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1. VORWORT

Enterohdmorrhagische E. coli (EHEC) haben in den letzten Jahren aufgrund gehauft
aufgetretener Fille Offentliche und wissenschaftliche Aufmerksamkeit -erregt.
Problematisch bei dieser Infektion ist das oft schwer verlaufende Krankheitsbild mit
der Entwicklung des so genannten hdmolytisch-urdmischen Syndroms (HUS). Das
Wissen iiber diese Gruppe von Bakterienstimmen hat inzwischen wesentlichen
Zuwachs erhalten. Unter anderem wurde ein Exotoxin neu charakterisiert, das fiir
EHEC spezifische Hiamolysin. Dieses stand auch im Mittelpunkt der vorliegenden
eigenen Untersuchungen. Ziel der Experimente war es dabei, die funktionelle
Bedeutung des Toxins zu vergleichen mit dem lidnger bekannten und ausfiihrlich
untersuchten, in der Struktur sehr dhnlichen a-Hémolysin uropathogener E. coli. Da
bei einer EHEC-Infektion mit hidmolytisch-urdmischem Syndrom primér der
Endothelschaden im Vordergrund steht, wurde ein in-vitro-Modell mit humanen
Endothelzellen (humane Nabelschnurendothelien/HUVEC) und dem Einfluss des
Toxins auf deren wichtigste Stoffwechselfunktionen gewéhlt.

Der experimentelle Teil der Dissertation wurde in der Zeit von Dezember 1995 bis
Juni 1996 in dem Laborbereich der Klinischen Forschergruppe ,,Respiratorische
Insuffizienz* unter der Anleitung von Herrn Dr. Frank Rose in der Arbeitsgruppe von
Herrn PD Dr. Dr. F. Grimminger am Zentrum fiir Innere Medizin (Leiter Prof. Dr. W.
Seeger) durchgefiihrt. Von April 1996 bis Dezember 1996 beschiftigte ich mich
dariiber hinaus (siehe Publikationsverzeichnis im Anhang) in der gleichen
Arbeitsgruppe mit angrenzenden Fragestellungen, insbesondere der weiteren
funktionellen Charakterisierung des a-Hédmolysins als auch der Frage weiterer &hnlich

wirkender Pathogenitétsfaktoren von EHEC.
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2. EINLEITUNG

2.1 Die Endothelzelle als wesentlicher Vermittler zwischen Blutbahn

und Organen

Samtliche Blutgefdfle sind mit einem einschichtigen Epithel ausgekleidet. Daraus ergibt
sich, dass der Zugang zu Geweben und Organen beziehungsweise der Abtransport von
geldsten Substanzen aller Art, Stoffwechselprodukten, Hormonen, Zellen und auch von
fremden Substanzen und Erregern unabdingbar unter engem Kontakt an der
Endothelzelle vorbeifiihrt. Modellversuche mit Endothelzellen sind daher grundsitzlich
fiir die Untersuchung aller Effekte geeignet, die iliber die Blutbahn vermittelt werden.
Tatsachlich konnte in zahlreichen Untersuchungen nachgewiesen werden, dass
Endothelzellen weit mehr als eine bloBe Abdichtungsschicht sind und aktiv in lokale
Prozesse eingreifen. Dabei spielen sie eine Rolle bei der Blutdruckregulation, bei
entziindlichen und immunologischen Prozessen sowie bei der Vermittlung und
Steuerung von Gerinnungsvorgangen.

Die GefédBkontraktion wird reguliert tiber vasokonstriktive Faktoren wie Thromboxan,
Angiotensin II, Endothelin und Sauerstoffradikale und vasodilatative Faktoren wie
PGI,, PGE,, NO und EDHF. Die Endothelzelle kann verschiedene
Entziindungsmediatoren  synthetisieren = sowie  iiber die  Bildung von
Adhidsionsmolekiilen  die = Durchwanderung  von  Entziindungszellen = zum
Entziindungsherd fordern [1].

Endothelzellen konnen iiber die Produktion der Lipidmediatoren Thromboxan, des
Pléttchen-aktivierenden Faktors (PAF) und Prostazyklin (PGI,) die Plittchen-Adhéirenz
und —aktivierung regulieren. Sie produzieren mit Plasminogen-Aktivator, Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor, Gewebefaktor, Protein S und Faktor V Faktoren, die sowohl
gerinnungsfordernd als auch -hemmend in Gerinnungsvorgénge eingreifen.

Die Endothelzelle ist damit auch geeignetes Untersuchungsobjekt bei systemischen
Infektionen, weil sie nach Streuung des Erregers oder dessen Toxinen in die Blutbahn

den unmittelbaren Angriffspunkt der Erkrankung darstellt.
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2.2 Die wichtigsten endothelialen Entziindungsreaktionen

2.2.1 Signaltransduktion durch Inositolphosphate (IPy)

Die Signaltransduktion stellt ein MaB fiir die grundsétzliche Aktivierung der Zelle dar
und ist erster Schritt fiir die Veranlassung weiterer Stoffwechselfunktionen. Einer der
Hauptwege dabei ist die Bildung von Inositolphosphaten (Abb.1).

Die Aktivierung der Endothelzelle beginnt mit der Bindung verschiedener Mediatoren
an spezifische Rezeptoren an der Zelloberfliche. Die Weiterleitung in das Zellinnere
erfolgt {iber GTP-bindende Proteine (G-Proteine) [2,3]. Bei G-Proteinen gibt es
stimulierende (Gs-)Typen, die das Signal weiterleiten, oder hemmende (inhibitorische
Gi-)Typen. G-Proteine sind aus einer a-, - und y-Untereinheit zusammengesetzt, wobei
die a-Untereinheit die letztendliche Funktion ausiibt. An sie ist im inaktiven Zustand

GDP gebunden. Bei Bindung eines ein Signal auslosenden Molekiils an den Rezeptor
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Abb. 1: Signaltransduktion durch Inositolphosphate (IPy)
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wird das GDP dort durch GTP ausgetauscht. Die a-Untereinheit 16st sich dadurch vom
restlichen By-Komplex und 18st weitere Enzymsysteme aus. AnschlieBend wird das
GTP durch die a-Untereinheit wieder zu GDP hydrolysiert, die wieder an den By-Rest
bindet. [4].

G-Proteine aktivieren unter anderem die Phosphoinositol-spezifische Phospholipase C.
Diese bildet durch Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-diphosphat (PtdIns 4,5 P;)
die second messenger Diacylglycerol (DAG) und Inositol 1,4,5-triphosphat (Ins 1,4,5
P3)[5,6].

Inositol-1,4,5-triphosphat bindet wiederum an einen Rezeptor auf der dem Zytoplasma
zugewandten Oberfliche des endoplasmatischen Reticulums und verursacht einen
raschen intrazytoplasmatischen Ca*"-Anstieg [7]. Ca®-Ionen wiederum beeinflussen
direkt oder indirekt eine Vielzahl weiterer zelluldrer Effektorsysteme (unter anderem die
PAF-Synthese, Lipoxy- und Cyclooxygenase) [8,9].

Das gebildete Diacylglycerol aktiviert eine spezifische Proteinkinase C, welche
ebenfalls zahlreiche Proteine unterschiedlicher Funktion aktivieren kann. AuBerdem
kann durch eine DAG-Lipase Arachidonsdure abgespalten werden, welche die
Ausgangssubstanz fiir zahlreiche Lipidmediatoren ist (s.u.).

Die Inositolphosphate werden durch verschiedene Phosphatasen dephosphoryliert,

wobei ein Teil dieser Phosphatasen durch Li-lonen hemmbar ist [6].

2.2.2 Prostazyklin(PGI,)-Synthese

Mit der wichtigste von Endothelzellen gebildete Mediator ist Prostazyklin, welches
1976 entdeckt wurde. Bei den aus der Arachidonsiure gebildeten Lipidmediatoren
lassen sich zwei Hauptgruppen unterscheiden: Verschiedene Lipoxygenasen stehen am
Anfang der Bildung von Leukotrienen und Hydroxyeicosatetraensduren [10]. Die
zweite Gruppe umfasst die Prostaglandine und Thromboxan, erstes Enzym ist hier die
Cyclooxygenase [9]. Zu den Prostaglandinen gehort unter anderem Prostazyklin (PGI,).
Prostazyklin hemmt Granulozyten und Thrombozyten in ihrer Funktion, auBerdem
wirkt es relaxierend auf Bronchien und GefaBle und wirkt damit der Wirkung des
Thromboxans entgegen. Die Produktion von Prostazyklin selbst wird z. B. durch
Endothelin oder Thrombin in den Endothelzellen induziert, wobei die intrazelluldre
Ca*"-Freisetzung dabei eine wesentliche Bedeutung hat, u. a. durch den Einfluss auf die

Cyclooxygenase [11, 12].
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Beim Cyclooxygenase-Weg (Abb. 2) entstehen aus der Arachidonsdure zundchst die
kurzlebigen Endoperoxide PGG; und PGH,.
PGH, ist zentrale Ausgangssubstanz fiir die Entstehung der Prostaglandine und des

Thromboxans. Abbauprodukt des Prostazyklins ist das 6-keto-PGF, .

Arachidonsiure

PGG;
PGH,
TxA, / \ PGI,
(Thromboxan) / \ (Prostazyklin)
PGD2 PGFZ(X
PGE,
TxB, 6-keto-PGF,

Abb. 2: Bildung und Abbau von Prostazyklin (PGI,).

2.2.3 Bildung des Plittchen-aktivierenden Faktors (PAF)

Der zweite wichtige von Endothelzellen gebildete Lipidmediator ist der Pléttchen-
aktivierende Faktor (PAF), ein Phospholipid, welches auch von Thrombozyten gebildet
wird [13]. PAF spielt bei vielen Erkrankungen eine wichtige Rolle: akute
Entziindungen, Endotoxinschock, akute und chronische pulmonale Hypertension, akute
allergische Erkrankungen (Asthma bronchiale), adult respiratory distress syndrome
(ARDS), TransplantatabstoBung,  gastroduodenale  Ulzera [14,15,16]. In
Tierexperimenten konnten viele verschiedene Wirkungen nachgewiesen werden. In der
Lunge kommt es zu einer erhohten Gefdllpermeabilitdit mit Ausbildung eines
Lungenddems, auBerdem zu einer Zunahme des pulmonalen GefiBBwiderstandes und
einer Bronchokonstriktion mit Ventilationsstérungen, Perfusionsstorungen und

Shuntbildung [17,18,19,20].
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PAF wird iiberwiegend intrazelluldr in stimulierten Thrombozyten, Granulozyten,
Makrophagen, Mastzellen und Endothelzellen synthetisiert [21,22]. Ausgangssubstanz
fir die Synthese ist das membrangebundene Phospholipid 1-Alkyl-2-Acyl-
Glycerophosphocholin (Alkyl-Acyl-GPC), welches Arachidonsdure gebunden hat. Bei
erhohtem Ca’"-Spiegel kommt es zur Aktivierung der Phospholipase A, welche durch
Hydrolyse Lyso-PAF bildet. Im zweiten Schritt entsteht durch eine membransténdige
Acetyltransferase PAF-Acether. Zur Wirkung kommt es iiber spezifische PAF-
Rezeptoren, die wiederum auf neutrophilen und eosinophilen Granulozyten,
Monozyten, Lymphozyten Endothelzellen und im Lungengewebe nachweisbar sind
[23,24,25,26]. Die Aktivierung der Zelle wird in allen genannten Féllen tliber die oben
beschriebene Hydrolyse des Inositolphosphats PtdIns 4,5-P, vermittelt mit der Bildung
der second messenger IP; und DAG [27,28]. Als letztendliche Wirkungen sind aufler
den oben genannten in vitro die Auslosung einer Thrombozyten-Aggregation, eine
Steigerung der Ca’’-Aufnahme in Endothelzellen mit Zunahme des Arachidonsiure-
Metabolismus sowie die gesteigerte Expression von Adhisionsmolekiilen nachgewiesen

worden [23,29,30].

Alkyl-Acyl-GPC

Phospholipase A, (z. B. iiber Inositolphosphatweg)

Lyso-PAF

Acetyltransferase

PAF-Acether

\ Chemotaxis
Thrombozyten-Aggregation
Vasokonstriktion

GefiBpermeabilitit T

Bronchokonstriktion

Abb. 3: Bildung und Wirkung des Plittchen-aktivierenden Faktors (PAF).
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2.3  Pathogene Escherichia coli-Bakterien

Escherichia coli, die zu den gramnegativen Bakterien gehoren, sind insgesamt sehr
hiaufig fir Infektionskrankheiten beim Menschen verantwortlich. Bei den
humanpathogenen Stimmen lassen sich grundsétzlich zwei Gruppen unterscheiden:
Zum einen gibt es Erregerstimme, die bevorzugt Harnwegsinfektionen verursachen,
zum anderen die Gruppe der darmpathogenen Stdmme. Entscheidend fiir die Auslésung
eines bestimmten Krankheitsbildes ist wie bei allen pathogenen Bakterien die den
verschiedenen Stimmen eigene Ausstattung mit sogenannten Pathogenititsfaktoren, die
eine direkte Wirkung auf den Organismus ausiiben oder die Wirkung anderer Faktoren
erst ermoglichen. Erste Bedingung oder wesentliche Beglinstigung fiir eine Wirkung des
Bakteriums auf den Zielorganismus ist meist der enge Kontakt und die Anheftung an
die Zielzelle durch sogenannte Adhésine. Als nichster Schritt finden sich Faktoren, die
Verdanderungen innerhalb der Zelle verursachen. Als ein dritter Schritt der Infektion
sind Faktoren zu sehen, die nach Eindringen in die Blutbahn eine Wirkung auch auf
andere Organe des infizierten Organismus erreichen. Nach diesen Pathogenitétsfaktoren
bzw. funktionellen Gesichtspunkten werden pathogene E. coli verschiedener Serotypen

in die folgenden Hauptgruppen eingeteilt:

2.3.1 Uropathogene Escherichia coli (UPEC)

Uber 80 % aller ambulant erworbenen Harnwegsinfektionen werden von E. coli-
Stammen verursacht bei Bevorzugung des weiblichen Geschlechtes. Dabei ist die
vorherige Besiedlung des Darmes zundchst eine wichtige Voraussetzung fiir die
Besiedlung der Urethra. Eine Schliisselfunktion ist dann die Féhigkeit der Bakterien,
sich gegen den stindigen Spiileffekt an die Blasenwand anzuheften. Eine Reihe von
Adhisinen ist inzwischen entdeckt worden, insbesondere sogenannte P-Pili. Diese
binden an spezifische Rezeptoren des Urothels, bestehend aus dem Disaccharid
Globobiose und dem membrangebundenen Lipidanteil, einem Ceramid.
Harnwegsinfektionen  sind  charakterisiert durch eine ausgeprigte lokale
Entziindungsreaktion. Eine Hypothese ist, dass in der Bakterienwand gebundene
Lipopolysaccharide zusammen mit den oben erwidhnten P-Pili diese Antwort
hervorrufen. Uropathogene E. coli produzieren als Exotoxin ein sogenanntes
Hamolysin, welches speziell bei diesen Stimmen als a-Hamolysin bezeichnet wird (s.

u.). Dieses ist inzwischen ausgedehnt untersucht worden und zeigt zahlreiche
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insbesondere systemische Wirkungen; die konkrete Bedeutung filir aufsteigende

Harnwegsinfektion ist bisher jedoch noch nicht geklart (s. u.).

2.3.2 Enterotoxische E. coli (ETEC)

Sogenannte enterotoxische E. coli rufen ein der Cholera dhnliches Krankheitsbild
hervor, wobei es zu Durchfall, begleitet von Erbrechen und Fieber kommt. Dabei bilden
die an die Mucosazellen angehefteten Bakterien den Durchfall verursachende Toxine,
ohne jedoch eine ausgeprigte Entziindungsreaktion oder erkennbare histologische
Veranderungen zu verursachen. Die Krankheit kann bei Kleinkindern einen
lebensbedrohlichen Verlauf nehmen wund ist eine héaufige Todesursache von
Kleinkindern in vielen Entwicklungslindern. Erwachsene in diesen Léndern haben
offensichtlich eine gewisse Immunitét entwickelt, Reisende aus Lindern ohne hiufiges
Vorkommen von ETEC-Infektionen sind jedoch empfindlich, weswegen die
Erkrankung im Erwachsenenalter iiblicherweise als Reisediarrhd bezeichnet wird.
ETEC produzieren zwei Typen von Toxinen, ein choleradhnliches sogenanntes
hitzelabiles Toxin (LT: heat-labile toxin) und ein zweites hitzestabiles Toxin (HT: heat-

stable toxin).

2.3.3 Enteroinvasive E. coli (EIEC)

Enteroinvasive E. coli (EIEC) sind benannt nach ihrer Eigenschaft, aktiv in
Mukosazellen des Darms einzudringen und sich in die benachbarten Zellen
auszubreiten. Dabei kommt es zu deutlichen histologisch erfassbaren Verdnderungen
mit Verlust der Mikrovilli. Das Krankheitsbild ist der durch Shigellen verursachten
Ruhr sehr &hnlich mit blutigen Durchfillen. Shigellen produzieren jedoch ein
zusitzliches spezifisches Toxin, welches in dhnlicher Struktur auch von EHEC, aber
nicht von EIEC produziert wird. Diese Eigenschaft macht vermutlich den

Hauptunterschied der Symptomatik von EHEC und EIEC-Infektionen aus (s. u.).

2.3.4 Enteropathogene E. coli (EPEC)

Enteropathogene E. coli rufen ebenfalls insbesondere bei Kleinkindern in
Entwicklungsldndern ein Krankheitsbild mit ausgedehnten und anhaltenden Durchfillen
hervor, welches dort nicht selten einen schweren bis tédlichen Verlauf nimmt.
Enteropathogene E. coli (EPEC) sind benannt nach ihrer Eigenschaft, deutliche

Veranderungen an der Ultrastruktur von Mucosazellen des Darms hervorzurufen. Dabei



Einleitung und Fragestellung

kommt es zur Anheftung von Bakterien an die Zelloberflache, was einerseits zu einem
Verlust von Mikrovilli an den Stellen fiihrt, an dem die Bakterien binden und
andererseits zu einer Elongation an angrenzenden Abschnitten. Dieser Vorgang wird
»attaching and effacing® benannt und ist das Ergebnis einer ausgedehnten
Umstrukturierung von Aktin der infizierten Zelle. Die Aktin-Filamente akkumulieren
dabei unterhalb des Bakteriums und verzerren die Zellmembran, resultierend in der
Bildung von charakteristischen Becher-dhnlichen Sockeln [31,32]. Ein 94 kD grof3es
Protein der dulleren Bakterienmembran, Intimin, ist essentiell fiir die Adhérenz des
Bakteriums an Epithelzellen und fiir die beobachtete (oberflachliche) Invasion [33].
Intimin bindet an einen Rezeptor der Wirtszelle, Tir (translocated intimin receptor), ein
90 kD groBes Protein, welches nach neueren Erkenntnissen bakteriellen Ursprungs ist
und vom Bakterium in die Zellmembran integriert wird. Bedeutung bei der Ausbildung
dieser ,attaching and effacing“(abgekiirzt ,,AE“)-Lédsion haben auch verschiedene
Signaltransduktions-Mechanismen.

1990 wurde bei EPEC ein Gen-Lokus nachgewiesen, der notwendig ist fiir die
Ausbildung der Verdnderungen [34,35]. Dieser Locus, eae (frither eaeA) genannt,
codiert Intimin [33] und liegt innerhalb einer breiten (35-kb) Region im EPEC-
Chromosom, die alle Virulenz-Determinanten der bekannten AE-Lasions-Bildung
codiert und LEE (locus for enterocyte effacement) benannt wurde [36]. Innerhalb der
LEE-Region sind weitere Gene charakterisiert worden, u. a. espB (friiher eaeB),

welches Bedeutung fiir die Signaltransduktion besitzt (s. u.) [37].

2.3.5 Enterohimorrhagische E. coli (EHEC)

Insbesondere enterohdmorrhagische Escherichia coli-Bakterien (EHEC) sind in den
letzten Jahren wegen einiger gehéuft aufgetretener Fille und ihres besonders bei
Kleinkindern oft schwer verlaufenden Krankheitsbildes in den Blickpunkt geriickt. Die
Symptomatik und Schwere des Krankheitsbildes von EHEC lésst sich dabei in weiten
Teilen durch spezielle hochwirksame Pathogenitétsfaktoren erkléren (s. u.). Das durch
EHEC hervorgerufene Krankheitsbild wird dabei iiberwiegend durch einen einzelnen
Stamm und Serotyp, O157:H7, hervorgerufen, weitere sind O26:H11 und andere
Stamme. Enterohdmorrhagische E. coli rufen zunidchst eine der Shigellen-Infektion
dhnliche hamorrhagische Kolitis mit schweren blutigen Durchfillen hervor.
Entscheidend fiir den Krankheitsverlauf ist jedoch eine {iber die lokale

Darmmanifestation hinausgehende Komplikation in einem Teil der Félle (beim



Einleitung und Fragestellung

klassischen Serotyp zwischen 9-30%), das hdmolytisch-urdmische Syndrom (HUS), bei

dem es zu akutem Nierenversagen zum Teil mit tddlichem Verlauf kommt (s.u.).

EHEC bewohnen asymptomatisch den Darm von Vieh, speziell von Kélbern und Férsen
[38]. Die meisten Krankheitsfille sind daher offenbar verursacht durch kontaminierte
Lebensmittel, insbesondere Rinderhackfleisch (Hamburger) [39, 40]. In einzelnen
Féllen wurde iiber eine Infektion durch unpasteurisierte Milch [41], verunreinigtes
Trinkwasser und durch Kuhdung kontaminierte Pflanzen [42,43] berichtet. Eine
Mensch-zu-Mensch-Ubertragung ist jedoch offensichtlich auch méglich [44] und erklirt

die meisten sporadischen Fille des himolytisch-urdmischen Syndroms.

Enterohdmorrhagische E. coli besitzen ebenfalls den LEE-Locus und zeigen ebenfalls
das Phidnomen der Anheftung und dem Verlust beziechungsweise der Elongation von
Mikrovilli (AE-Lésion), wie dies bei enteropathogenen E. coli gesehen wird [45,46,47].
Anders als bei Shigellen oder den ein &hnliches Krankheitsbild hervorrufenden
enteroinvasiven E. coli kommt es dabei vermutlich nicht zu einer tieferen Invasion des
Erregers in die Wirtszelle. Die Wirkung wird hier vielmehr {iber hochwirksame Toxine
erzielt [48]:

EHEC produzieren ein dem von Shigellen produzierten Toxin dhnliches Exotoxin, das
sogenannte Shiga-like-Toxin (SL-Toxin oder SLT), auch Verotoxin genannt, weil es
sich extrem zytotoxisch gegeniiber kultivierten Vero-Zellen (Nierenzellen von
afrikanischen Griinaffen) verhélt. Es sind zwei verschiedene Typen bekannt sind,
namlich SLT-1 und SLT-2, wobei aullerdem verschiedene Varianten existieren. SLT-2
hat eine deutlich groere Toxizitdt und Stdmme, die tiberwiegend SLT-2 produzieren,
scheinen virulenter zu sein [49]. EHEC produzieren im Allgemeinen beide Typen von
SLT [49].

Die SL-Toxine werden als wesentliche Ursache fiir die schwere lokale
Entziindungsreaktion im Darm sowie die systemischen Komplikationen bei EHEC-
Infektionen angesehen. Obwohl sie nicht erforderlich sind fiir die Initiierung des
Durchfalls, verursachen sie meistens die hdmorrhagischen und ulzerativen intestinalen
Lisionen durch Zerstdrung des MikrogefaB3systems der Darmwand [48].

Neben diesen bekannten und ausfiihrlich untersuchten Faktoren wurde in jiingerer Zeit
ein neues, fiir EHEC spezifisches Exotoxin, ein sogenanntes Himolysin, entdeckt und

in der Folgezeit seine Struktur und genetische Grundlage in weiten Teilen aufgeklart
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(s. u.). Das Himolysin wird auf einem gro3en 90 kbp-Plasmid, genannt pO157, kodiert
und hat groBe strukturelle Ahnlichkeit zum a-Hémolysin der uropathogenen E. coli. Es
scheint ein wichtiger Pathogenititsfaktor zu sein, auch fiir eine klinische Relevanz gibt
es inzwischen zahlreiche Hinweise. Weiterhin wenig bekannt ist jedoch bisher liber die
Wirkungsweise und den Beitrag dieses Hédmolysins zum EHEC-Krankheitsbild,

insbesondere des hdmolytisch-urdmischen Syndroms.

2.3.6 Das himolytisch-uramische Syndrom (HUS) als Komplikation der EHEC-
Erkrankung

Klinik des hdmolytisch-urimischen Syndroms

Gasser et al. schufen den Begriff ,,hamolytisch-urdmisches Syndrom* (HUS) mit der
Erstbeschreibung 1955. Beim HUS findet sich die Symptomentriade einer
mikroangiopathischen-hdmolytischen Andmie, einer Thrombozytopenie und akutem
Nierenversagen [50]. Die ersten beiden Symptome konnen auch mild ausgeprigt sein
oder fehlen, das akute Nierenversagen schwankt zwischen Mikrohdmaturie und
irreversiblem Nierenversagen, wobei bei ca. 60 % der Patienten eine durchschnittlich
eine Woche dauernde Oligurie besteht, bei der Hilfte eine Anurie iiber drei Tage
[51,52,53]. Es betrifft vor allem Sduglinge und Kleinkinder, doch auch idltere Kinder
und Erwachsene konnen darunter leiden. Das hdmolytisch-urdmische Syndrom ist dabei
die hiufigste Ursache fiir akutes Nierenversagen bei Kleinkindern. In ca. 90 % gehen
blutige Durchfdlle voraus (klassisches HUS) [53], verbunden mit einer
enterohdmorrhagischen E. coli (EHEC)-Infektion, ansonsten kann das Syndrom auch
sekundir bei einer Vielfalt von Medikamenten, Malignomen, systemischen Storungen,
Glomerulopathien und in der Schwangerschaft auftreten.

Als Prodromi kommen neben den gastrointestinalen auch Beschwerden im
Respirationstrakt vor.

Das HUS kann kompliziert werden durch andere Bedingungen, speziell eine
disseminierte intravasale Gerinnung (DIC) und das dem HUS verwandte Syndrom der
thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura (TTP). Die TTP tritt meistens bei
Erwachsenen auf und zeigt eine neurologische Symptomatik, und obwohl sie durch eine
durch EHEC bedingte hdmorrhagische Kolitis initiiert werden kann, sind Durchfille als

Prodromi ungewohnlich.

11



Einleitung und Fragestellung

Die Mortalitdt des HUS liegt bei etwa 5 %, etwa in der gleichen Haufigkeit kommt es
zu einer terminalen Niereninsuffizienz oder einem chronischem Hirnschaden und in
etwa 30-50 % besteht ein leichter chronischer Nierenschaden [53]. Insgesamt sind
blutige Durchfille bei stationdrer Aufnahme ein Marker von eher schweren

Krankheitsverldufen und schlechterer Prognose [54,55].

Atiologie des HUS

In jlingerer Zeit wurden die Griinde fiir die gastrointestinalen Symptome beim HUS
ausfiihrlich untersucht. In den spéten 70er Jahren entdeckten Konowalchuk et al. [56],
dass einige Staimme von E. coli bestimmte Exotoxine produzieren, die eng verwandt
sind mit dem 70 kDa-Protein, welches in der DNA von Shigella dysenteriae codiert
wird. Die klinische Signifikanz von diesen Toxinen, Shiga-like-Toxine oder Verotoxine
genannt, blieb ungewiss, bis 1983, als Riley et al. zwei Ausbriiche von himorrhagischer
Kolitis beschrieben, verursacht durch Hamburger, die kontaminiert waren mit einem
seltenen E. coli—Serotyp, heute bekannt als O157:H7 [40]. Im gleichen Jahr erkannten
Karmali et al. zum ersten Mal die Assoziation zwischen den SL-Toxinen, die von diesen
Bakterien produziert wurden und dem HUS, indem sie SL-Toxin-produzierende E. coli
(SLTEC bzw. EHEC oder VTEC fiir ,,Verotoxin produzierende E- coli) in 11 von 15
Féllen von sporadischem HUS nachwiesen [57]. Inzwischen ist klar, dass VTEC/EHEC
assoziiert sind mit einem Spektrum von Krankheitsbildern, welches eine
asymptomatische Infektion, eine unkomplizierte Diarrhd, eine hidmorrhagische Kolitis
und das HUS einschlieft.

Die meisten Informationen iiber EHEC wurden gewonnen von Studien des O157:H7-
Serotyps, auBerdem sind inzwischen iiber 50 andere non-O157-Serotypen bekannt, die
dieses Krankheitsbild beim Menschen verursachen. Den verschiedenen Serotypen beim
HUS gemeinsam ist jedoch die Produktion des SL-Toxins (iiber 90 % der Fille, 70 %
mit dem Serotyp O157:H7), welches damit offenbar fiir HUS wesentlich ist
[57,58,59,60].

Langer bekannt ist auch die Produktion eines Hamolysins bei den meisten Stimmen
(siehe Diskussion), deren Bedeutung jedoch bisher unklar war.

Beim HUS liegt anscheinend in 100 % der Félle mit blutigem Durchfall eine EHEC-
Infektion vor, die ebenfalls zumeist durch den klassischen Serotyp verursacht werden
[61], wihrend SL-Toxin produzierende E. coli von anderen Serotypen meistens mit

nicht-blutigem Durchfall [62] assoziiert sind.
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Pathomechanismus des HUS

Der charakteristische Befund, die thrombotische Mikroangiopathie [63], ist einzigartig
fiir dieses Syndrom und besteht aus GefdBwandverdickung der Kapillaren und
Arteriolen mit Schwellung und Ablosung der Endothelzellen von der Basalmembran
und Akkumulation von lockerem Material im Subendothel. Die endotheliale
Dysfunktion scheint ein wesentlicher Faktor in der Sequenz von Ereignissen zu sein, die
zu dem mikroangiopathischen Prozess fiihren. Ubereinstimmend mit dieser
Interpretation sind Daten, dass die meisten mit der Krankheit assoziierten Agenzien,
zum Beispiel bakterielle Endotoxine, Verotoxine, Antikorper und Immunkomplexe
sowie gewisse Medikamente toxisch auf endotheliale Zellen wirken.

Das SL-Toxin bindet an spezifische Glykolipid-Rezeptoren. In Folge kommt es zur
Endozytose und letztlich zur Hemmung der Proteinsynthese durch ein Toxin-Fragment
[64], wodurch die Zellen absterben oder zumindest schwer geschidigt werden.

Die Zytotoxizitit und Sensitivitdt gegeniiber dem Toxin wird iiber korpereigene
Entziindungsmediatoren wie dem Tumornekrosefaktor (TNF), Stickoxid (NO) und
verstirkte Adhdsion von neutrophilen Granulozyten und auch iiber Freisetzung der in
der Bakterienwand gebundenen Endotoxine verstdrkt (sieche Diskussion).

Uber Bindung von Thrombozyten am geschidigten Endothel und Aggregation entsteht
dann offenbar eine Thrombozytopenie, die allerdings selten so schwer ist, dass sie eine
Purpura oder andere Blutungen verursacht.

Weiterhin kommt es zur Fragmentierung der Erythrozyten und damit zur himolytischen
Anédmie, einerseits vermutlich durch Scherkrifte beim Durchtritt durch die geschiadigten
GefaBe, die partiell durch Fibrin und Plédttchenthromben verschlossen sind, andererseits
durch das von EHEC produzierte Himolysin, wobei bisher nicht bekannt ist, welcher
dieser beiden Mechanismen hierbei iiberwiegt.

Die thrombotische Mikroangiopathie, die als erstes im Darm auftritt, ist dhnlich zu der,
die spiter in den Nieren gefunden wird. Nachdem die Darm-Blut-Barriere durch den
ischdmischen Schaden gestort ist, gelangen Shiga-like-Toxine und andere bakterielle
Produkte, z. B. Lipopolysaccharide (LPS), in die Blutzirkulation [61]. Gefdf3schiden
beim HUS und der verwandten thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura (TTP),
deren neurologische Symptome infolge von Plittchen-Aggregation und Obstruktion der
zerebralen Mikrozirkulation zu erkldren sind, sind mehr oder weniger identisch. Die
Lisionen zeigen auBerdem groBe Ahnlichkeit zu den mikrovaskuldren Lisionen der

Sklerodermie und der malignen Hypertension [65].
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Auch wenn insgesamt ein Grofiteil der Phdnomene beim HUS mit den bisher etablierten
Pathogenititsfaktoren erkldrt werden kdnnen, bestehen dabei jedoch noch Liicken, fiir

die bisher weitere Faktoren gesucht wurden.

2.4  Himolysine bei E. coli-Bakterien und deren bisher bekannte Bedeutung

Stamme von E. coli, die eine extraintestinale Manifestation verursachen, haben meist
die Fahigkeit zur Lyse von Erythrozyten verschiedener Sdugetierarten [66, 67]. Dieses
»Hamolyse*“ genannte Phianomen konnte schon lange vor der Kenntnis der zugrunde
liegenden Mechanismen auf Bakterienkulturplatten beobachtet werden. Verantwortlich
dafiir sind bakterielle Exotoxine, die aufgrund dieser Eigenschaft als Hamolysine
bezeichnet werden. Sie gehoren zur Gruppe der RTX-Toxine, welche benannt sind nach
der Wiederholung von Aminosduresequenzen im Protein (repeats in toxin). Diese
konnen eine Pore in der Membran von eukaryoten Zellen bilden mit spezifischer
Ionendurchlissigkeit und/oder wirken als Proteasen oder Lipasen [68]. Dabei werden
von den Bakterien zunichst wasserlosliche Proteine synthetisiert und sezerniert, die
dann mdglicherweise irreversibel in der Lipidmembran der eukaryoten Zellen gebunden
werden. [69,70] Das porenbildende Konzept bei eukaryoten Zellen wurde von Bhakdi et
al 1987 eingefiihrt [69] und inzwischen durch weitere Untersuchungen bekraftigt (s. u.).

Verschiedene Hamolysine wurden fiir E. coli beschrieben:

Das am besten untersuchte Hamolysin ist das chromosomal codierte a-Héimolysin. Es
hat ein Molekulargewicht von 107 kD und wird in etwa 50 % der E. coli-Isolate bei
extraintestinalen Infektionen gefunden und insbesondere von uropathogenen E. coli
(UPEC) sezerniert. Bei intestinalen Infektionen wird es dagegen nur in etwa 5-10 % der
E. coli-Infektionen gefunden [71,72,73]. Fiir ETEC und EIEC ist bekannt, dass sie kein
o-Hamolysin produzieren, wihrend EPEC moglicherweise selten a-Hdmolysin-positiv
sind, was jedoch in neuerer Zeit in Frage gestellt wird [74]. Das Toxin ist bei
Untersuchung der humanen Fidkalflora oft assoziiert mit P-Fimbrien, Kapselantigenen
und Serumresistenz [75].

Die Produktion von a-Hémolysin erfordert die Produkte von den vier verbundenen
Genen hlyC, hlyA, hlyB und hlyD [76]. Das a-Hédmolysin wird als inaktives Polypeptid
synthetisiert und durch die Zugabe einer Fettsduregruppe in die aktive Form konvertiert,

katalysiert durch das HlyC-Protein [77].
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Eine Erhohung der Membranpermeabilitit durch das a-Hamolysin konnte sowohl an
kiinstlichen Lipidmembranen [78,79] als auch an denen von lebenden Erythrozyten,
Monozyten, Granulozyten und Endothelzellen nachgewiesen werden [79,80,81], wobei
die Porengroe mit einem Durchmesser von etwa 2 nm bestimmt werden konnte (s.u.).
Hohe Dosen des a-Hadmolysins fiihren dabei zum Zelltod durch Stérung des inneren
Milieus der Zelle, niedrigere Dosen rufen, bei ausreichenden Reparaturmechanismen,
eine Vielzahl von Effekten hervor. Dazu gehoren z. B. die Permeabilitétssteigerung von
Endothelzellverbianden, die Stimulation der Prostazyklinsynthese [80] sowie der
Bildung weiterer Entziindungsmediatoren (u. a. Leukotriene, Histamin, Serotonin und
Hydroxyeicosatetraensduren) bei gleichzeitiger Suppression von verschiedenen
Zytokinen [82]. Diese Vorginge werden offenbar teilweise {iiber spezifische
Rezeptorsysteme vermittelt [70]. Die Porenbildung bewirkt andererseits einen passiven
unphysiologischen Ca"-Einstrom und diirfte daher Ca™ -abhingige Zellprozesse
fordern [80]. Fiir die volle Ausbildung der Entziindungsreaktion sind
nachgewiesenermallen beide Wirkkomponenten, d. h. die Porenbildung einerseits und
die offenbar rezeptorabhingige Membranbindung des Hémolysins andererseits
erforderlich (sogenannte duale Wirkung) [82].

Bereits 1981 stellten Welch et al. ein Tiermodell einer intraabdominellen Sepsis vor,
das die signifikante Rolle des a-Hémolysins bei E. coli-Infektionen belegt. Dabei
wurden Ratten einerseits mit einem fiir sie apathogenen nicht Héamolysin
produzierenden E. coli-Stamm, andererseits mit dem gleichen Stamm unter Zugabe
eines Hamolysin-codierenden Plasmids infiziert. Bei letzterem zeigte sich eine
signifikant erhohte Mortalitét [71].

Wie bereits erwdhnt wurde auch bei Stimmen von enterohdmorrhagischen E. coli 1994
ein fiir EHEC spezifisches Hdmolysin beschrieben. Dieses tritt vor allem wie das Shiga-
like-Toxin bei den Serotypen O157, 026 und O111 auf [83, 84]. Zundchst wurde
angenommen, dass es sich dabei um ein unbekanntes neues Hédmolysin handelt, da
bisher sogenannte ,Enterohdmolysine” bekannt waren. Die auf Kulturplatten
beobachtete Himolyse war denen der ,,Enterohdmolysine* jedoch praktisch identisch
mit kleinen triiben Himolyse-Zonen nach 20-stiindiger Inkubation, im Gegensatz zu der
des a-Hémolysins, welche nach 4-6 h Inkubation breite klare Zonen zeigt [66]. 1996
zeigten Wieler et al. auch auf genetischer Ebene, dass der ,.enterohdmolytische
Phénotyp* bei SL-Toxin produzierenden Stimmen offenbar durch das EHEC-

Héamolysin bewirkt wird und damit ,,Enterohdmolysine* und das EHEC-Hémolysin (im
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Folgenden auch als ,,Hlygyrc™ abgekiirzt) offenbar identisch sind. Damit miissten auch
die selten vorkommenden ,Enterohdmolysin“- produzierenden EPEC als EHEC
reklassifiziert werden.

Das Toxin wird auf einem groBen 90 kbp-Plasmid, bezeichnet als pO157, im ehxA-Gen
codiert. Der spontane Verlust des Plasmids fiihrt zu einem Hadmolysin-negativen
Phinotyp [66] sowie zum Verlust der Fihigkeit zur Adhdrenz zu Darmepithelzellen (s.
u.) [85], auBerdem ist bekannt, dass es einen Sekretionssapparat kodiert.

Auf der Basis der zu erwartenden Aminosduresequenz hat das Hémolysin ein
Molekulargewicht von 107 kDa [86], aus der gleichen Berechnung ergibt sich aulerdem
ein isoelektrischer Punkt von 4,86. In der Gel-Elektrophorese von Kulturiiberstanden
konnte tatséchlich ein Protein von anndhernd 107 kDa aufer bei a.-Hamolysin auch bei
Hlygnec produzierenden Stdmmen nachgewiesen werden, jedoch nicht in Hamolysin-
negativen Stdmmen [87]. Andere Untersucher schitzen das EHEC-Hamolysin jedoch
eher auf 116 kDa [Bauer und Welch, 86].

Bei Untersuchungen der porenbildenden Eigenschaften (Schmidt et. al 1996) an
Experimenten mit isolierten Membranen im Vergleich des EHEC-Héamolysins mit dem
a-Hamolysin wurde die Porengréf3e mit 2,6 nm bestimmt und entspricht damit der des
o-Hamolysins. Der Ionenkanal, der von Hlygnec gebildet wird, ist Kationen-selektiv, d.
h. die Durchléssigkeit folgt nicht einfach der Beweglichkeit in der wéssrigen Phase,
sondern lédsst die Kationen etwa 8fach besser durchdringen. Damit handelt es sich nicht
einfach um eine Diffusionspore, sondern um einen selektiven Filter. Der Kanal ist
offensichtlich relativ groB, da er auch groBe Ionen wie Tris~ durchldsst. Die
porenbildende Aktivitdt nimmt beim EHEC-Hadmolysin mit sinkendem pH ab, deutlich
starker als beim a-Hadmolysin, die Zahl der Kanéle nimmt mit der Zeit der Einwirkung
stindig zu [78,88]. Die Hitzelabilitit und die Ca’ -Abhingigkeit der Hlygupc-Aktivitit
entspricht den Eigenschaften anderer RTX-Toxine [86].

Erste funktionelle in vitro-Untersuchungen zeigten ebenfalls Unterschiede zwischen
EHEC-Hidmolysin und a-Hémolysin: Im Wirksamkeitsgrad und der Zielzellspezifitit
zeigt sich das a-Hamolysin deutlich potenter (siche Diskussion) [86].

Uberlagert werden diese Unterschiede allerdings durch eine geringe freie Sekretion des

EHEC-Héamolysins (s. u.).
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Genetischer Vergleich der Hamolysine

Die bekannten RTX-Toxine zeigen untereinander unterschiedlich ausgeprigte
Homologien in ihrer genetischen Struktur. Sequenzanalysen des a-Hémolysins ergaben
deutliche Homologien zu Zytolysinen anderer Bakterien, Morganella morganii,
Pasteurella hemolytica und Proteus mirabilis und vulgaris [89,90,91].

1986 fanden Beutin et al. durch DNA-Hybridisierung Ahnlichkeiten zwischen den
Héamolysin-codierenden Regionen eines uropathogenen Stammes und von mehreren
EPEC-Stammen [92]. Wenn diese Stimme nachtriglich EHEC zugeordnet werden
miissten, wére dies ein frither Hinweis auf die enge Verwandtschaft des a-Hédmolysin
mit dem EHEC-Hémolysin, die spiter ausfiihrlich bestdtigt wurden: 1994 beschrieben
Schmidt et al zwei auf dem groBen Plasmid pO157 des EDL 933-Stammes (EHEC)
liegende und in der iiberwiegenden Mehrheit der Serogruppen O157 nachweisbare
DNA-Sequenzen, die hochgradige Ahnlichkeiten zu den bereits bekannten HlyA und
HlyC-Proteinen von einigen uropathogenen E. coli-Stimmen zeigen. Beim Vergleich
dieser Sequenzen fanden sich jeweils ca. 60 % Ubereinstimmung. Der unmittelbare
Vergleich der Hémolysin-Strukturgene (HIYyA und EhxA) zeigte signifikante
Homologien beziiglich typischer Eigenschaften von RTX-Toxinen [93]: Von den
typischen Sequenzwiederholungen in ihrer Aminosduresequenz, nach denen diese
benannt sind, zeigt das a-Hadmolysin 13, die gleiche Zahl wurde auch fiir das EHEC-
Hamolysin festgestellt, wiahrend Héamolysine z. B. von P. haemolytica und A.
pleuropneumoniae nur 11 Wiederholungen zeigen. Eine weitere Eigenschaft der
Primédrstruktur von RTX-Toxinen ist eine Strecke von ca. 200 hydrophoben
Aminoséduren in der N-terminalen Region. Solch ein hydrophober Abschnitt war sowohl
im a-Hémolysin als auch im EHEC-Hémolysin nachzuweisen [93]. Weitere Analysen
von Bauer und Welch mit Erstellung eines Stammbaums der RTX-Toxine [86] zeigten
sogar, dass keines von allen anderen bisher bekannten RTX-Toxinen zum EHEC-
Himolysin mehr genetische Ahnlichkeit zeigt als das a-Héimolysin. (Abb. 4).

Trotz der insgesamt grolen Homologie der Aminosduresequenzen bestehen jedoch
grofere Unterschiede in den N(amino)-terminalen und C(carboxy)-terminalen

Abschnitten beider Proteine [78,86].
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Stammbaum der RTX-Toxine

AaltA

ApxIA

HIyA (a-Hémolysin)

EhxA (EHEC-Hémolysin)

—  ApxIIA

L AshA

LktA

PILktA

ApxIIIA

Abb. 4: ,Stammbaum®“ der RTX-Toxine (jeweils Name der codierenden Gene
angegeben). Dieser wurde erstellt nach dem Vergleich der Aminosduresequenzen
verschiedener bekannter RTX-Toxine (nach BAUER/WELCH [86]). Die Lénge der
Arme zwischen den Toxinen repriasentiert die mittlere genetische Distanz.

Toxine: AaltA: Leukotoxin von A. actinomycetemcomitans, ApXIA und ApxIIA:
Hamolysine von A. pleuropneumoniae, HIyA: E. coli-Hamolysin, EhxA: EHEC-
Héamolysin, ApxIl11A: Leukotoxin von A. pleuropneumoniae, AshA: Leukotoxin von
Actinobacillus suis, LKtA: Leukotoxin von P. haemolytica, PILKktA: Leukotoxin von P.
haemolytica-dhnlichem Organismus.
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2.5

Fragestellung

Fiir die funktionelle Einordnung des neuen EHEC-spezifischen Himolysins (Hlygngc)

im Vergleich zum bekannten o-H&molysin ergeben sich nun folgende konkrete

Fragestellungen:

1.

Hat das EHEC-Hédmolysin Einfluss auf die Signaltransduktion mittels
Phosphoinositol-Antwort bei humanen Nabelschnur-Endothelzellen (HUVEC)?

Bewirkt das EHEC-Hadmolysin bei humanen Nabelschnur-Endothelzellen
(HUVEC) eine Bildung der Entziindungsmediatoren Prostazyklin (PGI;) und des
Plattchen-aktivierenden Faktors (PAF)?

Léasst sich die fiir isoliertes o-Hédmolysin bekannte Signaltransduktion in
HUVEC auch mit dem uropathogenen Wildtyp nachweisen? Welche
Unterschiede bestehen zum EHEC-Hémolysin, insbesondere im Hinblick auf die

Produktion der nachgeschalteten Mediatoren Prostazyklin und PAF?

Handelt es sich bei dem EHEC-Hé@molysin um ein frei sezerniertes Produkt oder
ist der unmittelbare Kontakt zwischen Bakterium und Endothelzelle fiur die

Wirkung des Himolysins erforderlich?

Welche Mechanismen liegen der durch das EHEC-Hédmolysin ausgeldsten
Signaltransduktion bei HUVEC zugrunde? Besteht eine Abhédngigkeit von einer

Tyrosinkinase?
Lassen sich neue Hypothesen iiber die pathopysiologische und klinische

Bedeutung der E. coli-Hamolysine, insbesondere des EHEC-Hamolysins,

ableiten?
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3. MATERIAL UND METHODIK

3.1 Kultur von Human Umbilical VVein Endothelial Cells
(humane Nabelschnur-Endothelzellen/HUVEC)

3.1.1 Préaparation der Endothelzellen

Zur Gewinnung der Endothelzellen wurden Nabelschniire Neugeborener direkt nach der
Abnabelung in sterile Becher gegeben und bei 4° C gesammelt. Nach spétestens 48 h
erfolgte die Weiterverarbeitung. Alle Arbeitsschritte wurden unter einer Sterilbank
durchgefiihrt. Zunichst wurden die Schniire mit einer sterilen Kompresse gesdubert.
AnschlieBend wurde vorsichtig eine Knopfkaniile in die Umbilicalvene eingefiihrt und
mit einem Kabelbinder befestigt. Nach Spiilen der Vene mit 2 x 50 ml HEPES Buffered
Saline wurde das distale Ende mit einer Klemme abgeklemmt und das gesamte Lumen
mit ca. 20 ml 37° C warmer, steril filtrierter Collagenase (Aktivitit: 45 U/ml HBS)
gefiillt. AnschlieBend wurde die Knopfkaniile mit einem Dreiwegehahn verschlossen
und die Nabelschnur bei 37° C fiir 20 Minuten inkubiert. Nach dieser Zeit wurde die
Nabelschnur kréftig massiert, um weitere Endothelzellen abzuldsen und dann die
Kollagenase zusammen mit den Zellen in ein Greiner Zentrifugenrohrchen abgelassen,
in welches 1 ml fetales Kélberserum (FCS) zur Inaktivierung des Enzyms vorgelegt
worden war. Durch kriftiges Spiilen mit ca. 30 ml HEPES Buffered Saline wurden
restliche Zellen gelost und das Greiner-Rohrchen auf 50 ml aufgefiillt. Nach 5 Minuten
Zentrifugieren mit 250 g bei Raumtemperatur wurde der Uberstand abgesaugt und das
Pellet mit 5 ml Medium M 199 (Vollansatz) resuspendiert. Die Zellen wurden dann als
Primérkultur in eine mit 0,2 %iger Gelatine vorbehandelte T-25-Zellkulturflasche
pipettiert und die Flaschen in einem Inkubator mit 5 % CO; und 95 % Raumluft bei 37°
C begast. Unter dem Mikroskop konnten bereits nach wenigen Stunden rosettenformige
Zellnester beobachtet werden. Von diesen Zellnestern aus kam es zur kompletten
Bedeckung des Bodens der Zellkulturflasche mit Endothelzellen. Die Bildung einer

einschichtigen konfluenten Zellrasens war nach ca. 48 Stunden erreicht.
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3.1.2 “Splitten” der Endothelzellen

Nachdem sich eine konfluente Zellschicht gebildet hatte, konnten die Zellen
subkultiviert werden. Dazu wurde das Medium aus der T 25-Flasche abgesaugt und die
Zellen mit 37° C warmem serumfreiem Medium zwei Mal gewaschen. Dann wurden 4
ml einer auf 37° C erwdrmten Trypsin-EDTA-L6sung zugegeben und die Flaschen in
den Inkubator gegeben. Nach ca. 60 Sekunden zeigte sich unter dem Mikroskop eine
weitgehende Ablosung der Zellen vom Boden der Flasche, weitere Zellen konnten
durch leichtes Klopfen gegen die Flaschenwand geldst werden. Die Trypsin-EDTA-
Losung mit den Zellen wurde abgesaugt und in ein mit 1 ml fetales Kilberserum (FCS)
zum Inaktivieren des Trypsins gefiilltes Zentrifugenrohrchen pipettiert. Die restlichen
Zellen wurden durch mehrmaliges Spiilen der T-25-Flasche abgeldst. Nach 5 min
Zentrifugation wurde bei 250 g wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet
resuspendiert. Die Zellen von einer T 25-Flasche wurden auf umgerechnet ca. 1,5 12-
Multiwell-Platten (insgesamt also 18 x 4 = 72 cm’ gleichmiBig verteilt. AnschlieBend
wurden die Zellen weiter inkubiert bis zu erneuten Ausbildung einer konfluenten
einschichtigen Zelllage. Gegebenenfalls wurde dann ein weiteres Splitting durchgefiihrt.
Bei der vorliegenden Arbeit wurden immer Zellen eingesetzt, die sich in der 1. oder 2.

Passage befanden.

3.1.3 Identifizierung der Endothelzellen

Die Endothelzellen wurden nach morphologischen Kriterien identifiziert. Dabei
mussten vor allem glatte Muskelzellen und Fibroblasten von Endothelzellen abgegrenzt
werden. Endothelzellen zeigten sich unter dem Phasenkontrastmikroskop einschichtig in
Form eines kopfsteinpflasterartig angeordneten Reliefs mit polygonalen Zellen und
einem mittelstindigem Zellkern. Fibroblasten und glatte Muskelzellen dagegen
wuchsen in mehrschichtigen Zelllagen und in Biindeln angeordneten spindelférmigen
Zellen. Wie insbesondere in der Wachstumsphase zu sehen war, besalen Fibroblasten
aullerdem vergleichsweise lange und diinne Zellfortsitze.

Bei einem wesentlichen Anteil von Fibroblasten (grofer als ca. 3 %) wurden die
Kulturen nicht fiir den Versuch verwendet, was sehr selten vorkam. Kriterium fiir die
Verwendbarkeit war aullerdem das kopfsteinpflasterartig angeordnete Relief mit einem

vollstindig konfluenten Zellrasen.
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3.2 Bakterien

3.2.1 Herkunft der Bakterien

Alle verwendeten Bakterienstimme wurden von Prof. Dr. Chakraborty aus dem Institut
flir Medizinische Mikrobiologie der Universitit GieBen zur Verfiigung gestellt. Als
uropathogener E. coli-Stamm (UPEC) wurde ein Standardstamm (klinisches Isolat) mit
bekannter Himolysin-Produktion verwendet.

Fiir die Untersuchung der Eigenschaften des EHEC-Hadmolysins wurde als Grundlage
ein boviner Shiga-like-Toxin produzierender E. coli-Stamm (SLTEC) verwendet, der
auf der Kulturplatte einen hdamolytischen Phénotyp zeigt, 413/89-1. Das Struktur-Gen
des Hamolysins liegt dabei dhnlich wie bei humanpathogenen EHEC auf einem ein 94
kbp-Plasmid. Dieses Gen ist praktisch identisch mit dem EHEC-Hadmolysin. Die
isogene Variante des SLTEC-Stammes, 413/98-6, unterscheidet sich durch das Fehlen
der Hamolyse und des 94 kbp groBBen Plasmids. Wieler et al. kombinierten Teilstiicke
des groBlen Plasmids jeweils mit einem Vektorplasmid (pRK415), transformierten diese
in einen anderen E. coli-Stamm (DH10p) und screenten die rekombinanten Stimme auf
hamolytische Aktivitit. Dabei konnte in einem der rekombinanten Plasmide, pO26-30,
die Sequenz des EHEC-Hamolysins nachgewiesen werden [94]. Damit konnte nun ein
rekombinanter SLTEC-Stamm konstruiert werden, dessen Plasmid gesichert und
vermutlich ohne wesentliche weitere Faktoren das EHEC-Héamolysin kodiert und der
sich daher fiir die anndhernd isolierte Untersuchung der Wirkungen des EHEC-
Héamolysin eignet. Dieser besteht aus der Hamolysin-negativen SLTEC-Variante
413/98-6, dem reintroduzierten Plasmid pO26-30 mit der Sequenz des EHEC-
Hamolysins sowie dem Plasmid pACYC, welches eine Chloramphenicol-Resistenz
kodiert [37].

Die volle Bezeichnung des rekombinanten Stammes mit dem Gen des EHEC-
Hamolysins wiére damit 413/89/6(pacyc184)p026-30; in den Ausfiihrungen wurde
dieser stets vereinfacht als ,,413/89,+* bezeichnet.

Als Kontrolle wurde jeweils der apathogene E. coli-Stamm 470 eingesetzt, dem das

Vektorplasmid (pRK415) ohne die Himolysin-Sequenz hinzugefiigt wurde.

3.2.2 Bakterienkultur
Die drei verwendeten Bakterienstimme UPEC, 413/89/6(pacyc184)p026-30) und 470
wurden auf Kulturplatten mit durch Agar (15g/1) angedicktem LB(Luria-Bertani)-
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Medium ausgestrichen und 24 h bei 37° C inkubiert. Von der Agarplatte wurden jeweils
2-3 Kulturen abgenommen und in sterile 15 ml-FALCON-R6hrchen mit jeweils 10 ml
LB-Medium tiiberfiihrt. Diese wurden unter Schiitteln ca. 16 h weiter inkubiert. Nach
dieser Zeit wurden jeweils 1,5 ml in je 30 ml Medium tiiberfiihrt und unter weiterem
Schiitteln inkubiert. In regelmifigen Abstinden wurden Proben entnommen und die
optische Dichte bei einer Wellenldnge von 430 nm gemessen. 30 min. nach Erreichen
der stationdren Phase wurden die Bakterien im Versuch eingesetzt. Dieser Zeitpunkt

war nach ca. 3,5 h erreicht, die optische Dichte betrug dann etwa 1,8.

3.3 Messung der Inositolphosphate

Die Messung der gebildeten Inositolphosphate wurde durchgefiihrt nach einer von
Berridge beschriebenen Methode [95]. Dazu wurden die Endothelzellen vor der Bildung
einer konfluenten Zelllage zunichst 24 h in Medium 199 mit 2% FCS mit Tritium-
([H])-markiertem Inositol inkubiert mit dem Ziel des Einbaus des markierten Inositols
in die Zellmembran. Pro Well wurde 2,5 pCi Aktivitdt eingesetzt. Als Mal} fiir die
Induktion der intrazelluldren Signaltransduktion im Rahmen einer Entziindungsreaktion
kann die Bildung von Inositolphosphaten durch die Phospholipase C gelten (InsPs,
InsP, und InsP,;). Die Inositolphosphate werden anschlieend durch Phosphatasen in
mehreren Schritten bis zu Inositol [96] dephosphoryliert. Der MeBmethode zugrunde
liegt die Hemmbarkeit des letzten Abbauschrittes, vermittelt durch die InsP;-
Phosphatase, durch Li'-Ionen, wodurch es zur Akkumulation insbesondere von InsP;-

Phosphat kommt [97,95].

3.3.1 Versuchsablauf und Extraktion der Inositolphosphate

Nach Erreichen einer konfluenten Zelllage und gleichzeitiger 24-stiindiger Inkubation
mit °[H]-Inositol wurden die Zellen 2 x mit Hanks/HEPES mit reduziertem
Calciumgehalt gewaschen, in diesem Puffer wurden auch die Versuche durchgefiihrt. 10
Minuten vor dem Versuch wurde Lithiumchlorid mit dem Ziel einer Endkonzentration
von 10 mM zugegeben.

Zum Versuch selbst wurden die Zellen mit je 800 ul Puffer und 200 ul LB-Medium im
Wasserbad bei 37° Celsius und Raumluft fiir die entsprechenden Zeiten inkubiert. Im

Bakterienmedium befanden sich dabei auch die in der stationdren Wachstumsphase
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befindlichen Bakterien in kontrollierter Dichte (s. 0.) oder der zeitgleich gewonnene
bakterienfreie Uberstand, der durch Zentrifugation (5 min bei 250 g) erreicht wurde.

Nach Ablauf der Stimulationszeit wurde die Reaktion mit eiskalter Trichloressigsdure
im Verhéltnis 1:1 (Endkonzentration 7,5 %) zum Probenvolumen abgestoppt. Nach
kurzem Schwenken wurden die Kulturplatten fiir 15 min auf Eis gestellt. Mit einem
Kunststoff-Schaber wurden die Zellreste abgeldst und zusammen mit dem Uberstand 5
min. bei 250 g zentrifugiert. Durch zweimaliges Ausschiitteln des Uberstandes mit 4 ml
Diethylether pro Probe wurde die Lipidfraktion extrahiert und verworfen. Damit war die

Probe fiir die weitere Aufarbeitung vorbereitet.

3.3.2 Anionenaustausch-Chromatographie

Zur lonenaustausch-Chromatographie wurden Séulen verwendet, die mit Dowex-
Ionenaustauscherharz (Serra, Korngrofle: 100-200 um, Gegenion:Cl), gefiillt wurden.
Um °[H]-Inositolreste von vorherigen Versuchen von der Sdule zu entfernen, wurden
diese vor jedem Gebrauch mit je 5 ml 1,0 M NHy-Formiat/0,1 M Ameisensédure, pH
4,58, und 5 ml Aqua Bidest gespiilt. AnschlieBend konnten die 2 ml der extrahierten
wassrigen Phase der Proben auf die Siulen gegeben werden. Als nichstes wurden mit je
3 ml 5 mM Inositollésung unspezifisch gebundene Stoffe entfernt. Dann wurde das
gebundene Glycerophospho-’[H]-Inositol mit je 4 ml 60 mM Ameisensiure/5 mM Na'-
Tetraborat ausgespiilt. Nach Unterstellen von Messgefilen konnten zuletzt die
Inositolphosphate InsP;, InsP, und InsP; mit 2 ml 1,0 M NH4-Formiat/0,1 M
Ameisensdure gemeinsam eluiert werden (Bruttoelution). Die Aktivitidt der Probe als
MafB3 fiir den Gehalt an Inositolphosphaten wurde nach Zugabe von 10 ml

Szintillatorfliissigkeit (1:5) im B-Counter (je 2 min.) gemessen.

3.4  6-keto-Prostaglandin;o-Assay-System

Fiir die Messung des in den Uberstand freigesetzten Prostazyklins wurde ein
kommerzielles Radioimmunoassay-System verwendet. Da das Prostazyklin eine
Halbwertszeit von nur wenigen Sekunden hat, wurde das Hydrolyseprodukt des
Prostazyklins, das 6-keto-Prostaglandin F;, bestimmt, welches wesentlich stabiler ist
und im Endothelzelliiberstand kumuliert. Die Endothelzelliiberstinde wurden -je nach
Ausgangskonzentration- 1:5 oder 1:25 mit 10 mM Phosphatpuffer verdiinnt, bevor 100

ul dieser Verdiinnung im Messansatz verwendet wurden. Neben 100 pl eines
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verdiinnten Kaninchen-Antiserums gegen 6-keto-PGF;,, dessen Kreuzreaktivitit
gegeniiber allen anderen Prostaglandinen unter 0,05% lag, wurden auflerdem titriertes
(3H)-6-keto-PGF |, als Tracer zugesetzt. Der Ansatz wurde mit 10 mM Phosphatpuffer
(pH 7,4), der 0,1 % Gelatine enthielt, zu einem Probenvolumen von 500 pl aufgefiillt
und anschlieend die Proben bei 4° C fiir 16 Stunden inkubiert. Das iiberschiissige
Antigen wurde durch Zugabe einer Dextran-beschichteten Aktivkohlesuspension von
den Antikorper-Antigenkomplexen entfernt. Nach Zugabe der Aktivkohle wurden die
Proben fiir 10 Minuten bei 1000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde dann mit 10 ml
Liquidszintillatorfliissigkeit gemischt und beides zusammen im B-Counter gemessen.
Zur Erstellung einer Eichkurve wurde eine Standardreihe zwischen 5-50 pg parallel zu
den Proben mit der Messreihe mitgefiihrt. Die Nachweisgrenze fiir 6-keto-PGF,,, lag bei
10 pg, eine 50 %ige Bindung wurde mit 170 pg erreicht.

3.5  Plattchen-aktiverender Faktor
Zur Messung des im Versuchsansatz gebildeten Pléttchen-aktivierenden Faktors (PAF)
wurde dessen Féhigkeit zur Thrombozyten-Aktivierung direkt genutzt (Bioassay). Zur

Reinigung der Proben wurde zuvor eine Lipid-Extraktion durchgefiihrt.

3.5.1 Extraktion

Im Versuch wurde der Reaktionsablauf nach der jeweiligen Stimulationszeit zunéchst
mit je 0,5 ml eiskaltem Acetoacetat (50 mM) und 2 ml Methanol bei 1 ml
Puffervolumen abgestoppt und 15 Minuten auf Eis gestellt. AnschlieBend wurden die
denaturierten Zellen mit einem Kunststoffschaber vom Boden der Kulturplatten gelost.
Da in den durchgefiihrten Versuchen die Gesamtproduktion von PAF innerhalb der
Zellen und im Uberstand gemessen werden sollte, wurden Uberstand und Zellreste
zusammen weiterverarbeitet. Zur PAF-Bestimmung wurde dann zunéchst eine Lipid-
Extraktion nach dem Grundprinzip der Methode von E. G. Bligh and W. J. Dyer (1959)
durchgefiihrt [98]. Dabei wurden wissrige und Lipidkomponente durch Mischung der
Proben mit Methanol und Chloroform getrennt. Die Zellsuspension wurde dafiir in
FALCON-Zentrifugenréohrchen zweimal mit 750 pl Chloroform und einmal mit 750 pl
0,1 mM Natrium-Acetat versetzt. Zwischen diesen Schritten wurden die Proben jeweils
dreimalig aufgeriittelt. Nach Absaugen der wissrigen Phase inklusive der Zellreste
wurde der Lipidanteil noch dreimal mit jeweils 1 ml eines 10:9-Methanol-Natriumacetat

(0,1 mM)-Gemisches gewaschen. Das Chloroform mit dem Lipidextrakt wurde dann in
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Eppendorf-Gefa3en mit Stickstoff bei Raumtemperatur verdampft, die Lipidriickstdnde
in 50 pl Methanol mit 2 % DMSO resuspendiert und bis zur Weiterverarbeitung bei -20
°C gelagert.

3.5.2 PAF-Bioassay

Die Bestimmung des Pléttchen-aktivierenden Faktors wurde in Anlehnung an eine
Methode von Pinkard et al. mit isolierten Kaninchenthrombozyten durchgefiihrt.
Ausgenutzt wurde dabei die Eigenschaft des PAF, bei Thrombozyten hochwirksam die
Freisetzung von Serotonin zu induzieren [99]. Durch Vorinkubation mit radioaktiv
markiertem Serotonin kann dabei iiber die Messung der Aktivitit im Uberstand eine
indirekte Quantifizierung des vorhandenen PAF erfolgen.

Dazu wurde Kaninchen ca. 30 ml Blut abgenommen und durch Zugabe von 10 % eines
EDTA/EGTA-Gemisches antikoaguliert. Nach 20 miniitiger Zentrifugation bei 320 g
wurde das pléttchenreiche Plasma abpipettiert. Aus einer kleinen Probe wurde die
Thrombozytenkonzentration fiir die spitere Einstellung der Zelldichte bestimmt. Die
Thrombozyten wurden dann durch Zugabe von 1 uCi 3[H]-Serotonin (5HT)/ml Plasma
und einstlindiger Inkubation unter 5 % CO; bei 37° C und wiederholtem Schwenken
radioaktiv markiert. AnschlieBend wurden die Zellen bei 1400 g fiir 10 min
zentrifugiert, das plattchenreiche Pellet resuspendiert, dieser Vorgang wurde dreimal
mit Calciumfreier Tyrode Gelatine-Losung (pH 6,5) zum Waschen wiederholt. Die
letzte Resuspension der Plittchen erfolgte in Calcium-haltiger Tyrode Gelatine-Losung
(pH 6,5), dabei wurde das Volumen so gewéhlt, dass sich eine Zelldichte von 125000
Zellen/pl ergab. Pro Versuchsansatz wurden zu 100 pl Plittchensuspension 400 pl
Tyrode (pH 7,2) hinzugegeben und im Wasserbad auf 37° C erwarmt.

Zum Versuchsstart wurden je 50 ul der Probe bzw. parallel dazu von Standards mit
bekannter PAF-Konzentration zugefiihrt. Nach 60 Sekunden wurden je 200 ul des
Versuchsansatzes entnommen und durch je 20 pl vorgelegtes 1,5 mM Formaldehyd
gestoppt, welches zu einer Membranstabilisierung fiihrt. Nach Zentrifugation konnte der
zellfreie Uberstand abgenommen werden, und nach Zugabe von Szintillatorfliissigkeit
im Verhéltnis 1:10 konnte die Aktivitit im B-Counter als Mal} fiir das freigesetzte
Serotonin gemessen werden. Durch Vergleich mit der in jedem Assay mitgefiihrten
Standardreihe mit PAF-Konzentrationen von 10" mol bis 10"mol konnte die Menge
des in den Proben vorhandenen PAF abgeschitzt werden. Dabei ergab sich als

Basalwert orientierend eine Dosis von 1x107"%/1 x 10° Zellen. Als Positivkontrolle
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wurde jeweils Thrombin mitgefiihrt. Zur Kontrolle des Assays wurde neben der
Standardreihe Triton X, welches nahezu sdmtliches Serotonin aus den Zellen freisetzte,
verwendet. Die hochste PAF-Konzentration in der Standardreihe zeigte dabei ebenfalls

eine fast vollstindige Serotoninfreisetzung.

3.6 Messung der Lactatdehydrogenase (LDH)

Zum Ausschluss unspezifischer Reaktionen durch zytotoxische Effekte wurde die
Freisetzung der Lactatdehydrogenase nach der ,,optimierten Standardmethode* der
Deutschen Gesellschaft fiir Klinische Chemie photometrisch gemessen. Zum Vergleich
wurde in den gleichen Versuchen Mellitin als hochwirksames Toxin mit einer

maximalen Enzymfreisetzung in einer Konzentration von 10 pg/ml eingesetzt.

3.7 Kulturmedien, Zell- und Bakterienkulturmaterial

e Agarplatten fiir Bakterienkultur

e Antibiotika (Penicillin G, Streptomycin) lyophilisiert, steril, Gibco (Karlsruhe,
Deutschland)

e Aqua tridestillata - im Milli Q Wasseraufbereitungssystem, Millipore (Eschborn,
Deutschland) entionisiert und gefiltert

e Kollagenase (CLS Typ II, 180 U/mg), Worthington Biochemical Corporation
(Freehold, N.J.), 25 mg mit 100 ml HBS cum Ca/Mg gelost (Aktivitdt: 45 U/ml),
steril filtriert

e Endothelzell-Wachstumsfaktor (RDGF), eigene Herstellung aus Rinderaugenretina

e FALCON Zentrifugen-R6éhrchen 15 ml und 50 ml (steril)

o fetales Kilberserum (FCS), hitzeinaktiviert fiir 30 Minuten bei 56°C, steril filtriert,
Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

e Filter (0,2 pm), Nalgene (Hereford,U.K.)

e Fungizone (Amph. B), Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

e Gelatine, Sigma (Deisenhofen, Deutschland), mit aqua destillata gelost, steril filtriert
und die Zellkulturplatten fiir 3 Stunden mit einer Endkonzentration von 0,2 % bei
Raumtemperatur beschichtet

e Hanks/HEPES cum Ca/Mg - Puffer (11): 100 ml HBSS (10x), +900 ml aqua
destillata, +6 g Hepes (= 25 mM), +1 n NaOH ad pH 7,4
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e Hanks/HEPES mit reduziertem Calciumgehalt (11): 100 ml HBSS (10x), Ca, Mg frei,
+900 ml aqua tridestillata, +6 g HEPES (= 25 mM), +0,5 mM Calcium, +1 n NaOH
adpH 7,4

e Knopfkaniilen (Sonderanfertigung fiir die Endothelzellpriparation), Fischer
(Frankfurt, Deutschland)

e LB-Medium: 10 g/l Tryptone, 5 g/l Hefe-Extrakt, 10 g/l NaCl auf pH 7.0 titriert

e L-Glutamin, Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

e Medium 199 Inositol-arm, Gibco (Karlsruhe, Deutschland), Vollansatz fiir HUVEC-
Zellkultur (500 ml): 375 ml Medium 199 Inositol-arm, +100 ml FCS (10%), +5 ml
Sodium Pyruvate (1 mM), +5 ml L-Glutamin (2 mM), +5 ml RDGF-Konzentrat,
+2,5 ml Streptomycin (500 pg), +2,5 ml Penicillin (500 IE), +5 ml Fungizone
(Amphothericin B),

e Multiwells, Costar (Bodenheim, Deutschland), 12-well-Platten: 12 x 4 cm? (ca.
300.000 Zellen/well)

e Sodium Pyruvate, Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

e Trypsin-EDTA-Ldsung, Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

e Zellkulturflaschen T 25 (25 cm?), Nunc,(Bieberich, Deutschland)

e Zentrifugenrdhrchen, Greiner (Niirtingen, Deutschland)

3.8  Agenzien und Pharmaka
e Ameisensédure, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
e Borax (Phosphoglycerolinositol), Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
e Chloroform (CHCI3) destilliert in Glas, UV-cutoff 203nm, geeignet fiir HPLC, Fluka
AG (Bern, Schweiz)
e Diethylether (C2H5-O-C2HS) destilliert in Glas, pro analysi, Merck (Darmstadt,
Deutschland)
. D—myo—(2—3H) Inositol, Amersham (Dreieich, Deutschland)
e Dowex (Ionenaustauscherharz), Korngréfle 100-200, Gegenion: Chlorid, Serva
(Heidelberg, Deutschland)
e EDTA-Losung:
3,72 g EDTA-dinitrat (Titriplex) / 50 ml aqua destillata
4,34 ¢ EGTA-tetranitrat / 50 ml aqua destillata
e EDTA - Titriplex, Ethylendiamintetraessigsdure-Dinatrium-Dihydrat; MW 372,24,
pro analysi, Merck (Darmstadt, Deutschland)
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EGTA Ethylenglykol-bis(2-amino-ethylether)N,N-tetraessigsdure; MW 304,4, pro
analysi, Serva Feinbiochemica (Heidelberg, Deutschland)

Escherichia coli Hamolysin (Hly), S. Bakhdi (Institut fiir Mikrobiologie, Joh.
Gutenberg-Universitidt Mainz, Deutschland)

Lactatdehydrogenase-Messung (LDH-Test), Boehringer Mannheim (Deutschland)
Lithiumchlorid, Merck (Darmstadt, Deutschland)

magnetic beads, Immunotech International (Hamburg, Germany)

Mellitin (aus Bienengift), Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Methanol (CH20OH) destilliert in Glas, UV-cutoff 203 nm, geeignet fiir HPLC,
Burdick & Jackson Lab. Inc.; Vertrieb durch Fluka AG (Bern, Schweiz)
Myo-Inositol, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

PAF, platelet activating factor (1-O-Hexadecyl-2-acetyl-sn-glycero-3-
phosphorylcholin), Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Thrombin, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Trichloressigsdure, Merck (Darmstadt, Deutschland)

Triton-X-100 - Octylphenoxypolyethoxyethanol (nicht-ionisches Detergens zur
Membransolubilisierung)

Tyrode Gelatine TG ohne Ca™: KCI 0,195 g, MgCl 6H,O 0,211 g, NaCl 8,0 g,
NaHCOs; 1,015 g, Glucose 1,0 g, EGTA 0,076 g (Ethylenglycol tris (2-
aminoethylether)-N-N-N-N tetraacetic acid), Gelatine 2,5 g, ad 1 1 aqua destillata,
mit HCl ad pH 6,5

Tyrode pH 6,5

wie oben, + 0,192 g CaCl 2H,0, auf 1 1 aqua dest. mit HCI auf pH 6,5 eingestellt
Tyrode pH 7,2

wie oben, ad 1 1 aqua destillata, mit HCL ad pH 6,5

Szintillatorfliissigkeit Quicksafe A, Zinsser Analytik (Frankfurt Deutschland)

3.9 Gerate

Biofuge A, Heraeus (Hanau, Deutschland)

CO2-Inkubator IR 1500, Flow Laboratories (Meckenheim, Deutschland)
Hamilton Prizisionsspritze 50 pl, Hamilton (Darmstadt, Deutschland)
Liquidszintillationscounter, Philips (Hamburg, Deutschland)

Milli Q Wasseraufbereitungsanlage, Millipore (Eschborn, Deutschland)
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e Photometer (Modell Uvicon 860), Kantron Instruments (Schweiz)

o Sterilbank (laminar air flow) Typ BSB, 4a, Flow Laboratories (Meckenheim,
Deutschland)

o Wigezelle, Hottinger Baldwin Messtechnik (Langen, Deutschland)

e Zentrifuge RPC Rotanta, Hettich (Tuttlingen, Deutschland)

3.10 Experimentelles Protokoll

Fir die Versuche wurde ein experimentelles Protokoll und ein individueller
Versuchsplan erstellt, bei dem insbesondere unterschiedliche Stoppzeiten fiir die
Bestimmung des zeitlichen Verlaufs beriicksichtigt wurden, d. h. dass insbesondere
verschiedene Stimuli mit unterschiedlichen Versuchszeiten durch zeitversetzte Zugabe
der Stimuli auf einer 12-well-Platte zusammengefasst werden konnten. Bei PAF und
Prostazyklin wurden die Messwerte mit der mitgefiihrten Standardreihe verglichen und
bei Prostazyklin den entsprechenden Einheiten zugeordnet, die bei der graphischen
Darstellung der X-Achse entsprachen. Bei der Messung der Inositolphosphate und der
graphischen Darstellung der Versuche mit PAF wurde wegen der unterschiedlichen
Versuchsbedingungen auf eine Einheit verzichtet und stattdessen die Messwerte in
Relation zu den jeweiligen Leerwerten gestellt, wobei als Mal} die Anzahl der vom [3-
Counter gemessenen Zerfille (counts per minute/cpm) genommen wurde. Fiir die Dosis
der Reagenzien und Stimuli sowie der Bakteriensuspension bzw. des Uberstandes

wurden tibliche Standardmengen verwendet.

3.11 Statistik

Von allen Versuchsanordnungen wurden je vier Versuche durchgefiihrt; mit Ausnahme
der Hauptwerte fiir PAF, bei denen wegen der methodisch bedingten héheren Streuung
zur Erzielung eines signifikanten Ergebnisses jeweils acht Messwerte ermittelt wurden.
Fiir jeden Messzeitpunkt wurde ein eigener Leerwert (lediglich Bakterien-Medium statt
Stimulus) ermittelt. Die vier bzw. acht Messwerte wurden gegeniiber den
entsprechenden Leerwerten mittels des Student'schen t-Tests (zweiseitig, ungleiche
Varianz) auf Signifikanz iiberpriift, wobei als Grenzwert eine Irrtumswahrscheinlichkeit

von 5% gesetzt wurde (p=0,05).
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4 ERGEBNISSE

Die Besonderheit von enterohdmorrhagischen E. coli (EHEC) besteht sowohl in der
Auslosung einer schweren hidmorrhagischen Entziindung am Darm als auch der
Entwicklung eines generalisierten Krankheitsbildes mit schweren Stoérungen im
gesamten Organismus in Form des hdmolytisch-urdmischen Syndroms (HUS). Zur
Klédrung dieser Phinomene sind daher insbesondere bakterielle Pathogenitétsfaktoren zu
untersuchen, von denen angenommen werden kann oder bekannt ist, dass sie
systemische Wirkungen ausiiben. Neben den Shiga-like-Toxinen ist dabei das neu
charakterisierte fir EHEC spezifische Hamolysin von besonderem Interesse. Als
Zielzelle des Toxins im Versuchsansatz bietet sich andererseits die Endothelzelle an,
die wesentlicher Vermittler systemischer Wirkungen ist und deren Schaden auch
nachweislich bei der Ausbildung des hédmolytisch-urdmischen Syndroms im

Vordergrund steht.

Dieses Wechselspiel zwischen dem Hamolysin und der Endothelzelle musste in
konkrete Fragestellungen und Versuchsanordnungen umgesetzt werden. Wesentliches
Ziel war dabei die Erfassung der Wirkung des EHEC-Hamolysins auf die wesentlichen
von Endothelzellen gebildeten Stoffwechselprodukte. Die primére Frage war die nach
der Aktivierung der Signaltransduktion durch Phosphatidylinositol-Hydrolyse. Als
wesentliche Folge einer Endothelzell-Aktivierung wurde die mdgliche Bildung der
Entziindungsmediatoren Prostazyklin und des Pléttchen-aktivierenden Faktors (PAF)
untersucht. Von zusitzlichem Interesse war auch der genauere Mechanismus der
ausgelosten Signaltransduktion, wobei fiir eine erste Orientierung ein unspezifischer
Inhibitor einer Tyrosinkinase (Genistein) eingesetzt wurde.

Fir das Modell der GefaBinnenwand dienten humane Nabelschnur-Endothelzellen
(HUVEC). Als Bakterien wurde ein rekombinanter boviner EHEC- (bzw. Shiga-like-
produzierender) Stamm verwendet, der in einem Vektorplasmid lediglich die EHEC-
Héamolysin-Sequenz enthielt (413/89y+).

Zur Einordnung der Versuchsergebnisse wurde in allen Versuchsanséitzen neben
Kontrollwerten parallel der uropathogene Wildtyp (UPEC) mitgefiihrt. Von diesem ist

eine reichliche Produktion des sehr dhnlichen a-Hédmolysins bekannt. Verglichen
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wurde dabei auch die Aktivitit des Uberstandes des Kulturmediums (ohne Bakterien)
unter der Frage einer freien Sekretion der Himolysine. Als Kontrolle diente jeweils ein
apathogener E. coli-Stamm mit dem Vektorplasmid sowie Bakterienmedium (LB). Die
Ergebnisse lassen sich nun wie folgt in verschiedenen Gruppen betrachten (signifikante

Abweichungen zum zeitgleichen Leer-/Kontrollwert wurden jeweils mit * markiert):

4.1 Das EHEC-H:imolysin bewirkt bei humanen Nabelschnur-Endothelzellen
(HUVEC) einen signifikanten Anstieg von Inositolphosphaten (IP,)

Der das EHEC-Hémolysin produzierendende rekombinante Stamm, im Folgenden
abgekiirzt als 413/89u1y+, induzierte eine signifikante Phosphatidylinositol-Hydrolyse in
den humanen Nabelschnur-Endothelzellen (HUVEC) mit einem maximalen Faktor von
2,8 gegeniiber dem zeitgleichen Leer-/Kontrollwert, drei Stunden nach Beginn der
Inkubationszeit (Abb. 5). Dabei zeigte sich ein signifikanter Anstieg erst nach 2 h.
Anzumerken ist, dass der Kontrollstamm keine Signaltransduktion hervorrief, so dass
der Kontrollstamm und die Inkubation alleine mit Bakterienmedium praktisch
identische Messwerte zeigten; daher wurde als Bezugswert (Leer-/Kontrollwert) jeweils

der Mittelwert dieser beiden Betridge verwendet.

413/89Hly+ - Inositolphosphat

450 *

Counts/cpm

100 +
50 +
0 1 1 1 1 |
0 50 100 150 200 250
Zeit/min
—e— 413/89Hly+ Bakterien und Uberstand —x— Kontroll-Stamm —e— LB - Medium
Abb. 5
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4.2 Von den wesentlichen endothelialen Entziindungsmediatoren PAF und
Prostazyklin aktiviert das EHEC-Hamolysin nur die PAF-Synthese, jedoch nicht
die Prostazyklin-Synthese

Das EHEC-Himolysin bewirkt einen langsamen Anstieg des Plittchen-
aktivierenden Faktors (PAF)

Nach Inkubation der Endothelzellen mit dem das Hamolysin produzierenden EHEC-
Stamm 413/89%y;y+ kam es zu einem langanhaltenden und kontinuierlichen Anstieg der
PAF-Konzentration (Abb. 6): Dabei war sogar auch am Ende des Versuchszeitraumes
noch kein Ende der Zunahme absehbar: der 3h-Wert betrug Faktor 1,64 gegeniiber dem

Leer-/Kontrollwert (bzw. einer Steigerung um 64%).

413/89HIy+ - PAF

6500 -
6000 -
5500 -
5000 - %

§ 4500 | *

4000 -

3500 -

3000 -

2500 T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Zeit/min

——413/89Hly+ —¥— Kontroll-Stamm —@— LB-Medium
Abb. 6
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Das EHEC-Hamolysin hat keinen signifikanten Einfluss auf die Prostazyklin-
Synthese

Die Bestimmung der Prostazyklin(PGI2)-Produktion erfolgte indirekt iiber die Messung
des Metaboliten PGF;,,.

Das EHEC-Hémolysin, im Folgenden auch als Hlygggc abgekiirzt, konnte beit HUVEC
keine Induktion der Prostazyklin-Synthese bewirken; auch im lingeren Verlauf zeigen
413/891y+ und der Kontroll-Stamm keinerlei Anstieg der PGF1a-Konzentration. Wie in
der Grafik ersichtlich (Abb. 7), ist dariiber hinaus, d. h. ab 2 h Versuchsdauer, sogar
eine Hemmung der physiologischen Prostazyklin-Synthese zu diskutieren: Der
geringste Einfluss auf die Synthese ist von dem reinen Bakterienmedium zu erwarten.
Wenn man dieses als entscheidenden Kontrollwert verwendet, wiirde eine Hemmung
auf durchschnittlich 42 % (Faktor 0,42) der physiologischen Synthese vorliegen.
Dagegen spricht allerdings, dass auch die Kontrollstimme teilweise diesen Effekt

zeigen (durchschnittlicher Faktor 0,54, siehe Diskussion).

413/89Hly+ - Prostazyklin

1400 -

1200 -

1000 -

800 -

600 -

PGF 1ain pg/ 100 pl

200 —+

0 1 1 1 1 1 1
0 50 100 150 200 250 300
Zeit/min
——413/89Hly+ —x¢— Kontroll-Stamm —e— LB-Medium

Abb. 7
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4.3 a-Himolysin uropathogener E. coli (UPEC) bewirkt bei HUVEC einen noch
stirkeren Anstieg von Inositolphosphaten als das EHEC-Himolysin, zeigt jedoch
ein anderes Aktivierungsmuster von Entziindungsmediatoren: Es stimuliert bei
HUVEC nur begrenzt die PAF-Synthese, jedoch ausgeprigt die Prostazyklin-
Synthese

Die Zugabe von 200 ul UPEC-Suspension (in Bakterien-Medium) bewirkte bei den im
Versuch eingesetzten humanen Nabelschnur-Endothelzellen (HUVEC) eine sehr
wirksame und schnelle Induktion der Inositolphosphat-Bildung (Abb. 8): Bereits nach 5
Minuten kam es annidhernd zu einer Verdoppelung des Ausgangswertes. Das Maximum
wurde etwa nach 2 h mit etwa dem 9-fachen des zeitgleichen Leer-/Kontrollwertes
erreicht (Faktor 9,2). Dieser Effekt kann im Wesentlichen dem o-Hdmolysin

zugeschrieben werden (siehe unten).
1600 + UPEC - Inositolphosphat

*
A

1400 +

L—i *
L— %

1200 +

1000 + *

800 +

L—
1/4

600 —+

L—

400 +

[

200 —+
- ——— —— -

0 1 1 1 1 1 1
0 50 100 150 200 250 300
Zeit/min
UPEC Bakterien und Uberstand —k— Kontroll-Stamm —e— LB - Medium

Abb. 8
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Der Vergleich zwischen den beiden Stimmen verdeutlicht den schnelleren und
wesentlich stirkeren Effekt des a-Hamolysins (UPEC) gegeniiber Hlygppc (Stamm
413/891y+, Abb. 9).

1600 +
Vergleich UPEC / 413/89Hly+ - Inositolphosphat
%
%k
1400 +
%
T A
1200 + A A
1000 +
%
£
o
9
(7]
< 800 +
S A
o
(&)
A
600 + [
0 1 1 1 1 1 1
0 50 100 150 200 250 300
Zeit/min
—e— 413/89Hly+ Bakterien und Uberstand UPEC Bakterien und Uberstand
—¥— Kontroll - Stamm —@—LB - Medium

Abb. 9
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Der Vergleich der Wirkung von UPEC auf Endothelzellen mit isoliertem
o-Hamolysin weist darauf hin, das bei UPEC das o-Hdmolysin fiir den

Inositolphosphat-Anstieg verantwortlich ist:

Vergleich UPEC / a-Hamolysin - Inositolphosphat

800 -
700 - UPEC Bakterien und
Uberstand
—>—UPEC Uberstand allein
600 -
—@— LB - Medium
500 -

—+—a-Hamolysin 0,1 HU

—=—a-Hamolysin 1 HU

Counts/cpm
N
o
o

w

o

o
I

—l— a-Hamolysin 5 HU

a-Hamolysin 10 HU

200 +
L
100 +
0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
Zeit/min
Abb. 10

Die Grafik (Abb. 10) zeigt im Vergleich zur a-Hémolysin-Produktion durch den UPEC-
Wildstamm die Bildung von Inositolphosphaten durch isoliertes a-Hédmolysin eines
Standard-Stammes. Von diesem wurde die gezeigte Dosisreihe bei sonst gleichem
Versuchsaufbau eingesetzt. Als Einheit ist die Himolytische Einheit [HU] iiblich. Wie
die Graphik zeigt, diirfte die geschitzte Aktivitit des vom Wildtyp sezernierten o-
Héamolysins dabei etwa der Dosis von 1 HU entsprechen. Diese Dosis entspricht auch
der wirksamsten Dosis in den Literaturangaben.

Fiir das EHEC-Hémolysin ist eine solche Standardreihe bislang nicht mdglich, da noch

nicht mit isoliertem Toxin gearbeitet wurde.
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a-Himolysin bewirkt im Gegensatz zum EHEC-Héamolysin nur eine zeitlich
begrenzte vermehrte Bildung des Plittchen-aktivierenden Faktors (PAF)

Die Analyse von freiem und zellgebundenen PAF zeigte eine deutliche Bildung dieses
Lipidmediators als Antwort auf das von UPEC gebildete a-Hémolysin. Dabei konnten
signifikant iiber die Kontrollen hinausgehende Werte nachgewiesen werden mit einem
Maximum von 28 % (Faktor 1,28) gegeniiber dem gleichzeitigen Leer-/Kontrollwert.
Im weiteren Verlauf bis zu 1 h kam es allerdings zum Wiedererreichen des Leer-

/Kontrollwertes (Abb. 11).

PAF - Ubersicht

6500 -

6000 - *

5500 -

5000 - %k

4500 - *

cpm

4000 - -

*

3500 + T

3000 -

2500 T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Zeit/min

—e—413/89HIy+ UPEC —x— Kontroll-Stamm —e— LB-Medium

Abb. 11.
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Das o-Himolysin uropathogener E. coli (UPEC) induziert im Gegensatz zum

EHEC-Hamolysin eine hochgradige Steigerung der Prostazyklin-Synthese

Als Antwort auf die UPEC-Einwirkung wurde eine deutliche Produktion dieses

Mediators beobachtet (Abb. 12) mit einem friihzeitigen ausgepridgten Anstieg und

einem Maximum bei 2 h mit der 8,3-fachen Konzentration des Ausgangswertes (LB-

Medium 5 min.) bzw. der 3,4-fachen Konzentration gegeniiber dem 2 h-Leerwert (LB-

Medium). Die lediglich mit dem Bakterienmedium inkubierten Endothelzellen zeigten

dabei im ldngeren Verlauf ebenfalls einen geringen Anstieg des Prostazyklin-Spiegels.
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3500 -

3000 -

N
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o
|

UPEC - Prostazyklin
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- %
=
G 1500 1A A
o

1000 +

500 + " "

- —X
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UPEC —x— Kontroll-Stamm —e— LB-Medium
Abb. 12
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44  o-Himolysin wird von UPEC iiberwiegend frei sezerniert, das EHEC-

Himolysin nur in geringem Ausmaf}

Fiir die Fragestellung, ob die Hdmolysine frei sezerniert werden oder ob eine Bindung
an die Zielzelle erforderlich ist, wurden zentrifugierte Bakterien-Uberstiinde alleine mit
den Endothelzellen inkubiert, bei sonst identischen Versuchsbedingungen. Als Mal3 der
Aktivitidt des Himolysins wurde wiederum der Anstieg der Inositolphosphate bestimmt.
Die Werte wurden verglichen mit denen von im gleichen Versuchsansatz eingesetzten
Bakterien und Uberstinden zusammen.

Die Inkubation lediglich mit Uberstéinden des rekombinanten Stammes 413/89y-+ , der
das Gen des EHEC-Hémolysins enthilt, zeigte zundchst einen parallelen Verlauf mit
einem hier langsamen und geringen Inositolphosphat-Anstieg bis etwa 2 h. Danach kam
es jedoch zu keinem weiteren Anstieg, so dass die Maximalwirkung des Uberstandes
nur 26 % der Maximalwirkung der Bakterien mit Uberstand zusammen entsprach (d. h.

Faktor 1,5 des Leer-Kontrollwertes, Abb. 13).

413/89HIy+ Bakterien und Uberstand / Uberstand allein -
Inositolphosphat
500 —+

*

450 +
400 -
350
300 +
250 +

Counts/cpm

200 ~
150

100 +

0 50 100 150 200 250 300
Zeit/min

—e— 413/89HIy+ Bakterien und Uberstand —m— 413/89Hly+ Uberstand allein
—x— Kontroll-Stamm ——LB - Medium

Abb. 13
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Bei UPEC =zeigte sich innerhalb der ersten Stunde ein paralleler Verlauf, bei den
weiteren Messwerten erreichten die Uberstinde allein jeweils etwa 72 % der
entsprechenden Wirkung von Bakterien und Uberstand zusammen bzw. Faktor 6,9 des

entsprechenden Leer-/Kontrollwertes (Abb. 14.).

UPEC Bakterien und Uberstand / Uberstand allein - Inositolphosphat

1600 —+
5k
1400 - * T
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=
o
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600 +| ‘=
A
400 11
AN
200
- —— —— —
0 | | | | | |
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UPEC Bakterien und Uberstand UPEC Uberstand allein
—x— Kontroll-Stamm —@— LB - Medium
Abb. 14
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4.5  Die Himolysine zeigen jeweils eine partielle Tyrosinkinase-Abhéngigkeit in

der Signaltransduktion

Der durch das EHEC-Hamolysin bedingte Inositolphosphat-Anstieg bei HUVEC
ist teilweise Tyrosinkinase-abhiingig

Fiir die orientierende Frage nach dem Mechanismus der durch das EHEC-Hédmolysin
ausgelosten Signaltransduktion, insbesondere der Abhéngigkeit von einer (oder
mehreren) Tyrosinkinasen wurde dem Versuchsansatz 10 Minuten vor
Versuchsbeginn Genistein (Endkonzentration 250 uM) hinzugegeben. Diese Substanz
hemmt unspezifisch verschiedene Tyrosinkinasen.

Der Stammes 413/89uy+ erreichte in dieser Versuchsreihe zundchst ohne Einsatz von
Genistein wie in den vorausgegangenen Versuchen Werte bis Faktor 2,7 der Kontrollen
Die Inkubation mit Genistein bewirkte eine hochgradige Hemmung des
Inositolphosphat-Anstiegs (Abb. 15), der nur noch durchschnittlich Faktor 1,3 des Leer-
Kontrollwertes erreichte, was einer 75 %igen Hemmung entspricht. Dieser Effekt nahm
im zeitlichen Verlauf noch zu: Nach 2 h zeigte sich eine Hemmung um 37 % des

zeitgleichen ungehemmten Wertes, nach 4 h um 100 %.

413/89HIy+ mit/ohne Genistein - Inositolphosphat
450 +

*

400

350 -

300 -

250
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Abb.15 o 413/89Hly+ —m—413/89Hly+ mit Genistein —@— LB-Medium
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Der durch das a-Hédmolysin bedingte Inositolphosphat-Anstieg bei HUVEC ist in
etwas geringerem Ausmal} Tyrosinkinase-abhiingig

Als ein weiterer Unterschied zwischen den Hémolysinen kann eine geringere
Abhingigkeit der Signaltransduktion des a-Hédmolysins von einer (oder mehreren)
Tyrosinkinasen nachgewiesen werden: Wie in der Darstellung ersichtlich (Abb. 16),
wurde die Induktion der Inositolphosphat-Bildung in Endothelzellen durch
uropathogene E. coli (UPEC) unter Zugabe von Genistein um 46 % verglichen mit dem
Maximalwert gehemmt. Der Maximalwert betrug dabei in dieser Versuchsreihe Faktor

8,2 des Leerwertes, mit Genistein zusammen nur noch Faktor 4,9.

In Kontrollversuchen wurde gezeigt, dass Genistein alleine den Inositolphosphatspiegel

nicht beeinflusst (nicht dargestellt).

1600 + UPEC mit/ohne Genistein - Inositolphosphat
%

1400 +

1200 + *
A _

1000 -

T
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UPEC —¢ UPEC mit Genistein —@— LB-Medium

Abb. 16
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4.6  Kontrollexperimente

Kontrollexperimente mit LDH zeigen, dass die beobachteten Effekte keine
Artefakte durch die lange Versuchsdauer sind

Die LDH-(Lactatdehydrogenase-)Freisetzung gilt als unspezifischer Marker einer
Zellschadigung. Mit deren Bestimmung sollten zwei Hauptziele erreicht werden:

1. Die Vitalitdt der Zellen auch im ldngeren Versuchsverlauf nachzuweisen und damit
die repréasentative Aussage liber die Zellfunktion zu sichern.

2. Eine Stimulation der Zellfunktion {iber die bloBe Schadigung der Zelle (z. B. durch
Lyse) oder durch Zellstress (,,Notfallaktivierung®) auszuschliefen und vielmehr
rezeptorgesteuerte oder andere spezifische Funktionen zu bestétigen.

Die im Folgenden genannten Versuche wurden unter den gleichen Bedingungen wie bei

den bisher genannten Messungen durchgefiihrt.

Der UPEC-Stamm bewirkte nach 15 min. keine LDH-Freisetzung im Vergleich zum
Leerwert (Abb. 17). Nach dreistiindiger Inkubation von 413/89yy+ zeigten sich etwa
doppelte Werte im Vergleich zu der nur mit dem Medium inkubierten Kontrolle.

Die Zugabe des Bienengifts Mellitin als Positivkontrolle bewirkte jedoch bereits nach

45 min. die fast 10fache Freisetzung im Vergleich zum Leerwert.

LDH
250 -

200 ~

150 ~

Units

100 ~

50

413/89Hly+ 3 h UPEC 15 min. Mellitin 45 min LB3h
Abb. 17
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Bei UPEC beweist der niedrige LDH-Wert bei 15 min. dass die Phosphoinositol-
Antwort der schidigenden Wirkung deutlich vorausgeht, da sich zu diesem Zeitpunkt
schon deutlich vermehrt Inositolphosphate finden (s. 0.). Fiir isoliertes a-Hamolysin ist
bekannt, dass es erst in einer Konzentration von 10 HU/ml einen signifikanten LDH-
Anstieg als Zeichen eines Zellschadens bewirkt [100], eine Dosis, die hier —geschétzt- fiir
das a-Hamolysin bei weitem nicht vorlag (s. o.).

Fiir 413/89y+ ist dhnliches anzunehmen, insbesondere auch dadurch, dass die bisher nicht
messbaren Konzentrationen des EHEC-Hdmolysins deutlich niedriger als die des o-

Hémolysins sein diirften, da das EHEC-Héadmolysin in geringerem Umfang sezerniert wird

(s. 0.).

Kontrollexperimente mit Acetylsalicylsdure zeigen, dass die Methode der
Prostazyklin-Messung die Prostazyklin-Konzentration im Versuchsaufbau erfasst
Ein weiteres Kontrollexperiment war die einstiindige Inkubation mit einem bekannten
wirksamen Inhibitor der Prostazyklinsynthese, Acetylsalicylsdure (ASS). Diese konnte
die  Wirkung des hochpotenten  Ca' -Porenbildners  A23187 auf die
Prostazyklinsynthese vollstindig verhindern, was zeigt, dass die in den Versuchen
erhaltenen Messwerte tatsichlich der Prostazyklin-Konzentration dquivalent sind (Abb.
18).

4500 - A23187 | A23187 + ASS - Prostazyklin

4000 -
3500 -
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Abb. 18
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S DISKUSSION

Die durchgefiihrten Experimente hatten das Ziel, das neu entdeckte bzw.
charakterisierte Exotoxin enterohdmorrhagischer E. coli (EHEC), das fiir EHEC
spezifische Hamolysin (Hlygggc) im Modell mit humanen Nabelschnur-Endothelzellen
(HUVEC) zu untersuchen. Diese Zellreihe wurde gewéhlt, da bei EHEC neben einer
schweren lokalen himorrhagischen Entziindung im Dickdarm die systemische Wirkung
von besonderer Bedeutung ist, bei der wiederum Endothelzellen eine entscheidende
Rolle spielen. Dabei kommt es zur Ausbildung des so genannten hidmolytisch-
urdmischen Syndroms. Verschiedene Faktoren in dessen Pathogenese sind inzwischen
bekannt, jedoch nichts iiber die Bedeutung des EHEC-spezifischen Hamolysins. Ziel
der Versuche war es daher, die wichtigsten bekannten Reaktionsmechanismen der
Endothellzellen unter Einwirkung dieses Hadmolysins zu {iiberpriifen: neben der
Signaltransduktion mittels Inositolphosphaten die Bildung der Entziindungsmediatoren
Prostazyklin und des Plittchen-aktivierenden Faktors (PAF). Verwendet wurde dazu der
anndhernd selektiv das EHEC-Hamolysin produzierende rekombinante Bakterienstamm
413/89u1y+, und zwar teils als Bakteriensuspension, teils als deren Uberstand. Um die
Ergebnisse besser einordnen zu kénnen, wurde im gleichen Versuchsansatz jeweils ein
uropathogener E. coli-Stamm (UPEC) mitgefiihrt; dieser produziert das ldnger bekannte
und strukturell sehr dhnliche a-Hamolysin. Neu an der Versuchsanordnung war dabei
auch der Einsatz eines UPEC-Wildstammes, da bisherige Untersuchungen nur mit
isoliertem a-Hédmolysin durchgefiihrt wurden.

Die Thematik wurde in folgende konkrete Fragestellungen umgesetzt, die zusammen

mit den eigenen Ergebnissen im Folgenden diskutiert werden:

1. Hat das EHEC-Hadmolysin Einfluss auf die Signaltransduktion mittels
Phosphoinositol-Antwort bei humanen Nabelschnur-Endothelzellen (HUVEC)?

2. Bewirkt das EHEC-Hadmolysin bei humanen Nabelschnur-Endothelzellen

(HUVEC) eine Bildung der Entziindungsmediatoren Prostazyklin (PGI;) und des
Plattchen-aktivierenden Faktors (PAF)?
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3. Lasst sich die fiir isoliertes o-H&molysin bekannte Signaltransduktion in
HUVEC auch mit dem uropathogenen Wildtyp nachweisen? Welche
Unterschiede bestehen zum EHEC-Hidmolysin?

4. Handelt es sich bei dem EHEC-Héamolysin um ein frei sezerniertes Produkt oder
ist der unmittelbare Kontakt zwischen Bakterium und Endothelzelle fiir die

Wirkung des Himolysins erforderlich?

5. Welche Mechanismen liegen der durch das EHEC-Hadmolysin ausgeldsten
Signaltransduktion bei HUVEC zugrunde? Besteht eine Abhingigkeit von einer

Tyrosinkinase?

6. Lassen sich neue Hypothesen iiber die pathopysiologische und klinische
Bedeutung der E. coli-Hamolysine, insbesondere des EHEC-Hémolysins,

ableiten?

5.1 Das EHEC-Himolysin bewirkt bei humanen Nabelschnur-
Endothelzellen (HUVEC) einen signifikanten Anstieg von
Inositolphosphaten (IP,) und steuert damit die bakterielle Adhiision

Hlygnec induziert bei HUVEC einen langsamen Anstieg von Inositolphosphaten

Im Versuch wurde ein rekombinanter Shiga-like produzierender E. coli-Stamm
verwendet, entstanden aus einem Hamolysin-negativen bovinen EHEC-Stamm (413/89-
6), dem in einem Plasmid die Sequenz des EHEC-Hdmolysins (Hlygnec) zugefiigt
worden war. Der resultierende Stamm, im Folgenden vereinfacht immer als
,»413/8%m1y+* bezeichnet, ldsst damit eine quasi isolierte Betrachtung der Wirkung des
Héamolysins zu. Als Kontrollstamm wurde jeweils ein apathogener E. coli Stamm (470)
verwendet, der nur das Vektorplasmid enthielt. Als Bezugswert (Leerwert) fiir die
beobachteten Effekte wurden jeweils zeitgleich zum Stimulus Endothelzellen lediglich

mit Bakterien-Medium versetzt.
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Der rekombinante Stamm 413/gon1y+ induzierte eine signifikante Phosphatidylinositol-
Hydrolyse in den Endothelzellen mit dem 2,8fachen des Leer-/Kontrollwertes und
einem Maximum bei drei Stunden nach Beginn der Inkubationszeit.

Dies ist ein relativ langsamer Effekt, im Gegensatz z. B. zu vielen Wachstumsfaktoren
und Hormonen [101] und auch zum o-Hadmolysin (s. u.), jedoch dhnlich wie bei der
durch EPEC ausgelosten Signaltransduktion (s. u.).

In bisherigen Untersuchungen mit EHEC-Wildstimmen wurde bereits grundsétzlich
eine Signaltransduktion fiir EHEC nachgewiesen. Diese zeigt in ihrer Auspriagung und
im zeitlichen Verlauf Ahnlichkeit zu der von EPEC (s. u.): Ismaili et al. inkubierten
1995 Kulturen der humanen Epithelzell-Linie Hep-2 mehrere Stunden mit
verschiedenen VTEC- (Synonym fiir EHEC) Stimmen. Dabei zeigte sich eine
Anhebung des Inositolphosphat-Spiegels um durchschnittlich 167 + 25 %. Diese Werte
waren dhnlich denen mit EPEC erzielten [102]. Neue eigene Versuche mit dem EHEC-
Wildstamm EDL 933 [103, unveroffentlichte Daten] zeigten ebenfalls nach 3 h eine um
etwa 90 9% erhohte Konzentration von Inositolphosphaten gegeniiber dem

Ausgangswert.

Die genaue Rolle des durch das Hamolysin ausgelOsten Inositolphosphat-Anstiegs bei
EHEC ist im Folgenden zu diskutieren, wobei lokale und systemische Wirkungen zu
unterscheiden sind. Fiir enteropathogene E. coli (EPEC), welche dhnliche strukturelle
Verdnderungen an der Darmschleimhaut bewirken, ist die Bedeutung verschiedener
Formen der Signaltransduktion fiir ihren Pathomechanismus bekannt. Es erscheint daher
sinnvoll, zunédchst die bei EPEC bereits bekannten Phdnomene (siehe auch Einleitung)

noch einmal zu erértern, um mdogliche Parallelen zu EHEC zu erkennen:

Bei enteropathogenen E. coli (EPEC) treten dhnlich wie bei EHEC verschiedene
Formen der Signaltransduktion auf, die in Zusammenhang mit der Bildung der
AE-Lision stehen

Eine EPEC-Infektion 16st bei Darmepithelzellen verschiedene Vorgidnge aus, die im
weiteren Sinn zu den Signaltransduktions-Mechanismen gezéhlt werden: Zytoskelett-
Veranderungen mit einer Umstrukturierung von Aktin [104], eine Phosphorylierung von
leichten Myosin-Ketten [105] sowie der Tyrosin-Phosphorylierung des Intimin-
Rezeptors (Tir, frither Hp90 genannt) [106]. Mit einem Anstieg der second-messenger-

Molekiile freies intrazelluldres Ca®" [107] und der Inositolphosphate kommt es zur
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Signaltransduktion im engeren Sinn [108,109,101]. Das zeitliche Maximum fiir die
Inositolphosphate wird bei 3-4 h angegeben [104,108], auch die Ca®"-Freisetzung und
Tyrosin-Phosphorylierung treten entsprechend spét auf [110,108].

Alle Vorginge resultieren bzw. sind Teil der Ausbildung der fiir EPEC

charakteristischen attaching and effacing-(AE-)Lasion:

Die ,,attaching and effacing-“(AE)Lision als Kombination von Adhésion und
Zellumstrukturierung ist das wichtigste Korrelat der Pathogenese von EPEC

Die Adhdrenz von Bakterien an die Wirtszelle stellt zunédchst eine wesentliche
Bedingung dar, um einerseits die lokale Konzentration von bakteriellen Produkten zu
erhéhen und andererseits gegebenenfalls auch in die Zelle einzudringen.

Die erste lockere Anheftung des Bakteriums an die Epithelzelle der Darmschleimhaut
erfolgt bei EPEC {iber Fimbrien. 1991 beschrieben Giron et al. [111] induzierbare
Fimbrien, die von EPEC produziert werden und die dazu neigen, zu aggregieren und
Biindel zu formen (,,bundle-forming pilus“/BFP). Weitere von EPEC produzierte
Fimbrien sind bekannt.

Nach Anheftung der Bakterien an die Zelloberfliche kommt es zu ausgedehnten
Verianderungen der Ultrastruktur mit einerseits einem Verlust von Mikrovilli an den
Stellen, an denen die Bakterien binden und andererseits zu einer Elongation an
angrenzenden Abschnitten. Dieser Vorgang ist Folge einer ausgedehnten
Umstrukturierung von Aktin mit dem Ergebnis der Bildung von charakteristischen

Becher-dhnlichen Sockeln [31,32].

Erste Schritte der Bildung der AE-Lision sind die Bildung von Intimin und dem
Intimin-Rezeptor

Im EPEC-Chromosom befindet sich die so genannte LEE-Region mit einer Grofle von
35 kbp, die alle bekannten, fiir die Bildung der AE-Lésionen notwendigen
Virulenzfaktoren codiert (LEE=locus for enterocyte effacement). Innerhalb dieser
Region liegt das eae- (frither eaeA genannt) Gen. Dieses codiert ein 94 kDa
grofles Protein der dulleren Bakterienmembran [33], welches fiir die enge Anheftung
(attachment) von EPEC zu Epithelzellen verantwortlich ist [112]. Dabei ist es offenbar
weitgehend nur filir diesen Anheftungs-Aspekt der attaching and effacing (AE)-Lésion
erforderlich, da die eae-Mutanten die iibrigen mit der AE-Léision in Zusammenhang

stehenden Fahigkeiten behalten [106,101,35,113]. Das Protein ist hoch homolog zu
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Invasin, dem Produkt der inv-Gene von Yersinia enterocolica und
Y. pseudotuberculosis und wurde ,,Intimin“ benannt [110].

Das homologe Invasin fordert die bakterielle Invasion durch Bindung an eukaryote
Transmembran-Proteine, und zwar speziell an das B;-Integrin. Ahnlich wie Invasin kann
auch Intimin an die extrazellulire Domidne von eukaryoten Transmembran-Proteinen
binden [114].

Fiir Bakterien, die Invasin oder Intimin bzw. dhnliche Proteine bilden, ist bekannt, dass
der C-terminale Abschnitt (280 Aminosduren) dieser Proteine Rezeptor-bindende
Aktivitat enthdlt [115]. Fiir Intimin ist der entsprechende Rezeptor ein urspriinglich Hp
90 genanntes 90 kDa-Protein in der Wirts-Zellmembran. Kenny et al entdeckten 1997,
dass dieses Protein bakteriellen Ursprungs ist und von EPEC in die Wirts-Zellmembran

integriert wird; seitdem wird es als Tir (translocated intimin receptor) bezeichnet [116].

EHEC bilden in ahnlicher Weise wie EPEC die AE-Lasion mit Intimin und
Intimin-Rezeptor

Unterschiede zu EPEC bestehen zundchst beim Erstkontakt: Im Gegensatz zu EPEC
bilden EHEC keine ,,bundle-forming pili“ (BFP) [117], fiir einen Teil der Stimme sind
jedoch einzelne andere Adhésine nachgewiesen.

Andererseits besitzen EHEC die gleiche LEE-Region und damit gleichermalen alle
bekannten, fiir die Bildung der AE-Lésionen notwendigen Gene. Es gibt konkrete
Hinweise, dass die AE-Ldsion auch bei EHEC-Stimmen den wesentlichen
Adhirenzfaktor darstellt, da sie mit der Produktion anderer wesentlicher Faktoren eng
korreliert: In einer Untersuchung von Shiga-Toxin produzierenden E. coli (entspricht
EHEC) von Sandhu et al. wurde die Himolysin-Gensequenz in 98 % der eae-positiven
Isolate nachgewiesen, jedoch nur in 34 % der eae-negativen Isolate [117].

Wiéhrend AE-Léasionen fir EPEC auch direkt bei Patienten nachgewiesen wurden
[118,119], war dies fir EHEC bislang erst in Gewebekulturen und im Tiermodell
moglich [39,45,46,47].

Die Gene scheinen funktionell gleichwertig zu sein, da bei EHEC-eae-Mutanten die
fehlende Funktion sowohl durch Auffiillen mit dem EHEC eae-Gen als auch mit dem
EPEC-eae-Gen wiederhergestellt werden kann.

Die préadiktiven (vorhergesagte) Aminosdure-Sequenzen beider Proteine (Intimine) sind
zu 83% identisch, wobei die Unterschiede im C-terminalen Bereich liegen, der fiir die

Rezeptorbindung verantwortlich ist [120,121]. Auch fiir EHEC ist ein Intimin-Rezeptor
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der Wirtszelle (Tir) bekannt, der einem bakteriellen Protein entspricht, welches in die
Zellmembran integriert wird. Ein wesentlicher Unterschied zu EPEC besteht jedoch

darin, dass dieser nicht Tyrosin-phosphoryliert ist (s. 5.5) [123,124].

Die Bildung der AE-Lision wird bei EPEC und EHEC durch den
Inositolphosphat-Signaltransduktionsweg gesteuert, bei EHEC durch das
H:imolysin induziert

Die AE-Lédsion ist bei EPEC und EHEC von der Phosphatidylinositol-Hydrolyse
abhingig: In einer Untersuchung von Dytoc et al. fiihrte die Pufferung des freien
intrazelluldren Calciums (als second messenger) bei EPEC zur Hemmung der Bildung
der AE-Komplexe [109]. In einer neuen Arbeit von Johnson-Henry et al. wurde die
Wirkung verschiedener spezifischer Inhibitoren der Inositolphosphat-Signaltransduktion
auf die Bildung der AE-Lésion bei EPEC und EHEC untersucht [125]. Dabei zeigten
EPEC und EHEC jeweils parallel eine Hemmung der a-Aktinin-Akkumulation bzw. -
reorganisation bei Hemmung aller Schritte der Inositolphosphat-Signaltransduktion.
Damit kann angenommen werden, dass Hlygupc als Induktor des Inositolphosphat-
Anstiegs wesentlich fiir die Steuerung der Bildung der AE-Lision ist. Auch
Beobachtungen beziiglich der Tyrosin-Phosphorylierung des Intimin-Rezeptors
unterstiitzen diese Annahme (siche 5.5).

Die Bedeutung des Héamolysins als ein Hauptfaktor in diesem Mechanismus ist direkt
nachweisbar: Karch et al. zeigten 1987, dass das Plasmid pO157, welches das EHEC-
Hamolysin codiert, fiir die Adhésion zu epithelialen Zellen erforderlich ist, da der
spontane Verlust des Plasmids zum Verlust dieser Fahigkeit fiihrt [85].

Die Bildung der Inositolphosphate geht zwangslaufig zeitlich der Bildung der AE-
Léasion voraus: Dazu passt, dass bei EHEC und EPEC die AE-Lidsion nach

Inkubationszeiten zwischen 3 h und 6 h nachgewiesen wird [126,102,6].
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5.2 Das EHEC-Himolysin fordert durch eine Induktion der PAF-
Synthese ohne gleichzeitige Prostazyklin-Synthese die Ausbildung der

hidmorrhagischen Kolitis

Hlygurec bewirkt einen langsamen Anstieg des Plittchen-aktivierenden Faktors
(PAF)

Der Einfluss auf die PAF-Synthese ist offenbar eine weitere wesentliche Funktion der
Héamolysine. Zumindest finden sich fir EPEC, welche kein Hidmolysin produzieren, in
der Literatur keine Angaben zum Einfluss auf den PAF, wihrend fiir das a-Hdmolysin
einige Kenntnisse vorhanden sind, auch beziiglich des EHEC-Hamolysins gibt es
indirekte Hinweise (s. u.). In den eigenen Versuchen zeigte die Messung von freiem und
zellgebundenen PAF unter Einfluss von 413/89y;,+ einen signifikanten und anhaltenden
Anstieg der Konzentration (maximaler Faktor 1,64 gegeniiber dem Leerwert).
Erstaunlicherweise hatte der durch 413/89y;y+ verursachte Effekt sogar bei ldngeren
Inkubationszeiten (3 h) noch kein eindeutiges Maximum erreicht, so dass der weitere
Verlauf offen ist.

Dieser beobachtete Effekt ist gut vereinbar mit den bisherigen Kenntnissen {iber PAF
bei EHEC-Infektionen. PAF 16st eine Vielzahl von Effekten aus, die im Rahmen des
Schockgeschehens von Bedeutung sind, u. a. eine Thrombozyten-Aktivierung und
-aggregation welche neben anderen Phénomenen (s. u. 5.6) wesentlich in der
Pathogenese des hiamolytisch-urdmischen Syndroms (HUS) sind. PAF wird wihrend
der akuten Phase des HUS im Urin von Patienten gefunden [127], auch im Plasma ist es
beim HUS nachweisbar [128,129].

Die Bedeutung des PAF fiir den mikrozirkulatorischen Schaden bei der
hdmorrhagischen Enteritis (durch verschiedene Erreger) wurde auch konkret
nachgewiesen: In einem Tiermodell von Sjogren et al. mit einem SL-Toxin
produzierenden E. coli-Stamm spielte PAF eine wichtige Rolle [130]. In Versuchen von
Tashiro et al bewirkte eine intraarterielle Injektion von Shiga-like-Toxinen beim
Diinndarm von Ratten himorrhagische Lasionen unter gleichzeitigem Anstieg von PAF.
Diese Effekte wurden durch einen PAF-Antagonisten abgeschwicht [131]. Ahnliche
Ergebnisse berichtete Boku 1994, wobei verschiedene Einzelbefunde einer durch
Clostridium difficile-Toxin ausgeldsten hdmorrhagischen Enteritis durch den PAF-

Antagonisten CV6209 signifikant supprimiert wurden [132]. Auch in einer anderen
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Untersuchung konnte der protektive Effekt eines PAF-Antagonisten gegeniiber einem
durch Endotoxin induzierten PAF-bedingten Mucosa-Schaden nachgewiesen werden
[133].

Fiir das EHEC-Hamolysin, das bisher nicht als isoliertes Toxin verwendet wurde, sind
die eigenen Versuche bisher die einzigen, in denen die unmittelbare Stimulation der
PAF-Synthese durch das Hadmolysin gezeigt wurde. Zusammenfassend besteht damit
offenbar eine synergistische Wirkung von Hlygngc und Shiga-like-Toxin beziiglich der

PAF-Synthese.

Hlygnec zeigt beziiglich der Induktion der PAF-Synthese sowohl eine unspezifische
als auch eine rezeptorvermittelte Wirkung

Die PAF-Synthese von Endothelzellen wird durch erhohte intrazelluldre Ca2+-Spiegel
induziert. Dies kann durch zwei verschiedene Vorginge bewirkt werden: Der eine
besteht in einer intrazelluldren Freisetzung aus Ca®'’- Speichern, bedingt durch einen
spezifischen  rezeptorabhdngigen  Signaltransduktionsweg mit Anstieg von
Inositolphosphaten. Die andere Maglichkeit ist ein transmembrandser Ca®"-Einstrom
von extrazelluldr. Dabei kann wiederum zwischen einem rezeptorbedingten und einem
unspezifischen, durch Membrandefekte bedingten Effekt unterschieden werden.

In bisherigen Untersuchungen an Hlygggc wurden konkrete porenbildende
Eigenschaften nachgewiesen: Es bildet einen etwa 2,6 nm grof3en Kanal, der eine hohe
Kationen-Selektivitdt aufweist [78]. Calcium-lonen wurden bisher nicht direkt
gemessen, es kann jedoch angenommen werden, dass das Toxin analog dem o-
Héamolysin einen Calcium-Einstrom verursacht.

Fiir einen Ca*"-Einstrom von extrazellulir spricht zunichst, dass die PAF-Synthese in
den durchgefiihrten Versuchen relativ frithzeitig stimuliert wird und damit der hier
langsamen Signaltransduktion zeitlich deutlich vorausgeht. Da diese jedoch ebenfalls
eine Erhohung des Ca®’-Spiegels bewirkt, besteht offenbar eine so genannte duale
Wirkung des Hamolysins, d. h. eine Uberlagerung beider Effekte.

Bei anderen Toxinen wurde eine sekundére autokrine Aktivierung der Inositolphosphat-
Bildung durch den PAF diskutiert. Solch ein Effekt kann mit den bisherigen
Untersuchungen hier nicht ausgeschlossen werden. Beim a-Hémolysin ist er jedoch
nicht erforderlich fiir die Inositolphosphat-Bildung (s. u.), dies konnte in Analogie dazu
auch fiir das EHEC-Hamolysin gelten.
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Das EHEC-Hiamolysin bewirkt keinen oder verhindert den Anstieg der
Prostazyklin-Synthese

Prostazyklin ist einer der wichtigsten, von Endothelzellen gebildeten
Entziindungsmediatoren (siche Einleitung). Damit ist auch die Frage von Interesse, ob
sich die Bildung des Prostazyklins von Hamolysinen stimulieren l4sst. Die Bestimmung
der Prostazyklin(PGI,)-Produktion erfolgte hier indirekt iiber die Messung des
Metaboliten PGF,,,.

Hlygpec konnte in den durchgefiihrten Versuchen nicht die Prostazyklin-Synthese
fordern; auch im lingeren Verlauf bewirkten 413/89yy+ ebenso wie der Kontroll-Stamm
keinerlei Anstieg der PGFla-Konzentration. Ob hier ein einfaches Fehlen der
Stimulation oder sogar eine aktive Hemmung der physiologischen Prostazyklin-
Synthese vorliegt, fiir die es in der Literatur Hinweise gibt (s. u.), ist anhand der eigenen
Ergebnisse nicht signifikant zu kldren.

Die Arachidonsidure-Metabolite Prostazyklin (PGI,) und Thromboxan (Tx)A; sind bei
dem hdmolytisch-urdmischen Syndrom von besonderem Interesse. Das von den
Endothelzellen produzierte Prostazyklin ist ein Vasodilatator, welcher auch die
Plattchen-Aggregation und —Adhdsion hemmt. Thromboxan, welches von aktivierten
Thrombozyten freigesetzt wird, ist eine vasokonstriktiv wirkende Substanz, die die
Plattchen-Aggregation fordert. Ein Missverhédltnis zwischen diesen Gegenspielern
konnte das Nierenversagen beim hdmolytisch-urdmischen Syndrom durch eine renale
Vasokonstriktion verursachen und eine Thrombose der renalen Mikrovaskularisation
bewirken oder diese zusammen mit der beim HUS auftretenden endothelialen
Dysfunktion fordern (s. u.). Hier deutet sich auch eine weitere Bedeutung des PAF fiir
den mikrozirkulatorischen Schaden an (s. 0.) durch die Tatsache, dass PAF {iber die
Thrombozyten-Aktivierung die Bildung von Thromboxan fordert.

Wihrend der akuten Phase des Syndroms findet sich tatsichlich ein Anstieg des
Thromboxans [134,135] als Ergebnis einer Pléttchenaktivierung. Die Beobachtungen
beziiglich des Verhaltens des Prostazyklin-Spiegels beim HUS sind dagegen kontrovers:
Mehrfach wurde eine verminderte Bildung des Prostazyklins (PGI,) durch die Gefille
und  eine  reduzierte  Serum-Bindungskapazitit  fiir PGI,  festgestellt
[136,137,138,139,140]. Dabei handelte es sich um indirekte Messungen, wobei jedoch
auch die reduzierte Ausscheidung des (renalen) Metaboliten von PGI,, 6-keto-PGFj,
diese Beobachtung bestétigt. Diese kehrt in der Remission zu normalen Werten zuriick

[141]. Andere, jedoch weniger Untersucher haben auch eine Zunahme der PGI,-

54



Diskussion

Produktion beobachtet [142]. Vereint werden konnte dies mit der Theorie, dass bei
einem bestimmten Patienten zu einem bestimmten Zeitpunkt der PGI,-Spiegel die
Mischung von hemmenden und stimulierenden Faktoren reflektiert [142], etwa mit
einer anfinglichen Zunahme der Produktion durch eine anfiangliche Verwirrung und
dadurch Stimulierung der Endothelzellen und einer verminderten Produktion bei bereits
geschidigten Zellen [141]. Gegen diese einfache Erklarung sprechen jedoch die eigenen
Ergebnisse, bei denen auch in frithen Stadien keine Prostazyklin-Synthese nachweisbar
war, in denen noch keine Zellschiddigung anzunehmen ist. Die gezielte Hemmung der
Prostazyklin-Synthese durch bakterielle Faktoren bleibt daher eine interessante
Hypothese. Dazu passen wiirde auch die Beobachtung, dass die Bildung der AE-Lésion
nicht durch eine Hemmung der Cyclooxygenase vermindert wird, d. h. eine Hemmung
der Prostazyklin-Synthese durch das Bakterium wiirde nicht anderen bakteriellen
Effekten entgegenwirken [125].

Eine durch isoliertes Shiga-like (SL)-Toxin verursachte Abnahme der Prostazyklin-
Synthese konnte bereits direkt nachgewiesen werden [69]. Selbst wenn sich dies fiir das
EHEC-Himolysin nicht parallel bestétigen lésst, bleibt doch davon unbenommen der
zumindest passiv fehlende Anstieg der Synthese, der die gleiche pathogenetische

Bedeutung hat.

5.3 Das o-Hiamolysin uropathogener E. coli (UPEC) bewirkt bei
HUVEC einen im Vergleich zu Hlygyggc noch stirkere
Signaltransduktion, welche ebenfalls eine wesentliche Aktivierungs-
funktion in der Pathogenese hat: Die endotheliale
Entziindungsreaktion wird jedoch beim a-Hamolysin im Gegensatz
zum EHEC-Himolysin mehr iiber eine ausgedehnte Prostazyklin-

Synthese als iiber eine PAF-Synthese vermittelt

Das a-Himolysin uropathogener E. coli bewirkt beim Einsatz eines Wildtyps einen
starken Anstieg von Inositolphosphaten, wobei ebenfalls eine duale Wirkung
besteht

Die bisherigen Kenntnisse iiber die Wirkungen des a-H&dmolysins wurden alle an
Untersuchungen mit dem isolierten Toxin erworben. In den hier durchgefiihrten
Versuchen wurde dagegen erstmals der UPEC- (uropathogene E. coli-) Wildstamm
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direkt mit Endothelzellen in Kontakt gebracht. Dabei kam es bereits 5 min. nach Beginn
der Inkubation zu einem signifikanten Anstieg der Inositolphosphate. Bis zum
Maximum bei 2 h stieg der Spiegel etwa auf das 9fache des Leerwertes. Damit tritt die
Wirkung im Vergleich zu Hlygugc wesentlich frither ein und erreicht mehrfach hohere
Maximalwerte (dort erst nach 2 h mit einem maximalen Faktor von 2,8 gegeniiber dem

Leerwert, s. 0.).

Fiir Endothelzellen, z. B. humane Nabelschnur-Endothelien (HUVEC), ist bekannt, dass
sie durch a-Hadmolysin aktiviert werden. In einer Untersuchung von Grimminger et al
1997 bewirkte das a-Hamolysin einen ausgepriagten dosisabhéngigen Inositolphosphat-
Anstieg, deutlich hoher als das mituntersuchte Staphylococcus aureus-o-Toxin [100].
Daneben wird die Bildung inflammatorischer und vasodilatatorischer Mediatoren
induziert (s. u.), wobei auch diese Effekte iiber die Signaltransduktion mittels
Inositolphosphatweg vermittelt werden.

Die eigenen Ergebnisse sind im zeitlichen Verlauf und im Ausmal3 diesen dhnlich,
weshalb angenommen werden kann, dass auch bei dem UPEC-Wildtyp die
Signaltransduktion im Wesentlichen durch das Himolysin bewirkt wird.

Im Vergleich mit einer standardisierten Dosisreihe isolierten a-H&dmolysins (siche
Ergebnisteil) konnte in den eigenen Versuchen die durch den UPEC-Stamm
produzierte a-Hdmolysin-Menge auf etwa 1 HU (standardisierte hdmolytische Einheit)
geschitzt werden. Diese Dosis hat sich auch in anderen ver6ffentlichten
Untersuchungen, etwa der von Grimminger et al. [100], als besonders effektiv gezeigt.
Auch bei humanen neutrophilen Granulozyten ist das a-H&dmolysin ein Induktor der
Phosphoinositol-Hydrolyse =~ mit der nachfolgenden Bildung verschiedener
Inositolphosphate sowie von Diacylglycerol. Das Himolysin ist auch hier hochwirksam,
seine Wirkung iibertrifft die, welche bei optimalen Konzentrationen z. B. von PAF,
Leukotrien B4 oder Staphylococcus alpha-Toxin auftritt. Die Signaltransduktion via
Inositolphosphat-Bildung ist offenbar auch hier -dhnlich wie bei Endothelzellen- der

wesentliche Mechanismus, iliber die das Hdmolysin die Granulozyten aktiviert [ 143].

In der Untersuchung von Grimminger et al. 1997 mit Endothelzellen iibertraf der durch
das a-Hamolysin hervorgerufene Inositolphosphat-Anstieg mehrfach den Effekt des
unspezifischen Ca*’-durchlissigen Porenbildners A 23187. Andererseits lief sich der

Effekt durch Pertussis-Toxin hemmen, welches ein Inhibitor von G-Poteinen ist und
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damit rezeptorvermittelte Prozesse anzeigt [100]. Dies zeigt, dass hier die
rezeptorbedingte Wirkung des Hdmolysins bedeutsamer ist als die Porenbildung mit
dem dadurch bedingten Ca’"-Einstrom und der daraus folgenden unspezifischen
Zellaktivierung. Auch die bekannte, durch das Toxin bewirkte Zelllyse, tritt damit in
den Hintergrund.

Von Interesse in diesem Zusammenhang sind die Ergebnisse von Laestadius et al [144]:
In renalen proximalen Tubuluszellen bewirken niedrige Dosen von a-Hémolysin eine
nach fiinf Minuten einsetzende Oszillation der Ca''-Konzentration, héhere Dosen
verursachen einen anhaltenden Ca' -Anstieg. Insgesamt besteht also eine duale
Wirkung des a-Hadmolysins- parallel zu den Beobachtungen beziiglich PAF bei
Hlygpgc-, indem niedrige Dosen eine rezeptorvermittelte Wirkung erzielen, wahrend bei
hoherer Konzentration die Porenbildung an Bedeutung gewinnt [144]. Die
Bindungsstelle des o-Hadmolysin-Rezeptors ist inzwischen bekannt, sie wurde im

ionotrophen Glutamat-Rezeptor identifiziert [145].

a-Héimolysin bewirkt im Gegensatz zum EHEC-Héamolysin nur eine zeitlich
begrenzte Stimulation der PAF-Synthese

Fiir a-Hamolysin wurde bereits frither nachgewiesen, dass es als aufbereitetes Toxin
humane Endothelzellen zur dosisabhidngigen Bildung des Pléittchen-aktivierenden
Faktors (PAF) stimuliert. Das Maximum der Wirkung wurde dabei bereits nach 5
Minuten erreicht, die wirksamste Dosis betrug 1 HU/ml (hdmolytische Einheit); die
Maximalwirkung entsprach etwa der Hélfte der von Thrombin als Positivkontrolle
[100,146].

Diese Ergebnisse konnten auch in den eigenen Versuchen mit dem UPEC-Wildstamm
zunichst bestétigt werden, wenn auch in geringerer Auspriagung: Die Endothelzellen
zeigten hier parallel zu den Versuchen mit 413/89y,+ einen Anstieg der PAF-
Konzentration bis 30 min., der Maximalwert betrug dabei Faktor 1,28 des Leer-
/Kontrollwertes. Eine iiberraschende Entwicklung zeigte sich allerdings im lidngeren
Verlauf: Nach etwa 60 Minuten waren die Werte anndhernd wieder auf den Leerwert
gesunken. Fiir ein solches Verhalten gibt es bisher nur einzelne Hinweise in der
Literatur: In den oben genannten Versuchen von Grimminger et al. deutet sich ein
mogliches Wiederabsinken des PAF-Wertes bereits an, langere Inkubationszeiten als 10
Minuten wurden jedoch nicht untersucht [100]. In einer Untersuchung von Tufano et al.

stimulierten (unspezifische) Porine, die in der &ufleren Membran gramnegativer
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Bakterien liegen und transmembranale Poren bilden, die PAF-Biosynthese in humanen
Endothelzellen. Dabei zeigte sich ein dhnlicher Verlauf mit einem Maximum nach etwa
15 Minuten und dem Wiedererreichen des Leerwertes nach 60 Minuten [147].

Eine Erklarung fiir diese Beobachtung existiert nicht. Eine Hypothese wire, dass ein
langer anhaltender hoher Inositolphosphat-Spiegel die Herunterregulierung oder den
Abbau von PAF induziert, wozu es jedoch noch keinerlei Untersuchungen gibt. Eine
Erschopfung der Zellen zu einem so frithen Zeitpunkt ist dagegen eher
unwahrscheinlich, da bei den anderen untersuchten Reaktionen - der Produktion von
Prostazyklin und der Bildung von Inositolphosphat - bis zu 2 h noch ein deutlicher

weiterer Anstieg zu verzeichnen war.

Auch bei der durch das a-Hédmolysin vermittelten PAF-Synthese besteht eine duale
Wirkung

Wenn das a-Hdmolysin eine duale Wirkung beziiglich der Signaltransduktion zeigt, ist
anzunehmen, dass dies auch fiir die nachgeschaltete Stimulation der PAF-Synthese
zutrifft, parallel zu Hlygygc (s. 5.2).

Direkte Kenntnisse liber den Einfluss bakterieller porenbildender Toxine auf den
intrazelluldren Ca®’-Spiegel und/oder auf die Ca’"-abhiingige PAF-Synthese sind bisher
wenig vorhanden. Es wird einerseits angenommen, dass bei bakteriellen Infektionen ein
extrazellulirer Ca**-Einstrom der hiufigste Mechanismus beziiglich der intrazelluliren
Ca*"-Erhohung ist, da die Sekretion von porenbildenden Proteinen ein typisches
Phinomen ist: Tufano et al. schlieBen aus ihren Ergebnissen, dass die Stimulation der
PAF-Synthese durch unspezifische Porine im wesentlichen durch einen Ca*"-Einfluf
und weniger durch die intrazelluldre Freisetzung verursacht wird, da sie unter
Abwesenheit von extrazelluldrem Calcium nicht auftritt [147].

Auch Whatley et al fanden eine Abhidngigkeit der PAF-Synthese boviner
Endothelzellen von einem Ca**-Einstrom, offenbar durch entsprechende Ca”"-Kanile:
In parallelen Versuchen verursachten porenbildende Toxine (Mellitin, Clostridium
perfringens-Theta-Toxin) den gleichen Effekt [148]; dasselbe ist offenbar bei dem von
Staphylococcus aureus gebildeten o-Toxin der Fall, bei dem die Wirkung ebenfalls

abhingig von der Anwesenheit extrazelluldren Calciums ist [100].

Fiir a-Hamolysin konnte die Frage der Abhingigkeit der Stimulation der PAF-Synthese

von extrazelluldrem Calcium bisher aus methodischen Griinden nicht geklért werden, da
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die Bindung des Toxins an die Ziel-Zellmembran als Voraussetzung fiir seine Wirkung
selbst calciumabhéngig ist (s. 0.) [147]. Versuche mit Pertussis-Toxin zur Frage der
Abhingigkeit seiner Wirkung von einem G-Protein, wie sie parallel fiir Prostazyklin
existieren, wurden bisher nicht durchgefiihrt.

So bleibt hier nur folgende Schlussfolgerung: Da das a-Hédmolysin {iber seine
ausgeprégte Inositolphosphat-Signaltransduktion einen intrazelluldren Calcium-Anstieg
bewirkt, ist anzunehmen, dass dieser Weg fiir das Toxin zumindest in niedriger
Konzentration den Hauptmechanismus zur Stimulation der PAF-Synthese darstellt.
Andererseits ist liber die bekannte Porenbildung des Toxins zumindest in hoheren
Konzentration ein Ca*"-Einstrom von extrazelluldr zu erwarten. Damit kann also auch
hier von einer dualen, sowohl unspezifischen als auch spezifischen rezeptorvermittelten

Wirkung ausgegangen werden.

o-Himolysin induziert im Gegensatz zum EHEC-Héamolysin eine hochgradige
Steigerung der Prostazyklin-Synthese mit iiberwiegender rezeptorvermittelter
Wirkung

Als Antwort auf die UPEC-Einwirkung wurde bei HUVEC eine deutliche Produktion
von Prostazyklin bzw. des Metaboliten PGF;, beobachtet mit einem frithzeitigen und
starken Anstieg und einem Maximum bei 2 h mit etwa der 5,8-fachen Konzentration des
durchschnittlichen Leerwertes (LB-Medium). Die lediglich mit dem Bakterienmedium
inkubierten Endothelzellen zeigten im ldangeren Verlauf allenfalls einen geringen
Anstieg des Prostazyklin-Spiegels.

Ahnliche Wirkungen isolierten o-H#dmolysins sind bekannt: Bei Perfusion lebender
Bakterien durch isolierte Kaninchenlungen bewirkt es z. B. einen Anstieg u. a. von
Prostazyklin im Perfusat [149]. Fiir kultivierte pulmonale Endothelzellen wurde
ebenfalls eine Stimulation der Produktion von Prostazyklin unter Einfluss dieses
Héamolysins nachgewiesen [80]. Auch bei Nabelschnur-Endothelzellen (HUVEC) ist
bereits die Stimulation der Prostazyklin-Synthese durch isoliertes a-Hdamolysin gezeigt

worden [100].

Auch die Prostazyklin-Synthese wird —wie bei PAF- wesentlich stimuliert durch einen
intrazelluldren Ca®"-Anstieg. Damit stellt sich auch hier wieder die Frage, inwieweit ein
rezeptorvermittelter gegeniiber einem porenbildenden Effekt des Hamolysins von

Bedeutung ist.
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In der Studie mit pulmonalen Endothelzellen [80. s. o.] bestand eine strenge
Abhingigkeit von der Anwesenheit extrazelluliren Calciums, was wiederum fiir eine
unspezifische Aktivierung der Prostazyklin-Synthese durch Porenbildung spricht.
Dagegen stehen jedoch auch hier — parallel zu den o. g. Beobachtungen - die
Untersuchungen von Grimminger et al. [100], bei denen die durch das Hamolysin
induzierte Prostazyklin-Synthese #hnlich hohe Werte wie die mit dem Ca*™-
Porenbildner A23187 erreichte; die Wirkung des Hémolysins liel sich jedoch sehr
wirkungsvoll durch Pertussis-Toxin hemmen (Inhibitor von G-Proteinen und damit von
rezeptorvermittelten Mechanismen, s. 0.). Der Widerspruch lésst sich kldren durch die
Kenntnis, dass schon die Bindung des Hamolysins an die Zielzell-Membran und damit
seine Wirkung von der Anwesenheit (extrazelluldren) Calciums abhingig ist (s. 0.), d. h.
diese Ca’’-Abhingigkeit beweist hier nicht die Porenbildung [150]. Dariiber hinaus
setzt die Bildung von Prostazyklin sehr friihzeitig ein (nach 5 min. schon das Dreifache
des Leerwertes), gleichzeitig zeigen die eigenen Kontrollversuche mit LDH, dass die
Signaltransduktion deutlich vor einer wesentlichen Erhohung der
Membranpermeabilitét stattfindet. Insgesamt wird also die Prostazyklin-Synthese noch
deutlich mehr —im Gegensatz zu PAF- iiber eine Rezeptoraktivierung als iiber einen

unspezifischen Ca*"-Einstrom induziert.

5.4 oa-Hamolysin wird frei, EHEC-Himolysin iiberwiegend

kontaktabhingig sezerniert

a-Himolysin wird von uropathogenen E. coli iiberwiegend frei sezerniert

Fiir die Fragestellung der Sekretion wurden in den hier durchgefiihrten Versuchen die
Bakteriensuspensionen zentrifugiert und die Uberstinde als (bakterienfreier) Stimulus
eingesetzt. Dabei induzierte bei UPEC der Uberstand alleine einen Anstieg der
Inositolphosphat-Bildung, der 72 % der von Bakterien und Uberstand gemeinsam

entsprach bzw. Faktor 6,9 des Leer-Kontrollwertes (s. 0.).

Zunichst ist damit festzustellen, dass das a-Hadmolysin durch den UPEC-Wildtyp im
Wesentlichen frei sezerniert wird. Ein Teil der Wirkung dieses Toxins ist vielleicht

auch vom direkten Zellkontakt (Zellassoziation) abhidngig, moglicherweise ist dieser
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Unterschied auch dadurch zu erkliren, dass sich bei Inkubation des Uberstandes
zusammen mit den Bakterien eine hohere Konzentration des Toxins am Wirkort durch

die Sedimentation der Bakterien auf die Endothelzellen ergibt.

Die extrazelluldre Sekretion von Toxinen, die Zell- und Gewebeschidden verursachen,
ist als ein Hauptmechanismus fiir die Virulenz bei bakteriellen Infektionen anzusehen.
Dabei miissen bei gramnegativen Bakterien zwei Membranen bis zur Ausschleusung
aus der Bakterienhiille {iberwunden werden. Verschiedene hochspezialisierte
Mechanismen haben sich zu diesem Zweck entwickelt, wobei zur Zeit sechs Formen
bekannt sind: Der Signalpeptid-unabhingige Pathway Typ I, der Haupt-Sekretionsweg
Typ 11, der kontaktabhidngige Weg (Typ III), der Typ IV-Pathway, der Bordetella
pertussis-TPS-Weg und der Autotransporter-Pathway [151]. Der Typ III-Sekretionsweg
beispielsweise wird aktiviert durch den Kontakt mit eukaryoten Zellmembranen und
erlaubt dem Bakterium, bakterielle Proteine durch die bakteriellen Membranen und die
eukaryote Zellmembran hindurch in die Zielzelle zu injizieren; dieses System findet
sich z. B. bei EPEC [152,153].

Die Gene fiir Virulenzfaktoren und deren Sekretionsapparate liegen bei Bakterien oft in
Blocken zusammen. Fiir EPEC und EHEC ist dies der bereits mehrfach erwéhnte LEE-
Abschnitt.

Fiir a-Hamolysin ist bekannt, dass es frei sezerniert wird. Der Sekretionsweg fiir dieses
Hamolysin ist sogar der Prototyp und der am besten charakterisierte bakterielle
Sekretionsweg tiberhaupt und zéhlt zu den Typ I-Sekretionssystemen [154,155]. Diese
sind von duBleren Signalpeptiden unabhingig, da die sezernierten Proteine selbst im
Gegensatz zu allen anderen Sekretionssystemen eine Signalsequenz am C-terminalen
Ende besitzen, die bei a-Hdmolysin 50-60 Aminoséduren lang ist [154,156].

Der spezifische Sekretionsapparat besteht aus zwei Proteinen, deren Gene dem
Strukturgen des a-Héamolysins (hlyA) benachbart sind, HlyB und HlyD. Fir die
Sekretion erforderlich ist auBerdem das Membran-Protein TolC, welches aullerhalb des

hlyCABD-Clusters codiert wird [157,158].
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Hlyguec ist nur in geringer Konzentration in aktiver Form im Uberstand
vorhanden

Bei den eigenen Untersuchungen erzielte die gemeinsame Inkubation mit Bakterien und
Ubersténden des rekombinanten Stammes 413/89yy., der das Gen des EHEC-
Hamolysins enthélt, eine deutliche Inositolphosphat-vermittelte Signaltransduktion auf
Faktor 2,8 des Leerwertes (s. 5.1), wihrend die Inkubation mit dem zentrifugierten
Uberstand alleine eine deutlich geringere, nur im 2 h-Wert noch signifikante Wirkung
erzielte (Faktor 1,5 des Leerwertes). Daraus ist zundchst zu folgern, dass der die
Signaltransduktion auslosende Faktor, das Hamolysin, tiberwiegend kontaktabhingig
sezerniert wird. Andererseits besteht jedoch zusidtzlich auch eine geringe freie
Sekretion.

Zur FEinordnung dieser Ergebnisse muss zundchst auf die bekannten

Sekretionsmechanismen von EPEC und EHEC eingegangen werden:

EPEC besitzen ein Typ III (kontaktabhiingiges)-Sekretionssystem

Kulturiiberstinde von EPEC-Stdmmen enthalten verschiedene Proteine mit Groflen 19
kDa bis 110 kDa [153]. Dennoch ist bei EPEC der direkte Kontakt des Bakteriums mit
epithelialen Zellen erforderlich (kontaktabhingiges Typ III-Sekretions-System), um
weitergehende Schritte in der Pathogenese zu bewirken: Die Inkubation mit den EPEC-
Proteinen allein ist dafiir nicht ausreichend [126], bakterienfreie EPEC-Uberstinde
16sen z. B. keine Protein-Phosphorylierung aus [159].

Unter den sezernierten Proteinen sind insbesondere die Proteine EspA, EspB (frither
eaeB-Protein) und EspD, die durch gleichlautende Gene codiert werden und zusammen
mit dem cfm-Genprodukt fiir die Ausbildung der AE-Lésion erforderlich sind [160,161].
Die wesentlichen Gene fiir den Typ-III Sekretionsapparat selbst sind bei EPEC sepA bis
sepl (sep fiir Sekretion von E. coli-Proteinen) und esc [160,162,163]: In Versuchen mit
Mutanten wurde nachgewiesen, dass sie fiir die volle Ausbildung der AE-Lésion notig

sind [153].

EHEC besitzen verschiedene Sekretionssysteme gleichzeitig

Fir EHEC ist die Sekretion von extrazelluldren Proteinen wie bei EPEC direkt
nachgewiesen: Jarvis und Kaper untersuchten die Kultur-Uberstinde von EHEC-
Stdmmen und fanden bei fast allen untersuchten EHEC-Stimmen 100- bis 110 kDa-, 37

kDa (vermutlich EspB)- und 24 kDa (vermutlich EspA)-Polypeptide. Jarvis und Kaper
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vermuteten unter den sezernierten gro3en Proteinen auch das EHEC-Hamolysin [163],
fiir das ein Molekulargewicht von 107 kDa anzunehmen ist. Die Frage, ob und auf
welche Weise Hlygngc sezerniert wird, ist jedoch vielschichtig zu beantworten:
Aufgrund des auch bei EHEC vorhandenen LEE-Locus lésst sich annehmen, dass auch
EHEC ein Typ III-System besitzen. Im LEE-Locus von EHEC finden sich u. a.
homologe Regionen zu den EPEC-sep-Genen [163], auBerdem wurde ein weiteres
Protein beschrieben (Pas), welches wahrscheinlich tiiber eine Typ III-Sekretion
abgegeben wird [164]. Die eigenen Versuche weisen zundchst auf eine
kontaktabhéngige Sekretion hin. Andererseits gibt es sowohl in den eigenen Versuchen
als auch in einer anderen Arbeit Belege fiir eine (zusitzliche) freie Sekretion: Bei
Untersuchungen mit dem EHEC-Wildstamm EDL 933 wurde eine signifikante
Signaltransduktion alleine durch den Uberstand ausgeldst [103].

Genetisch findet sich dafiir folgende mogliche Erklarung:

Das grofle 90kb-Plasmid pO157, welches in den meisten EHEC O157:H7 Stdmmen
gefunden wird, beinhaltet eine weitere Gruppe von Genen, die der Typ II-Sekretion
zugeordnet werden, etpC-etpM, etpO und etpS. [165,166]. Dieser etp-Gen-Cluster
kommt in allen in einer Untersuchung getesteten Stimmen der Serogruppe O 157 vor
und in 60 % der anderen Serogruppen, jedoch nicht bei EPEC, ETEC und EIEC
[166,165].

Weitere Beobachtungen verschiedener Autoren sind hier zu beriicksichtigen: Schmidt et
al konnten beim EHEC-Wildtyp-Stamm EDL 933 keine hdmolytische Aktivitidt im
Uberstand entdecken. EHEC-Wildtyp-Stimme wurden dann mit dem rekombinanten
Plasmid pRSC6 transformiert, welches die hlyB und hlyD-Gene von dem E. coli a-
Héamolysin beinhaltet, die ein spezifisches Membran-Transport-System codieren. Diese
transformierten Stimme zeigten auf Kulturplatten eine Hémolyse dhnlich dem a-
Himolysin, auBerdem konnte aktives EHEC-Hidmolysin im Kultur-Uberstand
nachgewiesen werden. [93]. Welch und Bauer fanden dagegen dhnlich wie in den
eigenen Versuchen eine geringe Sekretion des EHEC-Hadmolysins bei einem
apathogenen E. coli-Stamm (K12), dem ein pO157-dhnliches Plasmid hinzugefiigt
wurde, wobei die Sekretion durch Zugabe der hlyBD -Transportgene ebenfalls deutlich
gesteigert werden konnte [86]. Bei der Untersuchung der porenbildenden Eigenschaften

des EHEC-Héamolysins durch Schmidt et al. wurde festgestellt, dass die Kanalbildung
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auch durch konzentrierte Uberstinden des Stamms EDL 933 bewirkt wurde, jedoch
nicht durch nicht konzentrierte Uberstinde [78].

Diese Ergebnisse bestitigen trotz einzelner Widerspriiche, dass Hlyggec in geringem
Umfang frei sezerniert wird. Zusammenfassend verwenden also EHEC offenbar neben
dem (kontaktabhingigen) Typ III-System des chromosomalen LEE-Locus ein auf dem
Plasmid pO157 codiertes Typ II-System fiir die freie Hamolysin-Sekretion. Ob das
Toxin wegen der strukturellen Ahnlichkeit zum a-Himolysin auch noch eine
Signalsequenz besitzt, die ein weiteres (Typ 1-) Sekretionssystem codieren wiirde, ist

zurzeit reine Spekulation.

5.5 Sowohl Hlygygc als auch a-Héamolysin involvieren in der
Signaltransduktion Tyrosinkinasen; fiir das a-Himolysin deutet sich

dabei eine wesentliche Bedeutung fiir die Invasivitit von UPEC an

Um den Mechanismus der beobachteten Signaltransduktion orientierend weiter
einzugrenzen, wurde ein unspezifischer Hemmstoff von Tyrosinkinasen, Genistein, in
parallelen Versuchansitzen eingesetzt. Dabei lassen sich zwischen UPEC und

413/891y+ deutliche Unterschiede erkennen, wie im folgenden erldutert wird:

Der durch das EHEC-H:imolysin bedingte Inositolphosphat-Anstieg bei HUVEC
ist teilweise Tyrosinkinase-abhiingig

Die Bildung von Inositolphosphaten, induziert durch den das EHEC-Hédmolysin
produzierenden Stamm 413/89yy+, wurde in den eigenen Versuchen durch die
Inkubation mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor Genistein stark gehemmt: Die Werte
betrugen nur noch Faktor 1,3 des Kontroll-/Ausgangswertes, d. h. die Maximalwirkung
wurde um 75 % reduziert. Es besteht also offenbar eine Teil-Abhdngigkeit der durch
Hlygpec ausgelosten Signaltransduktion von einer Tyrosin-Phosphorylierung. Daraus
ergibt sich die Frage nach der Funktion dieser Phosphorylierung. Der wesentliche
bekannte Prozess, bei dem im Rahmen einer E. coli-Infektion eine Tyrosin-
Phosphorylierung auftritt, ist flir EPEC bekannt, nicht jedoch fir EHEC. Wegen der
Ahnlichkeit des lokalen Pathomechanismus von EHEC und EPEC soll daher die
Bedeutung dieses Vorgangs wiederum zunédchst am Beispiel von EPEC erldutert

werden:
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Die Tyrosin-Phosphorylierung des Intimin-Rezeptors ist ein notwendiger Teil der
AE-Lisionsbildung bei EPEC, nicht jedoch bei EHEC

Die Voraussetzung fiir die Anheftung von Intimin an den Intimin-Rezeptor (Tir/Hp90)
der Wirtszellmembran bei EPEC ist die Tyrosin-Phosphorylierung dieses Rezeptors.
Die Phosphorylierung war z. B. in Versuchen von Rosenshine et al. mit HeLa-Zellen
nach einer Stunde Inkubation mit Bakterien nachweisbar, dhnliches wurde fiir die Caco-
2-Zelllinie und MDCK-Nierenzellen gezeigt [102,106].

Dieser Vorgang ist bei EPEC wesentlich fiir die Bildung des AE-Komplexes: Bei
Hemmung der Tyrosin-Proteinkinase durch Genistein wird die Bindung des Intimins
deutlich vermindert [Rosenshine et al., 126], andere Versuche mit EPEC-infizierten
Zellen zeigten bei Vorinkubation mit Genistein eine fast vollstindige Hemmung [106].
Essentiell fiir die Induktion dieser Tyrosin-Protein-Phosphorylierung von EPEC sind
die im LEE-Locus codierten und sezernierten (s. o.) espB(eaeB)- und cfm-
Genprodukte; dies wurde durch Versuche mit Mutanten nachgewiesen
[104,106,112,36,37]. Die Bildung von Intimin ist jedoch davon unabhéngig: Eine espB-

Deletions-Mutante von EPEC kann dieses Protein noch produzieren [37].

In Studien von Ismaili et al. von 1995 [102] induzierten die VTEC(EHEC)-Stdmme im
Gegensatz zu EPEC-Stimmen keine mikroskopisch nachweisbare Tyrosin-
Phosphorylierung von epithelialen Zellproteinen [102,167].

Dies ist erstaunlich, da auch EHEC dic espB(eaeB)- und die cfm-Gene besitzen.
Moglich wire, dass bei posttranslationalen Modifikationen in EHEC das Produkt des
espB (eaeB)- oder des cfm-Gens nicht in einer aktiven Form exprimiert wird. Auferdem
wire es denkbar, dass EHEC defizient in der Sekretion dieser Proteine ist, parallel zu
der geringen Sekretion des Himolysins.

Ob die espB- und cfm-Genprodukte auch bei EHEC fiir die Aufnahme in die Zelle eine
Rolle spielen, ist nicht geklirt: Es ist bekannt, dass EHEC bei Infektion in vitro nicht in
alle Zellreihen aufgenommen werden, also mdglicherweise ein verminderte oder
fehlende Aktivitit dieser Proteine vorliegt [168, 169]. Andererseits gibt es jedoch
Hinweise, dass die Funktion der espB- und cfm-Gene bei EHEC gar nicht benétigt wird:
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Die Tyrosin-Phosphorylierung des Intimin-Rezeptors (Tir) ist bei EPEC
Voraussetzung fiir die Inositolphosphat-Signaltransduktion, bei EHEC wird diese
durch andere Faktoren ersetzt; hierfiir ist das EHEC-Hémolysin ein Kandidat
EHEC bendtigen nicht die Tyrosin-Phosphorylierung des Intimin-Rezeptors fiir die
Ausbildung der AE-Lision: Ismaili et al. wiesen in EHEC-infizierten HEp2-Zellen mit
einer positiven Fluoreszenz-Aktin-Farbung (FAS) quasi die Endstrecke der AE-
Lisionsbildung nach, jedoch ohne gleichzeitige Tyrosin-Phosphorylierung [102].
Bestitigt werden diese Beobachtungen durch eine kiirzlich ver6ffentliche Studie von
Goosney et al. (2001), in der bemerkenswerte Gemeinsamkeiten und Unterschiede in
der Struktur der AE-Lésion von EPEC und EHEC detailliert gezeigt wurden: Fast alle
untersuchten Proteine kamen sowohl bei EPEC als auch bei EHEC vor. Wihrend jedoch
fiir etwa die Halfte der Proteine bei EPEC eine Abhingigkeit von der Tyrosin-
Phosphorylierung des Tir nachgewiesen wurde, war dies bei EHEC nicht der Fall [170].
Eine weitere bekannte Beobachtung ist, dass auch der Inositolphosphat-Anstieg bei
EPEC von der Tyrosin-Phosphorylierung des Tir abhidngig ist, nicht jedoch bei EHEC
[101,102].

Auch hierbei sind die Ergebnisse von Goosney et al. richtungsweisend: Auffillig war
dort, dass zwei Proteine innerhalb der AE-Lision, Grb2 und Crkll, nur bei EPEC
nachweisbar waren. Diese gehdren zu den so genannten Adapterproteinen, die Protein-
Protein-Interaktionen vermitteln und eine wichtige Rolle in der Vermittlung bzw.
Verstirkung von Signaltransduktions-Mechanismen spielen, u. a. bei dem
Inositolphosphatweg. Gleichzeitig wird auch die Wirkung von Tyrosinkinasen

vermittelt [171,172,173,174].

Damit verdichtet sich die Forderung, dass bei EHEC unabhingig ein oder mehrere
Faktoren existieren miissen, die ohne die Hilfe dieser Adapterproteine und ohne
Tyrosin-Phosphorylierung des Intimin-Rezeptors den beobachteten Inositolphosphat-
Anstieg direkt auslosen.

Experimente zeigen, dass diese Signaltransduktion bei EHEC sogar ganz unabhéngig
von der Bildung der AE-Lésion ist, in deren Rahmen sie bei EPEC auftritt: Der EHEC-
Stamm O113:H21 CL 15, der von einem Kind mit hdmorrhagischer Kolitis isoliert
wurde, bildet keine AE-Lédsionen in infizierten Gewebekultur-Zellen [175], induziert
jedoch einen intrazelluliren Ca”’-Anstieg; auch fiir andere EHEC-Stimme wird die

Induktion eines Calcium-Signals in infizierten Zellen ohne erkennbare Bildung von AE-
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Lasionen berichtet [102]. Umgekehrt wurde schon in Abschnitt 5.1. ausgefiihrt, dass die
AE-Lésion abhédngig vom Inositolphosphat-Anstieg ist. Dieser steht also an erster Stelle
in der EHEC-Pathogenese.

Da fir das EHEC-Hdmolysin in den hier durchgefiihrten Versuchen eine solche
unabhingige Signaltransduktion direkt nachgewiesen wurde, kommt es als wesentlicher

verantwortlicher Faktor zwangsldufig in Betracht (siehe auch 5.1).

Die Funktion der Tyrosin-Phosphorylierung bei EHEC bleibt unbekannt

Ungeklart bleibt, warum dennoch der Inositol-Anstieg in den eigenen Versuchen durch
Genistein reduziert wurde. Es ist daher eine Tyrosinkinase an anderer Lokalisation
anzunehmen, die in den Untersuchungen von Ismaili et al. nicht erfasst wurde.

Eine Tyrosin-Phosphorylierung im Rahmen von Signaltransduktions-Mechanismen
kann  z. B. zeitlich begrenzt sein [174]. AuBerdem sind im Rahmen der
Phosphatidylinositol-Hydrolyse humaner Endothelzellen alternative, von einer Tyrosin-
Phosphorylierung abhingige Mechanismen beschrieben worden, insbesondere die
Tyrosin-Phosphorylierung der Phospholipase Cy, die z. B. durch Thrombin vermittelt
wird. Auch fiir MAP-Kinasen (p42 und p44) wurde eine Tyrosin-Phosphorylierung im

Rahmen einer Stimulation von Endothelzellen durch Thrombin berichtet [176].

Der durch das a-Hédmolysin bedingte Inositolphosphat-Anstieg bei HUVEC

ist ebenfalls teilweise Tyrosinkinase-abhiingig

Parallele Versuche wurden in der hier vorgelegten Arbeit mit dem uropathogenen
Wildtyp-Stamm, welcher das a-Hédmolysin produziert, durchgefiihrt. Auch hier wurde
einem Teil der Versuchsansétze der Tyrosinkinase-Inhibitor Genistein hinzugefiigt. In
diesen Proben wurde der durch den UPEC-Stamm bewirkte Anstieg des
Inositolphosphat-Spiegels um durchschnittlich 46 % (verglichen mit dem Maximalwert)
gehemmt, indem er nur noch Faktor 4,9 des Kontroll-/Ausgangswertes erreichte. Dies
entspricht einer etwas schwicheren Hemmwirkung von Genistein verglichen mit dem

Stamm 413/89%y+ (s. 0.).

Damit scheint auch bei dem o-Hdmolysin ein Teil der bei Endothelzellen
hervorgerufenen Signaltransduktion iiber eine Tyrosin-Phosphorylierung abzulaufen. In
der Literatur finden sich diesbeziiglich fast keine Angaben aufler einer kiirzlich

erschienenen Arbeit von Martinez et al., bei der die Tyrosinkinase im Zusammenhang
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mit der Adhision eine Rolle spielt [177]: Fiir UPEC ist inzwischen eine Reihe von
Adhidsinen bekannt. Die wichtigste Gruppe sind die so genannten P pili, die an
spezifische Rezeptoren des Urothels binden (siehe Einleitung). Beispiele fiir weitere
Adhisine sind die afimbrialen Adhésine (AFAI, AFAIII), das Dr-Adhésin und Typ 1-
Pili. In der Studie von Martinez nun wurde gezeigt, dass Typ 1-Pili dhnlich wie Intimin
wirken, indem sie neben der Adhdrenz auch mit einer Umstrukturierung des
Zytoskeletts die Invasion der Bakterien in die Harnblasen-Urothelzellen vermitteln.
Erforderlich dafiir ist die Aktivierung des Phosphoinositol-Signaltransduktionsweges
sowie die Tyrosin-Phosphorylierung eines Wirtsproteins: Die bakterielle Invasion
wurde durch den Tyrosinkinase-Inhibitor Genistein gehemmt. Diese Ergebnisse sind in
mehrfacher Hinsicht von groBem Interesse: Martinez et al zeigten, dass das Typ 1-Pilus-
Adhesin FimH direkt die Signalkaskade triggern kann, vermuteten in diesem Vorgang
jedoch auch mogliche andere Faktoren. Dafiir konnte sehr gut das a-Hédmolysin in Frage
kommen, da deren Wirkung ein dhnliches Profil zeigt: Es bewirkt eine sehr ausgeprigte
Signaltransduktion, die durch die Tyrosinkinase teilweise gehemmt werden kann. Das
Héamolysin wire damit auch direkt verantwortlich fiir die Invasion der Bakterien,
womit eine weitere Funktion in seinem Wirkungsspektrum hinzukdme. Wenn dies alles
zutrifft, bestiinden schlieBlich {iberraschend neue Parallelen in der Wirkungsweise von

UPEC, EPEC und EHEC.
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5.6 Ubersicht: Die Relevanz des EHEC-Himolysins fiir die
Pathogenese des EHEC-Krankheitsbildes besteht in Synergismus mit
dem Shiga-like-Toxin und bisher unbekannten Steuerungsfunktionen,

die iiber die lokale Wirkung hinausgehen

Bevor auf die komplexe Pathogenese der durch EHEC verursachten Krankheit und
insbesondere die Rolle des Himolysins eingegangen wird, sollen zunédchst noch einmal

die Pathomechanismen von EPEC und UPEC zusammengefasst werden:

Bei der Pathogenitit von uropathogenen E. coli (UPEC) ist neben Adhisinen die
lokale und systemische Wirkung des a-Himolysins ein wesentlicher Faktor
Verschiedene Pathogenititsfaktoren sind bei uropathogenen E. coli (UPEC) bekannt.
Dazu gehoren zundchst die bereits erwdhnten Adhédsine, insbesondere die P-Pili. Fiir
Typ 1-Pili von UPEC wurde gezeigt, dass sie dhnlich wie Intimin wirken mit einer
Umstrukturierung des Zytoskeletts und dass deren Wirkung &hnlich wie bei EHEC und
EPEC von der Signaltransduktion abhéngig ist; dariiber hinaus ist bekannt, dass die
Invasion bei UPEC Tyrosinkinase- und Phosphoinositol-Kinase-abhingig ist. Die
Entziindungsreaktion wird moglicherweise durch die in der Bakterienwand gebundenen
Lipopolysaccharide ausgelost, zusammen mit den P-Pili. Bei allen Aspekten der
Wirkung stellt sich auch die Frage nach der jeweiligen Bedeutung des von UPEC
produzierten a-Hédmolysins.

Fiir das a-Hamolysin wurden zahlreiche Wirkungen nachgewiesen, die einerseits auf
einen Zellschaden durch Porenbildung, andererseits auf rezeptorvermittelte Wirkungen
bei niedriger Dosis hinweisen, die beide zusammen die volle Entziindungsreaktion
auslosen. Dabei kommt es zu einer hochgradigen Aktivierung der Endothelzellen tiber
die Inositolphosphat-vermittelte Signaltransduktion sowie eine ausgedehnte Produktion
von Entziindungsmediatoren, neben Prostazyklin auch von PAF. Dabei existieren
offenbar verschiedene Signaltransduktionswege, von denen einer Tyrosinkinase-
abhingig ist.

Das a-Hémolysin ist damit ein hochwirksames Toxin. Fiir die lokale Entziindung
fordert es mit der Signaltransduktion die Invasion durch Typ 1-Pili, die wiederum die
Signaltransduktion verstarken. Dariiber hinaus iibt das a-Hémolysin nach Zerstérung

der GefaBschranke durch die lokale Entziindung systemische Wirkungen aus.
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Der wesentliche Aspekt der -lokal begrenzten- Pathogenitit von EPEC ist die
Ausbildung der ,,attaching and effacing“ (AE)-Lision

Die Stoérung der Darmfunktion mit Auftreten von Durchfall wird bei EPEC durch die
Verianderungen der Ultrastruktur (AE-Lésionen) verursacht, wofiir eine Zellassoziation
erforderlich ist. Wesentliche Pathogenitétsfaktoren sind dabei neben Fimbrien (BFP)
das duBere Membranprotein Intimin, codiert vom eae(A)-Gen und der entsprechende,
vom Bakterium in die Wirtszelle integrierte Rezeptor (Tir), auBerdem die vom espB-

und vom cfm-Gen codierten Proteine.

Die Pathogenese der EPEC-Infektion ist in folgender Grafik zusammengefasst

(Abb.19):

Fimbrien

Tyrosinkinase

[Ca™]t
Aktin _~
a-Aktinin
(AE-Lasion)
Abb. 19: Ubersicht des (lokalen) Pathomechanismus von EPEC, modifiziert und erginzt nach Foubister
etal. 1994 [101]

Nach der initialen Anheftung durch die Fimbrien erfolgt durch Sekretion der cfm- und
espB-Genprodukte die Induktion der Tyrosinkinase, die den Intimin-Rezeptor (Tir)
phosphoryliert (P-Tyr). Diese Phosphorylierung ist eine Voraussetzung fiir die enge
Anheftung des Bakteriums mit seinem Protein Intimin, auBerdem bewirkt sie die
Induktion der Signaltransduktion {ber die Phospholipase C (PLC). Die
Signaltransduktion mit resultierenden Ca" -Anstieg wiederum fiihrt zur Ausbildung der

AE-Lésion durch eine Umstrukturierung von Aktin.
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EHEC zeigen einen EPEC éahnlichen lokalen Pathomechanismus, wobei das
Himolysin einen Teil der Faktoren in seiner Wirkung ersetzt

Die Infektion mit EHEC bewirkt zunédchst ein Krankheitsbild mit schweren blutigen
Durchfillen. Wie bei EPEC kommt es zur Anheftung an die Wirts-Zellmembran mit
Bildung der AE-Lisionen (mit Verlust bzw. Elongation der Mikrovilli).

Die Abbildungen 20 a) und b) demonstrieren diese Vorgéinge im Vergleich zu EPEC,

wie im Folgenden erldutert:

. Hamolysin . -
Adhasine ? Hamolysin
Rezeptor

Abb. 20 a)

Das Hémolysin aktiviert zundchst unabhingig von anderen Faktoren den Hamolysin-
Rezeptor (Abb. 20 a) und 16st damit eine Signaltransduktion {iber Inositolphosphate aus.
Ob eine initiale Adhdsion wie bei EPEC eine wesentliche Rolle spielt, ist nicht klar,
ebenso die Bedeutung der auch bei EHEC nachweisbaren cfm- und espB-Gene. Auf
jeden Fall tbernimmt jedoch das Hémolysin einen Teil der Aufgaben im
Pathomechanismus: Die Tyrosin-Phosphorylierung des Intimin-Rezeptors findet bei
EHEC nicht statt und wird durch die direkte Aktivierung des Inositolphosphat-

Signalwegs umgangen.
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Hamolysin

Hamolysin-Rezeptor

Intimin

a-Aktinin
(AE-Lasion)
Abb. 20 b)

Der durch den Inositolphosphat-Anstieg bedingte Ca' -Anstieg wiederum induziert
(Abb. 20 b) die Ausbildung der AE-Lésion einschlieBlich Aktin-Umstrukturierung und
Intimin/Intimin-Rezeptor(Tir)-Bindung, entsprechend wie bei EPEC.

Dariiber hinaus beeinflussen EHEC iiber den Ca™ -Anstieg die PAF- und Prostazyklin-
Synthese. Diese iiber die Wirkung von EPEC hinausgehenden, fiir EHEC spezifischen
Effekte sind im Folgenden in das gesamte EHEC-Krankheitsbild einzuordnen:

Wesentlich fiir die Ausbildung der himorrhagischen Kolitis und des himolytisch-
urimischen Syndroms sind bei EHEC weitere, unabhingige und systemisch
wirkende Faktoren, von denen das bekannteste das Shiga-like-Toxin (Verotoxin)
ist

Die Ausbildung der AE-Lésion fiihrt klinisch wie bei EPEC zu Diarrhde, Shiga-like
Toxine sind dafiir nicht erforderlich. Die Besonderheit der EHEC-Erkrankung ist jedoch
durch weitere Pathogenititsfaktoren zu erkldren, von denen bisher das Shiga-like-Toxin
als Hauptfaktor etabliert ist: Im Wesentlichen nur Stamme, die Shiga-like-Toxine
(Verotoxine) produzieren, verursachen eine hdmorrhagische und ulzerierende Kolitis
sowie das hamolytisch-urdmischen Syndroms (HUS) [48,178].

Die Zielstruktur des Shiga-like-Toxins ist einerseits die Mucosazelle des Darms,

andererseits die Endothelzellen, wobei beim HUS insbesondere die Nierengefdfle von
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Bedeutung sind. Das Ausmal} der Schiadigung bewegt sich zwischen verschiedenen
Formen endothelialer Dysfunktion bis hin zum Zelltod.

Der Name ,,Shiga-like-Toxin“ wird wegen der engen Homologie mit dem von Shigella
dysenteriae Typ 1 produzierten Toxin verwendet [122]. Die synonyme Bezeichnung
,»Verotoxin® leitet sich ab aus der Zytotoxizitdt gegeniiber kultivierten Vero-Zellen, d. h.
Nierenzellen von afrikanischen Griinaffen. Zwei verschiedene Shiga-like-
Toxine/Verotoxine sind bekannt, Shiga-like-Toxin —1 und —2. Es sind eng verwandte
Toxine, die in der DNA von Bakteriophagen im stx-Gen codiert und in das Chromosom
einer begrenzten Anzahl von O:H-Serotypen inkorporiert werden. Mit dem
hamolytisch-urdmischen Syndrom (HUS) assoziierte Stimme kénnen SL-Toxin-1 oder
SL-Toxin-2 alleine oder beide produzieren. Das SL-Toxin wird gebildet aus einer

biologisch aktiven Untereinheit A und einer Anzahl von B-Untereinheiten [179].

Im Tierversuch mit Affen wurde beim Wildtyp von S. dysenteriae das Shiga-Toxin
genetisch inaktiviert. Diese Stimme verursachten dhnliche gastrointestinale Stérungen,
jedoch nur der unveridnderte Wildtyp bewirkte einen gastrointestinalen Gefdf3schaden
[180]. Beim Menschen verursachen Shiga-like-Toxin-produzierende Stimme von E.
coli (EHEC) die hamorrhagische Kolitis durch einen direkten Effekt des Toxins auf die
Gefalle der Kolon-Schleimhaut [181,182,183]. Dieser Effekt kann durch Antikorper
gegen Untereinheiten des Toxins gehemmt werden [184]. Eine synergistische Wirkung
mit anderen Faktoren z. B. PAF und dem Hémolysin ist hier anzunehmen.

In den systemischen Zielorganen, insbesondere der Niere, entsteht der mikrovaskulére
Schaden, nachdem die Toxine Zugang zur Blutzirkulation erlangt haben. Das Shiga-
like-Toxin bindet stabil und wird innerhalb von zwei Stunden Endocytose in das
Cytosol internalisiert [185]; die Proteinsynthese wird dann innerhalb von 30 Minuten
inhibiert.

Wihrend der Internalisierung dissoziiert die A-Untereinheit von den B-Untereinheiten,
wobei von der A-Untereinheit nach einem proteolytischen Prozess eine maximal aktive
27 kDa-Enzymuntereinheit iibrig bleibt. Dieses Fragment ist ein direkter Inhibitor der

Proteinsynthese und verantwortlich fiir die zytotoxische Wirkung des Toxins.
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Die Wirkung der Shiga-like-Toxine ist rezeptorabhingig und erkliart die
Verteilung der Organschiden bei der EHEC-Erkrankung

In Untersuchungen von Zoja und Richardson mit Kaninchen induzierte Verotoxin
(Shiga-like-Toxin)-1 eine reproduzierbare Erkrankung mit neurologischen und
intestinalen Symptomen sowie Endothelschwellung und GefaB3verschliissen von kleinen
Arterien und Arteriolen, jedoch keine renale Dysfunktion. Mikrovaskuldre Schiden bei
diesen Tieren waren beschrinkt auf das zentrale Nervensystem, Kolon und Lunge
[186,187]. Fiir die organspezifische Verteilung der Schidden wurden Verotoxin-
Rezeptoren verantwortlich gemacht, und zwar spezifische Glykolipid-Rezeptoren, an
die das Toxin iiber verschiedene B-Untereinheiten bindet [184].

Zwei verschiedene Rezeptortypen, Galabiosyl-Ceramid und Globotriosyl-Ceramid
(Gb3) werden inzwischen unterschieden, die ein gemeinsames terminales Disaccharid,
Gal a 1-4 Gal besitzen [188,189,190,191]. Gb3-Rezeptoren werden beim Menschen in
der Nierenrinde und —mark und in renalen Tubulusepithelzellen exprimiert [192]. Im
Tierexperiment fand sich beim Kaninchen eine Verteilung der Gb3-Rezeptoren, die
exakt der organspezifischen Verteilung der Wirkung des SL-Toxins entsprach.

Zu beachten ist auch die Beobachtung in einer Untersuchung von Mahan et al 1994, in
der die Lebensfdhigkeit und die Proteinsynthese von Endothelzellen der Niere nach
Inkubation mit Shiga-like-Toxin um 50 % reduziert wurde, wihrend Endothelzellen der
Nabelvene bei wesentlich hoherer Dosierung noch lebensfihig waren. Die Basalspiegel
von Gb3 (-Rezeptoren) waren dabei anndhernd 50fach hoher in renalen

Endothelzellen als in umbilicalen Endothelzellen [193].

Die endotheliale Dysfunktion ist der wesentliche primire Effekt in der
Pathogenese des himolytisch-urimischen-Syndroms

Neben der letalen Schddigung ergeben sich eine Anzahl Hinweise fiir eine subletale
Funktionsstorung der Endothelzelle beim HUS. Diese werden ausgelost durch das SL-
Toxin und offenbar auch das Hamolysin. Dabei spielen zundchst verschiedene
Entziindungsmediatoren eine wesentliche Rolle. Das Verhalten der zwei wichtigsten
von Endothelzellen gebildeten Mediatoren im Rahmen des HUS, PAF und
Prostazyklin, wurde bereits ausfiihrlich diskutiert (s. 0.) und erklart zusammen mit dem
SL-Toxin pathogenetisch weite Teile der beim HUS beobachteten Effekte. Wahrend die
unphysiologische Steigerung der PAF-Synthese u. a. eine Thrombozyten-Aggregation

auslost und  damit  wesentlich die Bildung von  schwerwiegenden
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Mikrozirkulationsstorungen durch GefafSthrombosen fordert, verstarkt das Fehlen oder
die Hemmung des Gegenspielers Prostazyklin, mit dessen vasodilatatorischen und
Thrombozytenaggregations-hemmenden Eigenschaften diese Effekte noch. Damit wird
offenbar eine adidquate ,,physiologische Entziindungsreaktion beim HUS verhindert.
Ein weiteres Zeichen der endothelialen Dysfunktion ist, dass Plasma von Patienten mit
HUS oft ungewdhnlich groBe von Willebrandt-Faktor-(vWF)-Multimere enthalten.
Diese sind normalerweise in den Endothelzellen gespeichert, ihre Pridsenz im
peripheren Blut zeigt einen Endothelzellschaden an.

Neben SL-Toxin und dem Hémolysin scheint auch der fliissigkeitsbedingte Scher-
Stress ein weiterer wichtiger Faktor bei der endothelialen Dysfunktion zu sein: Diese
vermehrte Kraft auf die Endothelzelloberfliche entsteht beim HUS durch Stérung der
Mikrozirkulation, insbesondere im Rahmen von Thrombenbildung. Bei experimentellen
Untersuchungen ergaben sich Hinweise fiir eine abnormale vWF-Fragmentation bei
erhohten Scherkriften [194]. Des Weiteren wird auch die endotheliale Stickoxid (NO)-
Synthese gefordert. NO ist einer der Hauptprodukte, die von Endothelzellen gebildet
werden und ein multifunktioneller Faktor mit vasodilatatorischen und zytotoxischen
Eigenschaften [195,196]. NO ist auch selbst ein potenter Mediator von Gefal3schiden
[197] und Scher-Stress vermittelte Uberproduktion von NO kdnnte als ein wesentlicher
toxischer Faktor wirken. Da NO selbst auBerdem einen Anstieg von TNF-o und
Interleukin-1 bei inflammatorischen Zellen bewirkt und die Leukozyten-Aktivation
fordert, verstirkt dies weiter den durch die Entziindung bewirkten Schaden [198]. Auch
hier ist wiederum eine verstirkende Funktion des EHEC-Hémolysins anzunehmen; fiir
das a-Hamolysin wurde jedenfalls eine direkte ausgeprigte Stimulation der NO-
Synthese bei Endothelzellen nachgewiesen [100]. Im Urin allerdings zeigen andere
Untersuchungen eine Abnahme des zyklischen Guanosin-Monophosphats (GMP) als
Marker der NO-Aktivitit, eine Erklarung dafiir existiert bisher nicht [199].

Des Weiteren findet sich beim HUS eine Erhéhung von Endothelin, welches den

renalen GefaBwiderstand deutlich ansteigen ldsst und die glomeruldre Filtrationsrate

reduziert [200]; auch dies konnte zum akuten Nierenversagen beitragen.
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Weitere Phanomene unterstiitzen die Wirkung des Shiga-like Toxins oder sind
dessen Folge

Die aus der Bakterienwand gramnegativer Bakterien wie E. coli freigesetzten
Lipopolysaccharide (Endotoxine), die beim HUS héufig im Blut nachweisbar sind
[201], konnen unabhdngig vom Shiga-like-Toxin Endothelzellen schidigen [202] und
die Thrombose fordern durch eine ansteigende Gewebsfaktor-Expression, eine
Hochregulation des Plasminogen-Aktivator-Inhibitors und eine Herunterregulierung der
Thrombomodulin-Expression [203]. Lipopolysaccharide konnen auflerdem die
Zytotoxizitit der Shiga-like-Toxine gegeniiber Endothelzellen verstérken [64].

Ein dhnlicher Synergismus ist gezeigt worden zwischen Shiga-like Toxin und TNF-a
(Tumornekrosefaktor), dessen Bildung wiederum durch Endotoxine gefordert wird
[204]. TNF hat mehrere Eigenschaften, die wichtig sind in der Pathogenese des HUS, u.
a. die ausgepriagte Induzierung der GBs-Rezeptor-Expression von humanen
Endothelzellen mit einer 10- bis 100fach hdéheren Zahl von spezifischen
Bindungsstellen flir Verotoxin [205,206]. Siegler et al. fanden erhohte Spiegel von
TNF-a im Urin von Kindern mit HUS [207]. AuBlerdem sind Méuse, die kein TNF
produzieren, weniger empfindlich gegeniiber den letalen Effekten von Verotoxin [208].
Weitere in vitro-Versuche zeigten dass das renale Endothel nach Prdinkubation mit
Endotoxin und Endotoxin-abgeleitetem TNF-o und IL-1B weit mehr empfindlich ist
gegeniiber dem Verotoxin-Schaden [205], so dass eine hohe lokale Konzentration von
inflammatorischen Zytokinen insgesamt eine pathogenetische Rolle beim HUS haben
konnte. Interessant im Zusammenhang mit der Rezeptorverteilung ist auch die
Beobachtung, dass Shiga-like-Toxin die TNF-o-Biosynthese in der Niere induziert,
nicht jedoch in anderen Organen oder Geweben [209].

Ein weiterer verstarkender Effekt ist die Forderung der Adhésion von neutrophilen
Granulozyten zu endothelialen Zellen durch Shiga-like-Toxin [210, 211]. Dieser Effekt
konnte auch fiir das a-Hédmolysin gezeigt werden, fiir eine analoge Wirkung des EHEC-
Hamolysins gibt es noch keinen Nachweis [146].

Die Hamolyse beim HUS resultiert neben der Wirkung des Hdmolysins wahrscheinlich
aus der mechanischen Fragmentation der Erythrozyten beim Durchtritt durch die
kleinen Gefale, die partiell durch Plattchen und Fibrin verschlossen sind. Eine erh6hte
Lipid-Peroxidation und verminderte antioxidierende Aktivitit lassen eine verstirkte
Empfindlichkeit der Erythrozyten gegeniiber der (oxidativen) Hadmolyse erkennen
[212].
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Die Thrombozytopenie zeigt eine intravaskulire Plédttchen-Aggregation (Verbrauch)
an, die wahrscheinlich in erster Linie eine Konsequenz des Endothelschadens ist und
durch die Wirkung des PAF verstirkt wird (s. o.).

Die gastrointestinalen Fliissigkeitsverluste konnen eine Hypovoldmie verursachen
und in Kombination mit der Hamoglobindmie, der Hyperbilirubindmie und
Hyperurikdmie das akute Nierenversagen begiinstigen.

Verschiedene Antikorper gegen Endothelzellen und Immunkomplexe werden
auBerdem in der akuten Phase des HUS gefunden [213,214]. Ob diese Beobachtungen
als Konsequenz des Epithelzellschadens lediglich ein Epiphdnomen sind oder eine
wichtige Rolle in der Pathogenese der Krankheit spielen, ist nicht klar.

Auch das EHEC-Hémolysin ist klinisch relevant und moglicherweise ein zentraler
Schalthebel fiir die Ausbildung des hamolytisch-urimischen Syndroms

In diese Vielzahl von Effekten ist nun das Hédmolysin einzuordnen. Die schwierige
Frage seiner spezifischen Rolle in der Pathogenese der EHEC-Erkrankung wurde bisher
kaum diskutiert. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sowie Einzelfakten aus der
Literatur geben hierzu jedoch durchaus relevante Hinweise. Diese wurden in den
vorigen Abschnitten dieser Arbeit in Einzelteilen bereits besprochen, miissen jedoch in
ihrer klinischen Bedeutung und im Gesamtzusammenhang eingeordnet werden.
Zunichst ist festzustellen, dass inzwischen neben wenigen experimentellen bereits
zahlreiche  klinische Arbeiten die Bedeutung des Hadmolysins im konkreten
Erkrankungsfall belegen: Eine durchgemachte EHEC-Infektion mit HUS hinterlésst als
Zeichen einer spezifischen Immunantwort Antikérper. Bei Tests mit den Seren von
rekonvaleszenten Patienten mit durchgemachtem hédmolytisch-urdmischen Syndrom
reagierten z. B. in einer Untersuchung von Schmidt et al. 19 von 20 Patienten spezifisch
mit dem Hlygnec, im Gegensatz dazu zeigte nur eine der 20 Kontrollen eine Reaktion
[93]. Ein anderes Beispiel ist eine chinesische Arbeit mit 42 Patienten mit Durchfall,
gefolgt von akutem Nierenversagen, von denen 34 Antikorper entweder gegen das
EHEC-Héamolysin oder den E. coli-Stamm O157 zeigten [215].

Eine weitere Beobachtung bei EHEC ist das meist gemeinsame Auftreten von
Himolysin und Shiga-like-Toxin (Assoziation). Der hdmolytische Effekt von Shiga-
like-Toxin produzierenden E. coli ist bereits ldnger bekannt, weswegen die Existenz so
genannter ,,Enterohdmolysine* — im Analogie zu denen von uropathogenen Stimmen -
angenommen wurde; diese entsprechen nach heutigem Wissen dem EHEC-Hédmolysin

[94]. Beutin et al. untersuchten 64 Verotoxin-produzierende E. coli-Stimme, von denen
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60 positiv flir die Produktion eines Hamolysins waren [84]. Dass diese Assoziation
zwischen Hlypypc und Shiga-like-Toxin kein Zufall ist, zeigen z. B. Beutins
Untersuchungen von 1994, in denen verschiedene E. coli-Stimme entweder o-
Héamolysin oder SL-Toxin produzierten, jedoch in keinem Fall beide Toxine zusammen
[216]. Bettelheim folgerte 1995 aus dhnlichen Fakten, dass schon die auf Kulturplatten
erkennbare Hadmolyse in der Praxis zur Identifizierung von EHEC-Stimmen
herangezogen werden kann [217].

Nach der Entdeckung des spezifischen EHEC-Hédmolysins und der Aufklidrung seiner
genetischen Struktur (1995) konnte die Assoziation der Toxine molekularbiologisch
bestdtigt werden: In 53 von Schmidt et al. untersuchten Patienten-Isolaten verschiedener
E. coli-Serotypen zeigten alle O 157:H7 (EHEC)-Stimme die Gene fiir das Shiga-like-
Toxin (stx) und das EHEC-hlyA-Gen, wihrend alle stx-negativen Stamme auch hlyA-
negativ waren [93]. Meng et al. erfassten 1998 umfangreich die Ausstattung mit
Virulenzgenen in 178 Isolaten von pathogenen E. coli von Menschen, Tieren und
Nahrungsmitteln. Dabei enthielten alle EHEC-Isolate ein oder beide Stx-gene und alle
EHEC-Stamme bis auf ecinen non-O157:H7-Stamm auch das EHEC-hlyA-Gen.
Ahnliche Ergebnisse fanden z. B. Eklund et al. in Finnland oder Sandhu et al in Ontario
[218,117]. In statistischen Untersuchungen verschiedener Virulenzfaktoren von EHEC
war das EHEC-Hamolysin-Gen signifikant assoziiert mit Isolaten bei schweren
Krankheitsverldufen in der univariaten Analyse, jedoch nicht in multivariaten
Regressionsmodellen. Dies ist jedoch moglicherweise mit der strengen Assoziation

zwischen dem Intimin- und Himolysin-Gen zu erkldren [219].

In jedem Fall scheint jedoch sowohl der Zusammenhang zwischen Shiga-like-Toxin
und EHEC-Héamolysin untereinander hinreichend bestitigt als auch die Verbindung der
Bildung dieser Faktoren mit dem Auftreten des HUS. Damit kann das EHEC-hlyA-Gen
in die Reihe der etablierten diagnostischen Marker der EHEC-Infektion eingefiigt
werden.

In der Zukunft wird zu diskutieren sein, welche funktionellen Zusammenhinge
zwischen den Toxinen bestehen. Dass das Hamolysin tatsdchlich eine eigenstindige
Rolle in der Entwicklung des HUS spielt, zeigen die hierfiir sehr wichtigen
Untersuchungen von Schmidt et al 1996 an SL-Toxin produzierenden E. coli Stimmen:
88% dieser Stimme von Patienten mit HUS waren Hadmolysin-positiv, jedoch nur 22%

der Patienten, die (nur) Durchfall zeigten [220]. Dies bedeutet umgekehrt, dass das SL-
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Toxin nur in 12 % alleine (ohne Hémolysin) gegeniiber 88 % mit Hamolysin ein HUS
ausloste; auBlerdem lag bei den ,,Versagern (nur Durchfall trotz Toxin) unter den
Bakterienstimmen das SL-Toxin in 78 % alleine vor, nur in 22 % der ,,Versager*
schafften es beide Toxine zusammen nicht, das hidmolytisch-urdmische Syndrom
auszuldsen. Natiirlich ist diese Betrachtung noch vereinfacht, dennoch erscheint die
Bedeutung des EHEC-Hamolysins als zentraler Schalthebel fiir das hidmolytisch-

urdmische Syndrom moglich.

Zusammenfassung: Die Einordnung der Toxinwirkungen in die Pathogenese der
Krankheitsbilder: Im Vergleich verwenden EHEC-Hamolysin und a-H#molysin in
ihrem Wirkungsspektrum Variationen desselben Grundmusters

Fir das a-Hamolysin gibt es inzwischen zahlreiche Untersuchungen zu seiner
Bedeutung in der Pathogenese allgemein und im konkreten Wirkmechanismus, die von
der Zellkultur bis zum Tierexperiment reichen. Mit EHEC-Stammen wurden dagegen
bisher nur einzelne Studien durchgefiihrt, mit isoliertem Toxin bisher iiberhaupt nicht
gearbeitet. Hier setzen die eigenen Versuche an, bei denen erstmals beide Toxine in
einem funktionellen Ansatz verglichen wurden. Wegen der hohen strukturellen
Ahnlichkeiten der Himolysine ist es zuldssig, die bisherigen Kenntnisse iiber o-
Hamolysin zu verwenden, um analoge Hypothesen iiber die Wirkung des EHEC-
Héamolysins abzuleiten. Die einzelnen Aspekte der Wirkung der beiden Hadmolysine
sollen im Folgenden noch einmal unmittelbar gegeniibergestellt werden:
Signaltransduktion: Beide Toxine sind wirkungsvolle Induktoren der
Inositolphosphat-Signaltransduktion. Im Vergleich lauft diese bei dem rekombinanten
EHEC-Stamm mit dem ,,isolierten* Himolysin gegeniiber dem uropathogenen Wildtyp
jedoch schwicher und langsamer ab. Verschiedene Erklidrungen sind dafiir moglich:

a) Die bei EHEC geringe freie Sekretion ist als Ursache denkbar, kann jedoch durch den
bakteriellen Kontakt evtl. ausgeglichen werden.

b) Auch eine Zielzellspezifitat (s. u.) konnte dafiir verantwortlich sein; tatsdchlich wurde
ein unterschiedliches Ansprechen auf verschiedene Zelllinien nachgewiesen [86,193].
Sowohl fiir das a-Hédmolysin als auch fiir Hlyguec sind spezifische Rezeptoren zu
vermuten, wobei fiir a-Hédmolysin die Bindungsstelle des Rezeptors bereits bekannt ist.
Als Bereich innerhalb der beiden Hamolysine, der fiir die Zielzellspezifitit
verantwortlich ist, wurde das amino-terminale Ende vorgeschlagen, da dort in den

ersten 50 Aminosiuren eine niedrige Homologie von etwa 40 % besteht [221].
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c) Nach Bauer et al. [86] bestehen deutliche Unterschiede in der Potenz der beiden
Héamolysine, gemessen an der Auspragung der zytotoxischen Aktivitét.

d) Zusammenwirkung mit anderen Faktoren: Bereits bei Welch et al. (1981) zeigten
UPEC-Wildstimme am Tiermodell eine stirkere Wirkung als rekombinante o.-
Héamolysin produzierende Stamme, dhnliches wird von weiteren Untersuchern berichtet
[71]. Dies unterstreicht, dass das Zusammenspiel mehrerer Pathogenitétsfaktoren fiir die

Ausbildung des Krankheitsbildes erforderlich ist.

Wirkung des Hiamolysins als Mediator

Shiga-like-Toxin und EHEC-Hémolysin ergéinzen sich in ihrem Wirkungsspektrum:
Ersteres verursacht eine Apoptose-Induktion [222]. Das Hamolysin dagegen kann als
Porenbildner einerseits iiber eine unspezifische Zelllyse den Zelltod verursachen,
andererseits — was offenbar seiner Hauptfunktion entspricht - Steuerungs- und
Mediatorfunktionen ausiiben. Dies geschieht {iber den Weg der Signaltransduktion:
Bekannt war bisher schon, dass der Inositolphosphat-Anstieg erforderlich ist fiir die
Ausbildung der AE-Lésion bei EPEC- und EHEC-Infektionen. Be1 EHEC kann nach
den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit das Hédmolysin als wesentlicher Stimulus
daflir angesehen werden. Welchen Beitrag weitere Faktoren zur Signaltransduktion
leisten, ist zur Zeit noch unklar. In einer einzigen Arbeit wurde auch iiber einen
Inositolphosphat-Anstieg durch isoliertes Shigellen-Toxin berichtet, allerdings bei
Enterozyten (im Gegensatz zu den hier eingesetzten Endothelzellen), ob dies auf das
Shiga-like-Toxin von EHEC {ibertragbar ist, ist zu diskutieren [183]. Mdoglich wire
auch eine ,,Aufgabenteilung® von Hamolysin und SL-Toxin durch eine unterschiedliche
Zielzellspezifitit. Mindestens ein weiterer loslicher Faktor scheint auflerdem eine
Bedeutung zu haben, der bisher nur in Umrissen bekannt ist [103].

Die Stimulation der Produktion von Prostazyklin durch das oa-Hédmolysin, die aus
Untersuchungen mit isoliertem Toxin bekannt ist, wurde in der vorliegenden Arbeit mit
dem UPEC-Wildtyp bestitigt.

Der rekombinante EHEC-Stamm zeigte dagegen einen fehlenden Anstieg der
Prostazyklin-Synthese. Eine Hemmung der physiologischen Synthese bzw. ein
Verhindern einer adiquaten Reaktion der Endothelzelle wurde hier nicht bewiesen,
wiirde jedoch gut zum Pathomechanismus des hdmolytisch-urdmischen Syndroms

passen:  Prostazyklin  bewirkt eine  Vasodilatation und Hemmung der
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Plattchenaggregation, was der Mikrothrombosierung beim HUS entgegensteht. Fiir das
Shiga-like-Toxin ist ein solcher Effekt bereits bekannt.

Beziiglich der Stimulation der PAF-Synthese konnten ebenfalls neue Beobachtungen
gemacht werden: Die Akkumulation von PAF durch o-H&molysin, die bereits aus
fritheren Arbeiten bekannt ist, konnte bestétigt werden. Ein {iberraschender Befund ist
dabei, dass die PAF-Werte im ldngeren Verlauf zum Ausgangswert zuriickkehren. In
der Literatur gibt es 1iiber lidngere Versuchszeiten in einer gleichartigen
Versuchsanordnung erst wenige dhnliche Angaben. Das EHEC-Hémolysin bewirkte
dagegen einen kontinuierlichen Anstieg des PAF. Dies wiirde ebenfalls gut zur
Pathogenese des HUS passen, da PAF u. a. eine Plittchen-Aggregation bewirkt und
damit die Entstehung der Mikrothromben begiinstigt. Auch diese Wirkung wurde
bereits fiir das Shiga-like-Toxin nachgewiesen.

bakterielle Sekretion/Adhédrenz: Das EHEC-Hadmolysin wird im Gegensatz zum a-
Hamolysin nur in geringem Umfang frei sezerniert, wobei sich genetisch Hinweise
sowohl auf einen Typ 2-Weg (Plasmid-codiert) als auch den kontaktabhéngigen Typ 3 -
Weg (chromosomal codiert) zeigen. Damit ist die Adhdrenz von EHEC zu
Darmepithelzellen von besonderer Bedeutung, die durch die Bildung von AE-Lisionen
ausgetibt wird.

Tyrosin-Phosphorylierung im Rahmen der Signaltransduktion

Die Tatsache, dass in den eigenen Versuchen der durch den rekombinanten EHEC-
Stamm 413/89y+ induzierte Inositolphosphat-Anstieg erheblich, jedoch nicht
vollstédndig, durch den Tyrosinkinase-Inhibitor Genistein gehemmt wurde, ist schwierig
einzuordnen. Fir EPEC ist eine Tyrosin-Phosphorylierung im Rahmen der
Signaltransduktion bekannt, und zwar des Adhésionsproteins Tir. Diese tritt bet EHEC
nicht auf. Es sind daher andere Tyrosinkinase-abhingige Schritte zu suchen, die parallel
zu unabhidngigen Vorgidngen ablaufen. Einzelne konkrete Hinweise dafiir gibt es
inzwischen in der Literatur.

Uberraschend und bisher nicht bekannt war die Beobachtung, dass auch die durch das
a-Hamolysin induzierte Signaltransduktion teils von einer Tyrosinkinase abhingig ist.
Dies stimmt {iberein mit der Beobachtung von Martinez et al., dass bei uropathogenen
E. coli ebenfalls eine Tyrosin-Phosphorylierung von Wirtsproteinen beobachtet wird,
und dass gleichzeitig die Inositolphosphat-Signaltransduktion fiir die bakterielle
Invasion erforderlich ist [177], hier bestehen moéglicherweise bisher nicht bekannte

Parallelen zu EPEC.
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Schlussfolgerungen und Wirkmodell: Die in dieser Arbeit gezeigten Wirkungen
des EHEC-H:imolysins sind geeignet, ,,Liicken* in der Pathogenese der EHEC-
Erkrankung zu schlielen; dariiber hinaus werden die Kenntnisse iiber die
Funktion des a-Himolysins erginzt

Mit den bisher etablierten Pathogenitétsfaktoren, insbesondere dem Shiga-like-Toxin,
konnten nicht alle Fragen zur Pathogenese der durch EHEC verursachten
hdmorrhagischen Kolitis und des hdmolytischen Syndroms geklart werden [223].
Liicken ergaben sich dabei insbesondere im Bereich der Signaltransduktion. Klinisch
war bereits langer die Bildung eines Hdmolysins bekannt, bei dem insbesondere wegen
des konstanten Auftretens eine pathogenetische Bedeutung zu vermuten war. In den hier
durchgefiihrten Versuchen wurde das EHEC-Hadmolysin, wie es in Analogie zum a-
Hamolysin zu erwarten war, als wirkungsvoller Mediator bestitigt, dessen Wirkung
primdér {iber die Inositolphosphat-vermittelte Signaltransduktion ablauft. Dabei sind die
der Signaltransduktion nachgeschalteten Vorginge unmittelbar involviert in die EHEC-
Infektion, insbesondere die Ausbildung der attaching and effacing (AE)-Lésion und die
Beeinflussung der PAF- und Prostazyklin-Synthese (s. 0.). a-Hédmolysin und Hlygygc
zeigen hier jedoch trotz struktureller Ahnlichkeiten durchaus Unterschiede, die sich bei
EHEC funktionell erkldren lassen.

Unter Beriicksichtigung der Literatur kann man einen Synergismus zwischen Shiga-
like-Toxin und EHEC-Hédmolysin bei der Ausbildung des HUS annehmen, was auch
durch klinische Beobachtungen bestdtigt wird. Dem Shiga-like-Toxin kommt dabei eher
eine unmittelbar schidigende, dem Hamolysin eher eine steuernde Wirkung zu

(,,Lenkrakete®).

Abschlieflend lésst sich folgendes Wirkmodell insbesondere fiir das EHEC-Hédmolysin
aufstellen: In niedriger Konzentration, wenn das Bakterium noch nicht eng an die
Darmepithelzelle angeheftet ist, wirkt das Toxin als ,,Pionier-Landetruppe® und 16st
durch Signaltransduktion die Bildung der AE-Lésion aus. Mit der engen Anheftung
durch die AE-Lidsion kann das Toxin in einer zweiten Stufe in hoherer lokaler
Konzentration auch eine Porenbildung mit nachgeschalteten Ca**-bedingten Effekten
und dann als Maximalwirkung den Zelltod durch Zelllyse erreichen, zusammen mit dem
Shiga-like-Toxin. Dabei wird durch die schwere GefaB3- und Epithelschddigung, die fiir
das Shiga-like-Toxin und zumindest parallel fiir das a-Hadmolysin [224] unmittelbar

belegt ist, als Korrelat der hdmorrhagischen Kolitis die Blutbahn erdffnet; fiir das
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EHEC-Hidmolysin ist ein solcher Effekt durchaus ebenfalls anzunehmen. In die
Blutbahn wiederum dringen eher die Toxine als das ganze Bakterium ein. Fiir die
niedrige Konzentration in der Blutbahn stinden erneut zunichst Funktionen der
Signaltransduktion im Vordergrund. Eine finale Konzentration der Toxine mit
zellschadigender Wirkung und Ausbildung des hidmolytisch-urdmischen Syndroms
kdme schlieBlich durch spezifische Rezeptoren an den Zielorganen, insbesondere der
Niere, zustande, deren Expression u. a. durch Shiga-like-Toxin gefordert wird. Die
Struktur der Rezeptoren ist fiir das Shiga-like-Toxin und in Grundziigen auch fiir das o-

Héamolysin bereits bekannt.

Ausblickend ist zu sagen, dass das Gebiet der Wirkungen des EHEC-Hé@molysins und
sein Beitrag zum hémolytisch-urdamischen Syndrom immer noch Neuland ist,
wenngleich die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit einen wesentlichen Schritt darauf
darstellen. Weitere experimentelle Studien zur Bestitigung der aufgestellten
Hypothesen und zur Ausgestaltung der vorhandenen Umrisse diirften von grof3em

Interesse sein.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Hamolysine gehoren zu den porenbildenden bakteriellen Exotoxinen. Fiir uropathogene
E. coli ist das gut charakterisierte a-Hdmolysin bekannt. Enterohdmorrhagische E. coli,
die das schwere Krankheitsbild des hdmolytisch-urdmischen Syndroms verursachen,
produzieren ebenfalls ein Hdmolysin, das in neuerer Zeit insbesondere strukturell und
genetisch charakterisiert wurde. Auch wenn seine klinische Bedeutung sich bereits
abzeichnet, existierten iliber seine konkrete Funktion bislang fast keine Kenntnisse. In
der vorliegenden Arbeit wurden daher grundlegende biochemische Parameter von
humanen Nabelschnur-Endothelzellen (HUVEC) als Antwort auf die Einwirkung des
EHEC-Hamolysins im direkten Vergleich mit dem a-Hamolysin bestimmt. Dafiir wurde
zum einen ein rekombinanter boviner EHEC- (bzw. Shiga-like-produzierender) Stamm
verwendet, der in einem Vektorplasmid lediglich die EHEC-Hamolysin-Sequenz
enthielt (413/89%uiy+), zum anderen ein uropathogener Wildtyp-Stamm (UPEC) mit
nachgewiesener ausgepriagter a-Hamolysin-Produktion. Als Kontrolle diente ein
apathogener E. coli-Stamm mit dem Vektorplasmid sowie bakterienfreies
Wachstumsmedium.

Wie erwartet bewirkte der UPEC-Wildstamm mit dem a-H@molysin eine ausgeprigte
schnelle Signaltransduktion, gemessen an dem Anstieg der Inositolphosphate, der bis
zum 9-fachen des Kontrollwertes reichte mit &hnlichen Werten durch den
bakterienfreien Uberstand als Zeichen einer ausgeprigten Sekretion. Der rekombinante
Stamm mit dem EHEC-Hé&dmolysin (413/89u1y+) zeigte dagegen einen nur langsamen
und schwécheren Anstieg der Inositolphosphate (Maximum bei 3h mit dem 2,8-fachen
des Kontrollwertes). Dabei fand sich nur eine geringe Wirkung durch den Uberstand
alleine als Zeichen einer geringen Sekretion; letzteres ist flir EHEC bekannt.

Wie aus Untersuchungen mit isoliertem o-Hédmolysin bekannt, stimulierte der UPEC-
Stamm die Produktion von Prostazyklin. Bei dem EHEC-Hadmolysin konnte kein
Prostazyklin-Anstieg induziert werden, eine aktive Hemmung war nicht signifikant
nachweisbar. Auch die PAF-Synthese wurde erwartungsgemall durch UPEC gefordert.
Uberraschend ist hier die Beobachtung, dass im lingeren Verlauf die PAF-Werte zum
Ausgangswert zuriickkehren. Der rekombinante EHEC-Stamm zeigte dagegen einen
kontinuierlichen Anstieg des PAF.

Der durch das a-Hamolysin induzierte Inositolphosphat-Anstieg wurde um 46 % durch

einen unspezifischen Tyrosinkinase-Hemmer, Genistein, reduziert; iibereinstimmend
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mit einzelnen neuen Literaturangaben. Schwieriger einzuordnen ist die Tatsache, dass
auch die Wirkung des EHEC-Hémolysins erheblich durch Genistein reduziert wurde.
Die genaue Lokalisation der Tyrosin-Phosphorylierung ist ndmlich bei EHEC im
Gegensatz zu EPEC bisher nicht bekannt.

Insgesamt zeigt sich das EHEC-Hémolysin als wirkungsvoller Mediator, der im
Rahmen der hdmorrhagischen Kolitis und des hdmolytisch-urdmischen Syndroms auf
einen Teil der bisher ungekliarten Fragen zur Pathogenese eine Antwort geben kann.
Dabei erginzt es die Endothelzell-schidigende Wirkung des Shiga-like Toxins und
tibernimmt insbesondere iiber die Signaltransduktion — sei es rezeptorvermittelt oder
durch unspezifischen Ca*'- Einstrom mittels Porenbildung - eine entscheidende
Steuerungsfunktion, die iiber die bekannte zytotoxische Wirkung hinausgeht. Von
Bedeutung sind damit die der Signaltransduktion nachgeschalteten Vorginge. Dies
betrifft zundchst die AE-Ldsion (Adhision), fiir die eine Abhéngigkeit von der
Signaltransduktion bekannt ist. Der dariiber hinaus in den hier durchgefiihrten
Versuchen gezeigte Einfluss auf die PAF- und Prostazyklin-Synthese fiigt sich gut in
die bekannten Phidnomene des hédmolytisch-urdmischen Syndroms und der
hdmorrhagischen Kolitis ein: Im Vordergrund steht die Forderung der
Plédttchenaggregation liber PAF, moglicherweise auch die gleichzeitige Hemmung des

Gegenspielers Prostazyklin. Hier zeigt sich ein Synergismus zum Shiga-like-Toxin.
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6 ABSTRACT

Hemolysins belong to the pore-forming bacterial exotoxins; a-hemolysin of UPEC is well
characterized. Enterohemorrhagic E. coli causing the hemolytic uremic syndrome also
produce a hemolysin, which was structurally and genetically characterized more recently.
Even though there is increasing evidence for the clinical impact of this hemolysin, its
concrete function is yet unclear. Therefore, in this study the reaction of human umbilical
vein endothelial cells (HUVEC) to EHEC hemolysin and a-hemolysin were compared by
measuring certain biochemical parameters. A recombinant bovine Shiga-like producing
strain, which contained the EHEC hemolysin sequence in a plasmid (413/89Hly+), and a
uropathogenic a-hemolysin producing strain (UPEC) was used. An apathogenic E. coli
strain was used as a control. As expected, UPEC with its a-hemolysin caused a strong and
fast signal transduction, measured by the increase of inositolphosphate, with similar values
induced by bacteria and bacteria-free supernatant, indicating the secretion of a-hemolysin.
In contrast, the recombinant strain with the EHEC-hemolysin (413/89Hly+) showed a
slower and weaker increase of inositolphosphate. Only a small effect was induced by
bacteria-free supernatant indicating a low secretion of the hemolysin, which is well-known
for EHEC. As known from studies with isolated a-hemolysin, UPEC stimulated the
production of prostacyclin. EHEC hemolysin did not increase prostacyclin levels in the
HUVEGC: studied. As expected, PAF synthesis was promoted by UPEC. Surprisingly, PAF
values returned to the initial value after long-term stimulation with a-hemolysin. In
contrast, the recombined EHEC strain induced a continuous increase of PAF. An increase
of inositolphosphate induced by o-hemolysin was reduced by genistein, a non-specific
tyrosinkinase inhibitor. This finding is in line with newer data from other groups.
Interestingly, the effect of the EHEC hemolysin was also reduced substantially by
Genistein. This effect is not well understood since the exact localization of tyrosine
phosphorylation in EHEC is not yet known.

In conclusion, EHEC-hemolysin is an effective mediator controlling signal transduction in
the infected cells, an effect that goes beyond the well-known cytotoxic effect. EHEC-
hemolysin promotes platelet aggregation by PAF, possibly also the simultaneous inhibition
of the opponent prostacyclin, in synergism to shiga like toxin. These findings contribute to
the understanding of the mechanisms causing haemolytic uremic syndrome and

hemorrhagic colitis.
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AE-Lésion ,»Attaching and effacing“-Ldsion

DAG Diacylglycerol

EDHF endothelial derived hyperpolarisation factor
EHEC enterohdmorrhagische Escherichia coli
EPEC enteropathogene Escherichia coli

FCS fetales Kélberserum

HIyA Escherichia coli Hamolysin

HUVEC human umbilical vein endothelial cells
HUS hamolytisch-uramisches Syndrom

1Py verschiedene Inositol-Phosphate

LB Luria Bertani

LEE Locus for enterocyte effacement

NO Stickstoffmonoxid

PAF Plattchen-aktivierender Faktor

PGI; Prostazyklin

RTX “repeats in toxin”

SLT Shiga-like-Toxin

SLTEC Shiga-like-Toxin produzierende Escherichia coli (=EHEC)
UPEC uropathogene Escherichia coli

VTEC Verotoxin-produzierende Escherichia coli (=EHEC)
HIlyenec EHEC-Hamolysin
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