgesattigt.

Tris-gepufferte Salzlésung

TBS TBS-T TBS-T mit BSA

Tris  50mM 6,19
NaCl 150mM 9g
H2Odest ad 1L
Tween-20 0,5% 500 pL
BSA 5% 50¢g
Blotpuffer

Menge Konzentration
Glycin 14,4¢g 192 mM
Tris 3,059 25 mM
Methanol 200 mL 20 %
H2Odest ad1L

Immunodetektion von Proteinen

Fur die Detektion von Proteinen auf einer Membran wird die blockierte Membran mit
einem Primarantikdrper in TBS-T und 5% BSA 2 Stunden bei Raumtemperatur
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inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wird der Blot 3 mal 5 Minuten in TBS-T

gewaschen und mit dem Sekundarantikorper inkubiert.

Verwendete Primarantikdrper

Antikorper eingesetzte Verdiinnung Herkunft Konzentration  Hersteller

Anti-von Willebrand-Faktor | 1:4000 Kaninchen | 100 pL/mL Dako, Hamburg
Anti-Fibronektin 1:1000 Maus 500 pg/mL R&D, Wiesbaden
Anti-Thrombospondin-1 1:500 Maus 100 pg/mL Abcam, Cambridge
Anti-Fibrinogen 1:10000 Ziege 10 mg/mL Abcam, Cambridge
Anti-Vitronektin 1:500 Ziege 500 pg/mL R&D, Wiesbaden
Anti-P-Selektin 1:1000 Schaf 500 pg/mL R&D, Wiesbaden

Proteindetektion mittels Farbreaktion

Die Detektion eines mit alkalischer Phosphatase gekoppelten Sekundarantikérpers
erfolgt Uber eine Farbreaktion mit 5-Brom-4-Chloro-3 -Indolylphosphat p-Toluidinsalz
(BCIP) (NBT). Bei
hydrolysiert die alkalische Phosphatase zunachst BCIP, das lber einen intermediaren

und 4-Nitrotetrazolium-Chloridblau-Hydrat dieser Reaktion
Zustand dimerisiert und einen Indigo-Farbstoff bildet. Im Gegenzug wird NBT zum
farbigen Formazan reduziert. Es werden 9 mL Substratpuffer mit 1 mL NBT-L6sung
(100mg/100mL) und 100uL BCIP (50mg/ 10mL) zusammen mit der Membran inkubiert.
Die Reaktion wir durch Spilen mit H,Ogest abgestoppt, nachdem eine deutliche
Blaufarbung einzelner Banden eintritt. Die Membran wird getrocknet und kann

anschlieRend in Folie eingeschweil3t gelagert werden.

Verwendete Sekundarantikdrper

Antikorper eingesetzte Verdiinnung Herkunft Konzentration Hersteller

Anti-Ziege 1:3000 Kaninchen |1 mg/mL Dianova, Hamburg
Anti-Schaf 1:3000 Kaninchen |1 mg/mL Dianova, Hamburg
Anti-Maus 1:3000 Ziege 1 mg/mL Dianova, Hamburg
Anti-Kaninchen 1:3000 Ziege 1 mg/mL Dianova, Hamburg
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3.4 Herstellung und Reinigung von EspP  «

3.4.1 Anzucht der Bakterien

Mit einer Impfose entnommene Bakterien werden in 1L LB Medium mit 50ug/mL
Kanamycin inokuliert und bei 37C auf dem Schitteli nkubator bei 180 Umdrehungen
pro Minute (Upm) bis zum Erreichen einer optischen Dichte von 1,5 (9 bis 10 Stunden)

angezogen.

3.4.2 Aufarbeitung des Bakterientiberstands

Die Bakterienkulturen werden bei 6500g 35 Minuten lang abzentrifugiert.Die EspP- bzw.
S263A-enthaltenden Bakterienuberstande werden anschlieRend steril filtriert. Fir die
Filtration wird ein Bottle Top-Filter mit einer Porengrof3e von 0,2um verwendet (Supor
machV, Nalgene, Rochester, USA). Darauf folgend wird der sterile Bakterientiberstand
durch eine Ultrafiltrationsmembran (Vivaflow PES 200, Vivascience-Sartorius,
Gottingen, Deutschland) mit einer Ausschlussgrenze bei 50kDa und einer
Peristaltikpumpe (Cole Parmer, Vernon Hills, USA) ca. 20-fach aufkonzentriert.
Anschlie3end erfolgt die Fallung der Proteine mittels Ammoniumsulfat. Das Pellet wird
in 500uL HEPES-Puffer geldst und mit Hilfe der Fliissigchromatographie (Akta Prime
FPLC, GE Healthcare, Uppsala, Schweden) weiter aufgereinigt. Es werden HiTrap
Benzamidinsdulen gemaf den Herstellerangaben verwendet (GE Healthcare, Freiburg,
Deutschland). Die EspP bzw. S263A enthaltenden Fraktionen werden mit Hilfe von
Zentrifugenfiltern (10 kDa Vivaspin, Vivascience-Sartorius, Gottingen) gesammelt und

aufkonzentriert.

HEPES-Puffer

Konzentration
HEPES 10 mM
NacCl 150 mM

pH 7,4
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3.4.3 Aktivitatstest

Zur Uberpriifung der Aktivitat von EspP bzw. S263A wird 1 pg des Proteins 15 Stunden
bei 37C mit einer 2mM L6sung des p-Nitroanilin-kon jugierten Oligopeptidsubstrats
Alanin-Alanin-Prolin-Leucin  (Ala-Ala-Pro-Leu-pNA) (Bachem, Weil am Rhein,
Deutschland) in HEPES-Puffer (s. oben) inkubiert. Der Inkubationsansatz wird in 96-
Well-Mikrotiterplatten Uberfuhrt und auf ein Gesamtvolumen von 100uL eingestellt. Die
Absorption wird bei einer Wellenlange von 405 nm im Mikrotiterplattenleser gemessen.
Die Proben werden bei einer Absorptionsdifferenz von 20,03 als ,proteolytisch aktiv*
definiert. Als Kontrollen dienen S263A bzw. HEPES-Puffer.

3.5 Hamostaseologische und immunologische Methoden

3.5.1 Gewinnung von humanem Plasma

Fur die Blutabnahme von einem freiwilligen gesunden Spender werden Citratrohrchen
zur Antikoagulation verwendet. Anschlie3end wird das Citratblut (je nach verwendung 5
bis 20 mL) 20 Minuten bei 3000g und 4 abzentrifug iert und entweder fur den direkten
Einsatz im Versuch nach entsprechender Verdinnung verwendet, oder bei -20C

eingefroren.

3.5.2 Gewinnung von Thrombozyten

Nach der Blutentnahme (s.0.) wird das Blut mit einem Gesamtvolumen von 15mL (3 mal
5 mL Citratblut) in einem Zentrifugenréhrchen vereinigt und bei 150g 15 Minuten lang
bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Nach der Zentrifugation wird die obere Phase in
ein frisches Zentrifugenréhrchen tberfuhrt. Es wird 1/10 des Probenvolumens an ACD-
Puffer (s.Tabelle) zugeflgt und kurz gemischt. Anschliel3end werden die Thrombozyten
5 Minuten bei 900 g abzentrifugiert und der Uberstand, der noch eine signifikante
Menge an Thrombozyten enthalt, wird eingefroren. Die Thrombozyten werden in 7mL
HEPES-Tyrode s-Puffer resuspendiert (s.Tabelle) und erneut abzentrifugiert. Nach dem
letzten Zentrifugationsschritt werden die Thrombozyten in 2mL HEPES-Tyrode s-Puffer
resuspendiert. Die so isolierten Thrombozyten missen innerhalb von 2 Stunden

verwendet werden.
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ACD-Puffer

Menge

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat | 2,59

Zitronensaure-Anhydrat 1,24¢g
D-Glucose 1,36 g
H2Ogest ad 100 mL

HEPES-Tyrode s-Puffer

Menge
NaCl 1,95¢
NaHCO; 0,252 g
NaH,PO, 0,05¢g
KCI 0,01g
MgCl, 0,023 g
HEPES 0,3g
Glucose 0,23 g
H2Ouest ad 250 mL
pH 7,4 mit 25% HCI einstellen

3.5.3 Ristocetin-Kofaktor-Test

Humanes Plasma wird 16 Stunden bei 37C mit EspP, S263A und PBS inkubiert.
Anschlieend werden die Plasmaproben 1:20 verdinnt. Die Proben werden mit
Ristocetin und formalin-fixierten Thrombozyten versetzt und turbidometrisch mit Hilfe
des BCS XP Analyzer® (Siemens, Miinchen) analysiert. Diese Analysen wurden im
Zentrallabor des Universitatsklinikums Munster durchgefihrt.

3.5.4 vVWF-Antigen-Test
Humanes Plasma wird 16 Stunden bei 37C mit EspP, S263A und PBS inkubiert.

Anschliel3end werden die Plasmaproben 1:20 verdinnt. Die Plasmaproben werden mit
anti-vWwF Antikorpern, die an Polystyrolpartikel gekoppelt sind, versetzt. Durch
mechanische Mischung aggregieren die an vWF-gebundenen Antikorper, so dass die
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Konzentration des VvWF turbidimetrisch bestimmt werden kann. Die gemessene
Tribung verhélt sich direkt proportional zum vWF-Gehalt der Probe.

3.5.5 Kollagen-Bindeassay

Humanes Plasma wird 16 Stunden bei 37C mit EspP, S263A und PBS inkubiert.
Anschliel3end werden die Plasmaproben 1:20 verdiinnt. Aus Plasma aufgereiniger VWF
(Loxo, Dossenheim) wird ebenfalls 16 Stunden bei 37C mit EspP, S263A und PBS
inkubiert. Die Proben werden dann mit einem Testkit (Haemochrom, Essen) gemal
Herstellerangaben analysiert. Dabei werden die Proben in unterschiedlichen
Verdunnungsstufen in eine Kollagen-beschichtete 96-Well Mikrotiterplatte gefullt. Es
folgt die Inkubation mit einem Peroxidase-konjugierten Antikérper gegen VWF. Nach
Zugabe des Substrates kann die Intensitat der entstehenden Farbe photometrisch mit
dem Mikrotiterplatten-Leser bestimmt und mit dem mitgelieferten Standard verglichen

werden.

3.6 Flusskammer-Experimente

3.6.1 Aufbau der Flusskammern

Ein Deckglaschen wird mit handelsiblichem Nagellack auf einem Objekttrager fixiert
Die 12" Glaskapillaren (Vitrocom) werden auf 3 cm gekirzt und so auf das festgeklebte
Deckglaschen gelegt, dass die Kapillare am vorderen Ende des Deckglaschens
Ubersteht. Das zweite Deckglaschen wird mit Nagellack auf dem ersten festgeklebt und
fixiert so die Kapillare. An das nicht Uberstehende Ende der Kapillare wird ein mit NaCl
luftblasenfrei gefillter PE-Schlauch angeschlossen und mit handelstblichem Zwei-
Komponenten-Kleber fixiert.

3.6.2 Beschichten der Kapillaren

Fur die Analyse der Thrombozytenadhasion bzw. des Rollens von Leukozyten nach
Inkubation mit EspP werden die Kapillaren mit unterschiedlichen Proteinen (s.Tabelle)
fur 2 Stunden bei Raumtemperatur beschichtet. Zur Beschichtung wird die
Proteinlésung mit einer Pipette (Eppendorf, Hamburg) aufgezogen und an das vordere
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Ende der Kapillare gehalten. Gleichzeitig wird der mit NaCl geflllte PE-Schlauch etwas
tiefer gehangt, so dass die Proteinlésung in die Kapillare gesaugt werden kann.

Protein Konzentration Hersteller

von Willebrand-Faktor 10 pg/mL Loxo, Dossenheim
Fibrinogen 500 pg/mL Loxo, Dossenheim
Fibronektin 300 pg/mL Loxo, Dossenheim
Thrombospondin-1 10 pg/mL Loxo, Dossenheim
P-Selektin, Fc-Chiméare 20 pg/mL R&D, Wiesbaden
E-Selektin, Fc Chimare 5 pg/mL R&D, Wiesbaden

3.6.3 Blockieren der Kapillare

Nachdem die Kapillare beschichtet wurde, werden unspezifische Bindungen mit Casein
in TBS (Blocker®, Thermo Fisher Scientific, Schwerte) fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur
blockiert.

3.6.4 Inkubation mit EspP «

Nach Blockade der unspezifischen Bindungen erfolgt die Inkubation mit EspP, mit der
Negativkontrolle S263A und mit PBS fiur 16 Stunden bei 37<C. Hierzu werden ca. 5uL
EspP in PBS mit einer Pipette (Eppendorf, Hamburg) aufgezogen und an das vordere
Ende der Kapillare gehalten. Gleichzeitig wird der mit NaCl geflllte PE-Schlauch etwas
tiefer gehéngt, so dass die EspP-LOsung in die Kapillare gesaugt werden kann. Mit den
Kontrollen mit PBS und S263A wird analog verfahren. Fir jede Inkubationsbedingung
werden mindestens drei Flusskammern verwendet. Damit die beschichteten Kapillaren
nicht austrocknen, werden sie zur Inkubation fiir 16 Stunden bei 37<C in eine feuchte

Kammer gesetzt.

3.6.5 Perfusion der Flusskammern mit VVollblut

Kurz vor Ablauf der Inkubationszeit wird einem freiwilligen Spender Blut enthommen
und zur Antikoagulation mit Citrat oder Heparin versetzt. Das Antikoagulans wird in der
Spritze sorgfaltig mit dem Blut gemischt. Die Flusskammern werden auf ein kleines
Podest, das sich auf dem Objekttisch eines Mikroskops befindet, gesetzt. Die
blutgefillte Spritze wird vorsichtig Uber die Kapillare gestilpt und der Schlauch am
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anderen Ende der Kapillare wird auf einer bestimmten HoOhe fixiert. Durch die
einwirkende Schwerkraft wird die Flusskammer perfundiert. Die Hohe auf welcher der
Schlauch fixiert wird ist so gewahlt, dass in der Flusskammer eine Scherspannung von
4-6 dyn herrscht (personliche Kommunikation mit Dr. Alexander Zarbock, MPI fur

molekulare Biomedizin, Minster).

3.6.6 Visualisierung der Leukozyten- und Thrombozyt  enadhdasion

Die Thrombusbildung und das Rollen der Leukozyten werden mir einem
Durchlichtmikroskop und einer Digitalkamera (Pixelflight, PCO, Kelheim) dokumentiert.
In bestimmten zeitlichen Abstanden werden fir 20 Sekunden die Thrombusbildung und
das Rollen der Leukozyten mit der Software Camware (PCO, Kelheim) aufgezeichnet.
Die Auswertung der Daten erfolgt offine mit der Software ImageJ
(http://rsb.info.nih.gov/ij/).

3.7 Zellbiologische Untersuchungen

Verwendete Medien und Supplemente in der Zellkultur

Bezeichnung Hersteller Kennung
RPMI 1640 Lonza, Kéln BE12-167F
PBS Lonza, Kéln EE17-516F
Fotales Kalberserum (FCS) Lonza, KdIn DE14-801F
Nu-Serum™ Becton 355500
L-Glutamin (100fach) Lonza, KdIn BE17-605E
Nicht essentielle Aminosauren (NEA)
(100fach) Lonza, KdIn BE13-114E
Vitamin-Mix (100fach) Lonza, KdIn US13-607C
PAA, Paschingen,
Trypsin EDTA Osterreich L11-004
Trypanblau Lonza, KdIn BE17-711E
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3.7.1 Verwendete Zelllinie

HBMEC

Herkunft: Humane mikrovaskulare Hirnendothelzellen

Kulturmedium: RPMI 1640, hitzeinaktiviertes NU-Serum™ (10%), hitzeinaktiviertes FCS
(10%), L-Glutamin (2mM), Na-Pyruvat (1mM), NEA (1%), Vitamin Mix (1%)

Ablosen der Zellen zur Passage in T75-Zellkulturflaschen (Flache 75 cm?): Zugabe von
3mL Trypsin-EDTA fir 5 Minuten bei 37C und 5%CO »

3.7.2 Kultivierung der Zellen

HBMEC werden in T75-Zellkulturflaschen (75cm?) bei 37C und 5% CO. in
supplementiertem RPMI angezichtet. Eine Subkultivierung wird alle 3-4 Tage
durchgefthrt. Hierbei wird im ersten Schritt das Zellkulturmedium entfernt und die Zellen
werden mit auf 37C vorgewarmtem PBS gewaschen. Die Zellen werden mit Trypsin-
EDTA abgel6st (s.0.). Die Reaktion wird durch Zugabe von 4mL, vorgewarmtem,
serumhaltigem Kulturmedium gestoppt und die Zellen werden durch mehrmaliges
Aufziehen in einer 5 mL-Pipette vereinzelt. Anschliel3end wird die Zellsuspension in ein
15 mL-Spitzbodenrdhrchen Uberfiihrt und fur fiunf Minuten bei 230g zentrifugiert. Der
Uberstand wird entfernt, das Pellet wird in vorgewarmtem Kulturmedium resuspendiert

und ein Aliquot in neuen Zellkulturflaschen ausgesat.

3.7.3 Bestimmung der Zelldichte

Zur Bestimmung der Gesamtzellzahl wird aus der Einzelzellsuspension (s.0.) ein Aliquot
entnommen, im Verhaltnis 4:1 mit einer 0,5%igen Trypanblau-Lésung versetzt und 5
Minuten bei 37C und 5% CO ; inkubiert. Wahrend vitale Zellen den Farbstoff nicht
aufnehmen und im Durchlichtmikroskop farblos erscheinen, kann der Trypanblau-
Farbstoff in tote Zellen eindringen und sie blau farben. Die Gesamt- und Lebendzellzahl
wird in einer Neubauer-Z&hlkammer (pro GroRquadrat Imm? und 0,1 mm Kammertiefe,
Marienfeld GmbH, Lauda-Konigshofen), durch Auszdhlen von mindestens 4
GrofRquadraten bestimmt. Die Berechnung der Zellzahlen erfolgt nach folgender
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Formel: Zellzahl (Zellen/mL) = Anzahl der Zellen/ GroRquadrate x 1,25
(Verdiinnungsfaktor) x 10*.

3.7.4 Kryokonservierung von Zelllinien

Die jeweiligen Zelllinien zur Herstellung von Kryokonserven in Kulturflaschen (150cm?)
bis zur Ausbildung eines Monolayers kultiviert. AnschlieRend werden die Zellen in
Einzelsuspension gebracht (s.0.) und in zwei 15mL-Spitzbodenréhrchen aufgeteilt. Die
Zellen werden 5 Minuten bei 230g zentrifugiert und in einer Mischung aus 7mL
Zellkulturmedium, 2mL FCS und 1mL Dimethylsulfoxid (DMSO) resuspendiert.

Je 1mL dieser Suspension wird in vorgekuhlte Kryorohrchen Uberfihrt und far 24

Stunden bei -70C gelagert. Die dauerhafte Lagerung erfolgt anschlie3end im Kryotank.

3.7.5 Proliferationsassay

Die Quantifizierung der Zellproliferation wird mit Hilfe eines kommerziell erhaltlichen
Assays (Cell, Proliferation Reagent WST-1, Roche, Mannheim) nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Der Test basiert auf der mitochondrialen Umsetzung eines
Tetrazoliumsalzes in sein farbiges Formazanprodukt, das ansschliel3end photometrisch
bei einer Absorptionswellenlange von 450 nm quantifiziert wird. Alle Schritte werden in
96-Well Platten durchgefuhrt.
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4. Ergebnisse

4.1 Funktionelle Uberprifung von P-Selektin in der Flusskammer

EspP spaltet P-Selektin mit hoher Substratspezifitat bei gleichzeitiger Inaktivitat
gegenuber E-Selektin und L-Selektin. Diese Spezifitat beruht auf funktionell relevanten
Anderungen in der Aminosauresequenz der mdglichen Substraterkennungsregion
(Brockmeyer, 2009). Bislang fehlten jedoch Daten Uber die mdglichen funktionellen
Auswirkungen, so dass dieser Fragestellung im Rahmen der Doktorarbeit
nachgegangen wurde.

Eine der Aufgaben von P-Selektin ist die Vermittlung des Rollens von Leukozyten auf
aktiviertem Endothel. Mit Hilfe einer Flusskammer kann genau diese Fahigkeit,
Leukozyten an Adhasionsmolekile zu binden und auf ihnen zu rollen, unter in vitro
Flussbedingungen untersucht werden. Hierzu werden Glaskapillaren mit den zu
untersuchenden Proteinen beschichtet und anschlieRend mit frischem, heparinisierten
Blut perfundiert. Die Blutflussgeschwindigkeit und damit die Scherkraft werden mit dem
wassergefullten PE-Schlauch am anderen Ende der Flusskammer kontrolliert (

Abb. 4.1). Mit Hilfe eines Lichtmikroskops und einer Videokamera konnen die rollenden
Leukozyten dokumentiert werden. Eine Kimura-Farbung der rollenden Leukozyten
ergab, dass es sich hierbei vorwiegend um neutrophile Granulozyten handelt
(personliche Kommunikation mit Oliver Spelten, MPI Minster). Bei der Auswertung der
Videoaufzeichnungen mit Hilfe der Sofware ,ImageJ“ (Abramoff et al., 2004) wird,
nachdem rollende Leukozyten Uber einen Zeitraum von 20 Sekunden gezahlt wurden,
der ,Rolling Flux® bestimmt. Dieser reprasentiert den Anteil der rollenden Leukozyten
bezogen auf die Gesamtzahl der Leukozyten im Blut in einer Minute.

Bei den im Folgenden beschriebenen Versuchen wurden Flusskammern mit
rekombinantem P-Selektin beschichtet und 16 Stunden bei 37T mit PBS, der
proteolytisch inaktiven EspPa-Mutante S263A und EspPa vor Perfusion der
Flusskammer mit Vollblut inkubiert. Die Vorinkubation mit der Pufferkontrolle, bzw.
S263A diente der Uberpriifung protease-unabhéangiger Nebeneffekte auf das
Experiment. In weiteren Kontrollversuchen sollte gezeigt werden, dass auch nach
Vorinkubation von P-Selektin mit EspPa und den entsprechenden Kontrollen das Rollen
der Granulozyten ausschlieB3lich Uber die Interaktion zwischen P-Selektin und seinem
Liganden PSGL-1 erfolgt. Bei diesen Versuchen wurden sowohl blockierende
Antikérper bzw. Fc-Fragmente als auch die entsprechenden Isotypkontrollen gegen
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beide Proteine eingesetzt. Sowohl das rekombinante P-Selektin als auch das
rekombinante E-Selektin bestehen nur aus ihren jeweiligen extrazellularen Domanen
und sind mit einem Fc-Tag fusioniert. Da EspPa zwar P-Selektin, jedoch kein E-Selektin
spalten kann (Brockmeyer, 2009), wurde zusatzlich das Rollen auf rekombinantem E-
Selektin untersucht. Einerseits sollte hiermit eine funktionell relevante Spaltung in der
Lektin-Doméne der Selektine ausgeschlossen werden, die mdglicherweise bei
vorangegangenen Experimenten nicht erkennbar war (Brockmeyer, 2009). Andererseits
solite eine Interaktion von EspP mit dem Fc-Segment der verwendeten Selektin-
Chimaren ausgeschlossen werden. Da die Interaktion zwischen P-Selektin und PSGL-1
Ca®"-abhangig ist, wurde in weiteren Kontrollversuchen mit EDTA versetztes Vollblut in
P-und E-Selektin beschichteten Flusskammern verwendet.

Glaskapillare

Spritze gefiillt mit Citratblut

PE-Schlauch mit Wasser ‘ i I

‘ |

I I

Objekttrager Deckglaschen

Abb. 4.1: Schema einer Flusskammer. Die Flusskammer besteht aus einer Kapillare, die mit Hilfe
zweier Deckglaschen auf einem Objekttrager fixiert wird. Die blutgefiillte Spritze wird auf die Kapillare
gesteckt. Der Schlauch am Ende der Kapillare ist mit Wasser gefillt und dient zur Kontrolle der
Flussgeschwindigkeit.

Die Berechnung des ,Rolling Flux® und die Videoausschnitte (Abb. 4.2) zeigen, dass
unter den gewadhlten Versuchsbedingungen Leukozyten auf P-Selektin-beschichteten
Oberflachen rollen kénnen. Auch die Inkubation mit der Negativkontrolle S263A zeigt,
dass keine funktionelle Beeintrachtigung von P-Selektin vorliegt, da fir beide
Versuchsanséatze mit 10,5/min bzw. 11/min &hnliche Werte fir den ,Rolling Flux®
erhalten werden, bzw. auch hier rollende Leukozyten beobachtet werden kénnen. Im
Gegensatz dazu sind in Anwesenheit von EspPa keine rollenden Leukozyten
nachweisbar, so dass auch kein,Rolling Flux* berechnet werden kann. Die Spaltung von
P-Selektin durch EspPa fuhrt offenbar zum Funktionsverlust.

Der Einsatz eines blockierenden anti-P-Selektin Antikdrpers fuhrt zu einer vollstandigen

Blockade des Rollens (Abb. 4.3), so dass auch hier kein ,Rolling Flux‘ berechnet
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werden kann. Im Gegensatz dazu fuhrt die Inkubation mit der entsprechenden
Isotypkontrolle nicht zu einer Beeintrachtigung des Rollens nach Vorinkubation mit
S263A und PBS. Der ,Rolling Flux® liegt bei 9 /min bzw. 11/min. Wie erwartet fuhrt die
Vorinkubation mit EspPa auch in diesem Kontrollversuch zum Funktionsverlust von P-
Selektin. Ahnliche Ergebnisse werden beobachtet, wenn PSGL-1 auf Leukozyten vor
Perfusion der Flusskammer mit den entsprechenden PL-1 Fab-Fragmenten blockiert
wird (Abb. 4.4). Auch hier zeigt sich nach Inkubation mit der Isotypkontrolle (ebenfalls
Fab-Fragmente) ein messbarer “Rolling Flux” nach Vorinkubation mit PBS und S263A
(2,8/min bzw. 3/min) und kein Rollen der Granulozyten nach EspPa-Inkubation. Da die
Interaktion zwischen P-Selektin und PSGL-1 Ca**-abhéangig ist, filhrt die Perfusion der
Flusskammer mit EDTA-Blut dazu, dass kein Rollen von Leukozyten statt finden kann
(Abb. 4.4.). Die Daten der Kontrollexperimente zeigen demnach, dass die Vorinkubation
mit EspPa, S263A und PBS zu keiner unspezifischen Beeintrachtigung der Interaktion
zwischen P-Selektin und PSGL-1 flhrt.

Die hier dargestellten Ergebnisse belegen also eine spezifische Spaltung von P-
Selektin durch EspPa. Diese fuhrt zum Funktionsverlust des Zelladhasionsmolekils im
Hinblick auf das P-Selektin vermittlete Rollen von Leukozyten auf aktiviertem Endothel
unter anndhernd physiologischen Bedingungen.
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Abb. 4.2: Oben: ,Rolling Flux* in einer P-Selektin beschichteten Flusskammer nach Vorinkubation
mit EspP a, S263A und PBS. * markiert einen signifikanten Unterschied (p<0,05) des Ergebnisses fir
den EspPa-Inkubationsansatz im Vergleich zur Puffer- und Negativkontrolle. Alle Daten sind als
Mittelwert + Standardabweichung von fiinf Parallelansatzen ausgedriickt. ,n.n.“ (nicht nachweisbar) zeigt
an, dass keine rollenden Leukozyten nachweisbar waren und dementsprechend kein ,Rolling Flux*
berechnet werden konnte. Unten: Videobilder der unterschiedlichen Inkubation sansatze. A: Nach
Vorinkubation mit EspPa. B: Nach Vorinkubation mit S263A. C: Nach Vorinkubation mit PBS.
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Anti P-Selektin Antikorper Isotypkontrolle
Abb. 4.3: Kontrolle 1: Blockade von P-Selektin. P-Selektin beschichtete Flusskammern wurden 16

Stunden mit EspPa, S263A und PBS vorinkubiert. Vor Perfusion der Flusskammer wurde P-Selektin mit
einem Antikorper blockiert, bzw. mit der entsprechenden Isotypkontrolle inkubiert. * markiert einen
signifikanten Unterschied (p<0,05) der Ergebnisse im Vergleich zu den Isotypkontrollen . Alle Daten sind
als Mittelwert + Standardabweichung von finf Parallelansatzen angegeben. ,n.a.“ (nicht anwendbar) zeigt
an, dass keine rollenden Leukozyten auszahlbar waren und dementsprechend kein ,Rolling Flux“
berechnet werden konnte.
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Abb. 4.4: Kontrolle 2 und 3: Blockade von PSGL-1un  d Perfusion der Flusskammer mit EDTA-Blut.
Eine P-Selektin beschichteten Flusskammer wurde 16 Stunden mit EspPa, S263A und PBS vorinkubiert
Vor Perfusion der Flusskammer wurde das Blut mit PL-1 Fab-Fragmenten zur Blockade des
Leukozytenrezeptors PSGL-1, bzw. mit der entsprechenden Isotypkontrolle inkubiert. In einem weiteren
Kontrollversuch wurden die vorinkubierten Flusskammern mit EDTA-Blut perfundiert. * markiert einen
signifikanten Unterschied (p<0,05) der Ergebnisse im Vergleich zu den Isotypkontrollen. Alle Daten sind
als Mittelwert + Standardabweichung von finf Parallelansétzen. ,n.n.“ (nicht nachweisbar) zeigt an, dass
keine rollenden Leukozyten nachweisbar waren und dementsprechend kein ,Rolling Flux“ berechnet
werden konnte.

In Abb. 4.5 ist das Rollen von Leukozyten auf E-Selektin nach Vorinkubation mit PBS,
S263A und EspPa dargestellt. Im Gegensatz zu den Experimenten mit P-Selektin
kénnen hier unter allen drei Bedingungen rollende Leukozyten nachgewiesen werden,
somit fuhrt die Inkubation mit EspPa nicht zum Funktionsverlust von E-Selektin. Der
»Rolling Flux“ liegt bei ca. 12/min fur alle drei Flusskammervarianten. Wie auch bei den
Kontrollversuchen fur P-Selektin fuhrt die Zugabe eines blockierenden anti E-Selektin
Antikoérpers zur Verhinderung des Rollens, wahrend die Zugabe der Isotypkontrolle
keine Effekt verursacht (Abb. 4.6). Der ,Rolling Flux“ liegt zwischen 12/min und 13/min.
Von einer Blockade des entsprechenden Rezeptors auf Leukozyten wurde abgesehen,
da das Rollen auf E-Selektin Uber unterschiedliche Leukozytenrezeptoren vermittelt
wird. In einem weiteren Kontrollversuch fuhrt die Anwesenheit von EDTA im Blut wie
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erwartet dazu, dass das Rollen der Granulozyten auf E-Selektin verhindert wird (Abb.
4.6.). Insgesamt bestatigen die Daten, dass EspPa keinen proteolytischen Effekt auf
E-Selektin ausubt und schlielRen dartber hinaus die Mdglichkeit einer Interaktion von
EspPa mit dem Fc-Teilbereich der Selektin-Chiméaren aus. Andernfalls ware bei diesen
Versuchen eine Beeintrachtigung des Rollens auf E-Selektin zu beobachten gewesen.

16

14 1

12 A

10 -

Rolling Flux [1/min]
©

EspP

Abb. 4.5: Oben: ,Rolling Flux* in einer E-Selektin beschichteten Flusskammer nach Vorinkubation
mit EspP a, S263A und PBS. Alle Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung von funf
Parallelansatzen ausgedriickt. Unten: Videobilder der unterschiedlichen Inkubationsansatze. A: Nach
Vorinkubation mit EspPa. B: Nach Vorinkubation mit S263A. C: Nach Vorinkubation mit PBS.
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Abb. 4.6: Kontrolle 1 und 2: Blockade von E-Selekti  n und Perfusion der Flusskammer mit EDTA-
Blut. Eine E-Selektin beschichteten Flusskammer wurde 16 Stunden mit EspPa, S263A und PBS
vorinkubiert. Vor Perfusion der Flusskammer wurde E-Selektin mit einem Antikdrper blockiert, bzw. mit
der entsprechenden Isotypkontrolle inkubiert. In einem weiteren Kontrollversuch wurden die
vorinkubierten Flusskammern mit EDTA-Blut perfundiert. * markiert einen signifikanten Unterschied
(p<0,05) der Ergebnisse im Vergleich zu den Isotypkontrollen. Alle Daten sind als Mittelwert +
Standardabweichung von fiinf Parallelansatzen. ,n.n.“ (nicht nachweisbar) zeigt an, dass keine rollenden
Leukozyten nachweisbar waren und dementsprechend kein ,Rolling Flux“ berechnet werden konnte.

4.2 Untersuchung von Proteinen der Hamostase als Su  bstrate fur EspP «

Bisher wurden Faktor V, P-Selektin und von Willebrand-Faktor als Substrate flr EspPa
identifiziert. Da alle Proteine eine Rolle in der H&amostase und bei
Entztindungsreaktionen spielen und sich dartber hinaus dasselbe
Speicherkompartiment, die a-Granula der Thrombozyten, teilen, wurden weitere
Proteine dieses Speicherkompartiments als moégliche EspP-Substrate untersucht. Die
untersuchten Proteine kommen allerdings nicht ausschlief3lich in diesem Kompartiment
vor, sondern sind beispielsweise auch im Blutplasma vorhanden.
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4.2.1 SDS-PAGE von gereinigtem VWF nach Inkubation  mit EspP «a

Von Willebrand-Faktor ist ein Glykoprotein und bildet Multimere von bis zu 20 MDa
Grol3e. Das einzelne Monomer hat eine Grol3e von ca. 250 kDa. Das Protein ist zentral
an der Adhasion von Plattchen an verletztes Endothel und der
Thrombozytenaggregation unter Scherstress beteiligt (Reininger, 2008).

Aus humanem Plasma gereinigter VWF (kommerziell erworben) wurde mit PBS und
nach Zugabe von EspPa und der Negativkontrolle S263A 16h bei 37<C inkubi ert (Abb.
4.9). Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE getrennt, zur GroRenkontrolle von EspPa
und S263A wurden beide Proteine zusatzlich isoliert aufgetragen (Bahn 5 und 6). Die zu
erwartende Grof3e des VWF im SDS-Gel liegt bei 250 kDa (Bahn 2), die von EspPa bei
ca. 90 kDa und die von S263A bei ca. 104 kDa.

Fur den unbehandelten VWF sind im Gel 2 Banden mit einer Gr63e von ca. 250 und
240 kDa erkennbar (Bahn 1). Das Auftreten von zwei verschieden grof3en Banden ist
moglicherweise das Resultat einer unterschiedlichen Glykosylierung von VWF. Durch
Inkubation mit der proteolytisch inaktiven Mutante bleibt das Bandenmuster von VWF
unveréandert (Bahn 2). Die Bande bei 104 kDa entspricht der Negativkontrolle S263A.
Durch die Inkubation mit EspPa verschwinden die urspriinglichen vWF-Banden und
mehrere Abbruchbanden bei ca. 230 kDa, 205 kDa, 170 kDa und 110 kDa entstehen,
so dass von einer Spaltung von VWF in mehreren, unterschiedlichen Bereichen Proteins
ausgegangen werden kann (Bahn 3). Die Bande bei ca. 90 kDa entspricht EspPa.
Obwohl S263A und EspPa bis auf einen Aminosaureaustausch identisch sind, zeigt
sich bei beiden Proteinen ein deutlicher Gré3enunterschied (Bahn 4 und 5). Dieser
resultiert aus der autoproteolytischen Spaltung innerhalb des C-Terminus von EspPa,
bei der ein 18 kDa grofRes Abbruchfragment von EspPa entsteht (Brockmeyer, 2009).
Die Autoproteolyse von EspPa fuhrt nicht zu einer Inaktivierung der Protease (Daten
nicht gezeigt).
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Abb. 4.7.: Schema einer VWF-Untereinheit mit den zu gehdrigen Bindungs- und Spaltstellen
(Abbildung modifiziert nach Reininger, 2008).
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Abb. 4.8.: Elektrophoretisch getrennte VvWF- Multime re unterschiedlicher GrolRe. Die
Bindungsaffinitat an GPIb a ist abh&éngig von der Gro3e des Multimers (Abbildun g modifiziert nach

Reininger, 2008)
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Abb. 4.9: SDS-PAGE von unbehandeltem vWF und vVWF in  Anwesenheit von S263A und EspP a
nach 16h Inkubation bei 37C . Bahn 1: vWF + PBS, Bahn 2: VWF + S263A, Bahn 3: VWF + EspPaq,
Bahn 4: EspPa, Bahn 5: S263A. Die Pfeile markieren die Banden von EspPa und S263A.

4.2.2 Western Blot von humanem Plasma nach EspP  a Inkubation

In einem weiteren Experiment sollte untersucht werden, ob VWF auch in weitgehend
physiologischer Umgebung durch EspPa gespalten werden kann. Hierzu wurde
humanes Plasma unbehandelt, bis auf die Zugabe von PBS (s.0.) und in Anwesenheit
von EspPa bzw. der Negativkontrolle S263A, 16 Stunden bei 37T inkubiert (Abb.
4.10). Der Ansatz mit PBS diente zusatzlich zur Kontrolle eines moglichen Einflusses
von weiteren, im Plasma enthaltenen Faktoren wahrend der Inkubation und wurde auch
in den folgenden Inkubationsansatzen verwendet. Die Proteintrennung und Detektion
erfolgte mittels SDS-PAGE und Western Blot. Die VWF-Bande wurde mit Hilfe eines
polyklonalen anti-vWF-Antikorpers und einem alkalische Phosphatase-konjugierten
Sekundarantikérper mit NBT/BCIP detektiert.

In Abb. 4.10 erkennt man die bereits beschriebene Doppelbande des VWF (s.0.) in der
unbehandelten Probe (Bahn 1). Auch hier erfolgt keine Anderung im Bandenmuster
durch S263A (Bahn 2). In Anwesenheit der aktiven Protease EspPa detektiert der
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Antikdrper jedoch eine zusatzliche Bande zwischen den beiden urspringlichen VWF-
Banden bei ca. 230 kDa. Das Ergebnis zeigt, dass VWF auch im Plasma durch EspPa
gespalten werden kann. Allerdings liegt hier keine vollstandige Spaltung vor, wie
anhand der 250 kDa-Bande des ungespaltenen Proteins erkannt werden kann.

250 kDa -
240 kDa - u— o —

Abb. 4.10: Western Blot von humanem Plasma. = Humanes Plasma wurde bei 37<C 16h in Anwesenheit
von PBS, EspPa und S263A inkubiert. AnschlieBend wurden die Proteine mittels SDS-PAGE getrennt
und auf Nitrocellulose geblottet. Der Western Blot wurde mit einem polyklonalen anti-vWF-Antikérper und
colorimetrisch entwickelt. Bahn 1: Plasma + PBS, Bahn 2: Plasma + S263A, Bahn 3: Plasma + EspPa.

4.2.3 Uberpriifung der Funktion von VWF nach Inkubat  ion mit EspP «a

Um zu analysieren, ob die Spaltung von VWF zu funktionalen Defiziten fihrt, wurden
zunachst Standardmethoden verwendet, die zur Diagnostik VWF-abhangiger
Gerinnungsstorungen (von Willebrand-Jurgens-Syndrom) bei Patienten eingesetzt
werden. Die verwendeten Tests sind der VWF-Antigentest, der Ristocetin-Kofaktor-Test
und der Kollagen- Bindungsassay. Als Bezugsgrof3e wurde bei diesen Experimenten
allerdings nicht der Durchschnittswert eines gesunden Patientenkollektivs gewahlt,
sondern mit PBS inkubiertes Plasma. So sollten Effekte der gewahlten
Versuchsbedingungen erfasst werden.

4.2.4 vVWF-Antigentest

Durch den vWF-Antigentest wurde die Konzentration des von Willebrand-Faktors in
humanem Plasma bestimmt (Abb. 4.11). Durch den Einsatz von anti-vWF Antikorpern,
die an Polystyrolpartikel gekoppelt sind und durch mechanische Mischung aggregieren,
wurde die Konzentration des VWF turbidimetrisch bestimmt. Die gemessene Tribung
verhalt sich direkt proportional zum vWF-Gehalt der Probe (Ramshorn 2004). vVWF
wurde zunéachst als ,VWF assoziiertes Antigen® identifiziert, so dass die Bezeichnung
auch heute noch fur VWF verwendet wird. Die Versuchsergebnisse sind als
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prozentualer Anteil eines Referenzwertes ausgedriickt. Als Referenz wurde die VWF-
Konzentration des mit PBS inkubierten Plasmas verwendet (s.u.).

Fur die Analyse wurde humanes Plasma mit EspPa, S263A und PBS (s.0.) 16h bei
37T inkubiert. Wie Abb. 4.11 verdeutlicht, besteht bei den Proben kein signifikanter
Unterschied in der vWF-Konzentration, so dass quantitative Effekte, die einen
moglichen funktionalen Defekt Gberlagern kénnten, auszuschlie3en sind (ANOVA, Post-
Hoc-Analyse; Dunnett's Test; 95% Konfidenzintervall).
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Abb. 4.11: vWF-Antigen-Test zur quantitativen Besti  mmung von VWF. Humanes Plasma wurde mit
EspPa und S263A 16h inkubiert. Die Referenz besteht aus Plasma in Anwesenheit von PBS und wurde
ebenfalls 16h bei 37<C inkubiert. Die Analyse der Proben erfolgte mit dem BCS XP Analyzer® von
Behring.

4.2.5 Ristocetin-Kofaktor-Test

Beim Ristocetin-Kofaktor-Test verursacht VWF in Anwesenheit des Antibiotikums
Ristocetin die Agglutination von formalin-fixierten Plattchen indem es die Bindung
zwischen dem Thrombozytenrezeptor GPIb und vVWF vermittelt (Abb. 4.12) (Ruggeri,
2003). Es wird angenommen, dass im Besonderen die hochmolekularen Multimere des
VWF diese Bindung vermittlen (Rodeghiero und Castaman, 1990). Die Messung erfolgt
auch bei diesem Test turbidimetrisch.
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Fur die Analyse wurden dieselben Proben und dieselbe Referenz wie fur den vVWF-
Antigen-Test eingesetzt. Die Ergebnisse des Ristocetin-Kofaktor-Tests zeigen eine
signifikante Verringerung der Thrombozytenaggregationsfahigkeit in Anwesenheit des
mit EspPa inkubierten vVWF auf 80% (ANOVA, Post-Hoc-Analyse; Dunnett’'s Test; 95%
Konfidenzintervall). Da der Kontrollansatz mit der proteolytisch inaktiven Mutante
S263A keine signifikante Anderung aufweist (100%), zeigen diese Daten, dass die
Spaltung von VWF zu einer Beeintrachtigung der Interaktionsfahigkeit mit Thrombozyten
fuhrt. Mdglicherweise erfolgt eine Spaltung in der A1-Doméne des Proteins, innerhalb
der die Bindung des Thrombozytenrezeptors GPIb erfolgt.
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Abb. 4.12: Ristocetin-Kofaktor-Test zur Bestimmung der Plattchenaggregationsfahigkeit.  Humanes
Plasma wurde mit EspPa und S263A 16h inkubiert. Die Referenz besteht aus Plasma in Anwesenheit
von PBS und wurde ebenfalls 16h bei 37<C inkubiert. Die Analyse der Proben erfolgte mit dem BCS XP
Analyzer® von Behring. * markiert einen signifikanten Unterschied (p<0,05) des Ergebnisses fir den
EspPa-Inkubationsansatz im Vergleich zur Negativkontrolle. Alle Daten sind als Mittelwert =+
Standardabweichung von drei Experimenten ausgedriickt.
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4.2.6 Kollagen-Bindungsassay

Der Kollagen-Bindeassay basiert auf einem ELISA-Verfahren und wird zusammen mit
weiteren Testverfahren, wie z.B dem Ristocetin-Kofaktor-Test (s.0.), zur Bestimmung
der vVWF-Funktion in Humanplasma eingesetzt. Die Bindung von VWF an Kollagen ist
von zentraler Bedeutung bei der Adhasion von Thrombozyten an die geschédigte
GefaBwand. Bei diesem Prozess nehmen insbesondere die hochmolekularen vWF-
Multimere die Vermittlerrolle der Bindung zwischen Kollagen und dem
Glykoproteinrezeptor GPIba auf der Thrombozytenoberflache ein (Reininger, 2008).

Fur die Analyse wurden dieselben Proben und dieselbe Referenz wie fur den vWF-
Antigen-Test und den Ristocetin-Kofaktor-Test eingesetzt. Der verwendete Antikorper
bindet nach Angaben des Herstellers (Life Therapeutics, Frenchs Forest, Australien) an
den VWEF-Kollagen-Komplex. Die Auswertung erfolgte analog zum vWF-Antigen-Test
und zum Ristocetin-Kofaktor-Test. Dartiber hinaus wurde der Test mit gereinigtem VWF
durchgefuhrt. Analog wurde der gereinigte VWF mit EspPa und S263A versetzt und 16h
bei 37<C inkubiert. Als Referenz diente gereinigter VWF mit PBS, der ebenfalls 16h bei
37< inkubiert wurde.

Die Ergebnisse lassen erkennen, dass die Kollagenbindungsaktivitat des VWF in
Anwesenheit der Negativkontrolle unbeeinflusst ist (Abb. 4.13). In Anwesenheit von
EspPa wird die Aktivitat jedoch signifikant auf 40% reduziert (ANOVA, Post-Hoc-
Analyse; Dunnett’s Test; 95% Konfidenzintervall). Dieses Ergebnis zeigt, dass EspPa
die Kollagenbindungsfahigkeit von VWF beeintrachtigt. Naheliegend ist eine Spaltung
innerhalb der A3-Doméne des vWF-Faktors, da diese Region fur die Bindung an
Kollagen verantwortlich ist. Darlber zeigt dieses Experiment, dass EspPa offenbar
Einfluss auf den Multimerisierungsgrad des vWF nimmt, da insbesondere die
hochmolekularen Multimere die Kollagenbindung vermitteln.
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Abb. 4.13: Kollagen-Bindeassay zur Bestimmung der B indung von vVWF aus Humanplasma an
Kollagen. Humanes Plasma wurde mit EspPa und S263A 16h inkubiert. Die Referenz besteht aus
Plasma in Anwesenheit von PBS und wurde ebenfalls 16h bei 37 inkubiert. * markiert einen
signifikanten Unterschied (p<0,05) des Ergebnisses fur den EspPa-Inkubationsansatz im Vergleich zur
Negativkontrolle. Alle Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung von drei Experimenten
ausgedriickt.

Abb. 4.14 zeigt die Ergebnisse fur den Versuchsansatz mit gereinigtem vWF. Der Effekt
ist im Vergleich zum Versuchsansatz mit Plasma hier noch wesentlich deutlicher (Test
auf  Signifikanz  mittels ANOVA, Post-Hoc-Analyse; Dunnett’'s Test; 95%
Konfidenzintervall). Nach Inkubation von VWF mit EspPa kann dieser Uberhaupt nicht
mehr an Kollagen binden, die Aktivitat liegt bei 0%. Auch hier liegt keine
Beeintrachtigung der Bindung an Kollagen nach Inkubation mit der Negativkontrolle vor,
die Aktivitat liegt bei nahezu 100%. Eine mogliche Ursache fur den deutlich starkeren
Aktivitatsverlust bei diesem Versuchsansatz im Gegensatz zu dem mit humanem
Plasma ist die Anwesenheit weiterer Faktoren im Plasma wie z.B. Serpine (serine
protease inhibitors), welche die Aktivitat von Serinproteasen hemmen kénnen (Law et
al., 2006).
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Abb. 4.14: Kollagen-Bindeassay zur Bestimmung der B indung von gereinigtem vWF an Kollagen.
VWF wurde mit EspPa und S263A 16h inkubiert. Die Referenz besteht aus vVWF in Anwesenheit von PBS
und wurde ebenfalls 16h bei 37T inkubiert. * marki ert einen signifikanten Unterschied des Ergebnisses
fur den EspPa-Inkubationsansatz im Vergleich zur Negativkontrolle. Alle Daten sind als Mittelwert +
Standardabweichung von drei Experimenten ausgedriickt.

4.2.7 Uberprifung der Funktion von VWF anhand eines Flusskammer-
Modellsystems

Die Fahigkeit von VWF unter Scherstress Thrombozyten aus humanem Blut zu
adhéarieren wurde unter in vitro-Flussbedingungen untersucht. Zu diesem Zweck wurde
das Dbereits fir P-Selektin beschriebene Flusskammersystem verwendet. Im
Unterschied zum Flusskammersystem mit P-Selektin wurde bei diesen Experimenten
Citrat statt Heparin als Anticoagulans verwendet, da Heparin die Interaktion zwischen
VWF und Thrombozyten inhibiert (Ya-Ping et al., 1996). Die Adhasion der
Thrombozyten wurde Uber einen Zeitraum von 5 Minuten lichtmikroskopisch gemessen
Nach 1, 3 und 5 Minuten wurden Zeitintervalle der Thrombozytenadh&sion von 20
Sekunden Lange mit einer Videokamera dokumentiert (Abb. 4.15 bis Abb. 4.17). Eine
Glaskapillare wurde mit vVWF beschichtet und 16h mit EspPa und den Kontrollen S263A
und PBS inkubiert.
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Um auszuschlieRen, dass Thrombozyten unspezifisch an die Kapillare binden, wurde
eine unbeschichtete Kapillare eingesetzt. Es zeigte sich bei dieser Kontrolle keine
unspezifische Bindung der Thrombozyten an die Glaskapillare (Daten nicht gezeigt).
Abb. 4.15 zeigt die Thrombusbildung nach PBS-Inkubation. Bereits nach 1 Minute sind
viele einzelne Thrombozyten aus dem Blutstrom abgefangen worden und haben an die
mit VWF beschichtete Kapillare adhariert. Im weiteren Zeitverlauf erkennt man nach 3
und 5 Minuten eine Grofenzunahme der Thrombozytenaggregate. Die Inkubation mit
S263A

Abb. 4.16) zeigt keinen negativen Einfluss auf die Aggregatbildung der Thrombozyten.
Auch hier ist nach einer Minute das Anheften einzelner Thrombozyten erkennbar,
welche nach 3 Minuten bereits grol3e Aggregate bilden. Nach 5 Minuten haben sich in
der Flusskammer mehrere grol3e Thromben gebildet.

Im Gegensatz dazu ist nach der Inkubation von VWF mit EspPa in der Flusskammer
keine Thrombozytenaggregat-Bildung mehr mdoglich (Abb. 4.17). Zwar werden
vereinzelt Thrombozyten aus dem Blutstrom abgefangen, jedoch kdnnen diese nicht
fest an die Kapillare binden und auch keine gréf3eren Thromben bilden. Aus diesen
Ergebnissen kann man schliel3en, dass die Funktion der Thrombozytenrekrutierung

durch vVWF nach einer Interaktion mit EspPa nahezu vollstandig verloren geht.

Abb. 4.15: vWF-beschichtete Flusskammer inkubiert m it PBS. Die einzelnen Abbildungen zeigen
Videoaufzeichnungen zu definierten Zeitpunkten. A: 1 Minute, B: 3 Minuten, C: 5 Minuten. Die Daten sind
reprasentativ fir 3 unabhangige Versuche mit je 3 Parallelansatzen.
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Abb. 4.16: vWF-beschichtete Flusskammer inkubiert m it S263A. Die einzelnen Abbildungen zeigen
Videoaufzeichnungen zu definierten Zeitpunkten. A: 1 Minute, B: 3 Minuten, C: 5 Minuten. Die Daten sind
reprasentativ fir 3 unabhéngige Versuche mit je 3 Parallelanséatzen.

Abb. 4.17: vWF-beschichtete Flusskammer inkubiert m it EspP a. Die einzelnen Abbildungen zeigen
Videoaufzeichnungen zu definierten Zeitpunkten. A: 1 Minute, B: 3 Minuten, C: 5 Minuten. Die Daten sind
reprasentativ fir 3 unabhéngige Versuche mit je 3 Parallelanséatzen.

4.3 Interaktion von Fibronektin mit EspP «

Fibronektin (FN) ist ein Glykoprotein mit einer Grof3e von 220 kDa, wird wie auch VWF
von aktivierten Thrombozyten aus den a-Granula freigesetzt und ist fur die Adh&sion
von Plattchen an geschadigtes Endothel relevant (Cho und Mosher, 2006). Darlber
hinaus ist Fibronektin wichtig fiur die Stabilisierung von Plattchenaggregaten. Es
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existieren drei homologe Formen des Proteins mit alternativen Spleil3regionen (Cho und
Mosher, 2006).

4.3.1 SDS-PAGE von gereinigtem Fibronektin nach Esp  Pa-Inkubation

Gereinigtes Fibronektin wurde mit EspPa, S263A und PBS 16h bei 37 inkubiert.
Zusatzlich wurden S263A und EspPa als GrofRRenkontrollen mitgefuhrt. Alle Proben
wurden mittels SDS-PAGE analysiert (Abb. 4.18).

Das gereinigte Protein stellt sich in zwei Banden mit einer Grof3e von 220 und 180 kDa
dar (Bahn 3). Nach Inkubation mit S263A (Bahn 2) zeigt sich keine Veranderung im
Bandenmuster, die zusatzliche Bande bei 104 kDa entspricht S263A. Im Gegensatz
dazu fuhrt die Inkubation mit EspPa zur Spaltung von Fibronektin. Die urspriinglichen
Banden fehlen vollstandig, stattdessen ist eine schwache Bande bei 57 kDa sichtbar.
Bei 104 kDa und 90 kDa liegen die Banden von EspPa und die Abbruchbande der
Protease. In diesem Zusammenhang féallt auf, dass auf Bahn 2 bzw. Bahn 5 eine
weitere Bande unterhalb von S263A auftaucht. Da allerdings ein Aktivitatstest mit der
verwendeten Charge von S263A negativ wahr (Daten nicht gezeigt) und auch kein von
der PBS-Kontrolle abweichendes Fibronektin-Bandenmuster erkennbar ist, handelt es
sich nicht um eine Abbruchbande aufgrund unerwinschter proteolytischer Aktivitat der
Mutante, sondern um Reste anderer Proteine, die mit den verwendeten Methoden bei
der Reinigung von S263A bzw. EspPa nicht zu entfernen waren. Das Ergebnis dieses
Experiments zeigt, dass gereinigtes Fibronektin durch EspPa vollstandig gespalten
werden kann und dass Fibronektin bei der elektrophoretischen Trennung zwei
unterschiedlich grof3e Banden liefert. Da es sich bei Fibronektin um ein Glykoprotein mit
mehreren Splei3varianten handelt (s.0.), kbnnte dies eine Erklarung fir das Auftreten
unterschiedlich gro3er Banden eines Proteins sein.
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Abb. 4.18: SDS-PAGE von gereinigtem Fibronektin (FN ). Fibronektin wurde bei 37C 16h in
Anwesenheit von EspPa S263A und PBS inkubiert. AnschlieBend wurden die Proteine mittels SDS-
PAGE aufgetrennt. Bahn 1: FN + EspPa, Bahn 2: FN + S263A, Bahn 3: FN + PBS, Bahn 4: EspPa, Bahn
5: S263A.

4.3.2 Western Blot von Thrombozytentberstdnden nach EspP a-Inkubation

Fir den Einsatz im Western Blot wurden Thrombozyteniberstande analog zum
gereinigten Protein mit EspPa, S263A und PBS inkubiert und fur die Westernblot
Analyse verwendet. Zur Detektion wurden ein monoklonaler anti-Fibronektin-Antikorper
und ein alkalischer Phosphatase-konjugierter Sekundarantikdrper eingesetzt. Als
Substrat wurde NBT/BCIP verwendet (Abb. 4.19). Auf Bahn 2 und Bahn 3 wurden die
Inkubationsansatze mit PBS bzw. S263A aufgetragen und man erkennt bei 220 kDa
und 180 kDa die erwarteten Proteinbanden. Daneben sind weitere weniger stark
ausgepragten Banden erkennbar, welche vermutlich auch in diesem Fall auf das
Vorhandensein unterschiedlicher Glykosylierungsformen oder alternativer
SpleiRvarianten des Proteins zurlckzufuihren sind. Im Vergleich zur Negativkontrolle
(Bahn 3) ist im Ansatz mit EspPa die Bande bei 220 kDa verschwunden und man
erkennt ein mogliches Abbruchfragment bei 150 kDa. Darlber hinaus spricht die
Intensitatszunahme der Bande bei 180 kDa fir das Auftreten eines weiteren
Abbruchfragments mit dieser Gréf3e. Ob die urspringliche Bande bei 180 kDa noch
vorhanden ist, lasst sich nicht zweifelsfrei feststellen. Dennoch lasst dieses Experiment
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vermuten, dass Fibronektin auch aus Thrombozytentberstadnden teilweise durch EspPa
gespalten werden kann.

220 kDa -
170 kDa -

Abb. 4.19: Western Blot von Thrombozyteniiberstanden (TU). Thrombozyteniiberstande wurden bei
37<C 16h in Anwesenheit von EspP a und S263A inkubiert. AnschlieBend wurden die Proteine mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrocellulose geblottet. Der Western Blot wurde mit einem
monoklonalen anti-Fibronektin-Primarantikbrper und einem AP-gekoppelten Sekundarantikbrper mit
NBT/BCIP entwickelt. Bahn 1: TU + EspPa, Bahn 2: TU + PBS, Bahn 3: TU + S263A.

4.3.3 Western Blot von humanem Plasma nach EspP  a-Inkubation

Fibronektin (FN) aus Plasma unterscheidet sich von Fibronektin aus Thrombozyten in
Bezug auf Molekulargewicht und Zusammensetzung der Fibronektin-lsoformen (Schick
et al., 1996). Neben der Uberprifung ob in Plasma vorkommendes natives FN
Uberhaupt gespalten werden kann, wurde auch aus diesem Grund aus Plasma
stammendes FN als mdgliches Substrat fir EspPa untersucht.

Fur diesen Versuch wurden, wie bereits vorher beschrieben, Inkubationsansatze mit
frischem Plasma hergestellt.

Das Ergebnis des Western Blots (Abb. 4.20) zeigt, dass FN in humanem Plasma durch
EspPa gespalten werden kann. Als Spaltprodukt entsteht eine Doppelbande bei ca.
180 kDa (vgl. Bahn 2 und 3). In der Kontrolle mit PBS (Bahn 1) und in der
Negativkontrolle (Bahn 3) ist nur eine Bande bei 220 kDa erkennbar. Da die Bande bei
220 kDa im Inkubationsansatz mit der aktiven Protease erhalten bleibt, ist die Spaltung
von humanem Fibronektin aus humanem Plasma, moglicherweise aufgrund der
Anwesenheit von Serpinen, unvollstandig.
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Abb. 4.20: Western Blot von humanem Plasma. Plasma  wurde bei 37<C 16h in Anwesenheit von
EspPa, S263A und PBS inkubiert. AnschlieRend wurden die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt
und auf Nitrocellulose geblottet. Der Western Blot wurde mit einem monoklonalen Primarantikérper und

einem AP-gekoppelten Sekundarantikérper mit NBT/BCIP entwickelt. Bahn 1: Plasma + PBS, Bahn 2:
Plasma + EspPa, Bahn 3: Plasma + S263A.

4.3.4 Uberprufung der Funktionsfahigkeit von Fibron ektin anhand von
Flusskammer-Experimenten

Eine Glaskapillare wurde mit FN beschichtet und 16h mit EspPa, S263A und PBS
inkubiert (Abb. 4.21 bis Abb. 4.23). AnschlielRend wurde die Flusskammer mit frischem
Citratblut perfundiert. Die Versuchsdokumentation erfolgte analog zu den
Flusskammer-Experimenten mit VWF.

Abb. 4.21 zeigt die Thrombusbildung auf FN. Uber einen Zeitraum von 3 Minuten
erkennt man eine rapide Zunahme der Grof3e und Anzahl der Plattchenaggregate.
Zusétzlich erkennt man Erythrozyten und Leukozyten die auf den Plattchen haften oder
Uber diese hinweg rollen (C).

Die Negativkontrolle (Abb. 4.22) zeigt ein ahnliches Bild, allerdings ist die
GroRenzunahme der einzelnen Thromben noch wesentlich starker. Nach Inkubation der
Flusskammer mit EspPa ist keine ausgepragte Plattchenaggregation mdglich (Abb.
4.23). Nach 2 Minuten hat sich eine kleine Ansammlung von Plattchen gebildet, die
jedoch zu instabil ist um den ausgeibten Scherkraften Stand zu halten und daher mit
dem Blutstrom mitgerissen wird (C).

Eine unspezifische Bindung der Thrombozyten an die Kapillare kann ausgeschlossen
werden, da in Kontrollversuchen mit unbeschichteten Kapillaren keine Adhasion erfolgte
(Daten nicht gezeigt).

Durch dieses Experiment wird gezeigt, dass FN in seinen funktionellen Eigenschaften
durch die Inkubation mit EspPa sehr stark beeintrachtigt wird.
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Abb. 4.21: FN-beschichtete Flusskammer nach PBS-Ink  ubation. Die einzelnen Abbildungen zeigen
Videoaufzeichnungen zu definierten Zeitpunkten. A: 1 Minute, B: 2 Minuten, C: 3 Minuten. Die Daten sind
reprasentativ fir 3 unabhéngige Versuche mit je 3 Parallelanséatzen.

Abb. 4.22: FN-beschichtete Flusskammer nach S263A-1 nkubation. Die einzelnen Abbildungen zeigen

Videoaufzeichnungen zu definierten Zeitpunkten. A: 1 Minute, B: 2 Minuten, C: 3 Minuten. Die Daten sind
reprasentativ fir 3 unabhéngige Versuche mit je 3 Parallelanséatzen.
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Abb. 4.23: FN-beschichtete Flusskammer nach EspP  a-Inkubation. Die einzelnen Abbildungen zeigen

Videoaufzeichnungen zu definierten Zeitpunkten. A: 1 Minute, B: 2 Minuten, C: 3 Minuten. Die Daten sind
reprasentativ fir 3 unabhéngige Versuche mit je 3 Parallelanséatzen.

4.3.5 Interaktion von Fibrinogen und EspP  «

Fibrinogen (FG) wird von Hepatozyten gebildet und ist vor allem im Plasma, aber auch
den a-Granula von Plattchen vorhanden. Da auch dieses Protein eine wichtige Rolle bei
der Hamostase spielt, wurde es als mogliches Zielprotein von EspPa untersucht.
Fibrinogen ist ein Heterohexamer bestehend aus zwei symmetrischen Halften, die aus
je einer a-Kette, B-Kette und einer y-Kette bestehen. Uber Disulfidbriicken sind beide
Halften miteinander verkntpft. Fibrinogen existiert im menschlichen Plasma in mehr als
100 verschiedenen Formen aufgrund von alternativen Splei3regionen, extensiven
posttranslationalen Modifikationen und Polymorphismen der Polypeptidketten (Herrick
et al., 1999). Fibrinogen ist unter anderem ein Adhasionsprotein fir Thrombozyten und
Leukozyten (Herrick et al., 1999).
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Abb. 4.24: Schematische Darstellung der Fibrinogen-  Struktur aus Herrick et al.,1999

4.3.6 SDS-PAGE von gereinigtem Fibrinogen nach EspP  a-Inkubation

Aus Plasma gereinigtes Fibrinogen wurde wie zuvor beschrieben mit EspPa, S263A
und PBS 16h bei 37T inkubiert (Abb. 4.25). Zuséatzlich wurden S263A (Bahn 4) und
EspPa (Bahn 5) als GréRenkontrollen mitgefihrt. Alle Proben wurden mittels SDS-
PAGE und anschlielRender Coomassie-Farbung analysiert.

Auf den ersten Blick erkennt man, dass Fibrinogen im Polyacrylamidgel eine Vielzahl
von Banden liefert (Abb. 4.25), welche durch die bereits beschriebenen
Formenvarianten erklart werden konnen. In der Kontrolle mit PBS (Bahn 3) treten
jedoch drei Banden bei ca. 70, 55 und 47 kDa deutlich hervor. Die weiteren Banden
konnten, bis auf die des EspPa bzw. der Negativkontrolle, alternative Formen des
Fibrinogens darstellen (s.o.). Die Negativkontrolle (Bahn 2) liefert kein anderes
Bandenmuster als die mit PBS, ganz im Gegenteil zum Inkubationsansatz mit EspPa
(Bahn 1). Hier fallt zunachst eine starke Bande bei ca. 250 kDa auf. Ebenso deutlich ist
die Bandenabschwéachung der potentiellen Aa-, BB- und y-Kette und die Entstehung
zahlreicher Banden mit niedrigerem Molekulargewicht im Bereich zwischen 25 und 13
kDa, so dass vermutet werden kann, dass die Polypeptidketten durch EspPa zumindest
teilweise gespalten werden konnen. Das Ergebnis dieses Experiments liefert einen
starken Hinweis auf die Spaltung von Fibrinogen durch EspPa und sollte mittels
Western Blot-Analysen der hier eingesetzten Proben bestatigt werden.
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Abb. 4.25: SDS-PAGE von unbehandeltem Fibrinogen un  d Fibrinogen in Anwesenheit von S263A
und EspP a 16h bei 37C. Bahn 1: FG + EspPa, Bahn 2: FG + S263A, Bahn 3: FG + PBS, Bahn 4:
S263A, Bahn 5: EspPa. Western Blot von gereinigtem Fibrinogen und von humanem Plasma nach
EspPa-Inkubation

Die oben beschriebenen Proben wurden mittels Western Blot analysiert. Zur Detektion
wurde ein polyklonaler anti-Fibrinogen-Antikbrper und ein alkalische Phosphatase-
konjugierter Sekundarantikorper mit dem Substrat NBT/BCIP verwendet (Abb. 4.26).
Zusatzlich wurde eine Western Blot Analyse von Plasma durchgefihrt, da Fibrinogen
(FG) in hoher Konzentration im Plasma enthalten ist.

Im Polyacrylamidgel fallen deutliche Unterschiede im Bandenmuster der PBS-Kontrolle
(Bahn 1) und Negativkontrolle (Bahn 3) im Vergleich zum Inkubationsansatz mit EspPa
(Bahn 2) auf. Man erkennt, dass sowohl die Bande bei 220 kDa, als auch bei 160 kDa
verschwunden sind, stattdessen entstehen neue Banden bei ca. 200, 180, 80 und 60
kDa. Die Bande bei 120 kDa ist stark abgeschwécht. Eine Abgrenzung zwischen 70, 60
und 50 kDa ist bei den Kontrollen durch die Bandendicke nicht moglich. Hier liegt genau
der Grolienbereich der Aa-, BB- und y-Kette. Auch lasst die Starke der Banden
vermuten, dass es sich um die drei Polypeptide handelt. Im EspPa-Inkubationsansatz
sind die Banden in diesem Grol3enbereich deutlich abgeschwacht. Zusatzlich erkennt
man eine weitere Bande im niedermolekularen Bereich.
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Der Versuchsansatz mit humanem Plasma weist nicht so deutliche Unterschiede
zwischen den Kontrollen und dem EspPa-Inkubationsansatz auf, dennoch erkennt man
auch hier eine zusatzliche Bande bei ca. 200 kDa und eine leichte Abschwachung der
Banden bei 160 und 120 kDa (Bahn 6). Auffallend ist jedoch, dass im Bereich um 60
kDa keine Abschwachung der Bandenstarke im Inkubationsansatz mit EspPa
erkennbar ist. Durch die Ergebnisse wird die Hypothese unterstitzt, dass EspPa
Fibrinogen spalten kann, obwohl diese Fahigkeit im Plasma geringer zu sein scheint.

1 2 3 4 5 6
220 kDa - - T— p— —) S A
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Abb. 4.26: Western Blot von gereinigtem Fibrinogen (Fg) und humanem Plasma. Fibrinogen und
Plasma wurden 16h bei 37<C mit EspP a, S263A und PBS inkubiert. AnschlieBend wurden die Proteine
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrocellulose geblottet. Der Western Blot wurde mit einem
monoklonalen anti-Fg Primarantikérper und einem AP-gekoppelten Sekundarantikdrper mit NBT/BCIP
entwickelt. Bahn 1: Fg + PBS, Bahn 2: Fg + EspPa, Bahn 3: Fg + S263A, Bahn 4: Plasma + PBS, Bahn
5: Plasma + S263A, Bahn 6: Plasma + EspPa.

4.3.7 Einsatz von Fibrinogen in der Flusskammer

Zur Uberpriifung der Funktionsfahigkeit von FG bot sich auch hier der Einsatz von
Flusskammern an.

Glaskapillaren wurden mit Fibrinogen beschichtet und 16h mit EspPa und den tblichen
Kontrollen S263A und PBS inkubiert. Die Versuchsdurchfihrung und Dokumentation
erfolgte analog zu den Flusskammer-Experimenten mit vVWF und Fibronektin.
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Um auszuschlieRen, dass Thrombozyten unspezifisch an die Kapillare binden, wurde
eine unbeschichtete Kapillare eingesetzt. Es zeigte sich bei dieser Kontrolle keine
unspezifische Bindung der Thrombozyten an die Glaskapillare (Daten nicht gezeigt).
Abb. 4.27 bis Abb. 4.29 zeigt die Plattchenaggregation in Anwesenheit von FG in der
Flusskammer. In den einzelnen Ausschnitten erkennt man eine starke Zunahme von
Anzahl und Grol3e der Thrombozytenaggregate. Die Negativkontrolle (Abb. 4.27) zeigt
ein ahnliches Bild.

Nach Inkubation der Flusskammer mit EspPa ist keine Plattchenaggregation tber den
gesamten Zeitraum von 4 Minuten erkennbar. So bewirkt EspPa auch hier eine

funktionelle Beeintrachtigung des Proteins

Abb. 4.27: FG-beschichtete Flusskammer nach PBS-Ink ubation. Die einzelnen Abbildungen
reprasentieren Videoaufzeichnungen zu definierten Zeitpunkten. A: 1 Minute, B: 3 Minuten, C: 5 Minuten.
Die Daten sind reprasentativ flr 3 unabhangige Versuche mit je 3 Parallelanséatzen.
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Abb. 4.28: FG-beschichtete Flusskammer nach S263A-I nkubation . Die einzelnen Abbildungen
reprasentieren Videoaufzeichnungen zu definierten Zeitpunkten. A: 1 Minute, B: 3 Minuten, C: 5 Minuten.
Die Daten sind reprasentativ flr 3 unabhangige Versuche mit je 3 Parallelansatzen.

—

Abb. 4.29: FG-beschichtete Flusskammer nach EspP a-Inkubation. Die einzelnen Abbildungen

reprasentieren Videoaufzeichnungen zu definierten Zeitpunkten. A: 1 Minute, B: 3 Minuten, C: 5 Minuten.
Die Daten sind reprasentativ flr 3 unabhangige Versuche mit je 3 Parallelansatzen.

4.4 Interaktion von Thrombospondin-1 und EspP  «

Thrombospondin-1  (TSP-1) ist Teil der aus 5 Mitgliedern bestehenden
Thrombospondin-Familie (Bonnefoy et al., 2008). Es ist ein trimeres Glykoprotein mit
einer MonomergroRe von ca. 180 kDa und kommt in groRen Mengen in den a-Granula
von Plattchen vor (Bonnefoy et al., 2008), ebenso ist es im Blutplasma enthalten. TSP-1
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ist ein multifunktionales Protein mit Aufgaben im Bereich der Zelladhasion,
Angiogenese, Entzindung und vielen weiteren Bereichen. Von besonderem Interesse
ist hier seine Funktion der Plattchenaggregation (Bonnefoy et al.,, 2008) und
Plattchenadhasion (Jurk et al., 2003).

4.4.1 Western Blot von gereinigtem TSP-1 nach EspP  a-Inkubation

Fur den Versuch wurde gereinigtes TSP-1 aus humanem Plasma mit EspPa, S263A
und PBS 16h bei 37T inkubiert (Abb. 4.30). Zur Detektion wurde ein monoklonaler
anti-TSP-1 Antikorper und ein alkalische Phosphatase-konjugierter Sekundarantikérper
mit dem Substrat NBT/BCIP verwendet

In Abb. 4.30 ist die Spaltung von TSP-1 durch EspPa deutlich zu sehen (Bahn 2). Auf
der HOhe von ca 180 kDa ist in der Kontrolle mit PBS und in der Negativkontrolle die
Bande des TSP-1 erkennbar (Bahn 1 und 3). Im EspPa-Ansatz fehlt diese Bande und
es sind drei Banden bei ca 160, 90 und 50 kDa zu sehen. Dieses Ergebnis zeigt, dass
TSP-1 durch EspPa gespalten werden kann und dass aus dieser Spaltung drei
Abbruchfragmente des TSP-1 entstehen, die vom Primarantikorper erkannt werden.

180 kDa -
160 kDa -

90 kDa -

50 kDa -

Abb. 4.30: Western Blot von gereinigtem Thrombospon din-1 (TSP-1). TSP-1 wurde bei 37<C 16h in
Anwesenheit von EspPa und S263A inkubiert. Anschliefend wurden die Proteine mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und auf Nitrocellulose geblottet. Der Western Blot wurde mit einem monoklonalen anti-TSP-
Priméarantikdrper und einem AP-gekoppelten Sekundarantikbrper mit NBT/BCIP entwickelt. Bahn 1: TSP-
1+ S263A, Bahn 2: TSP-1 + EspPa, Bahn 3: TSP-1 + PBS.
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4.4.2 Western Blot von Thrombozytentberstanden und humanem Plasma
nach EspP a-Inkubation

Fur den Einsatz im Western Blot wurden die mit EspPa, S263A und PBS- inkubierten
Thrombozytenuberstande verwendet (Abb. 4.31). Die Durchfihrung der Western Blot
Analyse erfolgte Analog zum Versuch mit gereinigtem TSP-1. Die Bande im
Kontrollansatz (Bahn 3) liegt bei einer GroRe von etwa 180 kDa und entspricht somit
der erwarteten Grof3e fur das TSP-1 Monomer. Der Vergleich der Negativkontrolle
(Bahn 2) mit dem Ansatz der aktiven Protease zeigt, dass die Bande bei 180 kDa nach
EspPa-Inkubation verschwunden ist. Dieses Ergebnis deutet auf die Spaltung von
TSP-1 aus Thrombozytenuberstanden durch EspPa hin.

Der Versuch wurde auch mit humanem Plasma durchgefuhrt. Allerdings war in
mehrfach wiederholten Versuchsansatzen keine Detektion von TSP-1 mdglich (Daten
nicht gezeigt).

180 kDa -

Abb. 4.31: Western Blot von Thrombozyteniiberstanden (TU). Thrombozyteniiberstande wurden bei
37<C 16h in Anwesenheit von PBS, EspP a und S263A inkubiert. Anschlielend wurden die Proteine
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrocellulose geblottet. Der Western Blot wurde mit einem
monoklonalen anti-TSP-1-Primarantikérper und einem AP-gekoppelten Sekundéarantikorper mit
NBT/BCIP entwickelt. Bahn 1: TU + EspPa, Bahn 2: TU + S263A, Bahn 3: TU+ PBS.

4.4.3 Uberpriifung der Funktionsfahigkeit von Thromb ospondin-1

Auch TSP-1 sollte mit Hilfe der bereits beschriebenen Flusskammern bezuglich seiner
Funktionalitat getestet werden. Im Blickpunkt stand hier die Fahigkeit der
Thrombozyten, unter Scherstress an TSP-1 zu binden. Auch hierfir wurden
Flusskammern mit TSP-1 beschichtet und 16h mit EspPa, S263A und PBS bei 37C
inkubiert. Da sich jedoch trotz mehrfacher Wiederholung weder in der Testkontrolle
noch in der Negativkontrolle Thrombozyten in der Flusskammer an TSP-1 anlagerten,
konnte mit diesem Experiment keine valide Aussage zur Funktionsfahigkeit von TSP-1
getroffen werden.
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4.5 Keine Spaltung von Vitronektin durch EspP  «

Vitronektin (Vn) hat ein Molekulargewicht von etwa 75 kDa und liegt in &hnlich hohen
Konzentrationen wie Fibrinogen (7uM) im Blutplasma vor. Es ist genau wie von
Willebrand-Faktor, Fibronektin, Thrombospondin-1 und Fibrinogen ein Glykoprotein,
welches nicht nur regulative Funktionen innerhalb des Komplementsystems hat,
sondern auch die Adh&sion von Plattchen vermitteln kann (Asch und Podack, 1990).
Aus diesem Grund wurde untersucht, ob EspPa Vitronektin spalten kann. Es wurden
analoge Versuchsansatze und Kontrollen wie bei VWF, FN, FG und TSP-1 gewahlt
(Abb. 4.32).

In diesem Blot werden zwei Banden fur Vitronektin dargestellt, jedoch entsteht nach
EspPa-Inkubation kein verdndertes Bandenmuster so dass davon ausgegangen
werden muss, dass EspPa Vitronektin nicht spalten kann.

AN, A tiann™ e

-
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Abb. 4.32: Western Blot von humanem Plasma. Plasma  wurde 16h bei 37C mit EspP «a, S263A und
PBS inkubiert. Anschlieend wurden die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrocellulose
geblottet. Der Western Blot wurde mit einem monoklonalen anti-Vitronektin-Primarantikérper und einem
AP-gekoppelten Sekundarantikdrper mit NBT/BCIP entwickelt. Bahn 1: Vn + PBS, Bahn 2: Vn + EspPa,
Bahn 3: Vn + S263A.

4.6 Beurteilung der Zytotoxizitat von EspP  «

Bezuglich der Zytotoxizitat von EspPa existieren widerspruchliche Daten. Djafari und
Mitarbeiter (1997) beschreiben einen zytotoxischen Effekt von EspPa auf Vero-Zellen.
Sie beobachteten den Verlust von Stressfasern und das Ablosen der Zellen vom
Untergrund. Dutta und Mitarbeiter (2002) konnten hingegen keine zytopathischen
Effekte von EspPa nachweisen. In der Studie wurden mehrere Autotransporter an
Hep-G2-Zellen getestet und es konnte kein zytotoxischer Effekt fur EspPa
nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wurde hier die potentielle zytotoxische
Wirkung von EspPa in einem Zellproliferationstest untersucht.
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4.6.1 Zellproliferationstest mit HBMEC in Anwesenhe it von EspP a

Bei diesem Experiment wurden HBMEC in Anwesenheit von ca. 50 pg/mL EspPa sowie
der EspPa-bezogenen Negativkontrolle S263A inkubiert. Als weitere Kontrollen diente
nur Endothelzellmedium (Negativkontrolle) und Triton X-100 in Medium als
Positivkontrolle. Es wurde bei 37C Uber verschiede ne Zeitrdume hinweg inkubiert
(1 Stunde bis 30 Stunden). Durch mitochondriale Dehydrogenasen erfolgt die Spaltung
der Tetrazoliumsalze zu Formazan. Die Menge des gebildeten Formazan korreliert mit
der Anzahl metabolisch aktiver Zellen. Die Quantifizierung der Farbstoffmenge erfolgt
mittels ELISA. Reprasentativ fur alle Ergebnisse wurde ein Inkubationsversuch tber 30
Stunden dargestellt (Abb. 4.33).

Es zeigt sich, dass die Positivkontrolle mit einem Wert von ca. 8% einen signifikant
niedrigeren Wert fir die Absorption aufweist als die Negativkontrolle (100%) (ANOVA,
Post-Hoc-Analyse; Dunnett; 95% Konfidenzintervall). Sowohl der Inkubationsansatz mit
EspPa als auch der mit S263A zeigen mit ca. 98% bzw. ca. 100% keine signifikant
unterschiedlichen Werte und liegen sehr nah beim Wert fur die Negativkontrolle mit
Endothelzellmedium. Dementsprechend wird von keiner zytotoxischen Wirkung des
EspPa ausgegangen.
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Abb. 4.33: Zellproliferationstest mit HBMEC in Endo  thelzellmedium in Anwesenheit von EspP q,
S263A, PBS (Negativkontrolle) und 1% Triton X-100 (  Positivkontrolle). Alle Daten sind als Mittelwert
+ Standardabweichung von drei Experimenten ausgedriickt. *markiert einen signifikanten Unterschied
(p<0,05) der Positivkontrolle gegentiber EspPa und den entsprechenden Kontrollen.

4.7 Addendum: Herstellung und Reinigung von EspP  «

Bereits in den Arbeiten von Brunder (1997) wurde ein EspPa- tragendes rekombinantes
Plasmid (pB9-5) in E.coli K-12 Dh5a transformiert und fir die weitere Analyse und
Charakterisierung von EspPa genutzt (Brunder et al., 1997). Da sowohl EspPa-
Produktion und Reinigung aus O157:H7 EDL933 als auch die Handhabbarkeit des
Wildtypstamms Nachteile mit sich bringen, sollte auch in dieser Arbeit E.coli K-12
Dh5a/pB9-5 verwendet werden. Fur einen Adhasionstest (Daten nicht gezeigt) war es
notwendig, das Plasmid in den Laborstamm E.coli K-12 HB101 zu transformieren. Da
die EspPa-Produktion durch E.coli K-12 HB101/ pB9-5 jedoch deutlich starker als durch
E.coli K-12 Dh5a/pB9-5 war (Abb. 4.34), wurde dieser Stamm zur EspPa-Produktion fur
alle in dieser Arbeit durchgefuhrten Versuche verwendet.

Die hier beschriebenen Ergebnisse wurden mit den von Brockmeyer (2009)
entwickelten Methoden zur Herstellung, Aufarbeitung und die Bestimmung des
Proteingehaltsvon EspPa erarbeitet.
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Die Anzucht der Bakterien erfolgte Uber einen Zeitraum von ca. 16 Stunden.
AnschlieBend wurden die Proteine aus dem Bakterienlberstand mittels
Trichloressigsaure geféllt. Die weitere Reinigung des Proteins erfolgte mittels FPLC
(fast protein liquid chromatography). Eine ausfihrliche Beschreibung der
Proteinaufarbeitung steht in Kap. 2.

HB101/pB9-5 DH5alpha/pB9-5
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Abb. 4.34: Vergleich der produzierten EspP  a-Mengen von E.coli K-12 DH5a/pB9-5 und E.coli K.12
HB101/pB9-5. Der Proteingehalt von zwei Aufarbeitungen der unterschiedlichen Laborstéamme wurde
mittels SDS-PAGE miteinander verglichen.

4.7.1 Proteingehaltbestimmung von EspP «

Die Proteingehaltbestimmung mittels des Bicinchonin-Tests oder des Bradford-Assays
ist im Falle von EspPa nicht moéglich, da Proteinreste die bei der Reinigung nicht
entfernt werden konnten, die Messung stark verfalschen (Daten nicht gezeigt).
AulRRerdem ist EspPa in HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazine-N"-2-ethansulfonsaure)-
Puffer gelost, welcher mit den Quantifizierungsmethoden interagiert (Daten nicht
gezeigt). Der Proteingehalt der Aufarbeitung wird daher mittels SDS-PAGE
abgeschatzt. Hierfur wird ein Referenzprotein, in diesem Fall Rinderserumalbumin
(BSA) (ca. 55 kDa) in definierter Konzentration gemeinsam mit der EspPa-Probe auf
das Gel aufgetragen. Durch den Vergleich der Bandenstarken von EspPa und BSA
kann der Proteingehalt der Probe abgeschatzt werden.

Abb. 4.35 zeigt beispielhaft die Proteingehaltbestimmung einer EspPa-Probe nach der
Reinigung. Die aufgetragene EspPa-Menge entspricht in ihrer Bandenstarke ungefahr
der Bandenstarke von BSA bei einer Proteinmenge von 1,16ug. Bei einem
aufgetragenen Probenvolumen von 2uL entspricht das einer ungefahren EspPa-
Konzentration von 580ug/mL. Der so ermittelte EspPa-Gehalt der Aufarbeitung ist

78



reprasentativ. fur die weiteren Proteinaufarbeitungen, die im Rahmen dieser
Doktorarbeit durchgefiihrt wurden (Daten nicht gezeigt).

100 kDa -

55 kDa -

Abb. 4.35: Proteingehaltbestimmung von EspP a mittels SDS-PAGE. Zur Abschatzung der
Proteinmenge in der EspPa-Probe wurde Rinderserumalbumin in genau definierten Proteinmengen
zusammen mit der EspPa enthaltenden Proteinlésung aufgetragen. Durch den Vergleich der
Bandenstarke wurde die EspPa-Menge in der Probe abgeschéatzt. Bahn 1: Marker, Bahn 2: 11,6ug BSA,
Bahn 3: 6ug BSA, Bahn 4: 2,4ug BSA, Bahn 5: 1,16ug BSA, Bahn 6: 2uL EspPa-Ldsung mit unbekannter
EspPa-Menge.

4.7.2 Bestimmung der proteolytischen Aktivitat von EspPa

Die proteolytische Aktivitat von EspPa aus HB101 wird mit Hilfe des chromogenen
para-Nitroanilin-konjugierten Oligopeptid-Substrats bestimmt (s.Kap.2). Die durch die
Spaltung freigesetzte Menge an para-Nitroanilin wird photometrisch bestimmt (s.Kap.2).
In Abb. 4.36 ist das Ergebnis eines Aktivitatstests von drei Aufarbeitungen reprasentativ
dargestellt. Es ist ein deutlicher Anstieg der Absorption bei 405 nm nach der Inkubation
mit EspPa erkennbar. Die Inkubation mit der zur Kontrolle mitgeflhrten proteolytisch
inaktiven Mutante fuhrt nicht zu einem Anstieg der Absorption.
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Abb. 4.36: Aktivitatstest mit EspP  a. Drei EspPa-Aufarbeitungen wurden 16h bei 37C mit dem para-
Nitroanilin-konjugierten Oligopeptid-Substrats inkubiert. Durch die Spaltung wird para-Nitroanilin
freigesetzt, welches photometrisch bei der Absorption von 405nm bestimmt werden kann. Als
Negativkontrolle dient die proteolytisch inaktive Mutante S263A.
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5. Diskussion

5.1 P-Selektin

In vorangegangen Experimenten konnte gezeigt werden, dass von den drei eng
miteinander verwandten Selektinen L-Selektin, E-Selektin und P-Selektin nur P-Selektin
durch EspPa hochspezifisch gespalten werden kann wie Untersuchungen mittels
MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption ionisation - time of flight) -
Massenspektrometrie, Edman-Abbau und Deglykosylierungsexperimente belegen
(Brockmeyer, 2009).

Uber mogliche funktionelle Auswirkungen dieser Spaltung ist bislang jedoch nichts
bekannt, so dass dieser Fragestellung mit Hilfe von Flusskammer-Experimenten
nachgegangen wurde.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen, dass EspPa in der Lage ist, auf der
Glasoberflache immobilisiertes P-Selektin zu spalten und dass diese Spaltung zum
Funktionsverlust des Proteins fuhrt. Demgegenuber fuhrt die Vorinkubation von E-
Selektin mit EspPa und den entsprechenden Kontrollen nicht zum Funktionsverlust, da
E-Selektin nicht gespalten wird. Es erfolgt somit keine unspezifische Spaltung z.B. der
Fc-Doméne der chimaren Selektine. Dies kann als weiterer Beleg fur die Spezifitdt der
beobachteten Spaltung von P-Selektin gedeutet werden. Dartber hinaus belegen die
Kontrollexperimente mit blockierenden Antikérpern bzw. Fab-Fragmenten, sowie der
Einsatz von EDTA-BIut in der Flusskammer, dass die gewahlten Versuchsbedingungen
nicht zu unspezifischem Rollen der Leukozyten in der Flusskammer fihren.

Die Untersuchung der Leukozytenrekrutierung durch P-Selektin unter in vitro
Flussbedingungen ermdglicht eine isolierte Betrachtung funktioneller Effekte unter der
Beruicksichtigung wichtiger physiologischer Parameter, wie z.B. dem Scherstress.
AulRerdem kann die Interaktion der Leukozyten mit P-Selektin ohne weitere
Aufarbeitungsschritte der Leukozyten untersucht werden, da die Flusskammer mit
Vollblut perfundiert wird. Somit ist die Flusskammer ein gut geeignetes Modellsystem
fur die der Erforschung der grundlegenden Effekte von EspP. Wenn die funktionellen
Mechanismen von EspP genauer verstanden sind, ware es eventuell moglich ein
geeignetes Tiermodell hinzuzuziehen um die Ergebnisse weiter zu Uberprifen und auch
in vivo zu untermauern.

Ein Aspekt, der bei der Betrachtung der Ergebnisse bertcksichtigt werden muss, ist die
Tatsache, dass die Vorinkubation von P-Selektin mit EspPa, S263A und PBS in der
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Flusskammer versuchsbedingt nur unter statischen Bedingungen erfolgen kann. Somit
liefern die Ergebnisse dieser Experimente nur Informationen Uber den funktionellen
Effekt der Spaltung. Ob eine Spaltung von P-Selektin auch unter Scherstress oder
sogar wahrend des Infektionsprozesses in &hnlicher Weise erfolgt, kann durch
Experimente dieser Art bisher nicht belegt werden. Im Allgemeinen existieren bislang
nur wenige Daten zur Expression von EspPa im Verlauf einer EHEC-Infektion. In Seren
von Patienten, die mit EHEC-Infektionen wurden allerdings Antikorper gegen EspPa
gefunden, zudem wurde beschrieben, dass EspPa in den hochvirulenten Serotypen
besonders verbreitet ist (Brunder et al, 1997). Zusatzlich wurde mit dem
Blutgerinnungsfaktor V ein weiteres, physiologisch relevantes Substrat fur EspPa
gefunden. Faktor V ist an der Bildung des Prothrombinase- Komplexes beteiligt und
somit essentiell fur die Blutgerinnung. Dies kann als Hinweis fiir eine Rolle von EspP im
Krankheitsverlauf gesehen werden. Die vorhandenen Literaturdaten sprechen somit fur
eine Expression des Proteins wéahrend des Infektionsprozesses. Zeitpunkt, Menge und
Expressionsort von EspPa bleiben allerdings unbekannt.

P-Selektin spielt eine bedeutende Rolle beim Rollen von Leukozyten auf Endothelzellen
und ist zentral an der Leukozytenrekrutierung bei inflammatorischen Prozessen beteiligt
(Cambien et al., 2004; Dole et al., 2005). Die Spaltung von P-Selektin durch eine
bakterielle Protease konnte somit lokal zu einer verminderten Leukozytenrekrutierung
und somit zu einer abgeschwachten Immunantwort fihren.

Zusatzlich mehren sich Hinweise, dass hamostatische und inflammatorische Prozesse
eng miteinander verknupft sind und dass diese Verkniupfung zum Teil P-Selektin
zugeschrieben werden kann (André, 2004). P-Selektin kann die Fibrinsynthese
beeinflussen und ist somit an Thrombuswachstum und Stabilisierung beteiligt (Palabrica
et al., 1992). Die Generierung von Fibrin ist von der Bindung der Leukozyten an
aktivierte Plattchen Uber P-Selektin abhangig (Palabrica et al., 1992). P-Selektin-
defiziente Mause zeigen aufgrund verlangerter Blutungszeiten ausgedehnte Blutungen
(Andre, 2004). Bei Patienten, die wahrend einer EHEC-Infektion eine hamorrhagische
Kolitis entwickeln, fuhrt die lokale Zerstérung der kapillaren Blutgefale der
Darmmukosa zu Schleimhautblutungen (Karmali, 2004). Dieser Effekt kann
moglicherweise durch die Interaktion von EspPa mit P-Selektin und Faktor V durch
Beeintrachtigung der Blutgerinnung lokal verstarkt

werden.

Aufgrund der bereits beschriebenen Abwesenheit eines geeigneten Tiermodells
existieren keine Informationen Uber die Rolle von P-Selektin bei akuten EHEC-
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Infektionen in vivo. Allerdings wurde in einem Mausmodell mit Salmonella typhimurium
bei Mausen ohne funktionelles P-Selektin bzw. PSGL-1 eine signifikant hohere
Mortalitat als bei Mausen ohne funktionelles E- oder L-Selektin beobachtet, deren
Mortalitat keinen Unterschied zu den Wildtypmausen zeigte (Kum et al., 2009). Dartiber
hinaus zeigten P-Selektin-defiziente Mause eine signifikant héhere Kolonisierung mit
S.typhimurium als die Wildtypen (Kum et al., 2009). Obwohl die Ergebnisse keineswegs
direkt auf die Situation einer humanen EHEC-Infektion Ubertragen werden dirfen,
lassen diese Ergebnisse doch auf eine besondere Bedeutung von P-Selektin bei der
Abwehr intestinaler Infektionen schliel3en.

5.2 Von Willebrand-Faktor

Die Spaltung des von Willebrand-Faktors (VWF) durch EspPa in seiner monomeren
Form und die Spaltung von der Oberflache endothelialer Zellen (Brockmeyer, 2009)
wurde bereits beschrieben. Mit Hilfe der in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche sollte
die Spaltung des monomeren VWF im Hinblick auf Anzahl und Grol3e der entstehenden
Abbruchfragmente genauer betrachtet werden. Weiterhin wurde untersucht, ob eine
Spaltung des Proteins im Blutplasma erfolgen kann und ob die Proteolyse von VWF zur
Funktionsstérung des Proteins fihrt. Die Inkubation von EspPa mit humanem Plasma
wurde durchgefiihrt, um zu prifen, ob VWF in weitgehend physiologischer Umgebung
gespalten werden kann. Natirlich muss dabei beachtet werden, dass dieses
Experiment nur eine Anndherung an in vivo-Bedingungen darstellen kann, da z.B.
zellulare Bestandteile fehlen und die Inkubation nur unter statischen Bedingungen
durchgefuhrt werden kann.

Die Versuche bestatigen die bereits beschriebene Spaltung von VWF und zeigen
dariber hinaus, dass VWF in humanem Plasma gespalten werden kann. Die Spaltung
von VWEF in weitgehend physiologischer Umgebung fuhrt allerdings zu einem
abweichenden Bandenmuster. Mdglicherweise ist dies durch die Anwesenheit von
Serin-Protease-Inhibitoren, wie z.B der Proteinfamilie der Serpine, erklarbar. Der Begriff
Serpin ist ein Akronym und steht fur die grof3e Familie der Serin-Protease-Inhibitoren.
Serpine machen ca. 10% des Gesamtproteingehalts von menschlichem Blutplasma aus
(Rawlings et al., 2008).

Die funktionellen Tests belegen, dass die Inkubation des VWF mit EspPa zu einer
Beeintrachtigung wichtiger Eigenschaften bzw. zum vollstdndigen Funktionsverlust
fuhrt.
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Fur weitere in vitro-Untersuchungen zur Spaltung von VvWF wurden klinische
Standardmethoden zur Diagnostik vVWF-abhangiger Gerinnungsstérungen verwendet.
Fur die Auswahl dieser Methoden war ihre allgemein anerkannte Aussagekraft in Bezug
auf quantitative und qualitative Defekte des VWF maf3geblich. Dariiber hinaus wurde mit
Hilfe derselben Kombination aus Kollagen-Bindungstest, VWF-Antigen-Test und
Ristocetin-Kofaktor-Test die Spaltung von VWF und ADAMTS13 durch eine sezernierte
Metalloprotease von Bacillus anthracis nachgewiesen (Chung et al., 2008).

Die Vermittlung der Thrombozytenaggregation, die mit Hilfe des Ristocetin-Kofaktor-
Tests untersucht wurde, ist nach der Inkubation mit EspPa signifikant eingeschrankt.

Es wurde beschrieben, dass vor allem hochmolekulare vVWF-Multimere, die Bindung an
Thrombozyten in Anwesenheit von Ristocetin induzieren (Sixma et al., 1984; Brown und
Bosack, 1986). Da die Spaltung von VWF in jedem Fall zu einer Reduktion des
Multimerisierungsgrades fihrt, ist diese Ursache fir eine schlechtere Bindung von
Thrombozyten am wahrscheinlichsten.

Der zentrale Bereich zur Adhasion von VWF an den Glykoproteinrezeptor Iba befindet
sich in der A1 Domane des VWF (Reininger, 2008). Weitere Bindungsstellen befinden
sich in den Domanen B1-3, C2 und C1 (Reininger, 2008). Die C1 Doméne tragt eine
RGD-Sequenz, die an das Integrin ap3 bindet. Eine Bindung an a3 erfordert eine
vorherige Aktivierung des Integrins Uber inside-out-Signaling* (Varga-Szabo et al.,
2008). Da aber fur den Test Formalin-fixierte Plattchen verwendet werden, ist eine
Bindung an diesen Rezeptor eher unwahrscheinlich. Dariber hinaus ist in der Literatur
beschrieben, dass beim Ristocetin-Kofaktor-Test die Bindung von VWF an
Thrombozyten Uber den Glykoproteinrezeptor Iba auf der Plattchenoberflache erfolgt
(Ruggeri, 2003). Vor dem Hintergrund der Spaltung des monomeren VWF kann
vermutet werden, dass die Al-Domane des vVWF bei der Spaltung durch EspPa
betroffen sein kdnnte.

Die Fahigkeit des Proteins an Kollagen zu binden wird ebenfalls stark eingeschréankt
bzw. entfallt vollstdndig. Nur die hochmolekularen Formen des vVWF haben eine hohe
Bindungsaffinitat fur Kollagen (Furlan, 1996) und koénnen an die mit Kollagen
beschichtete Mikrotiterplatte binden (Brown et al., 1986; Favaloro et al.,, 1991). Eine
Abnahme der Kollagen-Bindungsaffinitait lasst auf das  Vorhandensein
niedermolekularer, hamostatisch weniger effizienter Multimere bzw. Monomere im
Plasma zurtickschlieRen. Wichtig ist hierbei, dass mittels des VWF-Antigen-Tests
guanitative Unterschiede, die einer reduzierten Kollagenbindungsaffinitat zugrunde
liegen, ausgeschlossen werden konnten. Die Versuchsergebnisse legen daher die
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Vermutung nahe, dass die Inkubation mit EspPa zu einer Abnahme der
hochmolekularen Multimere fiihrt, wie es auch schon die Ergebnisse des Ristocetin-
Kofaktor-Tests vermuten lassen. Da allerdings der Multimerisierungsgrad von VWF
durch eine Spaltung an jeder beliebigen Stelle verringert sein kann, ist an dieser Stelle
keine Aussage Uuber die genaue Spaltstelle moglich. Diese konnte mittels
Massenspektrometrie oder Edman-Abbau bestimmt werden. Bei der Interpretation
dieser Ergebnisse muss auch bericksichtigt werden, dass eine Spaltung in der
Bindedoméne des anti-vWF Antikorpers nicht vollstandig ausgeschlossen werden kann.
Da allerdings ein polyklonaler Antikbrper verwendet wurde, ist eine ,falsch positive*
Signalabschwéchung sehr unwahrscheinlich. Auffallig ist auch bei diesem Test, dass
der funktionelle Defekt beim gereinigten VWF deutlich starker ausgepragt ist. Bei
diesem Versuchsansatz kommt es sogar zu einem vollstandigen Verlust der Kollagen-
Bindungsaktivitdt. Auch hier ware die Anwesenheit von Serin-Protease-Inhibitoren im
Plasma, die unter Umstanden die Aktivitdit von EspPa beeinflussen kénnen, als
Ursache eine mdgliche Erklarung.

Sowohl der Ristocetin-Kofaktor-Test als auch der Kollagen-Bindungsassay belegen
zwar eine EspPa-abhéngige Einschrankung in unterschiedlichen Bereichen der
Proteinfunktion, ermdglichen aber keine Beurteilung der funktionellen Eigenschaften
unter dem Einfluss wichtiger Parameter, wie z.B. der Flussgeschwindigkeit des Blutes
oder der physiologischen Umgebung von Thrombozyten. Um diesen
Rahmenbedingungen Rechnung zu tragen, wurde eine Flusskammermethode zur
Beurteilung der funktionellen Eigenschaften von vVWF entwickelt. Auch bei diesen
Experimenten gelten die bereits fir P-Selektin beschriebenen Limitierungen des
Testsystems. Die Flusskammern wurden mit VWF beschichtet und die Inkubation
erfolgte analog zu P-Selektin. Der untersuchte funktionelle Parameter war die Fahigkeit
des Proteins, Thrombozyten aus dem Blutstrom zu rekrutieren. In friheren Arbeiten
konnte gezeigt werden, dass gereinigter VWF an Glasskapillaren adharieren kann und
dass dadurch keine strukturellen oder funktionellen Veranderungen im Vergleich zu
normalem VWF entstehen (Olson et al., 1989). Dariber hinaus ist die Verwendung von
beschichteten Oberflachen zur Untersuchung der Plattchenadhé&sion unter Scherstress
in der Literatur bereits mehrfach beschrieben (Kuwahara et al., 1999, Wu et al., 1996;
Chandy et al., 1998). Die Adhasion von Thrombozyten an VWF ist entscheidend von
den herrschenden Flussbedingungen abhéngig. Obwohl tber die Rolle des VWF unter
niedrigem Scherstress weitaus weniger bekannt ist als tber die Rolle unter hohem
Scherstress, belegen einige Studien, dass VWF sowohl unter in vitro-Bedingungen als
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auch in vivo absolut essentiell fir die Thrombusbildung unter niedrigen Scherstress ist
(Chauhan et al., 2007; Badimon et al., 1989; Mazzucato et al., 1999).

In VWF-defizienten Mausen konnte unter niedrigem Scherstress kein okklusiver
Thrombus gebildet werden (Chauhan et al., 2007). Wahrend der initiale Kontakt
zwischen Thrombozyten und vWF unter hohem Scherstress allerdings strikt von der
Interaktion zwischen GPIba und VWF abhéngig ist (Reininger 2008; Ruggeri, 2003;
Furlan 1996), konnte gezeigt werden, dass bei niedrigen Scherraten nur vVWF und nicht
GPIba essentiell fur die Thrombusbildung ist (Chauhan et al., Savage et al., 1998). Wie
auch beim P-Selektin existieren keine in vivo Daten Uber die Rolle des VWF im Verlauf
einer EHEC-Infektion. Allerdings ist der Ubersicht der hier gezeigten Ergebnisse und
unter der Voraussetzung, dass EspPa wahrend der Infektion exprimiert wird, folgendes
Szenario denkbar: EspPa verstarkt allein oder in Synergie mit weiteren Virulenzfaktoren
die auftretenden vaskuldren Schaden durch Stérung der Thrombusbildung. Dabei
wirde sich die Beeintrachtigung der Thrombozytenadh&sion bei den Schadigungen
kleiner Blutgefal3e besonders stark auswirken, da unter niedrigen Scherraten allein VWF
entscheidend notwendig fur die Thrombozytenadhé&sion ist (siehe oben). Weiterhin wére
dieser Effekt wahrscheinlich auf den Gastrointestinaltrakt begrenzt, da es keine
Anhaltspunkte Uber einen mdglichen Transport von EspPa in andere Organsysteme
gibt.

5.3 Fibronektin

Fibronektin befindet sich ebenfalls in den a-Granula von Thrombozyten und vermittelt
zahlreiche wichtige Funktionen, z.B. die Zelladh&sion. In der Literatur sind alternative
Formen des Fibronektins beschrieben (Cho und Mosher 2006). Da sich die
Zusammensetzung der Fibronektin-lsoformen, je nachdem ob sie beispielsweise durch
Hepatozyten oder Megakaryozyten synthetisiert wurden, unterscheiden kann (Schick et
al., 1996), wurde neben gereinigtem Fibronektin Fibronektin aus
Thrombozytenuberstanden und humanem Plasma untersucht. Zuséatzlich sollte wie bei
VWF Uberpruft werden, ob sich Fibronektin in weitgehend physiologischer Umgebung
spalten lasst. DarUber hinaus wurde analog zu VWF die Funktion von Fibronektin nach
EspPa Inkubation mit Hilfe von Flusskammer-Experimenten untersucht.

Die Western Blot und SDS-PAGE Analysen zeigen, dass Fibronektin von EspPa
gespalten wird.
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Bei den Versuchen zur Proteolyse von Fibronektin fallt auf, dass nur beim gereinigten
Fibronektin eine vollstandige Spaltung der beiden Fibronektinbanden auftritt. Ob eine
vollstandige Spaltung aus Thrombozyteniberstdnden erfolgt, kann mit Hilfe der
Western Blot Analyse nicht zweifelsfrei festgestellt werden. Zwar verschwindet die
Bande bei 220 kDa, die Bandenintensitat bei 180 kDa wird jedoch starker. Dies kdnnte
auf ein Abbruchfragment hindeuten, welches dieselbe Gr6Re wie die urspriingliche
Fibronektin-Bande hat und die 180 kDa-Bande uberdecken wirde. Im
Inkubationsansatz mit humanem Plasma bleibt die Bande bei 220 kDa zum Teil
erhalten. Als proteolytisches Abbruchfragment entsteht ein Doppelbande bei ca. 180
bzw. 160 kDa. Somit ist anzunehmen, dass Fibronektin &hnlich wie bei VWF in Plasma
nur unvollstandig gespalten werden kann. Die Anwesenheit inhibitorischer Molekile ist
auch hier als eine mogliche Ursache neben der Anwesenheit weiterer Substrate von
EspPa in Betracht zu ziehen. Weiterhin stellt sowohl Fibronektin aus
Thrombozyteniberstanden als auch Fibronektin aus Plasma ein Substrat fir EspPa
dar. Allerdings existieren tUber 20 verschiedene Isoformen des Proteins (Pankov et al.,
2002) und mit Hilfe der durchgefihrten Versuche kann nicht geklart werden, welche
SpleiRvarianten im Einzelnen durch EspPa gespalten werden. Hierzu wéare z.B. eine
massenspektrometrische Analyse notig.

Die Flusskammer-Experimente belegen, dass gereinigtes, an Glaskapillaren
gebundenes Fibronektin, nach EspPa-Inkubation keine Thrombozyten mehr binden
kann. Die Spaltung von Fibronektin fuhrt offenbar zu einem Funktionsverlust des
Proteins. In der Literatur sind Flusskammer-Experimente mit immobilisiertem
Fibronektin beschrieben und diese belegen, dass Fibronektin die Anheftung und
Ausbreitung von Thrombozyten in vitro hauptséachlich unter niedrigem Scherstress
unterstitzt (Beumer et al., 1994). In weiteren Flusskammermodellen konnte gezeigt
werden, dass Plasma-Fibronektin nicht nur bei der Adhésion von Thrombozyten
sondern auch fur das Thrombuswachstum von Bedeutung ist (Bastida et al., 1987).

Im Rahmen dieser Untersuchungen ist nur eine eingeschrankte Aussage uber eine
mogliche physiologische Bedeutung der Spaltung von Fibronektin durch EspPa
moglich. So wére es denkbar, dass EspPa auch hier allein oder in Synergie mit
weiteren Virulenzfaktoren die auftretenden vaskuldren Schaden forciert, da Fibronektin
insbesondere bei niedrigen Scherraten die Thrombozytenadh&sion und die Ausbreitung
der Thrombozyten unterstitzt und fir das Thrombuswachstum wichtig ist. Vermutlich
wurden vaskulare Schéaden sogar noch weiter verstarkt werden, da sowohl VWF als
auch Fibronektin bei der Rekrutierung von Thrombozyten zu Stellen vaskularer
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Lasionen eine wichtige Rolle spielen und beide Proteine durch EspPa in ihrer Funktion
zumindest eingeschrankt sind. So waren auch hier besonders die kleineren Blutgefalie,
in denen die Scherraten niedriger sind, betroffen. Genau wie bei VWF ware dieser Effekt
auf den Gastrointestinaltrakt begrenzt, da keine Anhaltspunkte tber einen méglichen
Transport von EspPa in andere Organsysteme vorliegen (siehe oben).

5.4 Fibrinogen

Wie Fibronektin befindet sich Fibrinogen in den a-Granula von Thrombozyten und
vermittelt unter anderem die Zelladh&sion und Fibrinbildung. Es ist ein Heterohexamer
bestehend aus zwei symmetrischen Teilen, die aus je einer a-Kette, 3-Kette und einer
y-Kette bestehen. Uber Disulfidbriicken sind beide Teile miteinander verkniipft.

Genau wie bei den SDS-PAGE und Western Blot Analysen von Fibronektin erkennt
man im Polyacrylamidgel zahlreiche Banden des gereinigten Fibrinogens und es
werden mehrere unterschiedliche Banden vom polyklonalen anti-Fibrinogen Antikorper
erkannt. Analog zum Fibronektin existieren zahlreiche Isoformen des Proteins. Im
menschlichen Plasma konnten sogar weit tber 100 Isoformen nachgewiesen werden,
die auf alternativen Spleil3regionen, extensiven posttranslationalen Modifikationen und
Polymorphismen der Polypeptidketten (Herrick et al., 1999) beruhen. Dies wirde das
Auftreten der vielen unterschiedlichen Banden desselben Proteins erklaren und
erschwert gleichzeitig die Untersuchung der proteolytischen Spaltung durch EspPa. Es
ist keine zweifelsfreie Bestimmung von Anzahl und GroRe der Abbruchfragmente
moglich. Da sich jedoch das Bandenmuster von Fibrinogen nach EspPa-Inkubation
deutlich von den Kontrollen unterscheidet, zeigen die Ergebnisse, dass gereinigtes und
im Plasma befindliches Fibrinogen durch EspPa gespalten werden kodnnen. Von
besonderem Interesse ist die deutliche Bandenabschwéachung bei 50 und 70 kDa, da es
sich hierbei um den GréfRRenbereich der a-, B- und y-Kette, den Monomeren des
Fibrinogens, handelt.

Die funktionelle Uberpriifung von Fibrinogen erfolgte ebenfalls mit Hilfe der bereits
beschriebenen Flusskammer-Experimente. Die Ergebnisse zeigen, dass die Inkubation
von immobilisiertem Fibrinogen mit EspPa dazu fuhrt, dass keine Thrombozyten aus
dem Blutstrom an das Protein binden kénnen. Fur die Thrombozytenadhasion sind im
Wesentlichen bestimmte Sequenzen in der B- und y-Domane verantwortlich (Bennett et
al., 2001). Dementsprechend wirden diese Daten mit den Ergebnissen des Western
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Blots korrelieren, da EspPa vermutlicherweise in Bereichen der B- und y-Ketten spalten
kann. In vitro-Flusskammer-Experimente zur Rolle des Fibrinogens bei der
Thrombozytenadhéasion unter niedrigem Scherstress sind in ahnlicher Weise bereits
mehrfach in der Literatur beschrieben (Zaidi et al., 1996; Loncar et al., 2006 und 2007).
Daruber hinaus konnte in einem in vitro-Flusskammermodell gezeigt werden, dass unter
niedrigem bis moderatem Scherstress die Adh&asion von Thrombozyten an Fibrinogen
starker als bei hohen Scherraten ist (Zaidi et al., 1996). Uber die Bedeutung von
Fibrinogen als Thrombozytenrezeptor unter niedrigem Scherstress in vivo existieren
bislang keine Informationen. Wie schon bei von Willebrand-Faktor und bei Fibronektin
kann bei der derzeitigen Datenlage keine Aussage Uber die moglichen Auswirkungen
einer Spaltung von Fibrinogen durch EspPa unter in vivo-Bedingungen getroffen
werden. Die bisher vertffentlichten Experimente in der Literatur dokumentieren
allerdings einen Beitrag von Fibrinogen zur Thrombozytenadhésion.

5.5 Thrombospondin- 1

Das trimere, 450 kDa grol3e Glykoprotein Thrombospondin-1 findet sich sowohl in den
a-Granula von Thrombozyten als auch in humanem Plasma. Die Ahnlichkeit zu den
bisher identifizierten Substraten fur EspPa in Bezug auf Speicherort und Funktion
waren das Auswahlkriterium fur die Untersuchung von TSP-1 als Substrat. TSP-1 erfullt
zahlreiche Aufgaben z.B. der Zelladhéasion, Angiogenese und Entziindung. Von
besonderem Interesse ist hier seine Funktion der Plattchenaggregation (Bonnefoy et al.,
2008) und Plattchenadhéasion (Jurk et al., 2003).

Die Versuchsergebnisse zur Western Blot-Analyse mit TSP-1 belegen die Spaltung des
gereinigten Proteins durch EspPa. Der Nachweis einer Spaltung von TSP-1 in
humanem Plasma gelang wie erwartet nicht, da die Konzentration von TSP-1 mit 60 bis
300 ng/mL im Plasma sehr niedrig ist. Da fur die Inkubation unter den gegebenen
Versuchsbedingungen mit EspPa nur 1 mL Plasma eingesetzt werden konnte und
wiederum davon nur ein geringer Anteil fir den Western Blot eingesetzt werden kann,
ist TSP-1 mit dem angewendeten Detektionssystem nicht nachweisbar. So gelang nur
der Nachweis einer Spaltung von TSP-1 aus Thrombozytentberstanden.
Dementsprechend war zwar keine Inkubation mit EspPa in weitgehend physiologischer
Umgebung des Substrates mdglich, aber die Spaltung von sezerniertem TSP-1 aus den
a-Granula belegt eine Spaltung von nativem TSP-1.
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Eine funktionelle Beeintrachtigung von TSP-1 mit Hilfe von Flusskammer-Experimenten
konnte nicht Uberprift werden, da bereits in mehrfach wiederholten Flusskammer-
Experimenten, bei denen nur mit PBS vorinkubiert wurde, keine Thrombozytenadhasion
gemessen werden konnte. Fir das Versagen des Tests kommen unterschiedliche
Ursachen in Betracht. Es wurde berichtet, dass in Ca®*-armer Umgebung wie
Citratplasma die Adhasion von Thrombozyten bis zu 70% inhibiert wird (Agbanyo et al.,
1993). Allerdings wurde bei den hier durchgefiihrten Flusskammer-Experimenten
Uberhaupt keine Adhasion von Thrombozyten an TSP-1 beobachtet. Zusatzlich wurde
der Versuch auch mit heparinisiertem Blut durchgefihrt wobei ebenfalls keine
Thrombozytenadhasion beobachtet werden konnte. Abgesehen von dem Mangel an
Calcium ware es denkbar, dass die Beschichtung mit TSP-1 nicht funktioniert hat. Da
allerdings die Immobilisierung von TSP-1 auf Glasoberflachen in sehr ahnlicher Weise
und mit gleichen Konzentrationen fur Versuche zur Thrombozytenadh&sion bereits
mehrfach in der Literatur beschrieben wurde (Onitsuka et al., 2001; Jurk et al., 2003)
erscheint diese Moglichkeit als eher unwahrscheinlich. Dariiber hinaus handelt es sich
bei Thrombospondin-1 um ein Protein, welches besonders gut an Glasoberflachen
haften kann. Es musste fir die Versuche in silylierten Glasgefafl3en aufbewahrt werden,
da die Lagerung in normalen Glas- bzw. Kunststoffbehaltern zu hohen Proteinverlusten
fuhrte. Es ware allerdings denkbar, dass Thrombospondin-1 an andere Materialien
adhariert hat, bevor es in die Flusskammer gelangt ist. Inadaquate
Versuchsbedingungen wie z.B. zu hoher Scherstress kénnen ausgeschlossen werden,
da die Adhasion von Plattchen an Thrombospondin-1 als ,extrem fest* beschrieben wird
und auch bei einer Scherrate von 4000 s-1 keine Ablosung der Thrombozyten
erkennbar ist (Jurk et al., 2003).

5.6 Vitronektin

Vitronektin befindet sich in den a-Granula von Thrombozyten sowie in humanem
Plasma in einer Konzentration von 200 bis 400 pg/mL (Barnes et al., 1983) und ist unter
anderem an der Adhasion von Plattchen beteiligt. Das Protein existiert in 2 Varianten,
der einzelkettigen Form mit einer Gréf3e von 75 kDa und einer ,clipped” Form, die aus
zwei Ketten von 65 kDa und 10 kDa besteht.

Die Western Blot-Analyse von humanem Plasma zeigt, dass EspPa Vitronektin nicht
spalten kann. Es sind lediglich beide Formen des Proteins anhand ihrer
unterschiedlichen Grdf3e im Western Blot identifizierbar. Bei allen zuvor untersuchten
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Proteinen zeigte sich, dass die Spaltung des jeweiligen Proteins in Plasma
unvollstandig bzw. deutlich geringer ausgepragt war, so dass dieser Aspekt auch bei
Vitronektin nicht aufl3er Acht gelassen werden darf. Allerdings ware im Fall einer
Spaltung zumindest eine zusatzliche Abbruchbande zu erwarten. Somit ist es
wahrscheinlicher, dass Vitronektin aufgrund spezifischer Proteineigenschaften nicht
gespalten werden kann.

5.7 Zytotoxizitat von EspP «

Djafari und Mitarbeiter beschreiben eine zytotoxische Wirkung von EspP auf
Vero-Zellen. Sie berichten von einem Verlust der Stressfasern, defekten Zell-
Zellkontakten und sogar von der Ablosung der Zellen vom Substrat nach 10- stindiger
Inkubationszeit mit EspP bzw. pssA, wie EspP in dieser Arbeit bezeichnet wurde
(Djafari et al., 1997). Im Gegensatz dazu konnte von Dutta und Mitarbeitern (2002)
keine zytotoxische Wirkung von EspP auf HEp-2-Zellen beobachtet werden. Die
Beurteilung der Zytotoxizitat erfolgte ebenfalls ber die morphologische Begutachtung
der Zellen nach 5-stuindiger Inkubation mit verschiedenen Autotransportern. Es konnte
keine Ablosung der Zellen vom Substrat nach EspP-Inkubation beobachtet werden
(Dutta et al., 2002). Ubereinstimmend mit den Daten von Dutta und Mitarbeitern zeigt
EspPa mit Hilfe des durchgefiihrten Zellproliferationstests mit HBMECS (Human brain
microvascular endothelial cells) und ahnlichen eingesetzten EspP-Konzentrationen (50
pg/mL und 60upg/mL) keine zytotoxische Wirkung. Im Unterschied zu den bereits
zitierten Arbeiten wurde die Zytotoxizitdt von EspPa mit Hilfe der metabolischen
Aktivitat der Endothelzellen und nicht morphologisch mittels Immunfluoreszenz beurteilt.
Allerdings konnte auch nach 30 Stunden und somit einer dreifach langeren
Inkubationszeit als bei Djafari und Mitarbeitern lichtmikroskopisch keine Ablésung der
Endothelzellen beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Allerdings ist unbekannt, in
welcher Konzentration bei Djafari et al. EspP bzw., pssA eingesetzt wurde, da mit dem
gefallten Gesamtproteingehalt aus Bakterientiberstanden gearbeitet wurde. Ebenfalls ist
zu beachten, dass sowohl bei allen Tests unterschiedliche Zellen, namLich Vero-Zellen,
HEp-2 und HBMEC eingesetzt wurden, was mdoglicherweise zu der Entstehung
widerspruchlicher Ergebnisse beitragen kann.
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5.8 Schlussbemerkungen und Ausblick

In Zusammenschau der bisherigen Ergebnisse und Literaturdaten kann vermutet
werden, dass EHEC, die in der Lage sind P-Selektin und Faktoren der humanen
Blutgerinnung zu spalten, in Bezug auf ihre Virulenz Vorteile haben kdnnen. Hierzu
wirden dann die verbesserte Eisenaufnahme durch die Bakterien bei anhaltenden
Blutungen oder eine mogliche Schwéachung der Immunabwehr gehdren. In der Literatur
ist zunehmend die Verkntpfung von Hamostase und Entztindung belegt (van Gils et al.,
2009) und eine denkbare Schwachung dieser Prozesse wirde diesen EHEC
moglicherweise einen Selektionsvorteil bieten. Die mdgliche Interaktion mit der
Hamostase und der Immunabwehr konnte demnach auf diejenigen Serotypen
beschrankt sein, die aktives EspPa sezernieren.

In der frihen Phase eines HUS kommt es zu einer umfassenden prothrombotischen
Aktivierung (Chandler et al, 2002) und es konnten erhohte Spiegel
proinflammatorischer Zytokine bei Patienten mit hamorrhagischer Kolitits gemessen
werden (Fitzpatrick et al., 1992; Westerholt et al., 2000). Im Gegensatz dazu existierten
in vitro-Daten, welche eine verminderte Immunantwort bei einer EHEC-Infektion
belegen (Hauf et al., 2003; Ceponis et al., 2003). Diese Literaturdaten zeigen, dass die
mogliche Interaktion von EspPa allein oder im Zusammenspiel mit weiteren
Virulenzfaktoren mit der Entzindungsantwort und der Hamostase stark in Bezug auf
Zeit und Ort variieren kdnnen. Aus diesem Grund ist es notwendig, in komplexeren
Modellsystemen die Interaktion von EspPa mit den bereits identifizierten Substraten
und potentielle Interaktionen von Virulenzfaktoren der STEC zu untersuchen. Damit
einhergehend ist es notwendig, die Regulation und Expression von EspPa wahrend der
Pathogenese einer STEC Infektion zu analysieren. Von besonderer Bedeutung wére in
diesem Zusammenhang, ob bestimmte Stimuli der Hamostase und Entziindungsantwort
des Wirtes Einfluss auf die Expression von EspPa haben, welches die Bedeutung von
EspPa im Infektionsprozess bekraftigen wirde.

Ein besseres Verstandnis Uber die genaue Bedeutung der Virulenzfaktoren allein oder
im Zusammenwirken miteinander konnte moglicherweise die Entwicklung neuer
praventiver und therapeutische Ansatze ermoglichen.
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6. Verzeichnis der Abklrzungen

pL

UM

AJE

APS
BCIP

bp

BSA
CDT

cm

Da
DMSO
DNA

eae e.col
EDTA
Efal EHEC
EHEC-Hly
ehec-hly
ELISA
esp
EspP
espp

FN

FPLC

g

g
Gb3

HBMEC
HC
HEPES
HUS
IfSG

Iha

Mikroliter

Mikromolar

Attaching/Effacing

Ammoniumperoxodisulfat
5-Brom-4-Chloro-3"-Indolylphosphat p-Toluidinsalz
Basenpaar

Rinderserumalbumin

Cytolethal Distending Toxin

Zentimeter

Dalton

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure

attaching and effacing Strukturgen
Ethylendiamintetraacetat

factor for adherence

EHEC-Hamolysin

EHEC-Hamolysin Strukturgen

Enzyme Linked Immunosorbent Assay

e.coli secreted protein Strukturgen
Extracellular serine protease Plasmid encoded

extracellular serine protease plasmid encoded Strukturgen

Fibronektin

Fast Protein Liquid Chromatography

Gramm

g-Zahl

Globotriaosylceramid

Human Brain Microvascular Endothelial Cells
Hamorrhagische Colitis
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-Ethansulfonsaure
Hamolytisch uramisches Sydrom
Infektionsschutzgesetz

IrgA homologue adhesin
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kDa

L

LB

LEE

Ipf

Lpf

LPS

M

mA
MALDI-TOF-MS

MDa
mg
Min
mL
NBT
OmpA
ORF
PAI-1
PAI
PBS
PCR
PMSF
PSGL-1
PssA
PVDF
RIPA
RNA
RTX
Saa STEC
SDS
sfa
sfp

Sfp

Kilodalton

Liter

Luria Bertani

Locus of Enterocyte Effacement

long polar fimbriae Strukturgen

Long polar fimbriae
Lipopolysaccharid

Molar

Milliampere
Matrix-Assisted-Laser-Desorption-lonization-Time of Flight-
Massspectrometry

Megadalton

Milligramm

Minute

Milliliter
4-Nitrotetrazolium-Chloridblau-Hydrat
Outer membrane Protein A

Open Reading Frame

Plasminogen Activator Inhibitor
Pathogenicity Island

Phosphate Buffered Saline
Polymerase Chain Reaction
Phenylmethysulfonyl-Fluorid
P-Selectin Glycoprotein Ligand
Protease secreted by STEC
Polyvinyldifluorid
Radioimmunoprecipitation
Ribonucleinsaure

Repeat-in-Toxin

Autoagglutinin Adhasin
Natriumdodecylsulfat

s fimbriae major subunit Strukturgen
sorbitol fermenting ehec 0157 fimbriae plasmid encoded
Strukturgen

Sorbitol Fermenting EHEC 0157 fimbriae plasmid encoded
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SMAC
SPATE
STEC
Stx

Stx
TBS
TBS-T
TCA
TEMED
Tir

TK
TNF-a
ToxB
Tris
TSP-1
UPM
VN

Sorbitol McConckey

Serine Protease Autotransporters of Enterobacteriaceae
Shiga Toxin-produzierende Escherichia Coli
Shiga Toxin

Shiga Toxin Strukturgen

Tris Buffered Saline

Tris Buffered Saline-Tween
Trichloressigsaure
Tetramethylethlendiamin

Translocated intimin receptor
Thrombozytenkonzentrat
Tumornekrosefaktor alpha

Toxin B

Trishydroxymethylaminomethan
Thrombospondin-1

Umdrehungen pro Minute

Vitronektin

von Willebrand-Faktor
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