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ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Die Erforschung der Infektionsstrategien pathogédembakterien stellt einen wichtigen
und notwendigen Beitrag zum Verstandnis der Infektidie diese Erreger hervorrufen,
dar. Von besonderer Bedeutung sind dabei Keime,irdieTierwirt keine Symptome
hervorrufen, im Menschen jedoch schwerwiegende Ireitsbilder verursachen. Shiga
Toxin-produzierendé&scherichia coli(STEC) gehodren zu diesen Erregern. Sie schadigen
ihren Wirt, ahnlich wieYersinia spp. undSalmonellaspp., indem sie die wirtseigene
Immunantwort durch Modulation von eukaryontischernign8ltransduktionswegen
inhibieren. Dies wird ihnen durch in ihr Genom inege Pathogenitatsinseln, die fir
Virulenzfaktoren kodieren, ermdglicht, wodurch sieh von apathogendfscherichia coli
unterscheiden, die solche Faktoren und Inseln miebitzen.
Die vorliegende Arbeit dient der Aufklarung des stallaren Infektionsmechanismus von
STEC sowie der Untersuchung der pathobiologischetleBtung der STEC-Infektion fiir
die angeborene Immunitat. Die Untersuchungen hbasiewuf der von STEC hervor-
gerufenen Suppression des Transkriptionsfaktors kBIFin Epithelzellen, der die
Transkription proinflammatorischer Zytokine initiieund damit eine Proinflammation
auslost.
So zeigte sich, dass diese KB-Suppression nach STEC-Infektion auch in Zelléa,dbr
angeborenen Immunitat angehdren — Zellen der etédsi murinen makrophagen-
ahnlichen Zelllinie P388Pund ausdifferenzierte primare Knochenmarksmakrgeha-,
entsteht. Auffallig war dabei, dass die initiale -KB-Aktivierung und die anschlieBende
Suppression in den Immunzellen wesentlich schneifet effizienter erfolgte als in den
Epithelzellen. Somit ist die Inhibierung der Préanfimation kein Epithelzell-spezifisches
Ereignis. Sie scheint vielmehr ein genereller Med$raus fir den Erreger zu sein. Auch
die initiale NF-kB-Aktivierung scheint nicht nur res Reaktion der Wirtszellen auf
'Pathogen-associated molecular patter(BAMPS), sondern vielmehr ein nétiger
Mechanismus des Bakteriums zu sein, um letztendgale vollstindige NKB-
Suppression herbeifiihren zu kdnnen. Diese istarsiel, so dass auch nachfolgend, fur
mindestens 25 Stunden, keine Stimulation der Zetiérbekannten NkB-aktivierenden
Substanzen (LPS, TN&)} mehr moglich ist.
Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse kann mit Stokieé gesagt werden, dass der
bakterielle Faktor, welcher die Inhibierung der KB-aktivierenden Signaltransduktions-
wege bewirkt, nicht in den bakteriellen Kulturibarsl abgegeben, sondern direkt aus
XV



ZUSAMMENFASSUNG

dem bakteriellen Zytoplasma in das Zytoplasma déetsélle transloziert wird. Folglich
kénnen nur lebende STEC-Bakterien die SuppressiarNF«B herbeifiihren.

Die am besten untersuchte Pathogenitatsinsel (P#)STEC (sowie EPEC und EHEC)
ist der 'Locus of enterocyte effaceméer(LEE). Auf ihm ist das komplette Typ-Ill-
Sekretions-System (TTSS), durch welches Effektoasis der Bakterienzelle in die
Wirtszelle transloziert werden koénnen, lokalisidgrspriinglich nahm man an, dass der
Effektor, der fiir die NR«B-Suppression verantwortlich ist, auch auf dieskr IRgt. Mit
Hilfe von apathogeneE. coli, die den klonierten LEE von EPEC E2348/69 in sielgen,
konnte gezeigt werden, dass dies nicht der FallDsts entscheidende Molekil muss
demnach entweder von einer anderen PAI oder dengeibrGenom kodiert werden.
Dennoch wird der LEE bendétigt, damit das TTSS aodge und der Effektor transloziert
werden kann.

Von viel gréBerem Interesse war jedoch die Stufezde NF«B-Aktivierung fiihrenden
Signaltransduktionswege, die vom Bakterium moduligird. Durch die systematische
retrograde Untersuchung konnte gezeigt werden, dasB-Motiv durch die STEC-
Infektion nicht beeintrachtigt wird. Das in der éiiatur beschriebene CRM1/Exportinl-
abhangige nukleo-zytoplasmatiscBauttling von NF«B konnte weder fiir unbehandelte,
nicht infizierte noch fir STEC infizierte HeLa-Zell beobachtet werden. Demnach scheint
der Rucktransport von NkB aus dem Kern in das Zytoplasma CRM1/Exportinl-
unabhangig zu verlaufen. Die eingehende Untersughier kB-a-Phosphorylierung
zeigte eindeutig, dasxB-a im Verlauf der STEC-Infektion nicht mehr phospHuast
wird. Daher muss die Stufe, auf der die Inhibierumgn NFkB-aktivierenden
Signaltransduktionswegen durch STEC stattfindeterldlb von kB-a liegen, was
zukiinftig noch zu eruieren ist.

Die Untersuchungen erweiterten sich auf den atdimiatorischen Transkriptionsfaktor
PPARS$. Dessen starkere Induktion durch STEC, als dueshapathogenei. coli K-12
MG1655, lasst darauf schlieBen, dass nicht nurlnfiemmation der Zelle gehemmt,
sondern im Gegenzug die Antiinflammation aktivievird, was die Suppression der
Inflammation durch den Erreger unterstiitzen wiirde.

Mit den durchgefiihrten Mausinfektionsversuchen kengezeigt werden, dass die
Infektion mit dem STEC 413/89-1 Wildtyp, im Gegetzsaur Infektion mit STEC 413/89-
1 ZdespB starke Beeintrachtigungen des Allgemeinbefinabsnfizierten Mause bewirkt.

Die parallel dazu festgestellte Inhibierung der d@l-Proliferationsfahigkeit scheint somit
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die Hypothese zu stutzen, dass die SignalweitergabeMakrophagen auf die T-Zellen
durch die Infektion mit STEC WT beeintrachtigt ist.
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SUMMARY

SUMMARY

The investigation of infectious strategies of pagic gut bacteria represents an important
and necessary contribution to the understandirigeoinfection caused by these pathogens.
These bacteria are of particular interest becausg do not cause any symptoms in their
animal host but result in severe clinical manifestes in human. Shiga toxin-produciig

coli (STEC) are an example of such bacteria. LYle¥sinia spp. andSalmonellaspp.,
STEC inhibits the host specific immune responsenimdulating the eukaryotic signal
transduction pathways using factors encoded oropatficity islands (PAl). Pathogenicity
islands are discrete genetic elements that ustesige on the genome of pathogenic forms
of Escherichia coli

The present study examines molecular mechanisnTBCSnfection and investigates the
pathobiological meaning of the STEC infection fanate immunity. The analyses are
based on the STEC-dependent suppression of thectiaion factor NFB in epithelial
cells. NF«B initiates the transcription of proinflammatorytakines and thereby triggers
the proinflammation.

It was shown that NKB suppression after infection with STEC is alsarapprty seen in
primarily involved in innate immunity i.e. eitherelts of the established murine
macrophage-like cellline P388Dor bone marrow derived macrophages. It was
conspicuous that initial NKB activation and subsequent suppression were fastemore
efficient in the immune cells than in the epithkel@ells. Thus the inhibition of the
proinflammation is not an epithelial cell specigent. It seems rather to be a general
mechanism for the pathogen. Also the initial kB-activation seems not to be only a
reaction of the host cell against pathogen-asstiatolecular patterns (PAMPS) but also a
necessary mechanism of the bacterium to finallgt teecomplete NfB suppression. This
suppression is irreversible and no stimulation lné tcells with well known NKB
activators (LPS, TNFx) is possible for at least 25 hours.

From studies reported here it is now clear that liheterial factor which causes the
inhibition of the NFkB activating signal transduction pathway is notreex into the
bacterial culture supernatant but translocatecctiirérom the bacterial cytoplasm into the
cytoplasm of the host. Thus, only live STEC-baetesre able to induce the NdB

suppression.

XV



SUMMARY

The best analyzed PAI of STEC (both in EPEC and EHIE the'Locus of enterocyte
effacemerit(LEE). It encodes the complete Type-lll-secretagystem (TTSS), which is
used for translocating effectors out of the baateriinto the host cell. Originally the
effector responsible for the NEB suppression was thought to be located on this PAI
With the help of an apathogertc coli containing the cloned LEE from EPEC E2348/69,
it was shown that this is not true. The crucial @sale must either be encoded by a gene
on another PAI or present in the rest of the genohtee LEE is however needed for
constructing the TTSS and translocating the effecto

Of much more interest was the step of the sig@aisgluction pathways leading to MB-
activation and modulated by the bacterium. We sliovby systematic retrograde
investigations of the NKB pathway that th&B motive was not impaired by the STEC
infection. In the literature a CRM1/Exportinl-dedend nucleo-cytoplasmic shuttling of
NF-kB has been described. We did not observe suchfect &fith either untreated, non-
infected nor with STEC infected HeLa cells. Therefdhe transport of NkB out of the
nucleus into the cytoplasm seems to be indepenafe@RM1/Exportinl. The detailed
investigations of thekB-a phosphorylation demonstrate unequivocally thkd-& is not
phosphorylated during the STEC infection. Thus dtep of the NRB activating signal
transduction pathway by STEC must be upstreanxBfd. However, future studies are
required for further details.

The investigations were extended to the anti-infteatory transcription factor PPAR-
STEC was able to induce the expression of thiofaoiuch more than the apathogeBic
coli K-12 MG1655. This suggests that not only the miflaation of the cell is inhibited but
in the counterpart the anti-inflammation is actacatThis would assist the suppression of
inflammatory processes initiated by the pathogen.

We showed with mouse infection experiments thaeatibn with STEC 413/89-1 wild
type in contrast to infection with the STEC 413BdespBresults in a strong reduction of
the general state of health of the infected midee ®bservation that inhibition of the T-
cell-proliferation capability occurs, seems to swuppthe hypothesis that the signal
transduction from the macrophages to the T-celkffiscted by the infection with STEC
wild type.
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11 Enteropathogeneescherichia coli — Allgemeines

Escherichia coli sind Gram negative, meist bewegliche, fakultatinaerobe,
stédbchenformige Bakterien, welche zur Familie Beterobacteriaceagehotren [2]. Sie
wachsen auf herkdmmlichen Agar- oder Blutndhrbébden37°C und lassen sich daher
leicht kultivieren. lhr naturlicher Lebensraum dgr Gastrointestinaltrakt von Mensch und
Tier. Daher giltE. coli auch als Indikatorkeim fir fakale Verunreinigungen Wasser
und Lebensmitteln.

Als nicht-pathogenes Bakterium ist es Teil der stitmlen Normalflora und tragt somit
wesentlich zu deren Homdéostase bei. Gelangen jedase Keime in Wunden oder
andere Organsysteme, so rufen sie dort Infektiam&orm von Entziindungen hervor.
Neben nicht-pathogeneB. coli, die typischerweise den Darm kolonisieren, existie
jedoch auch pathogertescherichia coli die neben verschiedenen Formen der Enteritis
auch Infektionen des Urogenitaltraktes sowie Meitiahgn und Sepsis hervorrufel. coli
werden anhand verschiedener Antigenstrukturen tilgeDabei bildet jedes O-Antigen,
welches spezifische Polysaccharidketten des Lipspotharid-Komplexes der &uf3eren
Membran darstellt, eine eigene Serogruppe. H-AngBgeharakterisieren Proteine der
GeilRelantigene. Die Antigene der Kapseln werdeiKalsitigene bezeichnet und bestehen
aus linearen Polymeren der &uf3eren Membran, disiebisepetierenden Kohlenhydrat-
einheiten, gelegentlich auch Proteinen, aufgebadt Sie kdnnen die Bakterienzelle dicht
bedecken und eine O-Inagglutinabilitat bedingere §pezifische Kombination aus O- und
H-Antigenen definieren einzelne Serotypen. Im miawiften Kauffman-Schema sind alle
derzeit bekannten Serotypen aufgelistet [3].

Die Einteilung der pathogenéh coli erfolgt aufgrund ihres jeweiligen Serotyps unceihr
jeweiligen Infektionsstrategien und -mechanismem.uSterscheidet matEnterobxische
E. ooli" (ETEC), "EnteromthogeneE. oli" (EPEC), "EnterotémorrhagischekE. coli"
(EHEC), "Entero@gregativeE. coli" (EAEC) und"EnteronvasiveE. coli" (EIEC) [3].
Ahnlich anderen, die Schleimhaut besiedelnde, KejmieabenE. coli notwendige
Strategien zur Haftung ihrer Infektion entwickdlinzweifelhaft steht die Kolonisierung
der Mukosa an erster Stelle. Dem folgt zumeist diegehung der Wirtsabwehr mit
anschlielender Vermehrung des Erregers und abBehtier Schadigung des Wirtes.

Gerade die letztgenannten Punkte, die man als gatieo Strategien bezeichnen muss,

1
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variieren bei den einzelnda. colis die Bildung und Sezernierung von Enterotoxingn is
typisch fir ETECs und EAECs, EIECs bedienen sichMitels der Invasion, wohingegen
EPECs und EHECs durch enge Haftung an die Wirtszelit anschlieBender
Translokation von bakteriellen Proteinen ihren Wathadigen [4].

Um diese doch sehr unterschiedlichen Strategiefulags zu kdnnen, muss das Genom
pathogenerE. coli sehr vielseitig sein. Daher besitzt es zwei pgietie genetische
Konfigurationen: chromosomale PathogenitétsinselB.(LEE) und Virulenz-Plasmide
(z.B. EAF-Plasmid [5-7]). Das Shiga-Toxin (Stx) &FEC wird durch Phagen kodiert [8].

1.2 ETEC, EAEC und EIEC

EnterotoxischeE. coli (ETEC) sind durch die Bildung von Enterotoxinerackterisiert
[9]. Je nach Stamm werden entweder ein hitzelab{leB-l, LT-Il) und/oder ein
hitzestabiles (STa, STh) Toxin gebildet und nacHoHKisation der Mukosa abgegeben.
Das LT weist groRe Ahnlichkeit mit dem Cholera Eatexin (CT) vonVibrio cholerae
auf [10]. Sein Molekulargewicht betragt 86 kDa. Ektiviert in der Wirtszelle die
Adenylatcyclase, was zu einer Erh6hung der cAMP#€mitration und somit zur Sekretion
von Chlorid-lonen und der Inhibierung der NaCl-Alt@n fuhrt [11]. Es liegt eine
osmotische Diarrhoe vor. Im Gegensatz dazu wirkt kdainere ST (2-5.1 kDa) schnell.
Sein Rezeptor ist die Guanylatcyclase C, die déddivierung eine Erh6hung der cGMP-
Konzentration bewirkt, was ebenfalls zu einer etbibiChlorid-lonen-Sekretion und/oder
inhibierten NaCl-Resorption fiihrt, die eine intaate Flissigkeitssekretion nach sich zieht
[12]. Die Enterotoxine sind, wie die Kolonisierufeggoren, Plasmid-kodiert. Die
Kolonisierungsfaktoren sind Oberflachenfimbrien fQF die an den Enterozyten des
Dunndarmes haften [13]. ETECs sind der Ausloser \Weinkinderdiarrhden in
Entwicklungslandern und der so genannten Reiseriiiar

EnteroaggregativeE. coli (EAEC) produzieren per definitionem keine Entexate (LT,
ST) und haften an HEp-2-Zellen im Muster deygfegative Alherence (AA) [14]. Die AA
zeichnet sich durch eine prominente Autoagglutomatier Bakterienzellen untereinander
aus. Sie steigern die Schleimproduktion der Mukoghschliel3en sich in einen Bakterien-
Schleim-Biofilm ein. Es entsteht eine Verkirzung ®dli mit hamorrhagischer Nekrose
der Villispitzen, sowie Odembildung und mononukéeanfiltration der Submukosa [4].

Der AA-Phéanotyp wird durch Adharenzfaktoren, did ainem 60-MDa-Plasmid liegen,
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kodiert: die _ggregative _dherence_ibriae (AAF/I, AAF/I) sind flexible, Bundel
formende Fimbrienstrukturen mit einem Durchmesssr 2 bis 3 nm [15]. Wahrend die
AAF/I von allen EAEC gebildet werden, werden die A nur von einer Minderheit der
EAEC exprimiert. Es ist mdglich, jedoch noch nichekannt, dass auch andere
Adhéarenzfaktoren an der Ausbildung des EAEC-Biddilbeteiligt sind. Auch wenn EAEC
nach derzeitigem Stand der Wissenschaft keine &wotén-Bildner sind, wird eine ST-
Homolog, das_BteroaygregativeE. coli heat-gable enteraixin (EAST1), sowie ein
weiteres Zytotoxin fiir EAEC beschrieben.
Derzeit besteht folgendes 3-Stufen-PathogeneseIMode

1. initiale Anheftung der Keime an die Darmmukosa/oder den Mukus

(AAF/I und AAF/II sind dafir méglicherweise verardvtlich);
2. erhéhte Mukusproduktion, die zu einer Ablagerages dicken Mukus-
EAEC-Biofilm fuhrt;

3. Bildung eines Zytotoxins, das zu einer Schadjgder Darmzellen fihrt.
Auch dieses Pathovar spielt bei Sauglingsinfekiioime Entwicklungslandern eine Rolle
[4]. Daneben konnte eine Zunahme von Lebensmifeidtionen in anderen Landern mit
diesem Erreger beobachtet werden.
Enteroinvasive E. coli (EIEC) sind biochemisch, genetisch und pathogsdetimit
Shigellaspp. eng verwandt und dringen in die Wirtszellem &ie sind generell Lysin-
Decarboxylase negativ, nicht-beweglich und Laktosgativ.
Das derzeitig bekannte Pathogenese-Modell siehfolgeaus [16, 17]:

1. Penetration der Epithelzellen;

2. Lyse der endozytischen Vakuole;

3. intrazellulare Vermehrung;

4, gerichtete Bewegung durch das Zytoplasma;
5. Ausdehnung in angrenzende Epithelzellen.

Die inflammatorische Reaktion der Wirtszellen enidetieren Ulzeration. EIEC besitzen,
so wie nichtShigella somnei Shigel&erotypen, ein 140-MDa-Plasmid, welches Gene fir
ihre Invasivitat tragt [18]. Es werden ein Homologm Typ-IlI-Sekretions-System von
EPEC und EHEC, sowie sezernierte Proteine, vormalleffektoren des invasiven
Phénotyps angenommen [19]. Klinisch &ufert sichirdigktion mit EIEC zuerst in einer
wassrigen Diarrh6, gefolgt von eher kleinen Menggimréhnlichem Stuhl, der Blut und

Schleim enthalt.
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1.3 EPEC und STEC/EHEC — A/E-Lasionen formende Danpathogene

Enteropathogenéscherichia coli(EPEC) und enterohdmorrhagiscEscherichia coli
(EHEC), welche eine Untergruppe der Shiga ToxirdpmerendenEscherichia coli
(STEC) darstellen, zahlen zu dé&ftaching and #acing (A/EY-Lasionen verursachenden
darmpathogeneit. coli. Generell kdnnen EPECs und EHECs in insgesamt upp&n
unterteilt werden: EPEC 1 (H6) und EPEC 2 (H2, nustile), sowie EHEC 1 (O157:H7,
enger verwandt mit dem atypischen EPEC O55:H7) EiH8C 2 (026 und O111, enger
verwandt mit typischen EPECs) [20].

Als Gemeinsamkeit haben sie die Fahigkeit, A/E-dédsn hervorzurufen (siehe 1.3.3 [21-
25]). Im Unterschied zu STEC/EHEC besitzen EPEGitzlish den Virulenzfaktobfp,
welcher die_ndle-brming pli kodiert und somit fur die initiale Anheftung d8akterien
verantwortlich ist. Dieser liegt auf dem 50-70 MEREC alherencedctor (EAF)-Plasmid
[5, 6]. Des Weiteren kdnnen EPECs kein Shiga TQ@MEC) und kein Hamolysin
(EHEC) bilden. Die mitunter sehr schnell (innerhatin drei Stunden [26]) eintretende
Diarrhd bei EPEC-Infektionen scheint eine Folge Mdgovilli-Verlustes zu sein, der mit
einer Malabsorption einhergeht. Dabei scheint dgrifikante Abfall des transmembranen
Potentials den Influx von positiv oder den Effluxrvnegativ geladenen lonen zu fordern.
Die meisten Untersuchungen zu dem Geno- und Phaiasy A/E-Lasionen wurden an
dem humanen EPEC E2348/69 (0127:H6) und humanenCEHBL933 (O157:H7)
durchgefiihrt. Daher gelten diese beiden Stammematypen fir EPECs und EHECs.
Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimentekgten mit dem bovinen STEC 413/89-
1 (0126:H) [27].

1.3.1 Shiga Toxin-produzierenddescherichia coli (STEC)

Shiga Toxin-produzierend&scherichia coli(STEC) gehoéren zur Gruppe der Entero-
hammorrhagischerEscherichia coli(EHEC). Sie stellen als Erreger schwerwiegender
gastrointestinaler Erkrankungen weltweit ein bededés Gesundheitsrisiko dar [28]. Das
durch STEC verursachte Krankheitshild reicht vonssw@en und wassrigblutigen
Durchféllen bis hin zum lebensbedrohlicheantolytisch-uédmischen_gndrom (HUS),
welches durch drei Zustande definiert wird: akutésrenversagen - Thrombozytopenie -
mikroangiopathische, hamolytische Anamie. Diesaist die nierenschadigende Wirkung



1 EINLEITUNG

des in die Zirkulation gelangten Shiga Toxins zumiglhren. Trotz der systemischen
Implikationen bleibt die STEC-Infektion auf das Deapithel begrenzt.

In den letzten 15 Jahren wurden die Virulenzfakioren EPEC und STEC/EHEC bereits
weitreichend, jedoch nicht erschopfend, untersublg. meisten Ergebnisse liegen uns
heute fur EPEC vor. Jedoch kann man diese auclsBEC Ubertragen, da es in weiten
Teilen Homologien zwischen den beiden Erreger-Geapgibt.

1.3.2 "Locus of Enterocyte Effacement (LEE)

Ausgehend von dem Phanotyp dattaching and effacing (A/E)L&sionen, identifizierten
McDaniel et al. 1995 einen Locus im EPEC (EPEC E2348/69) und EHEDL933)
Genom, jedoch nicht im apathogengn coliStamm K-12, der neben anderen Faktoren
auch das Gen fiir den Rezeptor Intimin enthélt.n8renten diese Beogenitatgisel (PAI)
Locus of Wterocyte Ffacement, kurz LEE [29]. Er ist beispielhaft fiatRogenitatsinseln
und ist sowohl in weiteren EPEC- als auch STEC-8tdm[30] sowie im Genom von
Citrobacter rodentiumund Hafnia alveiinseriert [4, 31, 32]. Drei Jahre spater, 1998,
bestimmten Elliottet al. die gesamte DNA-Sequenz des LEE von EPEC E2348/69,
welcher 35624 bp groR ist und 41 offene Leserahfoeen_eading fames, Orf), die in 10
Operons (EE1 - LEE1( gruppiert sind, enthalt [33]. Der LEE von STEC3/89-1 weist
eine GroRe von 59.4 kB auf und befindet sich beim®4 auf demE. coli Chromosom im
pheUtRNS-Locus [34, 35].

espG es:;j pt/r espADB F int :
cadC ISZ escRSTU CJ VN topr ’evnt (P4)
4 Ll d e H}IN»»H G e ¢|
ler sepZ  sepQ eae
Repeat cesD cesT sepl Repeat
(136 bp) (137 bp)

Abb. 1-1:
Locus of Enterocyte Effacement (LEE) von STEC 49318

Die wichtigsten Operons sindEE1, LEE2, LEE3 tir/LEE5 und LEE4 LEE1 - LEE3
kodieren vor allem fiir die Gene des TT®Sdundsep. Der LEE-encoded egulator (Ler)

befindet sich ebenfalls ibEE1 und wird zur Expression der LEE OperdrisE2 bis LEES
sowie vonespFk espGund map bendtigt [36].LEES kodiert die Rezeptoren Intimire#e
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und Tir tir, Translocated_nitimin receptor) undLEE4 die Escherichia coli secreted
proteins eésp. Das_Mtochondrion-asociated mtein Map (nap erhielt seinen Namen, da
es in der eukaryontischen Zelle um die Mitochondaazutreffen ist [35]. Man nimmt an,
dass es das mitochondriale Membranpotential untbtbmwvas typisch fir Erreger ist, die
Apoptose induzieren [37]. Wainwright und Kaper teig1998, dass ein weiteres Protein,
welches durch den LEE kodiert wirdesD (Chaperone foE. coli secretion of Esplp als
Sekretions-Chaperon fur EspD dient und ebenfalis die komplette extrazellulare
Sekretion von EspB bendtigt wird [38].

Untersuchungen zur Homologie der LEE zwischen EFR2348/69 und EHEC EDL933
zeigten vor allem im Bereich der Gene, die fir dd@sSS kodieren, nahezu 100%-ige
Ubereinstimmungen, wohingegen die Homologien zvaacten Esp-kodierenden Genen

weniger stark ausgepragt sind [20].

asp

esc ASTU c J
orf rnor2 13 5 311 G2 16 18 19 flir 23 2729
| eae
24 10 eesD ; 15 o ot
100 oo i sepQ
%8
%o amino acxd L
identity betwaan
EHEG and
B EPEC.
i
60
0 SU00 10000 15000 20000 25000 30000 35000
| SIS AU T NS (N TR SR TN TN NN TN TN T TN NN TN N SN SN NN TN TR TN TR N SN N S N
bp
O 18800 homolog * type 1l protein translocation complex intimate adhesin
H ERIC sequence zbiype!ll secreted protein regulator
S chaperone E mutational analysis not complete
E% phenotype not apparent
Abb. 1-2:

Darstellung der EPEC und EHEC Homologie-BereichéenPathogenitatsinsel LEE. Entnommen aus [20].

Dies lasst darauf schlieBen, dass die Erreger iofeLéorer Evolution die Strategien zur
Virulenz und Uberlebensfahigkeit erweitert und sitem gegebenen Umsténden angepasst

haben.
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13.21 Typ-lll-Sekretions-System (TTSS)

Die Sekretionssysteme der Gram negativen Baktedéhlen zu den Sekretions-
Signalwegen. Neben bisher vier (Typ | - IV) definibeschriebenen, wird auch noch ein
weiteres (V), bisher wenig untersuchtes, diskufizi.

Typ-lll-Sekretions-Systeme sind meist in die Vim#eund Proteinsekretion von tierischen
und pflanzlichen Pathogenen involviert. Dabei stelhs Typ-Ill-Sekretions-$stem
(TTSS) eine direkte Verbindung zwischen Pathoged Vifirtszelle dar. Es wird durch
bislang 10 identifizierte verschiedene Gene des kB#iert. Urspriinglich wurden diese
Gene alssep (secretion ofE. coli proteins) bezeichnet, spater jedocheasc (E. coli
seaetion) umbenannt. Diese etwas verwirrende Namdmsge resultiert aus friiheren
Untersuchungen ilversiniaspp. Dabei stellen diescHomologe zu degsc(Yersinia type

Ill seaetion) dar. Gene, die keine Homolgie ysc haben, aber in dieyp-1lI-Sekretion
(TTS) involviert sind, werden nach wie vor akpbezeichnet.

Zu denesc(alte Bezeichnung) zahlerscC(sepQ, escD(sepD, escF(orf28), escJ(sepD,
escN (sepB, escR (sep), escS(sepH, escT (sepQ, escU (sepF) undescV (sepA.
Augenblicklich sind vier Sep-Proteine bekannt: SeBpL, SepQ und SepZ. All diese
Proteine sind an der TTSS Biogenese beteiligt, woigegenaue Funktion jedes einzelnen
noch nicht fir alle genau geklart ist. Man weil3ssl&scV, ein 72 kDa groRes Protein, an
der inneren Bakterienmembran verankert ist, wolgegeEscC (56 kDa) und EscD (110
kDa) in der auRBeren Bakterienmembran eingelagemdewe EscN (31.5 kDa) besitzt eine
ATP/GTP-Bindungsstelle und liefert das nétige ATIR Proteinsekretion. Von SepD und
SepL wird berichtet, dass sie zur effizienten Stdme des Translokationsapparates
benétigt werden, miteinander interagieren und an Alesbildung der A/E-Lasionen
beteiligt sind [40, 41].

Weitere Bestandteile des TTSS sind die so genariiitecoli secreted_poteins' (Esp)
EspA, EspB und EspD.

1.3.2.2 Escherichia coli secreted proteins (Esp)

Die Escherichia colisecreted _poteins (Esp) werden durch die LEE-kodierespGene

gebildet. Bis heute sind folgende Esps bekanntAE$&spB, EspD, EspE (Tir), EspF,
EspG und EspH. Sie stellen sowohl TranslokatorespA& EspB und EspD) als auch
Effektoren (EspB, EspF, EspG und EspH) dar. Dedbell. (1998) beschrieben EspE als
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ein direkt in die Wirtszelle transloziertes undtdbyrosin-phosphoryliertes 90 kDa Protein
[42]. Fast zeitgleich wurde von Kennst al. (1997) ein EPEC-Protein beschrieben,
welches identisch mit Hp90 ist und als Rezeptodtis bakterielle Intimin fungiert, indem
es in die eukaryontische Zellmembran eingebaut ¥8]. Man gab diesem Protein den
Namen Tir fiir_Fanslocatedritimin receptor. Zwischen EspE und Tir herrscht eine hohe
Homologie (66.9% identische Reste), so dass dausnugehen ist, dass es sich bei EspE
um ein EPEC-Tir-Homologon handelt. Im Weiteren widdher nicht mehr von EspE,
sondern nur noch von Tir gesprochen. Spatere Urtkungen ergaben, dass das Gen,
welches Tir kodiert, auf einem eigenen QLEEY) liegt. Im Gegensatz dazu liegen die
Esps A, B und D, die an der Auspragung des TTSSiligetsind auf einem andern Orf
(LEE4). Untersuchungen zu EspF ergaben, dass diesegirPnoicht an Adhéarenz,
Ausbildung des TTSS, Sekretion von Proteinen uhduBig der A/E-L&sionen beteiligt ist.
Es scheint, dass es als typischer Effektor am &el(iApoptose und Nekrose) mit verant-
wortlich ist [44]. Welche Funktion EspG, ein 44 kDaotein, hat, ist bislang noch
unbekannt [45].

Besondere Bedeutung kommt EspA, EspB und EspD spAEst eine filamenttse
Struktur, die in vitro von EPEC und STEC/EHEC nuiZellkulturmedien exprimiert wird
und einen Durchmesser von ~ 50 nm und eine Langeigzu 2 um aufweist [46]. Es ist
eine direkte tubulése Verbindung zwischen Erregad Wirtszelle, durch die die
Effektorproteine in die eukaryontische Zelle trazgért werden. EspB und EspD werden
ebenfalls durch diesen Translokations-Kanal gesshlend bilden in der Zellmembran
eine Pore, womit ein geschlossenes System entdfshscheint, dass EspB neben der
Funktion als Translokator auch noch als Effektakini46-51], dessen Effekt jedoch noch
unbekannt ist.

Nach der Ausbildung dieses Sekretions-Komplexes&brEffektoren und vor allem der
Rezeptor Tir in die Wirtszelle transloziert werden.

1.3.2.3 "Attaching and effacing' (A/E)

"Attaching and #acing' (A/E) stellt ein typisches histopathologisches kieal von EPEC
und STEC/EHEC dar. Hierunter versteht man die BWRilickbildung der Mikrovilli der
Enterozyten ‘effacemeri) sowie die enge bakterielle Anheftung an die eydatische
Oberflache ‘intimate attachmeft unter Ausbildung podestartiger Aktinstrukturen/EA
Lasionen). Fur die Auspragung der A/E-Lasionen wsavohl ein intaktes Typ-Ill-
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Sekretions-System als auch ein Translokationsappdes durch dieEscherichia coli
secreted proteins A, B und D generiert wird, begttéDie Pathogenese erfolgt bei EPEC
und STEC/EHEC in gleicher Weise. Der gro3e Unteestlzwischen beiden Erreger-
gruppen besteht in der initialen Anheftung der Baknh. Nur EPEC besitzen das EAF-
Plasmid, welches dadfp-Gen fiir die Bildung der bundle-forming pili kodier
STEC/EHEC fehlt dieser Adh&renzfaktor.

A B

@ D

—— Typ-lll-Sekretions-System

— EspA - Translokations-Kanal

"~ EspBI/EspD - Pore

Enterozyt Enterozyt

Effektorproteine: EspB, EspF, EspG, EspH, Map

Signaltransduktionen

Enterozyt

Abb. 1-3:
Ablauf der Adhasion von STEC und Entstehung von-BéSionen, Details siehe Text.

Nach initialer Kontaktaufnahme des Bakteriums reit Wirtszelle (Abb. 1-3 A) bildet der
Erreger das Typ-lll-Sekretions-System in seineemn und aueren Membran aus. Hier
hinein wird die Translokations-Rohre (EspA) inseriélun kdnnen die ersten Proteine zur
Wirtzelle transloziert werden. Dies sind EspB undpB, welche eine Pore in der
Wirtszellmembran formieren (Abb. 1-3 B). Durch deslistdndig ausgebildete Trans-
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lokations-System wird als erstes der Intimin-Reaeftir geschleust (Abb. 1-3 C). Und

dies ist sozusagen einmalig in der Bakterienwadt: Erreger synthetisiert einen eigenen
Rezeptor, den er in die Wirtszelle transloziert wtal sich dort in die Zellmembran

einlagert, um engen Kontakt zur Wirtszelle aufnehnzer kénnen. In der Wirtszelle

angelangt, wird Tir an Tyrosin-Resten phosphorylierd somit aktiviert. Nun kann das

bakterielle Adhasin Intimin an seinen Rezeptor bm@Abb. 1-3 D). Somit ist eine feste
und dauerhafte Anheftung gegebetattaching). Parallel dazu erfolgt die lokale

Ruckbildung der Mikrovilli der Enterozyterieffacemerif) sowie eine Umstrukturierung

des Aktinzytoskletts unter Bildung von charaktésisten podestartigen Strukturen.

14 Signaltransduktion

Signaltransduktionswege (engl. Signal transduciathways) sind fiir eukaryontische
Zellen Uberlebenswichtige, molekularbiologische Rieaen, die es Zellen ermdglichen,
auf einwirkende Reize zu reagieren. Sie werden eggliert und besitzen kritische
Schaltstellen. Dabei treten Proteine in Wechselwigen, welche dann zumeist von
Kinasen aktiviert werden, was zu einem kaskadegertiAblauf des entsprechenden
Weges fiihrt. Gerade die kaskadenartig ablaufend=akti®nen sind besonders wichtig.
Wird solch eine Kaskade durch zum Beispiel auReisfliEse wie bakterielle
Effektorproteine unterbrochen, kann sie nicht mekrzum Ende ablaufen, was zu einem
Ausfall physiologischer Zellfunktionen flihren kann.

Viele Signaltransduktionswege korrespondieren untragieren miteinander. Zudem
treten sie in Wechselwirkung miteinander, so dassfenals schwer féllt, einen einzelnen

aus der Menge der existierenden, isoliert zu bleteac

Das fur die Untersuchungen dieser Arbeit, nach kide mit dem Shiga Toxin-
produzierendet. coli (STEC) 413/89-1, relevante Zielprotein ist derrBiaiptionsfaktor
Nuclear factorkB (NF-kB). Es existieren viele Signaltransduktionswege i einer
Aktivierung von NFkB resultieren. Daher werden die Teile der Signaftdaktionswege
von Tumor-Nekrose-lktora (TNF-a), Lipopolysaccharid (LPS) undnterleukin-1(IL-1),
die in einer NFkB-Aktivierung resultieren, unter 1.4.5.1 eingeheladgestellt.

10
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14.1 Mitglieder der Rel/NFkB-Familie

Der vor 20 Jahren von Baltimoet al. (1986) entdeckte itlear RctorkB (NF-kB) ist ein
Transkriptionsfaktor, der seinen Namen erhalten @iater zuerst in den Kernen von B-
Zellen gefunden wurde. Er bindet an BiFA-Sequenzdie dasAblesender leichten Kappa-
Kette des Immunglobulins verstarkt (Enhancer-Segugg?]. Mittlerweile weil? man, dass
er im Zytoplasma aller Zellen exprimiert wird. Ddiggt NFKB als Komplex mit seinem
spezifischen InhibitorproteinkB (Inhibitor of NFkB) vor und wird dadurch an der
Translokation in den Kern gehindert. Damit ist déomplex von NFkB und kB
transkriptionell inaktiv. Uber unterschiedliche Sadtransduktionswege wird eineB
Kinase aktiviert, die KB phosphoryliert. Dieses erlaubt eine nachfolgerri®#yubi-
quitinierung. Die so zum Abbau markierte inhibisztie Untereinheit des zytoplas-
matischen NFB:IKB-Komplexes wird am Proteasom abgebaut. Dadurctl dig bisher
verborgene Kerntranslokationssequenz amkBFimer frei und NFkB selbst kann in
den Kern translozieren. Dort bindet der Transkoipsfaktor an dekamereB-Motive mit
der Konsensussequenz&GGPUNNPyPyCC-3und ist aktiv. Somit aktiviert NikB vor
allem die Transkription von Zielgenen, die in ersténie der Inflammation und/oder
Immunmodulation dienen. Dysregulation von KB- fuhrt zur Kkonstitutiven
Uberexpression von proinflammatorischen Zytokineveglche man bei chronischen
Entziindungs- und Autoimmunerkrankungen, wie z.B.rdeumatoiden Arthritis, findet.
Des Weiteren spielt es eine wichtige Rolle bei &mgulation der Expression anti-
apoptotischer Proteine.
Heute weil? man, dass N@B ein evolutionér konserviertes Signalmodul ist.
Der AusdruckKNF-kB' wird inzwischen als Sammelbegriff fir dimere Koes# zwischen
Mitgliedern der Rel/NR«B-Familie verwendet. Diese Familie besteht aus fiefmenten,
die sich in zwei Gruppen unterteilen lassen:

1) Rel-Familie mit den Mitgliedern RelA (p65), RelBd c-Rel (Rel)

2) NF«B-Familie mit den beiden Mitgliedern p50/Vorlaufesfein p105

(NF«B1) und p52/Vorlauferprotein p100 (N&B2).

11
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Rel/NF-xB Familie

RelA NH, COOH 561

P65 N 1 TAD

RelB [N = [T = — {TA0 )1 cooH 857

c-Rel [N = S ) {TAD)==1 cooH 519

NF-xB1

p105/pS0 NH, ] RAD 898

NF-xB2

p100ip52 COOH 269
Abb. 1-4:

Mitglieder der Rel/NF«B-Familie.

COOH - C-terminales Ende // DD — Death domain //RGRGlycine rich region // LZ — Leucine zipper //
NH, — N-terminales Ende // PEST — Proteinbereich,réieh ist an Prolin (P), Glutamat (E), Serin (8gu
Threonin (T) // RHD — Rel homology domain // TADI+ansactivation domain.

K(Zahl) — Lysin-Reste // S(Zahl) — Serin-Reste.

* markiert das nach Prozessierung entstehenderirtale Ende von p50 und p52.

Die Anzahl der Aminoséauren je Protein sind rechigegeben.

Erstellt nach [53, 54].

Allen Mitgliedern der Rel/NRB-Familie ist das Vorhandensein eineelRHomology
Domain (RHD) gemein. Die sich am N-terminalen Eneédirnlliche, konservierte, 300
Aminosduren groBe RHD, ist verantwortlich fir diem@risierung der Monomere,
Interaktionen mit kB und die Bindung an die DNA. Sie enthalt diedkear_bcalization
sequence (NLS, Kerntranslokationssequenz), die igéiTdanslokation der NKB-Dimere
aus dem Zytoplasma in den Zellkern sorgt. RelABRetd c-Rel, die drei Mitglieder der
Rel-Familie, weisen zudem eiti€ransativation comairi’ (TAD) auf, die am C-terminalen
Ende der Proteine lokalisiert und nétig fir dereariBaktivierung ist [53]. Diese TADs
fordern die Transkription, indem sie die Rekrutieguvon Koaktivatoren und die
Verdréangung von Repressoren erleichtern.

Die beiden Mitglieder der NkB-Familie, NFkB1 (p105/p50) und NkB2 (p100/p52),
lassen sich sowohl zur NEB- als auch KB-Familie zahlen. Als Vorlauferproteine p105
und pl00 besitzen sie neben der fur AB-typischen RHD ein C-terminales Ende, das
eine _Gycine-rich region (GRR), sieben mkyrin-repeats (AR), eine &th_dmain (DD)
sowie eine PEST-Sequenz, enthdlt. Die GRR ist dap-Signal fur die Proteolyse der
Vorlauferproteine zu den NEB-Monomeren. Bei p105 befindet sie sich zwischen de

Aminosauren 376 und 404. Die AR kénnen an die Rl8D anderen NikB-Monomeren

12
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binden. Unter der PEST-Sequenz versteht man eir@eiRbereich, der reich ist an Prolin
(P), Glutamat (E), Serin (S) und Threonin (T).

Generell kann gesagt werden, dass alle kBAMlonomere untereinander dimerisieren
koénnen. Dies kann als Homodimer, aber auch alsrbfgiteer geschehen. Eine Ausnahme
bildet dabei RelB, welches lediglich mit p50 un@pfeterodimere bilden kann [55].

Das erste beschriebene Dimer bestand aus RelA SddQiese Verbindung, die durch
Heterodimerisierung entsteht, wird auch heute radsiHauptkomplex angesehen. Andere
NF-kB-Dimere kdnnen aber auch, in Abhangigkeit vom t¥pll ebenfalls in signifikanten
Mengen detektiert werden.

Die Mitglieder der Rel-Familie werden, im Gegensatizdenen der NKB-Familie, nicht
als Vorlauferproteine synthetisiert. NdB1 und NFkB2 haben eine Zwitterfunktion, da

ihre Vorlauferproteine p105 und p100 genauso wigdls NFkB-Inhibitoren fungieren.

1.4.2 Mitglieder der IkB-Familie

Heute sind sieben Mitglieder darhibitor of NFKB (IkB)-Familie bekannt. Dazu zahlen
IkB-a, IKB-B, IkB-¢, IkB-y und Bcl-3 (Bcell-leukemia-3antigen) (Abb. 1-5) sowie die
beiden NFkB1 und NFkB2 Vorlauferproteine p105 und p100 (Abb. 1-4).

lhnen allen gemein ist eine Ankyrin-Doméane mit foig sieben Ankyrin-Repeats, die sich
zu einem verlangerten Zylinder zusammensetzen un8indung an die RHD von NkB
beféhigt sind. Durch diese Bindung bilden sie eitemndren Komplex mit dem NkB-
Dimer, und halten es im Zytoplasma zuriick. ZudeniswigB-a, jedoch kein anderes
Mitglied der kB-Familie, am C-terminalen Ende (Aminoséuren 2652¥7) ein Nclear
export sgnal (NES) auf [56]. Dieses NES ist daflr verantfich, dass NF«B:IkB-a-
Komplexe aus dem Kernkompartiment zuriick in dasoplgisma exportiert werden
kénnen.

Somit fallen den KB gleich mehrere Aufgaben zu. Zum einen bewirken diirch die
Bindung an NFkB, dass dieses im Zytoplasma der Zelle zurtickgehaWird. Des
Weiteren inhibieren sie durch diese Bindung die DBBiAdungsfahigkeit der NkB-
Dimere. Sie sorgen durch eine starke NES fur deckfRénsport des Transkriptionsfaktors
aus dem Zellkern in das Zytoplasma. Daher wird be® eine wichtige Rolle in der

Regulierung des NkB-Signaltransduktionsweges zugeschrieben.

13
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IxB Familie
lcB-oc 317
1xB-B 361
s18
Ke s22
Ankyrin Repeats
IkBe | COO=C=0000 50

Ankyrin Repeats
KBy OO LD &7

Ankyrin Repeats
Bel-3 =——0000 0=

Abb. 1-5:

Mitglieder der kB-Familie.

PEST - Proteinbereich, der reich ist an Prolin (BHytamat (E), Serin (S) und Threonin (T) // K(Zahl
Lysin-Reste // S(Zahl) — Serin-Reste.

Die Anzahl der Aminoséuren je Protein sind rechigegeben.

Erstellt nach [53].

Damit NF«B in den Kern translozieren kann, muss sein InbibikB zuvor abgebaut
werden. Dies geschieht in zwei Schritten. Zuersere bestimmte Serin-Reste durch den
1kB Kinase komplex (IKK, 1.4.3) phosphoryliert. AnschlieRend rden ein bis zwei
Lysin-Reste durch den SEF® (Skpl/Qull/Fbox; B-Transducin repeatentaining
Protein) Ubiquitin E3 Ligase Komplex ubiquitiniesodurch das nunmehr markierteBl

als Substrat fiir das 26S Proteasom zur Verfliguetg,ston dem es dann degradiert wird
(siehe auch Abbildung 1-8).

IkB-a wird an Ser32 und Ser3&B-f an Serl9 und Ser2%B-¢ an Serl8 und Ser22
phosphoryliert. Die Ubiquitinierung erfolgt baiB-a an Lys21 und Lys22, bekB-$ und
IkB-€ jeweils an Lys6.

NF-kB1/p50 und NF«B2/p52 entstehen durch Prozessierung ihrer VVongrdeeine p105
und pl00. Unter der Prozessierung versteht manpditielle Proteolyse durch das
Proteasom. Dazu werden die Serin-Reste der PESUeSeen phosphoryliert und der
Lysin-Rest von p100 ubiquitiniert. Bei p105 sin@sliSer923, Ser927 und Ser932 und bei
p100 Ser865 und Ser869 sowie Lys855.

14



1 EINLEITUNG

143 Mitglieder der kB Kinase (IKK)-Familie

Zur Familie der kB Kinasen z&hlt man heute drei Mitglieder, welcheder Regel einen
700 bis 900 kDa grofRen Komplex bilden. Dabei stetliee Serin/Threonin-Kinasen IKIig-
(IKK1) und IKK-B (IKK2) die katalytischen Untereinheiten dar, wajggen IKK-
YINEMO (NF-kB essential mdifier) als regulatorische Untereinheit fungierf[5

IKK-a (85 kDa) und IKKB (87 kDa) kdnnen sowohl Homo- als auch naturliclesses
Heterodimere bilden. Die Dimerisierung ist abhangion der _leucine _pper (LZ)
Doméne, die auch fir die Kinase-Aktivitdt benotwgtd [58]. |hre Bindung an IKK-
YINEMO (48 kDa) geschieht durch eine am C-termindiewle angeordnete Hexapeptid-
Sequenz (Leu-Asp-Trp-Ser-Trp-Leu) welche daher Biezeichnung_Kmo _inding
domain (NBD) erhielt. Neben der NBD weisen sie ehbsfam C-terminalen Ende eine
Helix-loop-telix (HLH) Domane auf. Diese HLH wird flr eine vokusgepragte
Kinaseaktivitat bendtigt. Daneben ist sie aber aach der"Down'-Regulierung der
Kinaseaktivitat beteiligt. Die eigentliche Kinaserain befindet sich am N-Terminus. Sie
wird durch Phosphorylierung an jeweils zwei Sergsien (IKKa: Serl76 und Serl80;
IKK-B: Serl77 und Serl81) aktiviert. Die Bindung von WMEMO an IKK-0/-3
bendtigt die Aminosauren-Reste 135 bis 231, welcheler ersten_Giled-mil (CC1)

Domaéne lokalisiert sind [53].

IxB Kinasen (IKK)

$176 NBD
K44 ¢ s180 738-743
HLH

KK o S 17 ) IO 45

8177 NBD
S181 737-742
HLH
LE&? iz} COTm -

Abb. 1-6:

Mitglieder der kB Kinasen-Familie.

a — a-Helical domain // CC1/2 — Coiled-Coil Domain // HL— Helix-loop-helix domain // LZ — Leucine
zipper // NBD — Nemo binding domain // Z — Zink dier domain

K(Zahl) — Lysin-Reste // S(Zahl) — Serin-Reste.

Die Anzahl der Aminoséuren je Protein sind rechigegeben.

Erstellt nach [53].

15



1 EINLEITUNG

Untersuchungen zeigten, dass IKKund IKK-B unterschiedliche Praferenzen zuBt
Phosphorylierung aufweisen. So ist IKKin der Lage, #B-a direkt und spezifisch an den
Serin-Resten 32 und 36 zu phosphorylieren, wohiegelgB- nicht mit der gleichen
Effektivitat an seinen beiden Serin-Resten 19 uBdpBosphoryliert wird (Ser23 wird
gegeniiber Serl9 der Vorzug gegeben) [59]. [Kighosphoryliert #B-o und kB-f3 in
gleichem Maf3 an ihren Serin-Resten [58].

Von besonderer Wichtigkeit sind mogliche Interakfpartner auf- und abwérts des IKK-
Komplexes, da durch sie die Verbindungen zu akiéviden Rezeptor/Liganden-
Bindungen und denkB vermittelt werden. Das Augenmerk sei dabei aw@f NF-kB-
inducing knase (NIK) gelegt, da sie zum einen ein Interalgfmartner von IKKa [59]
und/oder IKKg ist, und zum anderen anscheinend eine Verbinduvigchen Tumor-
Nekrose-Faktor- und Interleukin-1-Signaltransduk$iweg darstellt [60]. NIK weist
Homologien zur Familie der MAP3K (MARinase_linase_linase) auf und wurde durch
Interaktion mit TRAF2 (NF-Receptor-asociated dctor 2) identifiziert [60, 61]. Spéatere
Untersuchungen mit verschiedenen Zellarten ein&-ddletierten Maus zeigten jedoch,
dass die NB-DNA-Bindungsaktivitdét nach Behandlung dieser NiH Zellen mit
TNF-a oder IL-1 und LPS genauso stark war wie die dek-Miildtyp Maus. Diese
Ergebnisse belegen, dass NIK anscheinend wedeNimdF noch im IL-1- und LPS-Weg
zwingend benétigt wird, um eine N&B-Aktivierung zu initiieren. Die Rolle, die NIK in
diesen NFkB-Aktivierungswegen innehat, bleibt kontrovers. i@esrt scheint jedoch,
dass NIK im alternativen NKB-Signaltransduktionsweg (siehe dafiir 1.4.5.3) idben
LT-B-Rezeptor IKKe aktiviert [62].

IKK-a kann direkt mit NIK und KB-a interagieren. Interagiert IKig- mit NIK, so ist
diese Bindung schwécher als diejenige zwischen tKAd NIK [59]. IKK-a weist eine
héhere Affinitdt zu NIK auf als IKKB3, wobei IKK-B jedoch die effizienterexB-Kinase
ist. Im Gegenzug dazu ist IKK-aber die effizientere p100-Kinase (siehe auctb13%.Im
Endeffekt scheint es jedoch, dass NIK auch mit d&i- o/IKK-B-Heterodimer in
Verbindung tritt [58]. Des Weiteren kann NIK diredt kB-a binden, wodurch dieses an
Ser32/36 phosphoryliert wird [59].
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144 Mechanismus und Regulation der NkB-Aktivierung

Nachdem der IKK-Komplex Uber die fir diese Arbatevanten Rezeptor-Aktivierungen
phosphoryliert wurde, ist dieser nun in der Lage N&«B-Inhibitor IkB-a an Ser32 und
Ser36 zu phosphorylieren. Kurzlich wurde das reigulsche ProteifELKS" (105 kDa;
der Name stammt von der Menge der konstitutiven raséiuren Glutaminséure )(E
Leucin (L), Lysin (K), und Serin () beschrieben, welches augenscheinlich sowohl mit
dem IKK-Komplex als auchkB-a, jedoch nicht kB-B, interagieren kann und so die
Interaktion zwischen dem IKK-Komplex undB-a vermitteln kdnnte [63]. Nach der
Phosphorylierung ist kB-a Substrat fiir die Ubiquitin-Ligase SEFF, die das
phosphorylierte KB-a an Lys21 und Lys22 polyubiquitiniert, so dass escd das 26S
Proteasom degradiert werden kann [64]. Das nue frad somit aktive RelA-p50-Dimer
transloziert via die RelA-NLS in den Zellkern unuhdet dort an dagB-Motiv, wodurch
die Transkription von Zielgenen initiiert wird.

Neben der Aktivierung von NKB ist aber auch die Regulierung im Sinne von
'‘Abschalteh der Signaltransduktionskaskade wichtig. Man faretabs, dass sowohl
neusynthetisiertes als auch bereits vorhandad®siInach Translokation in den Zellkern,
NF-kB aktiv vom kB-Motiv dissoziieren, es binden und anschlieBendidu in das
zytoplasmatische Zellkompartiment befoérdern kanmesDwird ber CRM1/Exportinl
(Chromosomeegion_naintenance 1) vermittelt. Untersuchungen ergabess 8IFkB und
IkB-a alleine eher in den Kern translozieren, als in plaxierter Form, wobei jedoch
IkB-a schneller als NB transloziert. Dass sie Uberhaupt zwischen Zywpéaund Kern
pendeln kdnnen, liegt daran, dass sowohl RelA ath &B-a Uber eine NES verfugen.
(Solch eine Sequenz konnte fBp nicht gefunden werden [65].) Die Funktion der NES
ist dominant Uber der der NLS, wodurch MB:IkB-a eher im Zytoplasma verbleiben
kann. Daneben wurde auch in NIK je eine NLS und NE&inosauren 795-805) und in
IKK-a der Lysin-Rest 44 als Faktor identifiziert und tfgestellt, dass beide Proteine
ebenfalls einem Zytoplasma-Kei®huttling unterliegen [66].

Ein weiterer Sachverhalt unterstiitzt diese Ergeeni®ie Phosphorylierung vorB-a
findet im Zytoplasma statt. Die Ubiquitin-Ligase BECF ist jedoch ausschlieRlich im
Kern lokalisiert, so dass di&B-a-Polyubiquitinierung im Kern stattfinden muss, bevo
IkB-o der proteasomalen Degradation unterliegt, welcheZytoplasma vonstatten geht
[57].
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1.4.5 Der NFkB-Signaltransduktionsweg

Seit nunmehr 20 Jahren wird der Transkriptionsfakiie-kB untersucht; und ebenso lange
wird daran gearbeitet, seinen Signaltransduktiogsee erforschen. Heute kann man mit
Sicherheit sagen, dass es nid&n einehallumfassenden NEB-Signaltransduktionsweg
gibt, der nach Aktivierung immer in gleicher ArtdiliVeise ablauft. Vielmehr zeigen die
Untersuchungen der letzten Jahre, dass wir es inidestens drei Signaltransduktions-
wegen zu tun haben, die jedoch alle ein Teil depanrifischen und somit angeborenen
Immunitét sind. Somit lassen sich folgende Wegenscheiden:

1. Klassischer Signaltransduktionsweg

2. pl105 Signaltransduktionsweg

3. Alternativer Signaltransduktionsweg (p100)

1451 Klassischer Signaltransduktionsweg

Der klassische Signaltransduktionsweg wird durchrsaldedenste Stoffe (ber
unterschiedliche Rezeptoren aktiviert. So erfolgie dNF«B-Aktivierung durch
proinflammatorische Zytokine wie TN&-uUber den_Tmor-Nekrose-Rktor-Rezeptor 1
(TNFR1) und IL-1 Gber demterleukin-1Rezeptor (IL-1R); bakterielles LPS aktiviert NF-
kB Uber den ®ll-like Rezeptor 4 (TLR4).

Die NF«kB-Aktivierung des klassischen Signaltransduktiongegefihrt zur gesteigerten
Transkription von Genen, die an der Immunantworturd hier vor allem an der
Inflammation — sowie der Férderung des UberlebensZelle beteiligt sind. Dazu zéhlen
Chemokine, Zytokine, Adhasionsmolekile, wie ICAMtttracllular alhesion_molecule
1), VCAM-1 (Vascular_ell adhesion_mlecule ) und ELAM (Endothelial _bucocyte
adhesion mlecule), Enzyme, die sekundére inflammatorischeilteren produzieren und
Apoptoseinhibitoren. All diese Substanzen sind &edteil des é&lteren Teils des
Immunsystems, namlich der angeborenen ImmunitéheDést dieser Teil des NkB-
Signaltransduktionsweges essentiell fiir die ungigebe Immunitat.

Die entscheidenden Merkmale des klassischen Signatuktionsweges sind seine
Induzierbarkeit durch Aktivatoren (siehe oben)neeiKK-3- und IKK-y-abhangige KB-
Degradation und das Faktum, dass er essentielli@iunspezifische Immunitat ist, was

ganz im Gegensatz zum alternativen Signaltransoisveg (1.4.4.3) steht.
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Die fur diese Arbeit relevanten Aktivatoren sind AN (in Hela-Zellen), LPS (in
Makrophagen) und IL-1, weswegen deren Signaltraktszthswege, die zur Aktivierung

von NF«B fuhren, im Folgenden beschrieben werden.

14511 Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor-Signaltrarduktionsweg

Die Tumor-Nekrose-Rktor-Rezeptor (TNFR)-Superfamilie besteht aus 19 Ligandied
29 Rezeptoren und ist in vielen Geweben vorhandenmesan unzéhligen physiologischen
Vorgangen beteiligt. Diese Rezeptor/Liganden-Pagenn leiten eine Vielzahl von
biologischen  Antworten, in erster Linie durch Akéwng induzierbarer
Transkriptionsfaktoren wie NkB und AP-1 (Ativator potein-1), ein. Dabei stellt der
Tumor-Nekrose-Faktoor (TNF-0) das am besten untersuchte Mitglied der Zytokin-
Familie dar und spielt eine wichtige Rolle in Imnamtworten der angeborenen und
erworbenen Immunitat. Er wird vornehmlich von alditen Makrophagen und Monozyten
gebildet, die sich an der Aktivierung von Lymphaaytund Leukozyten beteiligen. TNF-
ist in der Lage, NFB zu aktivieren und somit auch das Uberleben dée Ze férdern. Ist
jedoch der NFB-Signaltransduktionsweg blockiert, so induziertden programmierten

Zelltod (Apoptose) in den meisten Zelltypen.

Nach Bindung von TNFEr an seinen Rezeptor TNFR1 (die Bindung an TNFR2I wisr
Uber TRAF2 weitergeleitet) erfolgt dessen Trimerighg und die Dissoziation von SODD
(Silencer of _aath _@main), einem endogenen Inhibitor der TNF-Rezepidivitat,
wodurch das Adaptor Proteins TRADDNF Receptor ssociated via eath_dmain) mit
seiner DD (@ath_dmain) an die zytoplasmatische DD des TNFR bindemksiehe auch
Abb. 1-8). Danach interagiert TRADD mit dem C-temalen Ende von TRAF2_{NF-
Receptor-asociated dctor 2). TRAF2 kann ebenfalls, diesmal Uber sédiy mit der
Serin/Threonin Kinase RIP1_éReptor-nteracting_potein 1) interagieren, welche aber
auch unabhangig davon mit TRADD in Kontakt tretesni. RIP1 ist in der Lage,
unabhéngig von TRAF2, direkt an IKKNEMO zu binden, um so den IKK-Komplex zum
TNFR1-Signal-Komplex zu bringen [67]. Untersuchumgeeigten, dass das Zusammen-
fihren des TNFR1-Komplexes mit IKK ohne RIP1, deaimaiber TRAF2, eine
unzureichende IKK-Aktivierung bewirkt [68], was dafspricht, dass RIP1 an diesem

Prozess in irgendeiner Art und Weise beteiligt ist.
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Die TNF-a-induzierte Signalkaskade bewirkt direkt Gber MEKKBlitogen-activated
protein kinase kinase kinase 3) oder Uber NIK di¢te- -Aktivierung, welche einexiB-

Phosphorylierung nach sich zieht.

1.45.1.2 Toll/-IL-1-Rezeptor-Signaltransduktionswg

NF-kB spielt eine essentielle Rolle in den frihen Sadider unspezifischen
Immunantworten, die (ber TLR-Signaltransduktionssvegermittelt werden. TLR
fungieren als_&ttern_ecognition eceptors (PRR), deren Liganden adéh®gen-asociated
molecular_gtterns (PAMP) bezeichnet werden. Mittlerweile szahn TLR beschrieben
worden, die alle in der NKB-Signalkaskade resultieren. Sie sind membrangebundd
zeichnen sich durch viele Kopien von LRR in ihretrazellularen Doméane und einer
zytoplasmatischen dll/IL-1R (TIR) Doméane aus. Das von Gram negativen Bakterien
produzierte LPS aktiviert NKB (ber den TLR4, wohingegen Peptidoglykane und
Lipoproteine Gram positiver Bakterien an den TLR#den. Der Rezeptor des bakteriellen
Flagellin ist der TLR5. Des Weiteren sei noch diedBing von nicht-methylierter DNA an
TLR9 und dsRNA von Viren an TLR3 zu nennen [69].rDELR2 erkennt, durch
heterodimere Interaktionen mit TLR6 oder TLR1, eiebakterielle Produkte wie
Lipoproteine, Peptidoglykane und Zymosan (Hefer)].[Die Liganden der TLR7 und
TLR8 scheinen ssRNA zu sein [71].

TLR4 und IL-1R besitzen beide eine zytoplasmatisthi® Doméane Uber deren Bindung
mit zytoplasmatischen Signalmolekilen die Aktivisguvon NFkB, sowie AP-1 und
IRF3 (Interferon-egulatory _&ctor 3), vermittelt werden. Daher werden die bei8egnal-
transduktionskaskaden von TLR4 und IL-1R im Folgandemeinsam beschrieben (siehe
auch Abb. 1-8).

Die Toll/IL-1-Signalkaskade wird durch Rekrutierumgtosolischer Adapterproteine, die
ebenfalls eine TIR Domane besitzen, eingeleitetzuDaird beim TLR4 zuerst ein
Rezeptor-Komplex gebildet: durch LBPRE-bnding grotein) opsoniertes LPS wird von
CD14 erkannt und kann nun mit TLR4 und MD-2 kompesn, welche sodann ein
Homodimer ausbilden [72, 73]. IL-1 bindet an derpTylL-1R, wodurch das Corezeptor
Molekdil IL-1RAcCP (IL-1R Accessory_potein) den IL-1R erkennt und mit ihm einen
heterodimeren Komplex bildet. Die miteinander inrbiedung getretenen TIR Doméanen

der beiden Rezeptoruntereinheiten erlauben nuintbeaktion mit den Adaptormolekilen
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MyD88 (Myeloid differentiation primary response gene) 8a DD und TOLLIP (Toll
interacting potein), welches, vermutlich als Silencer, an da®iinale Ende von IRAK1
(IL-1-Receptor-asociated_ikase 1) gebunden, IRAK1 zum aktiven Rezeptorkomple
bringt. TOLLIP selbst disloziert daraufhin vom Rpim@komplex, so dass IRAK1 mit
seiner DD an die DD von MyD88 binden kann.

Es wird angenommen, dass IRAK4 IRAK1 phosphoryliadurch dann im Folgenden
IRAK1 durch Autophosphorylierung hyperphosphoryliend sich vom Rezeptorkomplex
in das Zytoplasma lésen kann. Dort interagiert @&TRAF6 (TNF-Receptor_asociated
factor 6). Die Verbindung zwischen TRAF6 und dem {KEmplex wird nach wie vor
kontrovers diskutiert. Es scheint zwei Wege Ubeagtdrmolekiile zu geben, die beide in
der Aktivierung der IKK enden. Zum einen ist der §Viéber TAK1 (TGF{f activated
kinase 1) zusammen mit den beiden Adapterproteire®1Tund TAB2 (TAK1 binding
protein 1/2) direkt oder Uber NIK, zum anderen déeg Uber ECSIT (#olutionary
conserved ignaling intermediate indll pathways) und MEKK3 méglich. TAK1 wurde in
Assoziation mit TRAF6 in Zellen gefunden. In Verthimg mit TAK1 scheint TRAF6 als
Ubiquitin-Ligase zu fungieren, die nach Stimulatiemtweder sich selbst oder/und Teile
von TAK1/TAB1/TAB2 ubiquitiniert, um sie so fur dilKK Aktivierung vorzubereiten
[74]. ECSIT wurde als mdoglicher TRAF6-Bindungspartrermittelt. Untersuchungen
ergaben, dass es in der TLR- und IL-1R-Signalkaskbadnotigt wird [75, 76] und
wahrscheinlich die MEKK3-Funktionen moduliert.

Neben dem oben beschriebenen MyD88-abhangigen Big#altransduktionsweg, gibt
es auch noch einen MyD88-unabhéangigen TLR4-Sigmadtiuktionsweg. Dieser benétigt
kein MyD88, um den Signalweg zur NdB-Aktivierung zur beschreiten. Man stellt sich
vor, dass TRAM (RIF-related_dapter_nolecule) dazu mit seiner DD an die TIR Domé&ne
des TLR4-Komplexes bindet, worauf TRIFO[VIL-1 receptor domain-containing adapter
inducing_IMN-f) via DD mit TRAM interagieren kann. Untersuchungeigten, dass TRIF
in der Lage ist, an RIP1 zu binden [77], welchesderum lber MEKK3 oder direkt IKK-
B zu aktivieren vermag. Im Unterschied zum MyD88#atigen Weg, der zur
Transkription proinflammatorischer Zytokine und BHZAktivierung fuhrt, induziert der
MyD88-unabhéngige Weg IFR-(Interferonf), IFN-B-induzierbare Gene [78] und NF-

KB selbst.

21



1 EINLEITUNG

1452 p105 Signaltransduktionsweg

Beim pl105 Signaltransduktionsweg missen zwei Zdstamterschieden werden. Zum
einen kann p105 als NKB Inhibitor, &hnlich denkB, fungieren. In diesem Fall wird es
nach Stimulation mit Agonisten vollstandig durcts d@roteasom degradiert, wodurch im
Zytoplasma zurtickgehaltene Rel-Untereinheiten (Ret/Rel und p50) in den Kern
translozieren kdnnen. Dennoch scheint es so, da85 pur fur die zytoplasmatische
Retention von p50 essentiell ist [79]. Zum andéw@mn es einer Prozessierung unterzogen
werden, die in der Proteolyse des C-terminalen Ehésteht, wodurch p50 generiert wird.
Da das Proteasom normalerweise die komplette Daticedvon ubiquitinierten Proteinen
ausfuhrt, stellt die partielle Proteolyse von pl@5d p100) durch das Proteasom ein
auRergewohnliches Ereignis dar. Die Prozessierimggtf konstitutiv in den meisten Zell-
typen statt und resultiert in &hnlich hohen Mengen p105 und p50 [64].

Nach einer Stimulierung der Zelle mit AgonistenewiB. TNFe, IL-1 oder LPS wird der
Signaltransduktionsweg beschritten, was zu eindivikung des IKK-Komplexes fuhrt
(siehe auch 1.4.4.1), die in der PhosphorylieruegldK-3 an den Serin-Resten 177 und
181 besteht. So aktivierte IKBphosphoryliert in einem konservierten Motiv (Asprg™-
Gly-Val-Gly-Thr-Sef*? der C-terminalen PEST-Region von p105, welchediogzu der
IKK-Zielsequenz in kB-a ist, die beiden Serin-Reste. Dies induziert di&rRigerung der
SCP™™P E3 Ligase, welche die Ubiquitinierung von pl05akgtiert, was zu seiner
spateren Degradation durch das Proteasom fihrt.

Untersuchungen haben ergeben, dass die Stimulugierte Proteolyse von pl05 die
Expression funktionaler IKK-Komplexe bendtigt [8@}8wobei IKK-o und IKK-3 mit der
DD von pl05 interagieren mussen, um die Phosplestyly der PEST-Region zu
vermitteln [83, 84]. Im Gegensatz zur Signal-indutgn Proteolyse von p100, geschieht
dies nach TNF¢ Behandlung unabhéangig von IK&K{80]. Demnach verlauft die p105-
Proteolyse &@hnlich der Degradation veBda. Bis heute ist jedoch noch nicht bekannt,
welcher Signalweg oberhalb der IKK (TRAF, MAP3K) sohritten wird, um die

Proteolyse zu vermitteln.

Die GRR, welche im zentralen Abschnitt, zwischenOCRithd Ankyrin Repeats, von p105
lokalisiert ist, ist essentiell fir dieonstitutive Prozessierungvon p105 zu p50, wobei sie
jedoch nicht zur Ubiquitinierung bendtigt wird, slemn als Stop-Signal fir die
Prozessierung fungiert, so dass die RHD nicht ;\Rt@teasome eintreten kann. Zuséatzlich
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trégt die Faltung der RHD dazu bei, dass sie veerai Eintritt in das Proteasom geschuitzt
ist. Neben der GRR wird fur die Prozessierung zlishteine so genanntacidic regior

die im Bereich der Aminosauren 446 bis 454 des m&ma105 lokalisiert ist, bendtigt.
Sie scheint als Erkennungssignal fiir eine derzeghnuncharakterisierte Ubiquitin E3
Ligase zu fungieren, welche die Lysin-Reste 441 44@ fuir die Ubiquitinierung markiert
[85].

Es wird angenommen, dass die Prozessierung von pd@dlel zur Translation ablauft,

um p50 zu produzieren. Anscheinend werden zur psih8se keine vollstandigen p105-
Molekile benétigt.

-f

85
3o
I: IKK-G
e
03
2
_lg

SCFBTrCP
E3 Ligase

Degradation

I Prozessierung

Abb. 1-7:
Proteolyse von NkB1 p105.

BTrCP —B-Transducin repeat-containing Protein (Untereinkeit SCF) // Cull — Cullin, ROC1, Skpl —
Untereinheiten von SCF // DD — Death domain // GRBlycine rich region // PEST — Proteinbereich, der
reich ist an Prolin (P), Glutamat (E), Serin (Syi Grhreonin (T) / RHD — Rel homology domain //
Erlauterungen siehe Text.

Erstellt nach [54].

p50-Homodimere kdnnen als transkriptionelle Aktbrah oder Repressoren fungieren.
Welche Funktion ihnen zukommt, ist abhangig vomejdigen Zelltyp, der sie expremiert.
Dies scheint eine Erklarung fiir ihre positive undgative Rolle in Immun- und
Inflammationsantworten zu sein.

1453 Alternativer Signaltransduktionsweg (p100)

Der alternative NB-Signaltransduktionsweg spielt eine wichtige Rolie der
Organogenese der sekundaren Lymphorgane, der BREdling und der adaptiven

humoralen Immunitat. Er wird Gber die Liganden @ibiFR-Familie, lymphobxine a/(32

23



1 EINLEITUNG

(LT-a/B), den_CD40Ligand (CD40L), den_Bcell ectivating factor (BAFF) sowie den
Receptor_ativator of NFkB ligand (RANKL) [54], aber nicht TN+ selbst, induziert.
Charakteristikum dieses Weges ist, dass er strEigd-abhéangig, und somit IKK3-,
NEMO/IKK-y- sowie kB-unabhangig, ist [86]. IKKa liegt dabei als Homodimer vor,
welches mit NIK assoziiert (siehe auch Abb. 1-7 so phosphoryliert und damit
aktiviert zu werden. Das Vorlauferprotein p100 kanit anderen Rel-Untereinheiten, wie
p50, RelA, c-Rel und RelB, assoziieren. Das vorramauftretende NB-Dimer in
diesem Signaltransduktionsweg ist ein RelB-p1l00eketimer, wodurch die RelB-
Transkriptionsaktivitat reguliert wird [87, 88]. ®ip100-Prozessierung selbst wird durch
NIK reguliert [62]. Untersuchungen ergaben, dask Nid TRAF2 Bindungspartner sein
kdnnen, so dass es mdglich ist, dass TRAF2 durhaktion NIK zum CD40-Rezeptor
bringt [60]. IKK-a kontrolliert abwarts die pl00-Proteolyse. IKKist ein mit NIK
interagierendes Protein [59], wobei NIK IKé&-an Serl76 und Serl80 phosphoryliert.
Dadurch wird die IKKe-Kinaseaktivitat stimuliert [89]. IKKa wiederum ist in der Lage
p100 direkt an den beiden C-terminalen Serin-ReS8t&h und 869 der PEST-Region,
welche mit de3TrCP-Bindungsregion vorkB-a verwandt ist, zu phosphorylieren [90].
Somit wird die Prozessierung induziert [8B]TrCP selbst kann daraufhin daran binden
und die Polyubiquitinierung an Lys855 vollziehenasDso markierte p100 stellt das
Substrat fir das 26S Proteasom dar. Es bindet ariS® nicht ATPase-Untereinheit im
19S'lid' des 26S Proteasoms [91], von dem dann der C-takiAbschnitt bis zu
Aminséure 447 degradiert wird. Das so entstandelB-B52-Heterodimer kann nun in
den Kern translozieren und transkriptionell aktierden.

Im Gegensatz zum pl05-Signaltransduktionsweg, welcin erster Linie von
konstitutivem Charakter ist, wird der alternativggrialtransduktionsweg induziert. Die
p100-Prozessierung, ein posttranslationelles Eigigrerlauft im Gegensatz zur Signal-
induzierten NF«B-Aktivierung via klassischen Signaltransduktiongwevesentlich
langsamer (mehrere Stunden) ab. Alle identifiziertRezeptoren des alternativen

Signaltransduktionsweges aktivieren innerhalb vanutén die kB-a-Degradation.
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Klassischer
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Signaltransduktionsweg
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Organogenese der sekundaren
Lymphorgane, B-Zell-Reifung,

Immunantworten,
Inflammationsantworten

des Uberlebens der Zelle

Erworbene humorale Immunitat

I-P Transkription der Zielgene

Abb. 1-7:

Vergleichende Darstellung des klassischen und reltimen NFkB-Signaltransduktionsweges, sowie des
p105-Signaltransduktionsweges. Fir Details siehe. Te

P — Phosphat // Ub — Ubiquitin.

Weitere Abkirzungen siehe Text und Abkirzungsverres.

Zusammengestellt und modifiziert nach [53, 54,%1,
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Tumor Nekrose Faktor
Rezeptor

Toll Like
Rezeptor

Interleukin 1
Rezeptor
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Degradation
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Bindungsmotiv |
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Transkription der Zielgene

Abb. 1-8:

Darstellung der Rezeptor-Liganden-induzierten ®B=Aktivierung und Berlihrungspunkte der einzelnen

Aktivierungswege von TNFR/TNE; TLR4/LPS und IL-1R/IL-1. Fir Details siehe Text.

@D - TIR domain //[] - Death domain // P — &t / Ub — Ubiquitin.
blaue Pfeile — TNF-Signaltransduktionsweg // gelbe Pfeile — LPS-Sigaasduktionsweg // rote Pfeile —
IL-1-Signaltransduktionsweg // schwarze Pfeile inkdUnterscheidung zwischen den einzelnen Aktivator

/I gestrichelte Pfeile — mogliche, jedoch nichtizgend notwendige Interaktionen Gber NIK.
Weitere Abkiirzungen siehe Text und Abkirzungsvetwes.

Zusammengestellt nach den im Text angegebenen dRefmn, sowie bereits erstellten Signaltrans-
duktionsweg-Schemen von Biocarta und der Firma Sighaling Technolody
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1.5 Zielsetzung und Aufgabenstellung

Bakterien nehmen auf positive und negative Art Welse Einfluss auf den menschlichen
Organismus. Als Kommensalen bilden sie die Normedflder Haut und des Darmes. Sie
sind in der Lage eine kontinuierliche Stimulatioof alas Immunsystem auszuiliben,
wodurch dieses in seiner Funktion gestarkt wirdmiaschutzen sie diese Organe und
Uben einen positiven Einfluss auf die Verdauung Mistlerweile werden so genannte
Probiotika gezielt zur Gesundherhaltung der intedtin Flora eingesetzt. Gelangen diese
apathogenen Keime jedoch in Wunden, so rufen sigiiBdungsreaktionen im Wirt
hervor. Daneben gibt es auch pathogene Bakterieripaner eine Infektion verursachen
(z.B. Staphylococcus aureus). Der Wirt reagiertasodmit einer Inflammation, um die
Noxe unschadlich zu machen und letztendlich zuieleren. Im Laufe der Evolution
haben bestimmte Pathogene regelrechte Mechanisntanclkelt, um der Unschadlich-
machung und Eliminierung durch den Wirt, den sifalen haben, zu entgehen. Zu diesen
Mechanismen zahlt die Suppression der Immunantvaiet,z.B. beiYersinia spp. und
Salmonellaspp. gefunden wurde. Daneben gibt es auch noctMéehanismus der Anti-
inflammation. Sie wurde flrr den weit verbreitetera@roben Kommensalddacteroides
thetaiotaomicronbeschrieben, der damit Entziindungsreaktionen,ddieh pathogene
Bakterien hervorgerufen wurden, abschwachen konnte.

Fir "attaching and effacifigrerursachende Keime (EPEC, STEC/EHEC) wird ein
ahnlicher Mechanismus zur Umgehung der wirtseige&iamehr, wie sie fliYersiniaspp.
undSalmonellaspp. ermittelt wurde, vermutet. Die AuspragungAl&i-Lasionen benotigt
eine gewisse Zeitspanne (ca. 1.5 Stunden), in @grBékterium anscheinend nicht vom
Wirt angegriffen wird. Des Weiteren bleiben diesisionen lange bestehen, ohne dass das
Pathogen durch die Immunabwehr des Wirtes elintimed.

Daher besteht das Ziel der vorliegenden Arbeit én BEntschliisselung des molekularen
Infektionsmechanismus des Shiga Toxin-produzienenéscherichia coli 413/89-1
(026:H ) in Saugerzellen basierend auf der Sugpredss Transkriptionsfaktors NEB
durch dieses Bakterium.

Die Aufgabe bestand darin, den MB-Signaltransduktionsweg zu untersuchen. Es sollte
versucht werden, den eukaryontischen Faktor dikaskade, welcher durch einen noch
derzeit unbekannten prokaryontischen Faktor inhiviérd, zu identifizieren, so dass die

finale NFkB Suppression, und somit die Unterdriickung der Imemtwort, entsteht.
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Um einen Einblick in die Modulation der unspezifisa Immunantwort nach STEC-
Infektion zu bekommen, wurden neben Epithelzellemcha Makrophagen in die
Untersuchungen einbezogen.

Daneben sollte auch der Effekt dieser Infektionvivo betrachtet werden, wozu der
Aufbau eines Maus-Infektionsmodells angestrebt wungdelches der Signalweitergabe
von Zellen der angeborenen Immunitat (Makrophageun) Zellen der erworbenen

Immunitéat (T-Zellen) dient.
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2 MATERIAL
21 Bakterienstamme
Stamm Eigenschaften Herkunft
[Genotyp] [Referenz]
STEC 413/89-1 WT Wildtyp (Serotyp O26)H [27]
isoliert von einem an Diarrhoe
leidenden Kalb
STEC 413/89-NespB "in-frame'-espBDeletionsmutante  [92]
von STEC 413/89-1espB
E. coliK-12 MG1655 apathogengt coli ATCC 700926
E. coliXL2-Blue recAl endAl hscR17supE44 Fa. Stratagene,
thi-1 gyrA96 relAl Amsterdam; NL
lac [F’ lacl9ZAM15 Tn10 (Tet)
Amy’ Cani]
E. coliDH50 (pPMAR7) kloniertes EAF-Plasmid von [93]

EPEC E2348/69, Anip

E. coliHB101 (pMAR7/pCVD462) kloniertes EAF-Plasmid von [93]
EPEC E2348/69, Anip
klonierter LEE von
EPEC E2348/69, Chund Amp
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2.2 Plasmide
Plasmid relevanter Genotyp Antibiotika- Herkunft
Resistenz [Referenz]
PcDNA™3.1 (+) Rwmv, Prz, BGH pA, f1 ori, NebAmp'  Invitrogen,
SV 40 ori, Ne§ SV40 pA, Karlsruhe
puUC ori, Amp
PEGFP-N1 Pcwy e, MCS, EGFP, KdfNed  Clontech
SV40 poly A, f1 ori, SV40 ori, Laboratories,
Psva0 e Karl/Ned, HSV TK polyA, Heidelberg
pUC ori
pNF«B-Luc KB4, PraL, luc-Gen, SV40 polyA, Amp Clontech
pUC, Amg, f1 ori, TB Laboratories,
Heidelberg
pRL-TK Vektor HSV TK, T7, Ruc, Amgd Promega GmbH,
SV40 late polyA, Amf ori Mannheim
2.3 Eukaryontische Zelllinien

« P3880O ATCC CCL-46 Makrophagenahnliche Zelllinie deal, die 1956
durch Dawe und Potter aus einem Methylcolanthren-
induzierten lymphoiden Neoplasma (P388) einer
DAB/2-Maus isoliert wurde und erst 1975 aufgrund
ihrer Morphologie und Funktion als makrophagen-

ahnlich charakterisiert wurde [94].
¢ HelLa ATCC CCL-2 Epithelzellahnliche Zelllinie dsenschen, die 1951

durch Gey, Coffman und Kubizek aus einem

Cervical-Adenokarzinom isoliert wurde.
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ATCC: American Type Culture Collection, Rockvillaryland
CCL:

24

2.5

2.6

KB

Centified Cell Lines

Mauslinie

Balb/C H. J. Bagg entwickelte die "Bagg albid®13 aus

einem Stamm eines aus Ohio stammenden
Tierhandlers. Die Inzucht erfolgte 1923 durch

McDowell; durch Snell 1932 ab F26; durch

Andervont 1935; weitergeziichtet durch NIH 1952
durch Andervont ab F72; an CRL 1974 von NIH.

Fellfarbe weil (albino).

Zur Verwendung kamen in etwa 6 Wochen alte

weibliche Tiere.

Nukleotide und Nukleinsauren

a-*?P-dATP (3000 Ci/mmol) (GE Healthcare Europe Gmbi¢jburg)
a-*?P-dCTP (3000 Ci/mmol) (GE Healthcare Europe Grrifridjburg)
dGTP (100 mM) (GE Healthcare Europe GmbH, Frejpur
dTTP (100 mM) (GE Healthcare Europe GmbH, Freaibur
Poly[d(I-C)] (2,6-3,5 pg/ul) (Roche, Grenzach-Wah)

Fir die Gelretardationsexperimente verwendete appelstrangige

Oligonukleotide

5'- AGCTTCAGAGGGGACTTTCC GAGAGG - &
3 - AGTCTCCCTGAAAGG CTCTCCAGCT -5’ [95]
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‘NF-IL6' 5 - AGCTTTAAGATTGCACAAT GTGACGTCA -3
3 - AATTCTAACGTGTTA CACTGCAGTTCGA -5’ [96]

Die doppelstrangigen Oligonukleotide wurden durgfbiitlisierung der komplementéaren
Einzelstréange, welche von der Firma Sigma-Aldribleisenhofen) stammen, erzeugt. Die

Bindungsstellen der Transkriptionsfaktoren sincetsttichen.

2.7 Antikdrper

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikdrper stammam Santa Cruz Biotechnology
(Heidelberg) und Cell Signaling (New England BidaBmbH, Frankfurt/Main).

271 Antikorper fur Western Blots (3.6.2.3)

¢ NF«B p65 (F-6) affinitatsgereinigter, monoklonaleaddantikorper,
der gegen die am N-terminalen Ende lokalisierten
Aminosauren 1-286 von humanem RelA (p65)
gerichtet ist.

(Santa Cruz Biotechnology; cat# sc-8008)

 PPAR3 (H-74) affinitatsgereinigter, polyklonaler Kashmenanti-
korper, der gegen die am N-terminalen Ende
lokalisierten Aminosauren 2-75 des humanen PRPAR
gerichtet ist.
(Santa Cruz Biotechnology; cat# sc-7197)

¢ IkB-a (C-21) affinitatsgereinigter, polyklonaler Kanhenanti-
korper, der gegen das C-terminale Ende des humanen
IkB-a gerichtet ist.

(Santa Cruz Biotechnology; cat# sc-371)

¢ Phospho#B-a-Ser32/36 (5A5) affinitatsgereinigter, monoklonadiéausantikorper,
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¢ Goat-anti-rabbit IgG-HRP

* Goat-anti-mouse IgG-HRP

der gegen das an Serin 32 und 36 phosphorylierte
IkB-a gerichtet ist.
(Cell Signaling; #9246)

Meerrettich-Peroxidaser¢keradish-peroxidase,
HRP)-konjugierter Ziege-anti-Kaninchen-Antikérper

(Santa Cruz Biotechnology; cat# sc-2004)

Meerrettich-Peroxidasegéwadish-peroxidase,
HRP)-konjugierter Ziege-anti-Maus-Antikorper
(Santa Cruz Biotechnology; cat# sc-2005)

2.7.2 Antikorper fur Gel-Supershift-Experimente (37.4)

+  NF-B p65 (A) X

+  NF-B p50 (NLS) X

. RelB (C-19) X

+ c-Rel (B-6) X

affinitatsgereinigter polyklonaler Kimchenanti-

korper, der gegen das N-terminale Ende von
humanem RelA (p65) gerichtet ist.

(Santa Cruz Biotechnology; cat# sc-109 X)

affinitatsgereinigter polyklonalemKinchenanti-

korper, der gegen die NLS Region von humanem NF-
KB p50 gerichtet ist.

(Santa Cruz Biotechnology; cat# sc-114 X)

affinitatsgereinigter polyklonaléaninchenanti-

korper, der gegen das N-terminale Ende von
humanem RelB gerichtet ist.

(Santa Cruz Biotechnology; cat# sc-226 X)

affinitatsgereinigter monoklonaMausantikorper,

der gegen die am N-terminalen Ende lokalisierten
Aminosauren 1-300 des humanen c-Rel (p75)
gerichtet ist.

(Santa Cruz Biotechnology; cat# sc-6955 X)
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* NF-«B p52 (K-27) X affinitatsgereinigter polyklonalKaninchenanti-
korper, der gegen ein konserviertes Epitop von
murinem NFkB p52 gerichtet ist.
(Santa Cruz Biotechnology; cat# sc-298 X)

2.8 Chemikalien, Enzyme, Antibiotika

Bei der Durchfuhrung der Experimente wurden hariddishe Chemikalien der Firmen
GE Healthcare Europe GmbH (Freiburg; friher Amamsh#&harmacia Biotech),

Boehringer Mannheim (Mannheim), Fluka (Seelze)e Oiechnologies (Karlsruhe), Roche
(Grenzach-Wyhlen), Roth (Karlsruhe), Serva (Heided, Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
und VRL (Darmstadt; friher Merck) verwendet.

Antibiotikum Stammldsung Endkonzentration

Ampicillin 100 mg/ml in HOqes: ;sterilfiltriert 100 pg/ml

Kanamycin 100 mg/ml in #Dges: . Sterilfiltriert 50 pg/ml

Chloramphenicol 20 mg/ml in Ethanol 20 pg/ml

Gentamicin 50 mg/ml in ¥D; gebrauchsfertig 50 pg/ml (in ZK-Versuchen)
gekauft

2.9 Lésungen, Puffer und Medien

Alle verwendeten Puffer und Losungen werden mitiliestem H,O hergestellt und —
sofern nicht anders angegeben — autoklaviert,Ifdtadrt oder aus bereits sterilen L6-
sungen hergestellt. Die zu ihrer Herstellung vedeten Chemikalien besitzen den

Reinheitsgrad pro analysis (p.a.).
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291 Reagenzien zur Bakterienkultur (3.1)

Flussigmedien und Nahrbdden zur Bakterienkultur dear von der institutseigenen
Nahrbodenkiiche zur Verfiigung gestellt. Die Trockéstanzen fir die Flussigmedien
sowie der Agar fur die festen Naéhrmedien wurden \Becton Dickinson GmbH

(Heidelberg) geliefert.

LB (Luria-Bertani)-Medium

Bacto-Trypton 10,00 g
Yeast-Extrakt 5,009
NaCl 5,00 g

H,O ad 1000 ml

LB-Platten (LB-Agar)
Zugabe von 10 g Agar/l LB-Medium

Die Medien wurden fir 20 Minuten bei 120°C autokdat: Erfolgte der Zusatz von
Antibiotikum, wurde das autoklavierte Medium zuwarf 45°C abgekihlt. Die Lagerung
der Agarplatten erfolgt im Kihlraum, die der Fliggsedien bei RT.

2.9.2 Medien und Medienzusétze fiir die Zellkultur(3.2)

MEM Minimum Essential Medium mit Earle’s Salts, Lu@imin
(Gibcd Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

RPMI 1640 mit L-Glutamin (Gibc6 Invitrogen GmbH, Karlsruhe)
DMEM Dulbeccos’s Mod Eagle Medium mit L-Glutamin, 100§/m
HEPES gepuffert Glucose, Natriumpyruvat, 25 mM HEPES (Giicénvitrogen

GmbH, Karlsruhe)

FCS 100% Fetal Calf Serum (Sigma, Deisenhofen; "FCS.BOPAA
Laboratories GmbH, Colbe)
Hitzeinaktivierung fir 30 Minuten bei 56°C
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NEA 100 x Non-Essential Aminoacids (Biochrom AG, IBgr

Pen/Strep 10000 Einheiten Penicillin  (Penicilin G) und 1@0pug
Streptomycin (Streptomycin Sulfat)/ml (Giftdnvitrogen GmbH,

Karlsruhe)

Hanks” Salt Solutionl x; mit 0,35g/l NaHC@ ohne C&, Mg*, Phenolrot (Biochrom
AG, Berlin)

10x PBS Phosphatgepufferte  Kochsalzlosung; 10 x (Gtbctvitrogen
GmbH, Karlsruhe)

1xPBS
10x PBSeril 50 ml
HOsteril 450 ml
20 x C&*/Mg**
CaCh 29
MgCl x 6 H0 29

H,O ad 1000 ml

1 x PBS + C&/Mg*
10 X PBSeri 50,00 ml
20 x C&'Mg?* 25,00 ml
HyOsterit ad 500 ml

Zellkultur-Wasser Water, sterile for cell culture (PAN Biotech Gmb#ldenbach)

Trypsin/ EDTA 1x; 0,5 g Trypsin (1:250)/l; 0,2 g EDTA/l in 1P8S
(PAA Laboratories GmbH, Colbe)

MEM-Komplettmedium fiir HeLa MEM
FCS (hitzeinaktiviert) 10%
NEA 1%
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MEM-Hungermedium fiir HeLa

RPMI-Komplettmedium ftr P388D

RPMI-Hungermedium fiir P388D

Einfriermedium

DMEM-Anzuchtmedium fiir KMM

DMEM-Splitmedium fiir KMM

DMEM-Hungermedium fir KMM

Zellproliferationsmedium fiir Milzzellen

MEM
FCS (hi)
NEA

RPMI
FCS (hi)

RPMI
FCS (hi)

Komplettmedium
FCS (hi)
DMSO

DMEMuepes

FCS (hi)

NEA

Pen/Strep
B-Mercaptoethanol
M-CSF

DMEMyepes
FCS (hi)
NEA

B-Mercaptoethanol

DMEMyepes

FCS (hi)

NEA
B-Mercaptoethanol
M-CSF

RPMI
FCS (hi)

1%
1%

14 %

1%

40 %
50 %
10 %

10 %
5%
1%
50 uM
20 %

10 %
5%
50 uM

2,50 %
5,00 %
50,00 pM

10,00 %

10 %
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Pen/Strep 1%
B-Mercaptoethanol 50 uM

Macrophage-colony stimulating factor (M-CSByoduziert von L-929 580 Fibroblasten,

wurde mir von der Zellkultur des Instituts zur

Verfugung gestellt.

Erythrozyten-Lyse-Puffer 2,06 g Tris
7,49 g NHCI
HO ad 1000 ml, pH 7,2

293 Puffer zur Proteinextraktion (3.5.1)
293.1 Puffer zur Proteinextraktion aus Zellen penanenter Zelllinien
Puffer A
HEPES pH 7,9 10 mM
KCI 10 mM
EDTA pH 8,0 0,1 mM
EGTA pH 8,0 0,1 mM
DTT 1,0 mM (Zugabe kurz vor Gebrauch)
PMSF 0,5 mM (Zugabe kurz vor Gebrauch)

Lagerung ohne DTT und PMSF bei 4°C

Puffer C
HEPES pH 7,9 20 mM
NacCl 400 mM
EDTA pH 8,0 1mM
EGTA pH 8,0 1mMm
DTT 1 mM (Zugabe kurz vor Gebrauch)
PMSF 1 mM (Zugabe kurz vor Gebrauch)

Lagerung ohne DTT und PMSF bei 4°C

38



2 MATERIAL

2.9.3.2 Puffer zur Proteinextraktion aus Primarzeen

Puffer A
siehe 2.9.3.1

Puffer C nach Dignarat al, 1983 — modifizier{97]

HEPES pH 7,9 20,00 mM

Glycerol 10,00 %

NacCl 0,42 M

MgCl, 1,50 mM

EDTA pH 8,0 0,20 mM

DTT 1,00 mM (Zugabe kurz vor Gebrauch)
PMSF 1,00 mM (Zugabe kurz vor Gebhguc

Lagerung ohne DTT und PMSF bei 4°C

294 Puffer und Lésungen zur Proteinanalytik (3.5
10% SDS
SDS 509
H,O ad 500 ml

5x SDS-Laufpuffer

Tris 15,15¢
Glycin 93,859
10% SDS-Lésung 50,00 ml

H,O ad 1000 ml

1x SDS-Laufpuffer (Gebrauchslésung)
5x SDS-Laufpuffer 200 ml
H,O ad 1000 ml

10x Transferpuffer fiir Na3blots (ochne Methanol)
Tris 30,309
Glycin 144,00 g
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40

H,O ad 1000 ml

1x Transferpuffer fir NaRblots zur Anwendung (miétkfanol)
10x NaRblotpuffer 100,00 ml
Methanol 150,00 ml
H,O ad 1000 ml

TBS
Tris-HCI pH 8,0 10 mM
NacCl 150 mM
H,O ad 1000 ml

TBS-Tween

1x TBS 1000 ml
0,05% [v/v] TWEEN 20

PonceauS-Lésung

PonceauS 2%
TCA 5%
Blotto A

5 % Magermilchpulver geldst in TBS oder TBS-Tween

Trenngel-Uberschichtungslésung
Tris-HCI pH 8,8 0,375 M
SDS 0,1 % J[viV]

4x Laemmli-Puffer

87 % Glycerin 4,00 ml
10 % SDS 3,00 ml
2 M Tris-HCI pH 6,8 2,00 mi
B-Mercaptoethanol 750 pl
Bromphenolblau 10,00 mg
H,O ad 10 ml
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295

Lagerung: -20°C

Methylgriinlésung

STE

50 % Glycerin 2,00 mi
0,5 m Tris-HCI pH 6,8 1,25 ml
HO 1,75 ml

Methylgrin 50,00 mg

Lagerung: -20°C, lichtgeschtzt

Puffer und Lésungen zu Protein-DNA-Bindungsedien (3.7)

NacCl 100,00 mM
Tris-HCI pH 7,5 20,00 mM
EDTA pH 8,0 10,00 mM

10x TBE-Puffer

Tris 108,00 g
Borsaure 55,00 g
0,5M EDTApH 8,0 40,00 ml

H,O ad 1000 ml

0.,4x TBE-Puffer (Gebrauchslésung)

HO 960 ml
10 x TBE 40 ml

3x Bindungspuffer

HEPES pH 7,9 60,00 mM
KCI 150,00 mM

EDTA pH 8,0 3,00 mM
DTT 3,00 mM

Ficoll 12,00 %
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Farbpuffer EMSA

HEPES pH 7,6 10,00 mM
Glyzerin 10,00 %
Bromphenolblau 0,01 %

Fixierldsung fir EMSA-Gele
Eisessig (100 %) 100,00 ml
H,O ad 1000 ml

2.9.6 Puffer fir den Luciferase-Reportergen-Assag3.8)

PBS fiir Luciferase Assay pH 7,3

NaHPOy 4,3 mM
KH2POy 1,4mM
NaCl 137,0 mM
KCI 2,7mM

H,O ad 1000 ml

1x Passive Lysis Buffer pro 24-well

5x Passive Lysis Buffer (Promega) 20 pl

HO 80 ul
2.10 Molekulargewichtsstandard
2.10.1 Protein-GréRenstandard

Prestained "Broad Range"-Standard (Bio-Rad)

Myosin 194,20 kDa
B-Galactosidase 115,60 kDa
Rinderserumalbumin 97,30 kDa
Ovalbumin 53,50 kDa
Carboanhydrase 37,20 kDa
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Trypsininhibitor 29,30 kDa
Lysozym 20,40 kDa
Aprotinin 7,00 kDa

Die GrofRRen variieren leicht in den einzelnen Charged dienen zur Orientierung. Der
GrolRenstandard wird in den Abbildungen nicht mgegeben.

2.11 Verwendete "Kits"

"Bio-Rad Protein Assay Kit II" (Bio-Rad Laboratosi&€mbH, Minchen) zur

Bestimmung der Proteinkonzentration von zellfreeatrakten (3.5.2)

¢ "ECL™ Western blotting detection reagents"-Kit (BEalthcare Europe GmbH,
Freiburg) zur ECL-Entwicklung von Western Blots§(2.3)

« "Dual-Luciferas€ Reporter Assay System" (Promega GmbH, Mannheim) zu
Nachweis der Luciferase-Aktivitat in transfiziertenkaryontischen Zellen (3.8.2
und 3.8.3)

+  QIAfilter® Plasmid Midi Kit, QIAGEN’ Plasmid Purification (QIAGEN GmbH,

Hilden), zur Midipraparation von Plasmid-DNA atscoli (3.4.2)

2.12 Gele
2121 5%iges, natives Polyacrylamidgel fiur Gelretardationexperimente
(3.7.3.2)
100 ml/kleines Gel 200 ml/groRRes Gel
Wasser 78,50 ml 157,00 ml
Rotiphores& Gel 30 16,70 ml 33,40 ml
10 x TBE 4,00 ml 8,00 ml
10 % APS 667 ul 1334 pl
TEMED 100 pl 200 ul
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2.12.2 Polyacrylamid-Trenngele zur Proteinanalytik(3.6.1)
10 % 12 %
Wasser 7,90 ml 6,60 ml
Rotiphores& Gel 30 6,70 ml 8,00 ml
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 5,00 mi 5,00 ml
10 % SDS 200 pl 200 pl
10 % APS 200 pl 200 pl
TEMED 8 ul 8 ul

2123 Polyacrylamid-Sammelgel zur Proteinanalytik3.6.1)
5%

Wasser 5,50 ml
Rotiphores& Gel 30 1,30 ml
1,0 M Tris-HCI pH 6,8 1,00 ml
10 % SDS 80 pl
10 % APS 80 ul
TEMED 8 ul

2.13 Geréate und sonstige Verbrauchsmaterialien
Gerat Herkunft
Autoklaven Getinge, Tuttnauer Systec 2540 EL

Begasungsbrutschrank fir Zellkultur

Brutschrank fiir Bakterienkultur

Densitometer

Eismaschine
EMSA-Elektrophoresekammer
Feinwaage

Gefriertruhen
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Forma Scientific t&taJacketed
3250
GSF-Film-GD 40

Icematic F90 Compact Electronic

Inkubator

Eigenbau der Institutkstatt
Kern 770
Heraeus, Bosch
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Geigerzahler
Geltrockner
Luminometer
Magnetrihrer
Mikropipetten
Mikroskope
Mikrowellengeréat
Minigel-Elektrophoresekammer
Minigel-Giel3apparatur
NafRblotkammer
pH-Meter

Photometer

Reinstwassersystem
Rontgenfilmkassetten
Schuttler
Spannungsgerate
Sterilbank

Szintillationszahler
Thermocycler
Thermomixer
Thermoblock
Tumbler
Verstarkerfolien
Vertikale Elektrophoresekammern
Vortexer

Waagen
Wasserbader
Zellzahlgerat
Zellzéhlkammer

Zentrifugen

FAG Contamat FHT 111M
Bio-Rad Model 583 Gel Dryer
Lma% Molecular Devices Corporation
IkamagREO und RCT
Eppendorf, Gilson, Matrix
Hund, Wiovet S
Moulinex
Hoefer Mighty Smalll"SE 250
Hoefer Mighty Small™ |l QB5
Hoefer Mighty Small™ Transphor
Knick
Pharmacia Biotech Ultrospec 3000,
Nano Drop Technologies, Inc., ND-1000
Pharmacia Biotech Gene Quant
Millipore
Kodak BioMax
GFL3017
Pharmacia LXB MultiDrive XL, Guh&455
ASW-UP 1200
NUARE NU 440-401 E
EG&G Wallac 1209 Rack-Beta
bio-med Thermocycler 60
Eppendorf Comfort
Eigenbau der Institutswerkstatt
Heidolph Polymax 1040
Kodak BioMax MS intensifyingreens
Eigenbau dertinstiverkstatt
Janke & Kunkel IKA Vibrofix VF1
Kern EG, Mettler Toledo PB801
Grant Instruments Type SUB 14
IVO
Neubauer
Kihlzentrifuge: Heraeus Sepatech Meg@fu
1.0R

45



2 MATERIAL

Tischzentrifuge: Eppendorf Centrifuge 5415D
und 5810R, Heraeus Sepatech Biofuge 15

Verbrauchsmaterial

Herkunft

Blotpapier

Filme

Filmentwickler, s/w
Filmfixierer

Handschuhe

Immobilon-P Transfer Membran (PVDF)
Mikroreaktiongefalie

Petrischalen, steril

Pipettenspitzen

Serologische Kunststoffpipetten, steril

Sterile Kunststoffgefae

Schleicher & Schll Gel Blotting Paper
GB002 und GB003
Roéntgenfilme: Kodak Scientific Imaging Film
BioMax™ MR
Lumineszenzfilme: GE Healthcare Europe
GmbH
High  performance luminescence film
Hyperfilm™ ECL
Agfa Rodinal B/W Film Deveder
Agfa Acidofix Fixer
Ansell SensiCl&an
Kimberly-Clark SAFESKIN Purple Nitrile
Millipore 0.4%
Eppendorf
Greiner
Saarstaedt, MBT
FalcgBecton Dickinson Labware)

Greiner, Falcon

Zellkulturschalen, verschiedene Formate Fd?c(Becton Dickinson Labware),

Zellschaber
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3 METHODEN
3.1 Bakterienkultur
3.11 Haltung und Anzucht von Bakterien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamnmel sereits in der institutseigenen
Stammsammlung enthalten oder an uns weitergereiontlen (2.1). Sie kdnnen Uber
mehrere Monate bei 4°C auf geeigneten Agarplat2®.1) gehalten werden. Die
langfristige Lagerung erfolgt in Form von Glyzeriituren, welche aus Ubernachtkulturen
(UNK) hergestellt werden, indem diese mit steriléiyzerin versetzt werden, so dass eine
Glyzerin-Endkonzentration von 20% erreicht wird. $iod die Kulturen bei - 80°C sogar
Uber mehrere Jahre haltbar.

Zur Herstellung von Flussigkulturen werden 10 b3@0 ml LB-Medium (2.9.1) - je nach
Selektionsdruckeigenschaften des Keimes mit ertBprelem Antibiotika-Zusatz - mit
wenig Bakterienmaterial, das mit einer sterilen fidlsp von einer Agarplatte genommen
wurde oder 20 pl einer Glyzerinkultur, angeimpfie BAnzucht erfolgt bei 37°C unter
permanentem Schutteln (180 rpm) Uiber Nacht.

3.1.2 Anzucht vonEscherichia coli fur die Infektion von Zellen oder Mausen

Die Anzucht erfolgt bereits am Vortag der Infektiamdem 10 ml UNK angesetzt werden.
Diese wird am darauf folgenden Tag mit dem ent$meden Zellkulturmedium 1:40
verdiinnt (10 ml Zellkulturmedium + 250 pl UNK). Bat sich gezeigt, dass reines DMEM
das Bakterienwachstum am besten unterstiitzt. Ndsh 3% Stunden Wachstum, je nach
Keim, in einem Zellkulturbrutschrank bei 37°C urbh £0, (ohne Schiitteln) erreicht die
Bakteriensuspension eingptesche _Ochte (OD) von 0.962 bei der eine Bakterien-
konzentration von 4.25 x 10E. coli pro ml Medium vorliegt. Je nach
Versuchsbedingungen werden die Bakterien gewasotiendirekt auf das entsprechende
Infektionsvolumen mit einéiMultiplicity of infectiori’ (MOI) von 50 eingestellt. Unter der
Multiplizitat der Infektion versteht man die Anzadiér pro Eukaryontenzelle eingesetzten

Bakterien. AnschlieBend werden die Zellen infiziert
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Fir die Infektion von Mausen werden die Bakteriemeimal mit reinem Medium
gewaschen und auf eine Dichte von 3 x’ Bakterien/200 pl Medium pro Maus

eingestellt.

3.2 Zellkultur eukaryontischer Zellen

Die hier verwendeten eukaryontischen Zelllinieng®3,-Makrophagen und HelLa-Zellen;
die primaren Knochenmarksmakrophagen werden gedoind®.2.2 behandelt) werden in
befeuchteten Zellkulturbrutschranken bei einer Temapr von 37°C und 5% GO
kultiviert. Beide Zelllinien werden in Gewebekulkchalen (Falcon 94/16; d = 85 mm)
gehalten und adhéarieren am Boden der Schalen.

Bei P3880-Makrophagen sollte das Medium alle zwei Tage, HelLa-Zellen alle drei
Tage gewechselt werden, um abgestorbene Zelletriitener und Stoffwechselprodukte
zu entfernen sowie die Zellen mit neuen Nahrstofiemd Wachstumsfaktoren zu
versorgen. Im Allgemeinen sind folgende Regeln béirbeiten mit Zellkulturen zu
beachten:

« Samtliche Puffer, Medien und Medienzusétze misssil sein. Die Flaschen und
GefalRe, in denen sie gelagert oder gemischt werdigrien nur unter sterilen
Bedingungen gedffnet werden.

* PlastikgeféRe, Zellkulturschalen und sonstige Getgede, die mit den Zellen oder
den Medien in Beriihrung kommen, missen steril sein.

« Die Flache unter der Sterilbank ist vor Arbeitsidegund nach Arbeitsende mit
70%-igem Ethanol abzuwischen. Ebenso sind die tiohten Hande damit zu
desinfizieren.

« Die Sterilbank ist in regelméaRigen Abstéanden mit-Ught zu bestrahlen. Die
Zellkulturbrutschrénke sind auf eventuellen Pilabehin zu kontrollieren und
dementsprechend zu séaubern und zu desinfizieren.

« Alle verwendeten Geféal3e sind nach Gebrauch safioverschlief3en.

¢ Puffer und Medien sind nur in vorgewarmten Zustg8¥fC) zu verwenden.

¢ Permanente Zelllinien sollten nicht langer als 38dagen (das entspricht in etwa 3

Monate) in Kultur bleiben und in Experimente eirgeswerden.
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3.2.1 Permanente Zelllinien

3.21.1 Passagieren von adharenten Zellen

Permanente, adharente Zellen wachsen in einem MypeolDie Kulturen miissen in regel-
maRigen Abstéanden geteilt werden, da die Zellerh nageichen der Konfluenz die
Teilung einstellen. Dieses Phadnomen wird als Kadimhlbition (dichteabhangige
Inhibition) der Zellteilung bezeichnet. Hierzu werd sie von ihren Zellkulturschalen
abgeldst, mit frischem Medium versetzt und in n2eklkulturschalen ausgesat.
HelLa-Zellen lassen sich sehr einfach mit Trypsildsdn. Makrophagen hingegen missen
mit einem Zellschaber mechanisch von ihrer Unterlgglost werden, wodurch ein Teil
der Zellen dieses Prozedere nicht Gberlebt.

Generell ist es ratsam einen festen Teilungsrhythimudie Zellkultur zu bringen, um
Uberflissiges Splitten zu vermeiden und somit diali@it der Zellen langer zu erhalten.
HeLa-Zellen lassen sich gut in einen Teilrhythmas 8 bzw. 4 Tagen bringen. Somit
mussen die Zellen zum Weiterkultivieren nur zweimed Woche passagiert werden. Die
in dieser Arbeit benutzten HelLa-Zellen wurden mgstam Verhaltnis 1:8 und
donnerstags im Verhaltnis 1:11 geteilt.

P3880-Makrophagen diirfen héchstens im Verhaltnis 1:6liftst werden, da sie immer
einen Zell-zu-Zell-Kontakt benétigen, um weiterwachsen. Daher ist bei dieser Zelllinie
die Frequenz der Spaltung héher. Die in dieser ilsswendeten P388BEMakrophagen
wurden montags und mittwochs im Verhéltnis 1:4 fredags im Verhaltnis 1:6 gesplittet.

Beide Zelllinien wiesen zu den angegebenen Passgayetine Konfluenz auf.

Fanden die Zellen jedoch in einem Infektionsversdehwendung, fur den eine definierte
Menge an Zellen ausgesat werden musste, so wurglé @iendzellzahl (3.2.3) ermittelt,

anschlieBend die benétigte Dichte eingestellt uadZdllen ausgesat.

3.21.1.1 Trypsinieren von Zellen (HeLa-Zellen)

Trypsin ist ein Enzym, das, damit es voll wirkemkaauf 37°C erwarmt werden muss.
Damit es nicht durch das im Medium enthaltene F@ktiviert wird, missen die Zellen

vor dem Trypsinieren mindestens zweimal mit 7 mjeamdrmter Hanks' Salt Solution
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gewaschen und diese dann vollsténdig abgesaugtewehiese Prozedur hat auch den
Vorteil, dass die Zellen grundlich gewaschen wendlet frei von Zelltrimmern und toten
Zellen sind. Fur eine Zellkulturschale mit einemr€umesser von 8.5 bis 10 cm ist ein ml
Trypsin zum Ablésen der Zellen vollkommen ausremtheDurch Schwenken der Platte
verteilt es sich gleichmafig Uber den Zellrasem Dellen werden dann fur 3 Minuten im
Zellkulturbrutschrank bei 37°C (und 5% @0nkubiert. Nach Ablauf der Zeit erscheinen
die Zellen unter dem Mikroskop dann als kugeligbi@e, die sich durch leichtes StoR3en
der Schale ablosen. Die Trypsinwirkung wird durchg@be von 7 bis 10 ml MEM-
Komplettmedium inhibiert. Die Zellen werden durclelmmaliges Auf- und Abpipettieren
vollstandig von der Unterflache geldst und verdinzeo dass eine homogene Zell-
suspension entsteht. Die Zellen werden dann, iBestimmung gemaf, mit frischem

MEM-Komplettmedium verdinnt und in neue sterilelddturschalen ausgesat.

3.21.1.2 Abschaben von Zellen (P388MMakrophagen)

Bevor Makrophagen abgeschabt werden, mussen siasghen werden. Dies geschieht
zweimal mit 1xPBS+C&/Mg®*. Danach gibt man mindestens 5 ml frisches RPMI-
Komplettmedium auf die Zellen und schabt sie daiinenem Zellschaber vorsichtig ab.
Durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren werdere dlakrophagen vereinzelt. Die
Zellen werden dann, ihrer Bestimmung gemaR, mécrem RPMI-Komplettmedium

verdiinnt und in neue sterile Zellkulturschalen agég

3.2.1.2 Cryokonservierung und Auftauen von Zellen

Eukaryontische Zellen lassen sich problemlos mehdahre in flussigem Stickstoff bei
einer Temperatur von -196°C aufbewahren. Das hatMieteil, dass man Uber lange Zeit
eine gleich bleibende Zellqualitét aufrechterhalkamn. Die Art und Weise wie Zellen

eingefroren und somit konserviert werden, ist drgitend fur ihre Uberlebensfahigkeit.
Wahrend des Einfriervorganges bilden sich normadessyintrazellulare Eiskristalle, die
die Zellen irreversibel schadigen. Es ist unerléissldies durch ein geeignetes Gefrier-
schutzmittel zu unterbinden. Daher wird bei derdBpnservierung von eukaryontischen
Zellen Dimethylsulfoxid (DMSO) hinzu gegeben. DMS§ zytotoxisch, weswegen es
nach langsamem Wiederauftauen stark verdinnt undchduNaschschritte und

Mediumwechsel schlieRlich entfernt werden muss.
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3.21.21 Cryokonservierung

Die zu einem konfluenten Monolayer herangewach&efigultur wird wie unter 3.2.1.1.1
bzw. 3.2.1.1.2 vom Boden der Zellkulturschalen &igjeind die Lebendzellzahl bestimmt
(3.2.3). Wahrenddessen werden die Zellen fur milethsss Minuten auf Eis inkubiert, um
die Stoffwechselaktivitat zu reduzieren, um somi¢ &chadigung durch DMSO zu
minimieren. Die Zellen werden dann zentrifugierO@rpm, 9 min, 4°C) und mit
vorgekihltem Einfriermedium (2.9.2) auf eine Dickiten 1-2 x 16 Zellen/ml eingestellt.
Die Suspension wird in 1- bis 1.5-ml-Portionen iry@ials (Nalgene, United Kingdom)
Uberfuhrt. Diese werden in Nalgene-Einfrierboxeig flir eine konstante Temperatur-
erniedrigung von 1°C pro Minute mit Isopropanoligkfsind, bis zu einer Temperatur von
-80°C eingefroren. Danach werden die Vials in figissn Stickstoff gelagert und sind dort
far mehrere Jahre haltbar.

Um die Sterilitdt der Kultur und das Zytotoxizitatdéential des DMSO zu Uberpriifen,
werden ca. 200 pl der Zellsuspension in 10 ml fiese Zellkulturmedium ausgesat und

am darauf folgenden Tag auf Kontamination und ddliiberpruft.
3.2.1.2.2 Auftauen

Die in flissigem Stickstoff gelagerten Eukaryon&ten werden langsam bei 37°C im
Wasserbad oder in der Hand aufgetaut, vorsichtgusmgendiert, in 25 ml frisches
vorgewarmtes Komplettmedium utberfuhrt und dann rfeigiert (900 rpm, 8 min, RT).
Der Uberstand wird quantitativ abgezogen und ddipdetet in 10 ml Komplettmedium
aufgenommen. AbschlieBend werden die Zellen in e Zellkulturschale ausgesat und
bei 37°C und 5% Cgkultiviert.

3.2.2 Primérzellen
Unter Primarzellen versteht man Zellen, die neuedinsm Organismus isoliert werden und
nicht Gber langeren Zeitraum in Kultur gehalten deer konnen. Diese Zellen haben an-

spruchsvollere Kulturbedingungen als permanentdliieh und bedurfen daher einer

eingehenden Betrachtung.
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Bei den in dieser Arbeit verwendeten Priméarzellandelt es sich um ausdifferenzierte
Knochenmarksmakrophagen, die aus dem Knochenmark Qimerschenkelknochen

(Femur) von ca. 6 Wochen alten weiblichen Balb/@ukkn isoliert worden sind.

3.221 Isolation muriner Knochenmarksmakrophagen

Es hat sich gezeigt, dass man aus dem KnochenmagierzFemure soviel Zellmaterial
erhélt, so dass nach einer Woche drei konfluentikuirschalen mit ausdifferenzierten
Makrophagen vorliegen.

Je nach Menge der bendtigten Makrophagen werdesprechend viele Mause lege artis
getotet. Alle nun folgenden Schritte werden untr Sterilbench durchgefuhrt. Die Ober-
schenkelknochen werden, so aseptisch wie eben chdglolstédndig extirpiert und von
Muskelgewebe befreit. Zuerst wird das Kniegelenk emem Skalpell vorsichtig abge-
trennt, dann der Femurkopf. Mit einer Kanile (0«48 mm) und 10 ml DMEMepeswird
das Knochenmark vollstandig in eine sterile Petase gespllt. Diese Zellsuspension wird
vorsichtig auf- und abpipettiert, um eine Vereinrgl der Zellen zu erhalten und an-
schlieBend zum Zentrifugieren (1000 rpm, 10 min,) RT 15-ml-Greiner-Réhrchen
iberfiihrt. Nach dem Zentrifugieren wird der Ubemstabgenommen und die Zellen in

DMEMygpesAnzuchtmedium aufgenommen.

3.2.2.2 Differenzierung und Anzucht muriner Knoch@marksmakrophagen

Die isolierten Knochenmarkszellen werden in 30 mMMBEMuepesAnzuchtmedium
resuspendiert und in drei Petrischalen ausgesétKDitivierung erfolgt bei 37°C und 5%
CO; im Zellkulturbrutschrank. Die AusdifferenzierungrdVlakrophagen dauert 7 Tage, in
denen das Anzuchtmedium alle drei Tage erneuedt wir

3.2.2.3 Passagieren
Ein Passagieren im eigentlichen Sinn der Zellkuisairmit ausdifferenzierten Knochen-
marksmakrophagen nicht moglich. Die Zellen lasseim sicht einmal Uber eine Woche in

Kultur halten. Stattdessen mussen sie direkt nactDifferenzierung zu Makrophagen in

entsprechenden Experimenten eingesetzt werdeninDiéeser Arbeit verwendeten aus-
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differenzierten Knochenmarksmakrophagen wurden saffé in Infektionsversuche
eingesetzt. Dazu mussen sie in Zellkulturschalenfiibrt werden.

Die ausdifferenzierten Knochenmarksmakrophagen everéinmal mit DMEMgpes
gewaschen, pro Schale mit 10 ml DMBEMesSplitmedium versehen und fir 10 bis 20
Minuten bei -20°C eingefroren. Danach werden dideBevorsichtig mit dem Medium
abgespllt und gegebenenfalls mit einem Zellschalbereschabt. Alle Zellen werden
vereinigt, mit 15% M-CSF supplementiert und in dreue sterile Falcon-Zellkultur-
schalen (96/14; d = 85 mm) ausgesat. Die Kultivigrarfolgt weiterhin bei 37°C in einem
CO,-Brutschrank.

3.2.3 Bestimmung der Lebendzellzahl eukaryontische Zellen mittels
Trypanblau-Farbung

Trypanblau ist ein Farbstoff, der in tote Zellerhrsell eindringen kann, von lebenden
Zellen hingegen nur langsam aufgenommen wird. Seigitet er sich hervorragend, um
tote Zellen von lebenden unter dem Lichtmikroskoepunterscheiden. Tote Zellen sind
blau angefarbt, lebende Zellen erscheinen transpare

Zur Bestimmung werden gleiche Volumina der gut gefmien Zellsuspension und des
Farbstoffes gemischt. Eine Neubauer-Zahlkammer wmitddiesem Gemisch besttickt und
die nicht angefarbten Zellen im Leukozytenzahlfé¢ld Kleinstquadrate) gezahlt. Die

Lebendzellzahl pro ml errechnet sich nach folgemaemel:

Lebendzellzahl/ml = gezéhlte transparente ZgllenLeukozytenzahlfeld
x 2 (Verdunnungsfaktor)6&000 (Kammerfaktor)

Um die Fehlerrate moglichst klein zu halten, entgfies sich, die zu bestimmende Zell-
suspension im Vorhinein (Erfahrungswerte) so eitetlesn, dass mindestens 100 Zellen
pro 16 Kleinstquadrate gezahlt werden kénnen. Demedoliten mehrere Grol3quadrate
ausgezahlt und ein Mittelwert gebildet werden.

Eine entscheidende Fehlerquelle stellt die sctseglimentierende Zellsuspension dar, so
dass die Zellsuspension vor dem Mischen mit Tryfmanmoch einmal gut gemischt

werden sollte.
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3.24 Infektion von S&ugerzellen mit extrazelluléen Bakterien
3.24.1 Infektion von permanenten Zelllinien mit &trazellularen Bakterien

48 Stunden vor der Infektion werden 5.3 X ®B88Q-Makrophagen bzw. 1.83 x 40
HelLa-Zellen in einer Zellkulturschale (Falcon 94/16 = 85 mm) in 13 ml
Komplettmedium ausgeséat und bei 37°C im @autschrank inkubiert. 21 Stunden vor
Infektionsbeginn werden die Zellen je zweimal miPBS+C&/Mg?" bzw. Hanks’ Salt
Solution gewaschen und mit 10 ml Hungermedium 22.9veiter kultiviert. Fir die
Infektion werden die Bakterien wie unter 3.1.2 emben angezichtet und in 5 ml des
entsprechenden Hungermediums auf eine MOI von ia@estellt, was einer Bakterienzahl
von 5.3 x 16 fur P3880Q-Makrophagen und 1.83 x 46ir HeLa-Zellen pro Zellkultur-
schale entspricht. Die Bakterien verbleiben entdpad den Versuchsbedingungen auf
den Zellen. Da es sich jedoch um extrazellulareieetite Bakterien handelt, missen die
nicht adharenten Bakterien nach zwei Stunden lidfe&tlauer im zwei-Stunden-Rhythmus
von den Zellen abgewaschen werden, um diese duaoffw8chselprodukte oder Toxine
nicht weiter zu schadigen. Dies geschieht, indeenZdillen dreimal griindlich mit 7 bis 10
ml Waschpuffer (1xPBS+G&Mg?* bzw. Hanks' Salt Solution) gewaschen und an-
schlieRend mit frischem Hungermedium versehen werde

Die Infektionszeiten betragen in der Regel bei Makiagen bis zu 4 und bei HelLa-Zellen
bis zu 6 Stunden. Die genaue Lange der Infektiomgiken wird an den entsprechenden
Stellen angegeben.

Nach der Infektion wurden aus den infizierten Zelleytoplasmatische und nukleare
Proteinextrakte hergestellt (3.4.1.1 und 3.4.1.2).

Die Infektion und Stimulation von HelLa-Zellen ztwntersuchung der NKB-DNA-

Bindungsféhigkeit in mit STEC 413/89-1 Wildtyg. coli HB101 (pMAR7/pCVD462)
und E. coli DH5a (pMARY7) infizierten HelLa-Zellen (ohne und mit TNFStimulation)

wurden von Frau Nadja Hauf durchgefiihrt (vgl. 4.6).
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3.24.2 Infektion von Primarzellen mit extrazellubiren Bakterien

Die in 3.2.2.3 passagierten Knochenmarksmakrophaggnen am folgenden Tag, 21
Stunden vor Infektionsbeginn, einmal mit DMEMesgewaschen und danach mit 10 bis
15 ml DMEMyegpesHungermedium (2.9.2) pro Schale versorgt. Firldiektion werden
die Bakterien wie unter 3.1.2 beschrieben angeeiicbas Infektionsvolumen betragt 5
ml, in denen sich 800 pl der Bakteriensuspensidinden. Die Bakterien verbleiben
entsprechend den Versuchsbedingungen auf den Zdédanes sich jedoch um extra-
zellulare adhérente Bakterien handelt, missen idig mdharenten Bakterien nach zwei
Stunden Infektionsdauer im zwei-Stunden-Rhythmusden Zellen abgewaschen werden,
um diese durch Stoffwechselprodukte oder Toxinehtniweiter zu schadigen. Dies
geschieht, indem die Zellen dreimal griindlich mitbis 10 ml 1xPBS+C&/Mg**
gewaschen und anschliefend mit frischem Hungermedarsehen werden. Die genauen
Versuchsbedingungen werden im Ergebnisteil darfieste

Nach der Infektion wurden aus den infizierten Zelleytoplasmatische und nukleare
Proteinextrakte hergestellt (3.4.1.1 und 3.4.1.2).

3.25 Inkubation von Séugerzellen mit verschiedemeAgenzien (LPS, TNFe,
LMB, MG132)

48 Stunden vor der Infektion werden 5.3 X ®B88Q-Makrophagen bzw. 1.83 x 40
HeLa-Zellen in einer Zellkulturschale (Falcon 94/I5= 85 mm) in 13 ml Komplett-
medium ausgesat und bei 37°C im £Butschrank inkubiert. 21 Stunden vor Inkuba-
tionsbeginn werden die Zellen je zweimal mit 1xPB&/Mg** bzw. Hanks' Salt
Solution gewaschen und mit 10 ml Hungermedium 23} @eiter kultiviert.

Die zumeist NFkB-aktivierende Substanz (LPS, TN#-oder der Inhibitor (LMB,
MG132) wird in 5 ml Hungermedium verdunnt.

Folgende Endkonzentrationen und Inkubationszeiterden in dieser Arbeit verwendet:

Substanz Endkonzentration Inkubationszeit
Lipopolysaccharid (LPS) 1 pg/ml 50 min

Tumor Necrosis Factaer (TNF-o) 15 ng/ml 20 min

Leptomycin B (LMB) 15 ng/ml lhprae+6h

MG132 10 uM 30 min prae + Infektion
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Zu definierten Zeitpunkten werden die so behandéellen geerntet und anschlieRend

zytoplasmatische und nukleare Proteinextrakte Iséztie
3.2.6 Transfektion eukaryontischer Zellen

Bei der Transfektion der in dieser Arbeit verwerteHelLa-Zellen wird Fremd-DNA in
Form von Plasmiden in die Wirtszelle gebracht unddas eukaryontische Genom
integriert. Hierzu stehen verschiedene MethodenVaifiigung. In der hier vorliegenden
Arbeit wird ein nicht-lipidhaltiges Transfektionsigenz benutzt. Anfangliche Versuche
mit lipidhaltigen Transfektions-Reagenzien zeigtéme starke Zytotoxizitat, weswegen sie
keine Verwendung fanden.

3.26.1 Transfektion mit FUGENE®' (Roche)

Die Versuche mit transfizierten HelLa-Zellen werdter24-well-Format durchgefihrt.

Dazu werden 0.1 x fMHeLa-Zellen pro 24-well ausgesat und 4 Stunder8BeC und 5%
CO; inkubiert bis die Zellen adhériert sind. Das TfekBonsreagenz-DNA-Verhaltnis
betragt 6:1 (1.2 pg FUGENE6E 200 ng Plasmid-DNA). Es werden drei verschiedene
Plasmide in die Zellen transfiziert: pNdB-Luciferase, pRL-TK-Vektor (Renilla) und der
Leervektor pcDNA™3.1 (+) (Mock). Diese Plasmide dem in folgendem Verhéltnis
eingesetzt:

pNF«B-Luciferase : pRL-TK-Vektor (Renilla) : pcDNA3"1 (+) (Mock)
8 : 1 : 11
80 ng : 10 ng 110 ng E 200 ng)

Die Verhaltnisse wurden in Vorversuchen mit demski@ pEGFP-N1 (Clontech)
ermittelt (Daten werden nicht gezeigt).

Die Transfektion wird nach dem Transfektionsprotbkier Firma Roche durchgefiihrt.
Dies gibt an, dass pro well ein Volumen von 20hestehend aus serumfreiem Medium,
FUGENES® und Plasmid-DNA, auf die Zellen gegeben werdeh &mzu wird pro well
1.2 ul FUGENES in 18.8 ul serumfreies MEM pipettiert, vorsichtigmischt und 5
Minuten bei RT inkubiert. Dann wird die Plasmid-DN&ut oben angegebenem Verhaltnis

dazu pipettiert, der Ansatz wiederum gemischt usdviinuten bei RT stehengelassen. In
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der Zwischenzeit werden die 4 Stunden zuvor ausgresdela-Zellen einmal mit Hanks’
Salt Solution gewaschen und pro well mit 1 ml sdraiem MEM versorgt. Das Trans-
fektionsreagenz-DNA-Gemisch wird nun vorsichtigicfenallig verteilend auf die Zellen
pipettiert und diese anschlieRend fiir 3 StundenQ@-Brutscharnk inkubiert. Nach
Ablauf der 3 Stunden wird pro well 1 ml MEM-Kompieedium substituiert, so dass dann
eine FCS-Konzentration von in etwa 5 % vorliegt.

Vorversuche mit dem Plasmid pEGFP-N1 (Clontech)ehabezeigt, dass mit dieser

Methode eine Transfektionsrate von 25 bis 30 %rwaeen ist.

Die Bedingungen und der Verlauf der Infektion méhdransfizierten HeLa-Zellen werden
unter 3.8.1 behandelt.

3.3 Bestimmung der T-Zell-Proliferationsféhigkeit nach in vivo Infektion
(Mausinfektionsmodell)

Concanavalin A, das Lectin vofanavalia ensiformis(Schwertbohne), besitzt die
Eigenschaft, die mitogene Aktivitdt von T-Lymphoaytzu aktivieren. Dies geschieht
durch die Bindung des Lectins an der Lymphozyteer@iche. Ist die Mitose-Fahigkeit
der Zellen nicht beeintrachtigt, so findet untem€anavalin A-Einfluss eine Vermehrung
derselben statt. Mit Hilfe eines spezifischen Bebliferations Reagenzes, WST-1 (Roche,
Grenzach-Wyhlen), kann diese Vermehrung detektiagerden. WST-1 enthalt
Tetrazolium-Salze, welche durch die mitochondriBlehydrogenase viabler Zellen zu
Formazan gespalten werden. Diese Reaktion bewinknhd=arbumschlag von einem zart-
roten zu einem kraftig-roten Farbton, welcher im$A-Reader bei einer Wellenlange von
450 nm, gemessen gegen eine Referenz von 620 ranfifigiert wird. Dabei gilt, dass
eine hohere Zellzahl eine hdhere enzymatische A&tiaufweist, was zu einem hdheren
Farbstoffumsatz und schlieBlich zu einer hoheresoffition fihrt.

Neben den eigentlichen Proben muss daher auch imimeiKontrolle ohne Zellen durch-

gefuhrt werden, um die Eigenfarbung des Reagenmsles Mediums zu ermitteln.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchsreilsollen zeigen, dass durch eine
Infektion mit STEC die Proliferationsfahigkeit d&fLymphozyten, und somit ein kleiner

Teil der spezifischen Immunitat, derart gehemmuywao dass diese Zellen keine Signale
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mehr an Zellen der unspezifischen Immunabwehr, ¥MBkrophagen, geben kdnnen,

wodurch auch deren Fahigkeit zur Interaktion midexen Zellen inhibiert wird.
331 Infektion von Balb/C Mausen

Fir die Infektion werden die Bakterien wie untet.3.beschrieben in RPMI-Medium
angezuchtet und zweimal mit Medium gewaschen. Aredddnd werden die Bakterien auf
eine Dichte von 3 x TBakterien/200 pl Medium pro Maus eingestellt.

Fir die Bestimmung der T-Zell-Proliferationsfahigkeierden 6 Wochen alte weibliche
Balb/C Méause verwendet. Die Infektion erfolgt ire chwanzvene. Pro Erreger und Tag
werden 3 Mause infiziert. Das entspricht insges@urnifizierten Mausen pro Erreger. Zur
Kontrolle wird jeweils 2 Mausen 200 pl steriles RRjéspritzt.

3.3.2 Milzzellisolierung

Fur die Isolierung der Milzzellen werden 24 und 8inden post infectionem jeweils 3
Mé&use pro Erreger und eine Kontrollmaus getttee Meiteren Tatigkeiten erfolgen nun
unter der Sterilbank.

Die Milzen werden extirpiert. Die Milzzellen werdenit 5 ml Erythrozyten-Lyse-Puffer

(2.9.2) und mit Hilfe einer Spritze aus der Milzdesgespilt und fir 5 Minuten im Puffer
stehen gelassen. AnschlieRend werden die Zelleensiifmgiert (10°, 1000 rpm und RT),

mit 5 ml purem RPMI gewaschen und wiederholt zérgrert (10’, 1000 rpm und RT).

Danach werden die Zellen in Zellproliferationsmediwesuspendiert, wie unter 3.2.3

beschrieben gezahlt und auf eine Dichte von 3%Z&llen/ml eingestellt.
3.3.3 Milzellstimulierung mit Concanavalin A

Die Stimulierung der Milzzellen findet im 96-welbFnat statt. Dazu werden zweimal je
180 pl der in 3.3.2 praparierten Milzzellen im Teip pro Maus ausgeséat und 4 Stunden
bei 37°C im Zellkulturbrutschrank inkubiert. Danrerdten 20 pl einer Concanavalin A-
Lésung (1pg/ml) auf die eine Hélfte der Tripletisggben und die Zellen fir weitere 24
Stunden bei 37°C und 5% G@nkubiert. Bei der zweiten Halfte Tripletts wirditn20 pl
Medium das Volumen dem der Con A behandelten arsgépBiese Gruppe bildet in der

Auswertung den Leerwert fir die Proliferation ol8tenulans.
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3.34 Detektion mit WST-1 und Auswertung

24 Stunden nach Concanavalin A-Gabe werden 10Cegt|Utberstandes pro well abge-
nommen und 10 pul WST-1 pro well auf die Zellen dege Dieser Ansatz wird 3 Stunden
unter Zellkulturbedingungen bei 37°C inkubiert. Metektion erfolgt im ELISA-Reader
bei 450/620 nm.

Die Auswertung geschieht wie folgt: aus den entdpeaden Tripletts werden die Mittel-
werte gebildet und die Werte der nicht mit ConcafiavA stimulierten Zellen von den
Werten der mit Concanavalin A stimulierten Zelldrg@zogen. Es erfolgt eine graphische

Darstellung als Balkendiagramm.

3.4 Allgemeine molekulargenetische Methoden

34.1 Spektrophotometrische Konzentrationsbestimmug von DNA

Die Konzentration einer doppelstréngigen (ds) DN#sling oder einer einzelstréangigen
(ss) Oligonukleotidldsung kann anhand ihrer opgscBichte (OD) bei 260 nm ermittelt
werden. Dazu wird eine wassrige Losung (z.B. 1:1#0)zu bestimmenden Nukleinsaure-
Iésung in einer 1-cm-starken Quarzkivette bei 268 880 nm mit HO als Referenz

gemessen. Dabei gelten folgende Verhéltnisse:

ODygovon 1 =50 pg/ml ds DNA
ODg60von 1= 20 pg/ml ss Oligonukleotid

Damit kann die Konzentration der Nukleinséurelosungt der entsprechenden
nachstehenden Formel berechnet werden:

ODgy60 x 50 x Verdiinnungsfaktor = ds DNA-Konzentratiog/ml)
ODg260 X 20 x Verdunnungsfaktor = ss Oligonukleotid-Kontzation (pg/ml)

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide wurden emem Nano-Drop gemessen,

welcher direkt die DNA-Konzentration in ng/ml beneet.

59



3 METHODEN

Das in dieser Arbeit verwendete Poly[d(I-C)] wurdet dem Gene Quant gemessen,
welcher ebenfalls die Konzentration in pg/ml dirbktechnet und auch die DNA-Reinheit

angibt.

Die DNA-Reinheit sollte nicht unter 1.5 (bei ss @hukleotiden) bzw. 1.8 (bei ds DNA)
liegen und wird durch das Verhaltnis @BOD.g, angezeigt.

3.4.2 Isolierung von Plasmid-DNA ausE. coli im mittleren Maf3stab
(Midi-Prap)

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus.coli werden, wie in 3.1.1 beschrieben, 100 ml
UNK mit entsprechendem Antibiotika-Zusatz eingesddie Praparation erfolgt komplett
mit dem Kit QIAfilter® Plasmid Midi Kit der Firma QIAGEN (Hilden). Alledmétigten
Puffer und die Kartuschen sind Bestandteile dieigs. Die Zusammensetzung der
verwendeten LOsungen sowie die genaue Durchfiihrsing dem vom Hersteller
mitgelieferten Standardprotokoll zu entnehmen.

Die UNK wird bei 6000 rpm fur 15 Minuten bei 4°C regfugiert, der Uberstand
verworfen und das Bakterienpellet in 4 ml kalteff@uP1 resuspendiert. Zur Lyse werden
4 ml Puffer P2 dazugegeben, gemischt und 5 Minb&iRT inkubiert. Durch Zugabe von
weiteren 4 ml Puffer P3 mit anschliefendem Miscived die Losung neutralisiert. Um
chromosomale DNA, Zelltrimmer und Proteine von deidsten Plasmid-DNA zu
separieren, wird das Gemisch durch eine QIAfiltsiréhe gedriickt und die Plasmid-DNA
direkt in der QIAGEN-Tip-Saule aufgefangen. Hierrdvidie Plasmid-DNA gebunden,
zweimal mit je 10 ml Puffer QC gewaschen und séfilih in 5 ml Puffer QF eluiert. Die
DNA wird durch Zugabe von 3.5 ml Isopropanol prémpet und bei 9500 rpm fir 30
Minuten bei 4°C zentrifugiert. Daraufhin wird das\NB-Pellet zweimal mit 70%-igem
Ethanol gewaschen und an der Luft getrocknet. Afddnd wird die Plasmid-DNA in
800 pl 10 mM Tris-HCI (pH 8.5) geldst und die Kongation mit Hilfe eines Nano-Drops

gemessen (3.3.1).
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35 Proteinbiochemische Methoden

351 Praparation von zytoplasmatischen sowie nuihren Proteinen aus

Saugerzellen

Die Praparation zytoplasmatischer und nuklearerdki¢ erfolgt, mit leichten Modifika-
tionen, nach der von Schreibetral. (1989) beschriebenen Methode [98]. Prinzipielldwir
die Extraktion im Kihlraum in einem Eisbad durchiget. Alle verwendeten Losungen
sollen vorgekihlt sein. Um ausreichende Kernextnagktgen zu erhalten, werden in etwa
1.06 x 16 Zellen P388R-Makrophagen, 2.12 x 0ausdifferenzierte Knochenmarks-
makrophagen oder 3.66 x°1@eLa-Zellen benétigt. Hierbei nehmen die ausdéfifeierten
Knochenmarksmakrophagen eine besondere Stellungl&iaus dieser Menge Zellen nur
die Halfte der Proteinmengen von P388Bakrophagen zu erhalten ist.

Diese Werte werden empirisch ermittelt. Dabei isingsatzlich zu beachten, dass die
Kernproteinausbeute aus Epithelzellen von Naturwaesentlich hoher ist, als diejenige
aus Makrophagen. Das beruht auf der Tatsache, Eaitiselzellen ein leicht resuspen-
dierbares Kernpellet besitzen, wohingegen Makrophagn schwer Isliches aufweisen.
Proteinextrakte werden normalerweise direkt im Ahsss an Infektionen oder Stimulati-
onen hergestellt. Es hat sich jedoch gezeigt, diabsdie Zellpellets, aus denen die Pro-
teine isoliert werden, auch schockgefrieren undisameinem spéteren Zeitpunkt verar-
beiten lassen.

Dazu werden die infizierten oder stimulierten P388Iakrophagen zweimal mit je 7 ml
warmem 1xPBS+CdMg®* gewaschen, in 5 ml kaltem 1xPBS-#IHg®* abgeschabt
(3.2.1.1.2) und zentrifugiert (Heraeus Sepatechgdflege 1.0 R, 1500 rpm, 8 min, 4°C).
Das Zellpellet wird in 1 ml kaltem 1xPBS+EMMg?* resuspendiert und in ein 1.5-ml-
Mikroreaktionsgefafl? uberfuhrt. AbschlieBend werdién Zellen bei 12.800 rpm flr 30
Sekunden pelletiert und der Uberstand vorsichtig) nllstandig abgenommen, so dass ein
trockenes Zellpellet im Reaktionsgefal? verbleibtesBs wird in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80°C gelagert bis es eeravird.

Knochenmarksmakrophagen werden ebenfalls zweimat i 7 ml warmem
1xPBS+C&'/Mg?* gewaschen, mit 5 ml kaltem 1xPBS+2Z&g®* bedeckt und dann fur
15 Minuten bei -20°C eingefroren, damit sie sichmvdellkulturschalenboden abldsen.
Anschlieend werden sie mit einem Zellschaber athgds (3.2.2.3) und zentrifugiert
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(Heraeus Sepatech, Megafuge 1.0 R, 1500 rpm, 847@), Die weitere Verarbeitung des
Zellpellets erfolgt wie bei P388EMakrophagen.

HelLa-Zellen werden nach der Stimulation oder Intektzweimal mit je 7 ml warmer
Hanks’ Losung gewaschen und anschlieRend trypsiien das Trypsin zu inhibieren
werden 6 ml kaltes 1xPBS+E&Mg®" auf die Zellen gegeben und diese zentrifugiert
(Heraeus Sepatech, Megafuge 1.0 R, 1500 rpm, 847@), Die weitere Verarbeitung des
Zellpellets erfolgt wie bei P38§EMakrophagen.

3.51.1 Extraktion zytoplasmatischer Proteine

Die eigentliche Proteinextraktion wird im Kihlrawduarchgefiihrt.

Die Zellpellets werden, nachdem sie fiir zwei Mimube einem Eisbad stehen, in 400 pl
Puffer A resuspendiert und fir 15 Minuten auf Eikubiert. Wahrend dieser Zeit

schwellen die Zellen, da der Puffer A hypotone Bsgihaften besitzt. Durch die Zugabe
von 50 pl 5%-igem Nonidet P-40 mit anschlieBendérsdkiindigem Vortexen werden
die Zellen lysiert, wobei die Zellkerne jedoch kitebleiben. Die Zellkerne werden

daraufhin fiir 30 Sekunden bei 12.500 rpm abzemjfieftt und der Uberstand, welcher die
zytoplasmatischen Proteine enthalt, quantitativeabgimen und in 50-pl-Aliquots in

flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerurey &xtrakte erfolgt bei -80°C. Hier

sind sie zur Analyse im Western Blot (3.5.2) fur e Jahr haltbar und kénnen, nach

erfolgter Konzentrationseinstellung mit Puffer Aredtt in den Versuch eingesetzt werden.

3.5.1.2 Extraktion nuklearer Proteine

Die abzentrifugierten Kernpellets von permanentefilidien (3.4.1.1) werden in 100 bis
140 pl Puffer C (2.9.3.1), die von Priméarzellerbbul Puffer C modifiziert nach Dignam
(2.9.3.2) resuspendiert. Dieses Prozedere gehtEpithelzellen sehr leicht vonstatten,
indem das Kernpellet mit einer gelben Spitze mehrfauf- und abpipettiert wird, mit
Makrophagen hingegen nicht. Diese miissen regelraghden Pipettenspitzen zerstoRen
werden. Das zahe Makrophagen-Kernpellet wird dast mit eine blauen Spitze und
anschlielend mit einer gelben zerstof3en, dabeichtigs auf- und abpipettiert bis es
schlieBlich ganz einfach in die gelbe Pipettenspdezogen werden kann. Nur so kann
eine gute Kernproteinausbeute gewahrleistet werfém.so resuspendierten Zellkerne

werden flir 30 Minuten bei 1.300 rpm geschiittelinidalie salzloslichen Kernproteine
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extrahiert werden koénnen. Anschlielend wird der adnszur Abtrennung von Kern-
membranfragmenten und chromosomaler DNA fur 5 Minudiei 12.500 rpm zentrifugiert.
Die Kernproteine befinden sich nunmehr im Uberstated in 12-pl-Aliquots in flissigem
Stickstoff schockgefroren wird. Die Lagerung detrikte erfolgt bei -80°C. Hier sind sie
zur Analyse in Gelretardationsexperimenten (3.iiBra. ein halbes Jahr, zur Analyse im
Western Blot (3.5.2) ca. ein Jahr haltbar und kénreach erfolgter Konzentrations-
einstellung mit Puffer C, direkt in die Versuchagssetzt werden.

3.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration von zeileien Extrakten mit
dem"Bio-Rad Protein Microassay

Der "Bio-Rad Protein MicroasséyBio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen) stellt eine
verbesserte Form der Bradford-Methode dar. Dabklebider Farbstoff Coomassie
Brilliantblau G-250 in saurer Lésung mit Proteinblaue Komplexe. Diese Reaktion
erfolgt wahrscheinlich durch die Bindung mit freidi,-Gruppen von Argininresten. Die
Komplexbildung geht mit einer Verschiebung des di@n Farbstoff charakteristischen
Absorptionsmaximums von 465 nm nach 595 nm einlen besten lassen sich
Proteinmengen im Bereich von 1 bis 20 pg bestimmembei stets eine
Dreifachbestimmung durchgefiihrt werden sollte.

Dazu werden 2 bis 3 pl des zu bestimmenden zyto@iaschen oder nuklearen Extraktes
in einer Einmalkivette mit ¥ verdinnt, so dass das Endvolumen 800 pl betuagt,
anschlieBend mit 200 pl des Farbstoff-Konzentrdtegach konzentriertes Bradford-
reagenz) versetzt zu werden. Die Extinktion derbBrowird nach gutem Mischen und
einer 52-minitigen Inkubationszeit bei RT bei 59b6 gegen eine Leerprobe, welche aus
800 ul HO + 200 ul Farbstoffkonzentrat besteht, zeitkorisgeamessen.

Um die Proteinmenge aus der gemessenen Extinkb@iten zu kdnnen, muss fir jede
Charge des Farbstoffkonzentrates eine Eichgeradeellerwerden. Dazu wird die
Absorption von 1 bis 10 pl einer BSA-Stammldsungi4lmg/ml in HO) bestimmt und
mit den erhaltenen Werten die Eichgerade erstatitdieser Eichgerade kann der Protein-

gehalt der einzelnen Proben direkt abgelesen werden
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3.6 Proteinanalytik

3.6.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGH)]

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGEgntd der Auftrennung und
anschlie3enden Analyse von Proteinen oder Proteiisgien. Die Auftrennung erfolgt in
vertikalen, diskontinuierlichen Gelen, die aus gin&ammel- und einem Trenngel
bestehen. Um die Form und Eigenladung der Prowirgiminieren, werden diese vor der
Elektrophorese in der Gegenwart von Laemmli-Puftier, 3-Mercaptoethanol und SDS
enthalt, fur 3 Minuten bei 96°C erhitzt. Natriumeaoglsulfat (SDS) ist ein starkes, negativ
geladenes Detergens, das an hydrophobe Bereichd’raiginen bindet und sie dena-
turiert. Dadurch kdnnen die Proteine in der SDS-EAGach ihrem Molekulargewicht

aufgetrennt werden.

In dieser Arbeit wurden, abhéngig vom zu untersndba Protein, 10%-ige und 12%-ige
SDS-Polyacrylamid-Minigele (2.12) der GréBe 10 xr@ verwendet. Zur Herstellung

dieser Minigele werden die in 2.12 angegebenen ngesu zusammenpipettiert, wobei
APS als Radikalbildner und TEMED als Katalysator @®lymerisierungsreaktion erst
unmittelbar vor dem GieRRen des Trenn- bzw. Samrtseiygegeben werden.

Als erstes wird die Trenngelldsung bis 3 cm untérhdes oberen Glasplattenrandes
zwischen eine gut gereinigte Glas- und eine gueiggite Keramikplatte gegossen, die
durch 1.5 mm starke Abstandshalter voneinanderegetr und in eine Minigelgiel3-

apparatur (Mighty Small™ |l SE 245, Hoefer) eingaspt sind. Um eine gerade Trenngel-
grenze zu erhalten, wird die Trenngelldsung mit utaBol oder einer Trenngel-

Uberschichtungslésung (2.9.4) uberschichtet und diir 30 Minuten bei RT stehen-
gelassen, damit eine vollstdndige Polymerisaticattfsiden kann. Danach wird die

Trenngel-Uberschichtungslésung dekantiert, die Selgetiosung auf das Trenngel
pipettiert und ein 10-Spur-Teflonkamm (Taschenal&mn& x 11 x 1.5 mm) eingesetzt.
Nach vollstéandiger Polymerisation des Sammelgelsl wier Kamm vorsichtig heraus-

gezogen, das Gel in eine vertikale Minigel-Elekhoesekammer (Mighty Small™ |l SE

250, Hoefer) eingespannt, und die obere sowie erfeerfferkammer mit 1x SDS-Lauf-

puffer (2.9.4) gefullt. Vor dem Beladen werden diaschen mit dem Laufpuffer gut

gespult und Luftblasen, die sich am unteren Geltafthden, entfernt. Die Proteinproben

werden entsprechend ihrer Konzentrationen mit Pufeoder C verdinnt, so dass alle
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Proben die gleichen Konzentrationen aufweisen,4xitaemmli-Puffer vermischt, fur 3
Minuten bei 96°C erhitzt und schlie3lich auf Eistgdlt. Parallel zu den Proben wird dann
ein Proteinmarker (2.10.1) zur Orientierung und tolfe des Molekulargewichts der zu
analysierenden Proteine aufgetragen. Der Gellaufotigt, je nach Polyacrylamid-
konzentration der Gele, 60 bis 68 Minuten bei 150nd 400 mA. Nach der SDS-PAGE
werden die aufgetrennten Proteine zur weiteren yseatiurch Western Blot-Experimente
(3.5.2) auf eine Immobilon-P Transfer Membran (PYD#illipore 0.45 um) geblottet
(3.5.2.1).

3.6.2 Western Blot (Immunoblot)

Mit der Methodik des Western Blots werden die gdabphoretisch aufgetrennten Pro-
teine aus dem SDS-Gel auf eine geeignete Tragernaen(PVDF-Membran) tberfuhrt
(geblottet) und somit immobilisiert. Hier kdnnere siun unter Verwendung spezifischer
Antikdrper detektiert werden. Bei den in dieser ditbdurchgefiihrten Western Blots
werden unmarkierte Primarantikérper gegen das sxtbpnde Protein mit anschlieBender
Bindung HRP-konjugierter Sekundéarantikdrper gegen Terart der ersten Antikérper
eingesetzt (indirekter Nachweis).

3.6.2.1 Transfer von Proteinen auf PVDF-Membran

Der Transfer der Proteine aus dem SDS-Gel auf ¥BAFPMembran erfolgt nach der
Nafblot-Methode in einer Na3blotkammer (Hoefer MygBmall™ Transphor), wobei der
Transferpuffer durch ein Kiihlaggregat konstantl8iC gehalten wird.

Dazu wird nach der SDS-PAGE die Glasplatmyesprengund das Sammelgel mit einem
Skalpell vorsichtig abgeschnitten. Das Trenngeldwin 1x Transferpuffer bei 4°C
inkubiert, wodurch es etwas schrumpft und aquitirwvird. Die PVDF-Membran wird 10
Sekunden in Methanol aktiviert und dann fir jewdils Minuten in Aqua MilliQ und 1x
Transferpuffer auf dem Tumbler geschwenkt. Die NetRammer wird an das Kihl-
aggregat angeschlossen und bis zur unteren Manigemit 1x Transferpuffer gefillt. Die
luftblasenfreie Schichtung der Kassetten erfolgtimem 1x Transferpuffer-Bad beginnend

auf der grauen Kassetteninnenseite und geschieholgt beschrieben:

¢ Graue Kassetteninnenseite
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» Dunner Schwamm

¢ 1 Lage in 1x Transferpuffer getranktes Blottpa@&003
* PVDF-Membran

o Gel

e 1 Lage in 1x Transferpuffer getranktes Blottpa@&003
e Dicker Schwamm

* Schwarze Kassettenseite schlie3en

Die Kassetten werden noch einmal gut in 1x Trapsfiéer getrankt, bevor sie in die
Kammer eingesetzt werden. Sind alle Kassetten gdg#eh und in die Kammer gesetzt,
wird diese bis zur oberen Markierung mit 1x Transtéfer gefiillt und der Deckel
aufgesetzt. Der Transfer erfolgt fir genau 1 Stubeiel0°C mit einer Stromstarke von
400 mA und 200V.

3.6.2.2 PonceauS-Farbung der PVDF-Membran

Zur Priifung der Bloteffizienz und des gleichmaRigeansfers der Proteine aus dem Gel
auf die Membran, kann diese nach dem Blotten réhadrsnit PonceauS gefarbt werden.
Hierzu wird die PVDF-Membran fir 2 bis 5 MinutenibRT in PonceauS-Ldsung
geschwenkt und zum Entfarben der proteinfreien Mamiereiche mit bDgest. gesplilt.
Zum vollstandigen Entfarben wird die Membran zwdifii@ 10 Minuten in TBS-Tween

gewaschen.

3.6.2.3 Western Blot-Entwicklung mit Antikdrpern und Detektion immun-

reaktiver Proteine

Zur Absattigung freier Proteinbindungsstellen deanvbran wird diese Gber Nacht in einer
Blockierungslosung, Blotto A (3.5), welche in TB®8ld@stes Magermilchpulver enthalt,
unter stetigem Schwenken auf einem Tumbler bei #fKubiert. Danach wird die
Membran — in Abhangigkeit von der Affinitat des Adirpers zum Protein — fur 1 bis 2
Stunden bei RT unter Schwenken mit dem Primarargé(1:1000 verdinnt in Blotto A
mit TBS-Tween) inkubiert. AnschlieRend wird die Meman zweimal mit TBS-Tween
gespult und viermal in TBS-Tween (1 x 15 min, 3 mb) gewaschen. Schlie3lich wird

die Membran, ebenfalls unter leichtem Schwenkenlft Stunden mit dem Meerrettich-
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Peroxidase-gekoppelten Nachweisantikdrper (1:100Qi-Maus und 1:3000 anti-
Kaninchen verdinnt in Blotto A mit TBS-Tween) bell Rnkubiert. Danach wird die
Membran wiederum zweimal in TBS-Tween gespllt uiemal in TBS-Tween (1 x 15
min, 3 x 5 min) gewaschen und abschlieRend in T@®¢ Tween) Uberfihrt.

Die Detektion der Proteine, die durch den Primakénper erkannt wurden, erfolgt mittels
eines "enhanced chemiluminescence (ECL)"-Assaysr Werwendung der Losungen des
"ECL™ Western blotting detection reagents"-Kits (Giealthcare Europe GmbH,
Freiburg; Durchfiihrung nach Anleitung des Herstg)leDurch anschlieBende 1- bis 20-
mindtige Exposition mit dem "Hyperfim™ ECL" (GE Hihcare Europe GmbH,
Freiburg) werden die spezifisch erkannten Protsidletbar gemacht.

3.7 Protein-DNA-Bindungsstudien

3.7.1 Radioaktiv markierte DNA-Sonden

Das in dieser Arbeit verwendete doppelstrangige) @&gonukleotid, welches die
Bindungsstelle fur den Transkriptionsfaktor MB-enthalt, wurde durch Hybridisierung
komplementarer, einzelstrangiger (ss) OligonukéEotihergestellt und weist 5'-Uber-
héangende Enden auf, die eine radioaktive Markieromigdem Klenow-Fragment der
DNA-Polymerase | unter Verwendung var*?P-dATP undo->2P-dCTP erlauben.

3.7.1.1 Hybridisierung ("Annealing") von synthetischen, komplementéren ss

Oligonukleotiden

Fir die Hybridisierung werden je 50 pg der kompletaeen ss Oligonukleotide (1ug/pl)
in einem Mikroreaktionsgefafld mit Schraubdeckelvdtgs vereinigt und zum Schmelzen
eventuell vorliegender Doppelstrangbereiche 5 Minutei 95°C erhitzt. Wahrend der an-
schlieenden schrittweisen Abkiihlung (10 min 65ECmin 37°C, 5 min RT) erfolgt die

Zusammenlagerung der komplementéren Einzelstrandaoppelstrangen. Diese kdnnen
entweder direkt zur Herstellung der radioaktiv nientien DNA-Sonde fir die Gelretarda-
tionsexperimente (3.7.1.2) verwendet oder in 1@iduots bei -20°C gelagert und bei

Bedarf aufgetaut werden.
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3.7.1.2 Radioaktive Markierung des doppelstrangige(ds) Oligonukleotids

Zur Markierung des durctAnnealing (3.6.1.1) erzeugterB-Oligonukleotids (2.6) wird

folgender 20-pl-Ansatz zusammenpipettiert:

H,O 11 pl
10x One-Phor-All Buffer PLUS (Pharmacia) 2 ul
ds OligonukleotickB (1pg/pl) 1ul
dGTP (2mM) 1ul
dTTP (2mM) 1pl
a-32P-dATP (10 pCi/pl) 1l
a-32P-dCTP (10 pCilul) 1pl
Klenow-Enzym (1 U/ul) 2 ul

Nach 45-minitiger Inkubation bei 37°C wird die Rk durch Zugabe von 1 pl 0.5 M
EDTA pH 8.0 gestoppt und das Gemisch auf Eis destel

3.7.1.3 Reinigung der DNA-Sonde

Die Abtrennung der nicht eingebauten Nukleotide den markierten DNA-Sonde erfolgt
durch Saulenreinigung mittels einer "NucTrap™ pustiumn" (Stratagene) nach An-
leitung des Herstellers. Hierzu wird die Séule gumit 70 pl STE (2.9.5) aquilibriert. Da-
nach wird der Ansatz mit 49 ul STE versetzt undrithe Saule gegeben. Das Eluat wird
in einem Mikroreaktionsgefa3 aufgefangen. Die Séukgrix wird mit weiteren 70 pl STE

gewaschen und dieses Eluat mit dem ersten vereinigt

Die Lagerung der so hergestellten markierten umdigigtenkB-Sonde erfolgt bei -20°C.

Die in Gelretardationsexperimenten eingesetzterioattlv markierten DNA-Sonden

sollten nicht alter als 3 Tage sein.
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3.7.2 Messung der spezifischen Aktivitat einer radaktiv markierten DNA-
Sonde

Zur Messung der spezifischen Aktivitat einer raditoamarkierten DNA-Sonde, wird 1 pl

derselben auf einen Whatman GF/C-Filter (WhatmanbBmDassel) aufgetragen und
luftgetrocknet. Der Filter wird dann in ein Szitationsréhrchen tberfuhrt, welches 3 ml
Szintillationsflissigkeit (Beckman, Fullerton CASW)) enthélt. AnschlieBend wird die
Radioaktivitat im Szintillationszahler (EG&G Wallb209 Rack-Beta, Oy, Finnland) als
cpm (counts per minute) gemessen. Mit Hilfe der ggsenen cpm wird die spezifische
Aktivitat der Sonde berechnet, die in etwa 3-4 Xdfim/g DNA betragen sollte.

3.7.3 Gelretardationsexperiment ‘(Electrophoretic Mobility Shift Assay
[EMSA])

Gelretardationsexperimente werden angewendet, wteiRfDNA-Interaktionen nachzu-
weisen. Dazu werden Kernproteinextrakte (3.5.1@¢rogereinigte Proteine mit einer
radioaktiv markierten DNA-Sonde (3.7.1.2), die diastimmtes Proteinbindungsmotiv
aufweist, inkubiert. Die sich bildenden DNA-Protédomplexe werden anschlie3end in
einem nativen Polyacrylamidgel (in dieser Arbei®oi§) aufgrund ihrer geringeren
Mobilitdt von ungebundener DNA abgetrennt. Die Kdexp werden durch

Autoradiographie sichtbar gemacht.

3.7.3.1 Protein-DNA-Bindungsreaktion

Die Protein-DNA-Komplexbildung erfolgt auf Eis innem 15-pl-Ansatz, der in dieser

Reihenfolge zusammenpipettiert wird:

H,O X ul

Poly[d(I-C)] 1,6 ug

NF-IL6 6,0 ng (in Verbindung mit Helkeernextrakten)
3x Bindungspuffer 5,0 ul

Kernproteinextrakt 2,6-3,8 ug

DNA-Sonde kB) 20500 cpm
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Es ist zu beachten, dass der AnsatzZAwgabe der markierten DNA-Sonde abzentrifugiert
und fir 10 Minuten vorinkubiert werden sollte. Daggesetzte Poly[d(I-C)] dient hierbei
zur Verhinderung unspezifischer Protein-DNA-BindengDas zugesetzte NF-IL6 dient
der Bindung NF«B-&hnlicher Proteine, welche ansonsten die KBFBindungsstelle
blockieren wiirden. Die hierzu benétigten Konzerdran von Poly[d(l-C)] und NF-IL6
wurden der Literatur entnommen [99], wobei der Zusson NF-IL6 lediglich bei den
HelLa-Kernextrakten Verwendung findet.

Nach Zugabe der DNA-Sonde wird der gesamte Bindumggz erneut abzentrifugiert und
fur weitere 30 Minuten auf Eis inkubiert. Danachrdver sofort auf ein 5%-iges, nicht-
denaturierendes Polyacrylamidgel aufgetragen, weslchinem 1.5- bis 3- stiindigen
Gelvorlauf bei 200 bis 250 Volt unterzogen wurde5(3.2). Als Marker dient eine Spur
mit 15 pl Farbpuffer (2.9.5).

Die eingesetzten Mengen der oben genannten Kompameles Bindungsansatzes sind in

den Legenden der einzelnen Gelretardationsexpeta@@yegeben.

3.7.3.2 Elektrophoretische Auftrennung von ProteirDNA-Komplexen in
nativen Polyacrylamidgelen (2.12.1)

Zur Herstellung eines 5%-igen, nativen Polyacrytigels werden die in 2.12.1 genannten
Komponenten zusammenpipettiert.

Nach Zugabe von TEMED als Katalysator der Polymenisgsreaktion wird die Losung
gemischt und luftblasenfrei zwischen zwei gut gegté Glasplatten (kleines Gel: 20 x 30
cm; groRes Gel: 30 x 30 cm) gegossen, welche reitldb mm starken Abstandshaltern
voneinander getrennt und auf3en mit 1%-iger Agaatggedichtet sind. Bei den kleinen
Gelen wird ein 15-Spur-Kamm (TaschenmalRe: 8 x 15xmm), bei den grof3en Gelen ein
26-Spur-Kamm (Taschenmalle: 8 x 15 x 1.5 mm) eitgesdie Gelfltissigkeit bendtigt in
etwa 1 bis 1.5 Stunden bei RT zum Polymerisieren.

Fir den darauf folgenden Gelvorlauf werden Kamm untkrer Abstandshalter entfernt
und das Gel in eine vertikale Elektrophoresekameaiegespannt. Die obere sowie die
untere Pufferkammer werden mit 0.4x TBE gefillt. Wimen einwandfreien Lauf zu
ermdglichen werden die Geltaschen sorgfaltig mitfpaffer gespult und die Luftblasen
am unteren Gelrand entfernt. Zur Gleichgewichtgelhsg der lonen erfolgt vor dem
Auftragen der Proben eine Praelektrophorese. Digisg bei den kleinen Gelen mit

konstanten 250 Volt durchgefihrt und dauert in etiva Stunden; wohingegen die
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Préelektrophorese der groRen Gele bei konstant@rval erfolgt, um eine Uberhitzung
der Gele zu vermeiden und somit ca. 3 Stunden tlaDer Gelvorlauf wird gestoppt,
wenn eine Stromstérke von 20 mA erreicht ist. RérElektrophorese der Proben wird der
Laufpuffer durch frischen ersetzt und wiederum @@eltaschen gespilt sowie die
Luftblasen am unteren Gelrand beseitigt. Dann werte Proben — parallel zu einer Spur
mit 15 pl Farbpuffer (2.9.5) — auf das Gel aufggeraund bei 200 Volt elektrophoretisch
getrennt. Die optimale Trennstrecke wurde der hitar entnommen [99] und betragt fir
die kB-Sonde, deren unkomplexierte Form ungeféhr 2 ctarbalb der Bromphenolblau-
front des Farbpuffers lauft, 12 bis 13 cm.

Nach der Elektrophorese wird eine der beiden Gl mit einem Spatel "abgesprengt”
und das Gel auf der anderen Glasplatte fiir 12 Mmirt 10%-iger Essigséaure fixiert. Um
das Gel auf einen Vakuum-Geltrockner tiberfiihrek@nnen, wird es durch Auflegen und
Andriicken eines trockenen Whatman-Papiers von thspltte auf dieses Uibertragen, mit
einer feuchten Zellophanfolie luftblasenfrei bedegkd mit einer Lage angefeuchtetem
Whatman-Papier bedeckt. So geschichtet kann edemfVakuum-Geltrockner gelegt
werden und fur ca. 2 Stunden bei 80°C getrocknedleve

Das getrocknete Gel wird — je nach Stérke des &ignafr mehrere Tage in einer
Rontgenfilmkassette mit einem aufgelegten Rontgantind Verstarkerfolie bei -80°C

exponiert.

3.74 Identifizierung  spezifischer NFkB-Proteine in  Protein-DNA-
Komplexen durch Verwendung von Antikérpern ("Gel-Supershift-

Experiment")

Fur den Nachweis bestimmter MB-Proteine in Protein-DNA-Komplexen wird der
Kernextrakt mit spezifischen Antikorpern fir 25 Mien auf Eis vorinkubiert, bevor er
mit der radioaktiv markierten DNA-Sonde in ein Géfirdationsexperiment eingesetzt
wird. Die zu diesem Zweck in dieser Arbeit eingetsi Antikorper sind ausschlieRlich
gegen Peptidsequenzen gerichtet, welche die PsDfgia-Bindung nicht beeinflussen,

und somit die elektrophoretische Mobilitat des Kéemps reduzieren, wodurch dieser
"geshiftet" wird ("Supershift").

Um die Zusammensetzung der ProteBHKomplexe zu analysieren, werden 2.6 ug
Kernproteinextrakt aus Knochenmarksmakrophagen jmit2 pg eines spezifischen

Antikdrpers fir 25 Minuten auf Eis vorinkubiert. &faZugabe von §O, 1.6 pg Poly[d(l-
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C)], 5 ul 3x Bindungspuffer sowie 20500 cpB-Sonde wird der 15-pl-Bindungsansatz
far weitere 25 Minuten auf Eis inkubiert. Die Tremgy der Protein-DNA-Komplexe bzw.
der Antikorper-Protein-DNA-Komplexe erfolgt wie @nt3.7.3.2 beschrieben in einem

5%-igen, nativen Polyacrylamidgel.

3.8 Luciferase-Reportergen-Assay

Zur Analyse der Aktivitdt des<B-Motives wird ein Luciferase-Reportergen-Assay
durchgefiihrt. Dabei findet ein Plasmid Verwendumglches sechs NKB Response
Elemente mit gekoppeltem Firefly Luciferase Repor@&en enthélt. Die Luciferase
entstammt dem Glihwirmché&fotinus pyralisNachdem endogene Proteine der dB--
Familie an diekB Elemente binden, wird der Luciferase-Reporterivadt und die
Luciferase gebildet, deren Halbwertszeit 3 bisin8én betragt.

In dieser Arbeit fand neben der Firefly-Luciferaseich die TK-Renilla-Luciferase
Verwendung, die von der SeeanemoRenilla reniformis stammt. Die TK-Renilla-
Luciferase wird, im Gegensatz zur Firefly-Lucifezakonstitutiv von den Zellen, in die sie
hinein transfiziert wurde, gebildet und dient zuorialisierung der gemessendéright
Units' (LU, Licht Einheiten). Durch die Normalisierung slen folgende Fehlerquellen

eliminiert: Transfektion, Anzahl der lebenden Zellend Pipettierfehler.

3.8.1 Infektionsversuch fiir den Luciferase-Repodrgen-Assay

Die, wie in 3.2.6.1 beschrieben, transfizierten letel werden einen Tag nach der
Transfektion und 21 Stunden vor der Infektion zwainmit Hanks' Salt Solution
gewaschen und mit 2 ml Hungermedium (2.9.2) prol waditer kultiviert. Fir die
Infektion werden die Bakterien, wie unter 3.1.2 dieeben, angeziichtet und in 2 ml
MEM-Hungermedium auf eine MOI von 50 eingestellgsaeiner Bakterienzahl von 1 x
10’ pro well entspricht. Die Bakterien verbleiben enéshend den Versuchsbedingungen
auf den Zellen. Nach 1.5 bzw. 6 Stunden werderBdigerien mit Gentamicin abgetotet
(100 pg/ml). Die Zellen werden entweder ohne Stimubder mit TNFa (15 ng/ml)
stimuliert und fir weitere 4 Stunden inkubiert, daausreichend detektierbare Luciferase
gebildet werden kann.
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3.8.2 Zell-Lyse

Die Zell-Lyse erfolgt nach Herstelleranleitung ndiém Passive Lysis Buffer aus dem
Dual-Luciferas® Reporter Assay Kit (Promega GmbH, Mannheim). Damrden die
Zellen zweimal mit PBS flr den Luciferase Assa@ (@) gewaschen und pro well 100 pl
1x Passive Lysis Buffer auf die Zellen gegeben. Blewell Platten werden dann fir 15
bis 30 Minuten bei RT auf einem Plattenschuttleschéittelt bis die Zellen lysiert sind.

3.8.3 Messung der Luciferase-Aktivitat mit dem DubLuciferase™ Reporter

Assay

Die Messung der Luciferase erfolgt mit dem Dualiferas€® Reporter Assay (Promega
GmbH, Mannheim) im Luminometer (Lmax, Molecular s Corporation, California,
USA) nach Herstellerangaben. Dazu wird das lyogieifte Luciferase Assay Substrat in
10 ml Luciferase Assay Buffer Il und das Stop & &Bubstrat in 10 ml Stop & Gfo
Buffer gelost. Beide Reagenzien mussen dunkel tihdidelagert werden.

20 pl der Extrakte aus den Zell-Lysaten werderine gveil3e 96-well Platte tberfihrt und
ebenfalls dunkel und kiihl gelagert.

Das Luminometer wird zur Messung vorbereitet, inddia "integrate timé auf 10
Sekunden und di&delay timé auf 2 Sekunden eingestellt wird. Sowohl vom Lueie
Assay Reagenz Il, welches die Firefly Luciferasesshials auch vom Stop & Glo
Reagenz, welches zur Messung der Renilla Lucifeiset, werden 100 pl pro well
injiziert. Dazu wird die Platte in das Luminome&#ngesetzt und zuerst in allen Proben die

Firefly Luciferase und in einer zweiten MessungR@anilla Luciferase gemessen.

3.8.4 Berechnung der Relativen Licht Einheiten (Rative Light Units, RLU)

Die Luciferase-Aktivitéat wird in Relativen Licht Bheiten (RLU) angegeben. Sie werden
wie folgt berechnet:

LU Firefly Luciferase
= RLU
LU Renilla Luciferase
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Durch diese Formel werden die gemessenen Lichteligrh normalisiert und die Werte
der einzelnen Proben vergleichbar.

Bei der in dieser Arbeit durchgefiihrten Luciferagsays wurden pro Bedingung 12
unabhangige Einzelproben erstellt, aus denen nacbcBnung defrelativen Light Units
(RLU) die Mittelwerte und die jeweils dazu gehoéng8tandardabweichungen ermittelt

wurden.
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4 ERGEBNISSE

Das priméare Zielprotein der Untersuchungen dieseeiist der Transkriptionsfaktor NF-
kB. Daher gilt in erster Linie ihm besondere Aufrsathkeit. Alle nachfolgenden
Experimente entspringen aus den anfangs erhalteBegebnissen der NKB-
Untersuchungen.

Die ersten Studien zur NEB-DNA-Bindungsaktivitéat in STEC-infizierten HelLa-Hen
(4.1, Abb. 4-1 A; 4.9, Abb. 4-9 A, 4-10 A, 4-11 Murden bereits 2003 von Hauf und
Chakraborty publiziert [100]. Diese Ergebnisseltelden ersten Ausgangspunkt fur die
Untersuchungen und Ergebnisse dieser Arbeit dar.w&irden zur Vollstandigkeit im
Rahmen dieser Arbeit wiederholt und hier dargesteth die neuen Ergebnisse in ihrem

Zusammenhang besser betrachten zu kénnen.

4.1 NF-kB-DNA-Bindungsféhigkeit in mit STEC 413/89-1 Wildtyp infizierten
HelLa-Zellen und P3880Q-Makrophagen

Die meisten Untersuchungen, welche den Infektionizm@ismen enteropathogener Keime
galten, wurden mit Darm- oder Epithelzellen durdhibe, da diese Zellen die priméren
Zielzellen der Erreger sind. So entstanden dierrRiesultate voim vitro Infektionen mit
dem Shiga Toxin-produzierenddtscherichia coli413/89-1 anhand von Versuchen mit
Caco2- und/oder HelLa-Zellen. Dabei wurde im Verlderf Infektion eine Suppression des
Transkriptionsfaktors NikB festgestellt. Diese geht einher mit einer Abnakdee pro-
inflammatorischen Zytokinexpression von IL-6 und81[100].

Es ist unbestreitbar, dass MB- ein wichtiger Faktor der unspezifischen Immunitit
Daher stellte sich die Frage, ob der STEC-Stamni891B auch in Zellen des angeborenen
Immunsystems in der Lage ist, MB- zu supprimieren. Daher wurden neben Epithelzellen
nun Makrophagen in die Untersuchungen einbezogen.

Dazu wurden Infektionskinetiken mit P388Blakrophagen und Hela-Zellen unter
gleichen Bedingungen durchgefiihrt. Die Infektiorr ddakrophagen mit dem STEC
413/89-1 Wildtypstamm dauerte 15 bis 120 Minutea,dr HeLa-Zellen 1 bis 6 Stunden.
Da das bakterielle Lipopolysaccharid in Epithelze)lwegen Fehlens eines entsprechen-

den Rezeptors (TLR4), keine NdB-Aktivierung hervorrufen kann, dies aber mit TF-
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maoglich ist, wurden als Positivkontrolle nicht rigrte HelLa-Zellen auferdem fur 20
Minuten mit TNFea (15 ng/ml) stimuliert.

Aus den infizierten und stimulierten Zellen, sowiécht infizierten Zellen, die als
Negativkontrolle fungierten, wurden anschlieBenel Klernproteine in ihrer nativen Form
extrahiert. Um die Einzelproben miteinander vedien zu koénnen, erfolgten Konzen-
trationsbestimmungen der Gesamtproteinmenge jeePidle Analyse der Proteinextrakte
auf NFkB fand mit Hilfe des EMSA statt, welcher hier eisgzt wurde, um das
Vorhandensein des DNA-bindungsfahigen Proteinsraieeen. In Titrationsexperimenten
(Daten nicht gezeigt) konnte festgestellt werdeagsddie optimale Gesamtproteinmenge
fur Makrophagen-Kernextrakte in diesem Assay béi 2g liegt, wohingegen die fir
HelLa-Kernextrakte 3.8 pg betragt. Um unspezifisenetein-DNA-Bindungen aus den
spezifischen NF«B-DNA-Banden zu eliminieren, wurde jeder Makrophagdgrobe 1.6 g
Poly[d(I-C)] und jeder HeLa-Probe je 1.6 pug Pol§{@]] sowie 6 ng unmarkiertes NF-
IL6-Oligonukleotid zugesetzt. Unabhangig vom Zgiltyaber abhangig vom nachzu-
weisenden Protein, lag das Optimum fiir die mftdNTPs markierterkB-Sonde bei
20500 cpm.

Abbildung 4-1 (A: HeLa-Kernextrakte; B: P388Makrophagen-Kernextrakte) zeigt die
entwickelten Rontgenfilme, die zur Exposition b80°C drei Tage auf den getrockneten
Gelen lagen. In A sind die RelA-p50- und p50-p503ifdexe im oberen Teil, die unspezi-
fischen Protein-DNA-Bindungen im mittleren Teil Sewdie ungebundene Sonde, welche
sich als schwarze Flache darstellt, gekennzeicthmd.sind nur die spezifischen N&B-
Banden (Verifizierung der Komplexe wird unter 4.8sbhrieben) gezeigt und ebenfalls
gekennzeichnet.

Nicht infizierte Zellen zeigen keine bis eine gathwache NB-Bande (Abb. 4-1 A:
Spur 2; Abb. 4-1 B: Spur 1). Diese Bande stellt Basalniveau des Transkriptionsfaktors
in unbehandelten Zellen dar. Jede starkere Schwgrzier Banden wird als NiEB-
Aktivierung angesehen. So zeigt sich im Verlauf 8@iEC-Infektion von HelLa-Zellen
(Abb. 4-1 A), dass bis zwei Stunden nach Infektimginn die NFkB-DNA-Bindungs-
fahigkeit zunimmt und danach im Laufe der nachsten Stunden auf das Basalniveau
zuriickgeht. Einen &ahnlichen Verlauf zeigt die Iti@hskinetik von P388bMakro-
phagen, mit dem Unterschied, dass die Zu- und Afeaber Protein-DNA-Bindungs-

fahigkeit ~ wesentlich  schneller vonstatten geht albei Hela-Zellen.
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A STEC 413/89-1 WT
TNF-oNI 1 2 3 4 6 hpi

-l RelA-p50
- " p50-p50

unspezifische
Bindungen

EMSA mit 1,6 pg Poly[d(I€)],

6 ng unmarkiertes NF-IL6-
Oligonukleotid, 20500 cprrB-
Sonde und je 3,8 pg Kernpro-
teinen augdeLa-Zellen.

Die RelA-p50- und p50-p50-
Komplexe sind gekennzeichnet.

ungebundene
Sonde

STEC 413/89-1 WT

B

NI 15 30 45 60 80 100 120 minpi
EMSA mit 1,6 pg Poly[d(i€)],
20500 cpmkB-Sonde und ji il ~- {4 B | NFB
2,6 pg Kernproteinen at . b
P388D-Makrophagen. s " — .
Der spezifische NKB- s y
Komplex ist mit NFkB ge- 1 2 3 4 5 6 7 8

kennzeichnet.

Abb. 4-1:

Zeitlicher Verlauf der initialen NB-Aktivierung mit anschlieBender NkB-Suppression nach Infektion
mit dem STEC Wildtypstamm 413/89-1kteLa-Zellen (A) und P388D-Makrophagen (B).

Die dargesteliten EMSAs wurden mit Kernproteinenneageert, welche nach unterschiedlichen
Infektionszeitpunkten aus den oben genannten Zédleliert wurden. Als Negativkontrolle dienten Zsil
aus unbehandelten, nicht infizierten (NI) Zellers Rositivkontrolle wurden Kernextrakte aus mit FF
stimulierten (15 ng/ml fur 2PHeLa-Zellen mitgetestet.

Expositionsdauer: 3 Tage.

Bereits nach 30 Minuten Infektionsdauer zeigt stte maximale Bandenstéarke (Abb. 4-1
B). Eine Stunde spéter (1% Stunden pi) ist sie eriealf das anfangliche Basalniveau
gesunken (vergleiche Spur 1 mit Spur 6/7).
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4.2  NF-kB-DNA-Bindungsfahigkeit in mit STEC 413/89-1 Wildtyp und STEC
413/89-1"in frame"-Deletionsmutante despB infizierten ausdifferenzierten

murinen Knochenmarksmakrophagen

Nachdem feststand, dass im Verlauf der InfektionSMEC 413/89-1 eine initiale Zu- und
anschlieBende Abnahme der MB-DNA-Bindungsfahigkeit nicht nur in HelLa-Zellen
sondern auch in P388MMakrophagen erfolgt, stellte sich die Frage, irlclwer Art und
Weise dies auch in murinen Priméarzellen geschieht.

Dazu wurden aus 6 Wochen alten weiblichen Balb/@¥é¢a Knochenmarkszellen
isoliert, die dann mit Hilfe des &trophage-@ony gimulating factor (M-CSF) innerhalb
einer Woche zu Makrophagen ausdifferenzierten.dbichlieBende Infektion dieser nun-
mehr ausdifferenzierten Knochenmarksmakrophageolgéef mit dem STEC 413/89-1
Wildtyp und der'in frame'-Deletionsmutante STEC 413/894espfiir jeweils 45 Minuten
bis 4 Stunden. Wie bereits in der Einleitung bestien, ist das bakterielle Protein EspB
Bestandteil der in der eukaryontischen Zellwandnferten Pore, durch die Tir und andere
bakterielle Effektorproteine aus dem Zytoplasma Bakteriums in das Zytoplasma der
Wirtszelle transloziert werden. Danach wurden de&rriproteine aus den infizierten und
zuséatzlich aus nicht infizierten Zellen, die alsgivkontrolle fungierten, extrahiert. Um
auch diese Proben miteinander vergleichen zu k§rwende die Gesamtproteinmenge
jedes Infektionszeitpunktes bestimmt. Die KEB-DNA-Bindungsfahigkeit wurde wieder-
um im EMSA analysiert, wobei pro Probe 2.6 pg Keotginextrakt, sowie 1.6 pg
Poly[d(I-C)] und 20500 cpmkB-Sonde zum Einsatz kamen. Auch hier betrug die
Expositionsdauer des Rontgenfilms drei Tage (H@1C3.

Abb. 4-2 gibt das Shiftbild dieses Experimentesdere Nicht infizierte Zellen zeigen eine
sehr schwache Bande (Spur 1: NI), die das Basanuider unbehandelten Knochenmarks-
makrophagen darstellt. Wahrend der Infektionsdatiedem STEC Wildtypstamm zeigt
sich nach 45 Minuten eine sehr starke Bande, dieeifie groRe Menge NkB-DNA-
Komplexe steht, wohingegen nach weiteren 45 Min(&so 1% Stunden Infektionsdauer)
die Starke dieser Bande abnimmt, um dann nach 2d8tuvollig zu verschwinden. Im
Gegensatz dazu zeigen alle Proben der mit elpBDeletionsmutante infizierten
Makrophagen eine sehr starke KB-DNA-Bindungsbande (Spur 6 bis 9).

Es ist daher anzunehmen, dass EspB eine Schlikséled der Suppression von NGB

einnimmt.
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STEC 413/89-1
WT AespB

NI 07515 2 4 1075 1.5 2 4  hpi

NF-xB

Abb. 4-2:

Vergleich des zeitlichen Verlaufs von initialer MB-Aktivierung hin zur NFkB-Suppression in
ausdifferenzierte®nochenmarksmakrophagen welche mit STEC 413/89-1 Wildtyp und d&én-frame'-
DeletionsmutantelespBinfiziert wurden.

Der EMSA wurde mit Kernproteinen generiert, welahech unterschiedlichen Infektionszeitpunkten mit
STEC 413/89-1 WT bzw. STEC 413/8%4kspBaus ausdifferenzierten Knochenmarksmakrophagédieriso
wurden. Als Negativkontrolle dienten Zellen aus eimdndelten, nicht infizierten (NI) Zellen. Die (an#.3
identifizierten) RelA-p50-Komplexe sind mKiF-kB' gekennzeichnet.

Expositionsdauer: 3 Tage.

EMSA mit 1,6 pg Poly[d(I-C)], 20500 cpmB-Sonde und je 2,6 pg Kernproteinen aus ausdifféeeten
Knochenmarksmakrophagen.

Bei den NFkB-DNA-Banden des Knochenmarksmakrophagen-Shifts dalRerdem auf,

dass sie anscheinend aus einer Komplex-Bande leesteld extrem grof3 und stark sind.

4.3 Determinierung der spezifischen NF«B-Dimere in STEC-infizierten aus-

differenzierten murinen Knochenmarksmakrophagen

Es fiel bei den ersten EMSA-Analysen STEC-infizerusdifferenzierter Knochenmarks-
makrophagen auf, dass anscheinend nur eine stafk&BNDNA-Bindungs-Bande
vorhanden ist. Wie bereits in der Einleitung bemsdien, ist die Zusammensetzung der NF-
kB-Dimere zellspezifisch. Daher war der nachste iBchdiese Komplexe naher zu
charakterisieren.

Dazu wurden die aus 6 Wochen alten weiblichen BaMAusen isolierten und an-
schlielend ausdifferenzierten Knochenmarksmakraghamit dem hitzeinaktivierten
Uberstand einer Kultur des STEC 413/89-1 Wildtypstees, welche in DMEMkpes

erfolgte, flir 45 Minuten inkubiert. Auch hier wurdelie Kernproteine aus den Zellen
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extrahiert und die Gesamtproteinmenge des Extrakestimmt. Der Extrakt nicht
infizierter Makrophagen dient wiederum als Negativkolle.

Die Analyse der dimeren NkB-Komplexe erfolgte mit der Methodik des Gel-Supéts.
Hierbei werden 2.6 pug Kernproteine mit 1.6 pug Ri(lyC)] und Antikdrpern gegen
verschiedene Rel/NKB-Familien-Mitglieder vor Zugabe von 20500 cprB-Sonde
inkubiert, damit Protein und Antikorper miteinandassoziieren kdénnen. Zum einen
wurden 2 pg Antikérper gegen p52, p50, RelA, Ral@ u-Rel einzeln dem Proteinextrakt
zugesetzt, zum anderen in Kombination als RelA/p&0A/RelB und RelA/c-Rel.

RelA *

p50 *

Abb. 4-3:
Charakterisierung der Proteinkomponenten der STieQgierten NF«B-Komplexe in ausdifferenzierten
Knochenmarksmakrophagenals RelA-p50 durch Verwendung spezifischer Antieit
Gel-Supershift mit 1,6 pg Poly[d(I-C)], 20500 cprB-Sonde und je 2,6 pg Kernproteinen aus
ausdifferenzierten Knochenmarksmakrophagen, wedéh&linuten mit einem hitzeinaktivierten Uberstand
aus einer STEC 413/89-1-Kultur (guter MB-Aktivator) inkubiert wurden. Die Proteinextrakieirden vor
Sondenzugabe mit je 2 pg der entsprechenden ApgkgBanta Cruz Biotechnology fiir Gel Supershiit) f
25 Minuten vorinkubiert:

¢ Spur 3: anti-p52 — 2 pPYIF-kB p52 (K-27) X

¢ Spur 4: anti-p50 — 2 pYIF-kB p50 (NLS) X

¢ Spur5: anti-RelA — 2 py®NF-kB p65 (A) X

e Spur 6: anti-RelB — 2 p'iRelB (C-19) X

e Spur 7: anti-c-Rel — 2 p'g-Rel (B-6) X

¢ Spur 8: anti-RelA/p50 — je 2 UYF-kB p65 (A) X und'NF-kB p50 (NLS) X

e Spur9: anti-RelA/RelB — je 2 UYF-kB p65 (A) X und'RelB (C-19) X

e Spur 10:anti-RelA/c-Rel — je 2 U§F-kB p65 (A) X und'c-Rel (B-6) X
Zur Kontrolle wurden Kernextrakte aus unbehandeltgcht infizierten Zellen (NI) und aktivierten Zeh
ohne spezifische Antikérper (-) mitgetestet.
Die geshifteten RelA- und p50-Banden sind hiekennzeichnet.
Expositionsdauer: 3 Tage.

Die nicht infizierten und unbehandelten Zellen eeignit einer sehr schwachen Bande das
NF-kB-Basalniveau (Spur 1) an. Die durch den hitzeingkten Bakterienkulturiiber-

stand NFkB-induzierten, aber nicht mit Antikérpern inkubiemtZellen weisen eine starke
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NF-kB-DNA-Bindung auf, was durch eine starke Bande tbah wird (Spur 2).
Antikdrper-Protein-DNA-Komplexe sind schwerer aksne Protein-DNA-Komplexe, so
dass sich ihre Mobilitdt wahrend der elektrophsdten Auftrennung verlangsamt und sie
'super-shifteh(engl. sich Gber etwas verlagern), was zum Audtratiner weiteren Bande
fuhrt. Diesessuper-shiftehtrat nach Zugabe von anti-p52, anti-RelB und asf@el nicht
auf (Spur 3, 6 und 7), wohingegen bei der mit eip&-Antikdrper (Spur 4) inkubierten
Probe eine schwache Bande oberhalb der spezifissftekB-Bande zu sehen ist. Die
starken schwarzen Banden am oberen Bildrand deeimém RelA-Antikdrper (Spur 5)
allein oder in Kombination mit p50, RelB und c-R@pur 8, 9 und 10) inkubierten
Extrakte entstanden durch Komplexbildung von RelAt seinem Antikdrper. Die
Kombination von anti-RelA/p50 bewirkt eine fast kg¢ Abnahme der normal gelagerten
NF-kB-DNA-Komplex-Bande (Spur 8), so dass man sagennkalass die NkB-
Komplexe in aus-differenzierten murinen Knochenrearéikrophagen aus RelA-p50-

Heterodimeren bestehen.

4.4 Infektion/Stimulation von ausdifferenzierten Knochenmarksmakrophagen mit
STEC 413/89-1 WT und dessen Kulturiberstand unbehatelt und hitze-

inaktiviert

Bisher konnte wiederholt gezeigt werden, dass é&ifektion mit dem STEC Wildtyp,
unabhangig vom eukaryontischen Zelltyp, eine ilgti?NF«B-Aktivierung bewirkt,
welche im spéteren Verlauf der Infektion zurlickgelbhingegen Infektionen mit der
Deletionsmutante STECdespB diesen Effekt nicht zeigen. Die Identifizierungsde
prokaryontischen Faktors, der hierfir verantwadntlist, stellt keinen Bestandteil dieser
Arbeit dar. Dennoch sollte zumindest geklart werd#ndas Bakterium selbst oder ein von
ihm in das Medium sezernierter Faktor die Verandgmer NFkB-Aktivitat verursacht.
Dazu wurden die aus 6 Wochen alten weiblichen BaMAusen isolierten und
anschlieBend ausdifferenzierte Knochenmarksmakggrhazum einen mit einem Teil
einer in DMEMyepes gewachsenen STEC-Kultur, dem bakterienfreien (iheds dieser
Kultur und gewaschenen Bakterien, so dass keinerréliie etwaiger sezernierter
Molekile verbleiben, fur 45 Minuten und 3 Stunderkubiert. Zum anderen wurden
Knochenmarksmakrophagen fur die gleiche Zeitdauérden gleichen Fraktionen einer
fur 30 Minuten bei 72°C hitzeinaktivierten STEC-Kul inkubiert. AnschlieRend erfolgte
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die Extraktion der Kernproteine aus diesen und babdelten, nicht infizierten Zellen,

welche als Negativkontrolle dienten, sowie die Bestung der Gesamtproteinmenge
jeder einzelnen Probe.

Die NF«B-DNA-Bindungsfahigkeit wurde im EMSA analysiertptei pro Probe 2.6 pug

Kernproteinextrakt, sowie 1.6 pg Poly[d(I-C)] un@5D0 cpmkB-Sonde zum Einsatz

kamen. Die Expositionsdauer des Rontgenfilms bedregTage (bei -80°C).

nativ hitzeinaktiviert

STEC + |\ itur- ge- STEC + |\ itur- ge-

Kultur- Uberstand waschenes Kultur- Uberstand waschenes
Uberstand| -~ €St STEC Uberstand|-°¢s1@ STEC
0.75 3 |0.75 3 |0.75 3 - h pi - 075 3 |o.75 3 0.75 3

RelA-p50 | =+
L2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 N 12 13 14
Abb. 4-4:

Verifizierung, dass der NKB-supprimierende Effekt in eukaryontischen Zelleurath ein vitales STEC
413/89-1 Wildtyp Bakterium hervorgerufen wird.
Der EMSA wurde mit Kernproteinen generiert, weletaeh Infektion bzw. Stimulation fur 45 Minuten und
3 Stunden mit folgenden Fraktionen einer in DMigM:sgewachsenen STEC 413/89-1 Bakterienkultur aus
ausdifferenziertenochenmarksmakrophagenisoliert wurden:

* Spurlund?2: Bakterien + Kulturiberstand

e Spur3und4: Kulturiberstand ohne Bakterien

+ Spur5und6: gewaschene Bakterien ohne Uberststdsr

e Spur9und10: Bakterien + Kulturiiberstand hitzkfivéert

e Spur 11l und 12: Kulturiiberstand ohne Bakterierehigktiviert

« Spur 13 und 14: Gewaschene Bakterien ohne Ubesstsid hitzeinaktiviert
Als Negativkontrolle dienten Zellen aus unbeharaeltnicht infizierten (NI) Zellen. Die RelA-p5€B-
Komplexe sind gekennzeichnet.
Expositionsdauer: 3 Tage.
EMSA mit 1,6 pg Poly[d(I-C)], 20500 cpmB-Sonde und je 2,6 pg Kernproteinen aus ausdiffeeeren
Knochenmarksmakrophagen.

Die Extrakte der nicht infizierten Zellen ergebenck in diesem Experiment eine
schwache RelA-p5@B-Bande, die das Basalniveau der Zelle widerspig@gur 7 und
8). Infiziert man die Zellen fir 45 Minuten mit deBTEC 413/89-1 WT inklusive seinem

Kulturiberstand, so wird NKB in der Zelle aktiviert, erkennbar an der starkehwarzen
Bande (Spur 1). Nach 3 Stunden Infektionsdauekeaste Bande mehr sichtbar (Spur 2),
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also kein aktives NkB im Zellkern nachweisbar. Im Gegensatz dazu bewilie
Behandlung der Zellen mit dem reinen bakteriellenltituberstand sowohl nach 45
Minuten als auch nach 3 Stunden eine ®MB-DNA-Bindungsfahigkeit (Spur 3 und 4).
Infiziert man die eukaryontischen Zellen mit gewssten STEC-Bakterien, erhdlt man
das gleiche Ergebnis, wie wenn die komplette Bakt&ultur verwendet wird — die
initiale NF-kB-Aktivierung nach 45 Minuten verschwidet nach 3 Stunden (Spur 5 und 6).
Im zweiten Teil dieses Experimentes wurde die Badtédultur vor Infektion/Stimulation
der Makrophagen hitzeinaktiviert. Alle Bedingungesssen eine NkB-DNA-Bindung
nachweisen, so dass die RelA-pBB-Komplexe als starke schwarze Banden sichtbar
werden (Spur 9 -14).

Dieses Ergebnis lasst den Schluf? zu, dass das &Td&tC 413/89-1 WT Bakterium fur die
NF-kB-Supprimierung im spéaten Verlauf der Infektionammwortlich ist.

4.5 Untersuchung der induzierbaren NFkB-Aktivierung 23 Stunden nach
Infektion mit STEC 413/89-1 Wildtyp in Makrophagen

Die Supprimierung des Transkriptionsfaktors KE-stellt eine groRe Beeintrachtigung der
angeborenen Immunitat dar. Von daher erschien les siehtig, zu eruieren, ob diese
Supprimierung zeitlich begrenzt und somit reversduier gar irreversibel und somit nicht
umkehrbar ist.

Dies wurde mit einem Uber zwei Tage andauerndeekfioihsversuch eruiert. Dazu
wurden 4 Zellkulturschalen mit P388Makrophagen mit STEC 413/89-1 WT infiziert.
Bei der einen Halfte der Zellen (2 Zellkulturschglevurden nach 1.5, bei der anderen
Halfte (ebenfalls 2 Zellkulturschalen) nach 2 Stmddie Bakterien mit Gentamicin
abgetotet, um den Effekt der NdB-Supprimierung durch die STEC-Infektidainzu-
friererl und die Schadigung der Zellen durch bakterieltdf@echselprodukte oder Toxine
zu minimieren. Am ersten Tag wurden jeweils beieginl.5- bzw. 2-Stunden-Wert die
Zellen 3 Stunden nach der Gentamicin-Behandlun®iMinuten mit LPS stimuliert und
anschlieBend die Kernproteine extrahiert. Die iddsth Zellen wurden bis zum nachsten
Tag weiter kultiviert und 23 Stunden nach der @éh Gentamicin-Behandlung ebenfalls
fur 50 Minuten mit LPS stimuliert und die Kernpriote extrahiert. Der aus den
Kernextrakten generierte EMSA (1,6 pg Poly[d(I-@(0500 cpnkB-Sonde und je 2,6 ug
Kernproteinen aus P388Makrophagen) ist in Abbildung 4-5 dargestellt. Aegativ-
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kontrolle dienten Kernextrakte aus unbehandeltéchtrinfizierten Zellen. Als NRB-
Aktivierungs-Kontrolle fungierten Kernextrakte auBS-stimulierten Zellen.

Die das NFkB-Basalniveau der Zellen anzeigenden Kernextrakseumbehandelten, nicht
infizierten Zellen (Spur 1, 5, 6 und 10) zeigeneesthwache Protein-DNA-Bindungs-
Bande, wohingegen die mit LPS stimulierten Zelleimeestarke NFR<B-Aktivitat
aufweisen, erkennbar an der starken schwarzen B&mie 2 und 7). 1.5 bzw. 2 Stunden
nach der Infektion mit STEC lasst sich MB-in Makrophagen nicht mehr mit LPS
stimulieren. Es konnte keine NéB-DNA-Bindung detektiert werden (Spur 3 und 4). Es
schien mdoglich, dass die Suppression, vor allemr abde Blockierung der
Aktivierungsfahigkeit des Transkriptionsfaktors zwéber einige Stunden nach der
Infektion bestehen bleibt, jedoch spéter wiedesslawindet. Daher wurde der Versuch
unternommen, die infizierten Makrophagen 23 Stunush der Gentamicin-Abtdtung der
Bakterien mit LPS zu stimulieren. Das Ergebniseisideutig: es konnte kein aktiviertes
NF-kB im Kern nachgewiesen werden (Spur 8 und 9: kéifexB-DNA-Bindungs-
Bande). Im Vergleich dazu war es allerdings moglichbehandelte Zellen mit LPS zu

stimulieren, so dass die NéB-DNA-Bindungsfahigkeit nachweisbar ist (Spur 7).

STEC 413/89-1 WT

Tag 1 Tag 2
15 2 gk h pi 15 2
+ o+ 50’ LPS + o+
NI LPS NI NI LPS NI

. RelA-p50
L]

1.2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 4-5:

2-Tages-Infektionsversuch zur Verifizierung derewersiblen NF«B-Suppression nach STEC-Infektion.
P388D-Makrophagen wurden fiir 1.5 bzw. 2 Stunden mit STEC 413/89-1 \Mfiziert und dann mit
Gentamicin abgetotet. 3 bzw. 23 Stunden danach emudie Zellen fir 50 Minuten mit LPS (1 pg/ml)
stimuliert. Als Negativkontrolle dienten Kernprotektrakte aus unbehandelten, nicht infizierten (NI)
P3880-Makrophagen. Als Positivkontrolle kamen Kernprogsitrakte aus LPS-stimulierten P388D
Makrophagen zum Einsatz. Die RelA-pkB-Komplexe sind gekennzeichnet.

Expositionsdauer: 3 Tage.

EMSA mit 1,6 pug Poly[d(I-C)], 20500 cpmkB-Sonde und je 2,6 pg Kernproteinen aus P388D
Makrophagen.
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Somit konnte gezeigt werden, dass die ®B-Suppression durch STEC-Infektion zum
einen irreversibel ist und zum anderen die LPS4retbare NF«B-Aktivierung nicht

mehr maoglich ist.

4.6  Untersuchung der NFkB-DNA-Bindungsféhigkeit in mit STEC 413/89-1
Wildtyp, E. coli HB101 (pMAR7/pCVD462) und E. coli DH5a (pMAR?)

infizierten HeLa-Zellen (ohne und mit TNF-a-Stimulation)

Wie bereits in 4.2 festgestellt, scheint das badter Protein EspB, welches durch die
STEC-Pathogenitatsinsel LEE kodiert wird, in didnigéeit des Bakteriums NEB aktiv

zu supprimieren, involviert zu sein. Es stelltehsitaher die Frage, ob der Effekt der NF-
kB-Suppression streng LEE-abhéngig ist oder weitdgezeit noch unbekannte Faktoren,
daran Anteil haben. Die Gruppe um James B. Kapte hereits 1997 den vollstandigen
LEE des prototypischen EPEC Stammes E2348/69 italnel in apathogeng. coli K-12
Stamme kloniert. Sie fand heraus, dass diese Kdistin Epithelzellen (Caco2-Zellen)
ebenfalls A/E-Lasionen verursachen [93]. Auf An&agfellte uns James B. Kaper zwei
Stamme fir unsere Untersuchungen zur Verfiigung.eDalandelt es sich um den
apathogenerE. coli HB101, welcher das klonierte EAF-Plasmid (pMAR7M)duden
klonierten LEE (pCVD462) des origindren EPEC E2888/enthalt, sowie den
apathogenek. coli DH5a, der nur das klonierte EAF-Plasmid (pMAR7) beiméia]93].
Dazu wurden Hela-Zellen fir jeweils 6 Stunden zumer mit dem STEC 413/89-1
Wildtypstamm, demE. coli HB101 (pMAR7/pCVD462) uncE. coli DH5a (pMAR7)
infiziert. Zum anderen wurden auf diese Art und ¥éenfizierte HeLa-Zellen nach der 6-
stiindigen Infektionszeit fir 20 Minuten mit TNF{15 ng/ml) stimuliert. Wahrend des
Infektionsverlaufes konnte unter dem Mikroskop &lle drei eingesetzten Stamme die
Adharenz der Keime zusammen mit der Bildung vonrbkklonien beobachtet werden.
Anschlielend erfolgten die Isolierung der Kernpratesowie die Bestimmung der
Gesamtproteinmenge jeder einzelnen Probe. DiesbeRravurden sodann im EMSA
analysiert, wobei Kernextrakte aus unbehandeltedht ninfizierten Hela-Zellen als
Negativkontrolle und Kernextrakte aus TNFstimulierten (15 ng/ml fir 2PHelLa-Zellen

als NFkB-Positivkontrolle mitgetestet wurden. Der EMSA wemit 1,6 pg Poly[d(I-C)],
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6 ng unmarkiertem NF-IL6-Oligonukleotid, 20500 cprB-Sonde und je 3,8 ug
Kernproteinen aus HelLa-Zellen generiert.

Die unbehandelten, nicht infizierten Zellen zeiggn sehr geringes NkB-Basisniveau
an, erkennbar an den sehr schwachen RelA-p50- 86¢p0-Banden (Abb. 4-6, Spur 1
und 10), wohingegen die alleinige Stimulation mMFa eine starke NB-Aktivierung
hervorruft (Spur 2 und 9). Unter 4.5 konnte bergégeigt werden, dass N@B nicht mehr
durch LPS-Stimulation in STEC-infizierten P388Makrophagen aktivierbar ist. Gleiches
konnte in der Vergangenheit auch fir STEC-infigdiela-Zellen gezeigt werden (Spur 3
und 4 sowie [100]). Im Gegensatz dazu zeigt diektibn mit dem Konstrukt, welches
sowohl den LEE als auch das EAF-Plasmid enthalv{p@2+pMAR7) (Spur 5 und 6)
nach 6 Stunden Infektionsdauer eine deutlichekBFONA-Bindungsaktivitat (Spur 5),
die durch anschlieBende TNFStimulation sogar noch ein wenig gesteigert werden
konnte (Spur 6).

«
S
O
ou" ob?’ &
& | N4
. A Q Q
TNF-(xfgrh2g} A A R
NI NI
p50-p50

1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10

Abb. 4-6:

Vergleichende Darstellung der NdB-Supprimierung und Aktivierbarkeit nach Infektiant STEC 413/89-
1 WT, E. coliHB101 (pMAR7/pCVD462) und. coliDH5a (pPMAR7).

HelLa-Zellen wurden zum einen fiir 6 Stunden mit den o.g. Stammgziert und zum anderen nach der
Infektion fir 20 Minuten mit TNFa (15 ng/ml), einem guten N&B-Aktivator in Epithelzellen, stimuliert.
Als Negativkontrolle wurden Kernproteinextrakte auwbehandelten, nicht infizierten (NI) HeLa-Zellabs
NF-kB-Positivkontrolle Kernproteinextrakte aus fur 20nMten mit 15 ng/ml TNFa-stimulierten HelLa-
Zellen im EMSA mitgetestet.

Expositionsdauer: 3 Tage.

EMSA mit 1,6 pg Poly[d(I-C)], 6 ng unmarkiertes MEB-Oligonukleotid, 20500 cpmB-Sonde und je 3,8
ug Kernproteinen aus HelLa-Zellen.

Die RelA-p50- und p50-p50-Komplexe sind gekennzeéth

Beim apathogenen, nur das EAF-Plasmid enthalte&deroli DH50 konnte nach der 6-

stiindigen Infektionsdauer im EMSA ein schwache -FDNA-Bande detektiert werden
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(Spur 7). Stimuliert man jedoch die Zellen nach bhéektionszeit mit diesem Keim mit
TNF-q, so ist eine starke NkB-DNA-Bindungsfahigkeit feststellbar (Spur 8).

4.7  NF«B-Reportergen-Assay in STEC infizierten HeLa-Zellen

Die Detektion von aktivem, an DNA-gebundenem k8- wie es der Electrophoretic
Mobility Shift Assay (EMSA) zulasst, ist ein finaleEreignis im NFB-Signaltrans-
duktionsweg. Bei der Suche nach der Ebene, die FrkBtSignaltransduktionsweg durch
die STEC-Infektion augenscheinlich gehemmt wird,dsss letztendlich keine NEB-
DNA-Bindungsfahigkeit mehr nachweisbar ist, ersohes am besten, diesen Weg von
unten nach oben daraufhin zu untersuchen. DaefE@ignis stellt dabei die Bindung von
aktivem NFkB an das kB-Motiv und die Genregulation desselben durch den
Transkriptionsfaktor dar.

Fir die Untersuchung desB-Motives wurde ein Luciferase-Reportergen-Assaly M-

KB in HeLa-Zellen etabliert. Dazu wurden Hela-Zelteit einem Luciferase-Reportergen
gekoppelten NKB-Promotor transfiziert. Um eine verlassliche Iptetation der
experimentellen Daten zu bekommen, wurde ebenfalthen dem experimentellen
Reporter, ein konstitutiv gebildeter Kontroll-Refmor TK-Renilla, in die Zellen trans-
fiziert. In der Datenanalyse wird dann der Quotians den gemessenen Luciferase- und
Renilla-Werten gebildet, so dass man als Enddatemalisierte "Relative Light Units"
(RLU, Relative Licht Einheiten) erhalt. Ca. 40 Sten nach der Transfektion wurden die
Zellen jeweils fur 1.5 und 6 Stunden mit STEC 498318WT und STEC 413/89-AlespB
infiziert und darauf folgend fir 4 Stunden mit Ganicin (100 pg/ml) behandelt, so dass
der Infektionsstatus in der eukaryontischen Ze#lngefroren' wird und Luciferase
gegebenenfalls gebildet werden kann. Parallel eseti Ansatzen wurden Zellen nach der
gleichen Infektionsdauer mit Gentamicin (100 pg/omd TNFe (15 ng/ml) behandelt
und ebenfalls fur 4 Stunden, zur Luciferase-Bildumgiter inkubiert. Danach wurden die
Zellen mit dem Passive Lysis Buffer (PLB, Promegab®, Mannheim) lysiert.
AnschlieBend erfolgte, unter Verwendung des Dualifienas® Reporter Assay Kit
(Promega GmbH, Mannheim), im Luminometer die Megsier Luciferase und Renilla in
den Lysaten. Um statistisch auswertbare Ergebnmse bekommen, wurde jede
Versuchsbedingung in 12 unabhangigen Ansatzen defiéhrt. Die korrespondierenden
Luciferase- und Renilla-Werte wurden sodann nomsieati (LUrirery Luciferase : LURenilla
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Luciferasd, aus den 12 normalisierten Werten der Mittelwgebildet und von diesem
Mittelwert die Standardabweichung ermittelt. Diear8tardabweichung war bei allen
Ansatzen nicht grof3er als 10%. Die Darstellung eldialtenen Zahlenwerte erfolgt im
Saulendiagramm (Abb. 4-7). Als Negativkontrolle dierten transfizierte, unbehandelte,
nicht infizierte HeLa-Zellen (Saule 1). Als N&B-Aktivitatskontrolle wurden transfizierte
HelLa-Zellen fir 4 Stunden mit 15 ng/ml TNFstimuliert (Saule 2). Zur Kontrolle des
gesamten Versuchaufbaus und der Reagenzien wuizfalls sowohl Luciferase als
auch Renilla in nicht transfizierten, unbehandelteicht infizierten Zellen sowie dem
puren PLB gemessen. Als Quotient ergaben dieseeWalle < 0.067), wie zu erwarten
war, 1. Die 4-stiindig8/Vartezeit zur Bildung der Luciferase wurde in Vorversucheih m
transfizierten und anschlieBend TMFstimulierten HelLa-Zellen ermittelt (Daten nicht

gezeigt).

16
1: NI
] T 2: TNFa
£ 129 3 1.5hWT
2 107 4: 1.5hWT + TNFa
5 g 5: 1.5 hdespB
= 6: 1.5 hdespB+ TNF
g ° 7. 6hWT
T 49 8: 6 hWT + TNFa
24 9: 6 hdespB
0l= = = A 10: 6 hdespB+ TNFa
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Bedingungen
Abb. 4-7:

NF-kB-Reportergen-Assay.

HelLa-Zellen wurden mit einem Luciferase-Reportergen gekoppeNé&-«B-Promotor sowie TK-Renilla
transfiziert. Die Infektion erfolgte mit STEC 4184 WT und STEC 413/89-despBfir 1.5 und 6 Stunden.
Danach wurden die Bakterien mit Gentamicin (100mig/abgetétet und so der Infektionsstatus der
eukaryontischen Zellen fixiert. Parallel dazu wurdgeichermaRen infizierte Zellen zusatzlich mit A

(15 ng/ml) stimuliert. Die mit Gentamicin alleineler mit Gentamicin + TN+ behandelten Zellen wurden
fur 4 Stunden weiter inkubiert, damit sich Lucifeeain detektierbaren Mengen bilden kann. Daraugtéol
die Lyse der Zellen mit anschlieBender MessungLdeiferase und Renilla, in Form von Light Units (LU
Licht Einheiten) im Luminometer. AbschlieBend wurdéie Quotienten aus Luciferase und Renilla, die
Mittelwerte dieser Quotienten sowie die Standardsbmungen (< 10%) ermittelt. Die Daten resulticagis

12 unabhéangig durchgefiihrten Experimenten.

Abbildung 4-7 gibt die Darstellung der Ergebnisse Saulendiagramm wieder. Die
unbehandelten, nicht infizierten Zellen (Saule digen eine geringe Luciferase-Aktivitét,

wohingegen mit TNFx stimulierte Zellen (S&aule 2) eine hohe Luciferagdvitat
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aufweisen. Zusammen mit den Kontrollwerten (nichtsfizierte Zellen und purer PLB)
belegen diese Werte die korrekte Durchfiihrung desags.

So zeigte sich, dass nach 1.5-stlindiger Infektidnden beiden oben genannten STEC-
Stammen (Saule 3 und 5) eine in etwa gleich hdber, @ennoch sehr niedrige Luciferase-
Aktivitat detektierbar ist. Werden so infizierte |Ilé® jedoch nach dieser kurzen
Infektionszeit zusétzlich mit TNB- stimuliert (Saule 4 und 6), steigt die Luciferase-
Aktivitdt um mehr als das 10-fache an. Nach 6-stjgrdinfektionszeit verdoppelte sich
die Menge an messbarer Luciferase im Vergleicheru5-Stunden-Werten (Séule 7 und
9) und liegt damit ndher an der Aktivitat unbehdmdenicht infizierter Zellen (Saule 1)
als an der von TNIRE-stimulierten Kontrollzellen (Saule 2). Stimuliemhan jedoch
infizierte Zellen nach 6 Stunden mit TNF{Saule 8 und 10), so ist bei delespB
infizierten Zellen ein deutlicher Anstieg der Luaifise detektierbar (Saule 10), was bei
WT-infizierten Zellen nicht der Fall ist (Saule 8).

4.8  Untersuchung des nukleo-zytoplasmatischen Shlitlgs von NF«B durch
CRM1/Exportinl

Ein weiteres wichtiges Moment im NEB-Signaltransduktionsweg stellt das Pendeln
(Shuttling) des Transkriptionsfaktors zwischen fy&sma und Kern dar. Dabei fungiert
die Kerntranslokationssequenz (NLS) von RelA (p#S)Signal fir den Transport aus dem
Zytoplasma in den Zellkern, wohingegen die Nuckegport Signals (NES) vorkB-a und
RelA, zusammen mit CRM1/Exportinl, den Riicktranspw Zytoplasma forcieren [101].
Demnach misste sich, wenn durch die Infektion reindSTEC 413/89-1 Wildtypstamm
dieser Weg gehemmt oder modifiziert wiirde, RE-#m Kern anreichern.

Daher fand fur die Untersuchung des CRM1-Exporividges der spezifische
CRM1/Exportinl-Inhibitor Leptomycin B (LMB) Verwencohg. LMB ist in der Lage,
durch kovalente Modifikation eines Cystein-Resteslér zentralen konservierten Region
von CRM1/Exportinl dieses zu inhibieren [102].

Dazu wurden Hela-Zellen fur eine Stunde mit LeptoimyB (40 uM) vorinkubiert, um
den CRM1/Exportin1-Weg zu inhibieren, und ansctdieBfir 6 Stunden mit dem STEC
413/89-1 Wildtypstamm, unter fortlaufender LMB-Belung, infiziert (Spur 9). In
einem weiteren Ansatz wurden die Zellen nach diektronszeit fir 20 Minuten mit TNF-

o (15 ng/ml) stimuliert (Spur 10). Parallel dazu dem Zellen ohne LMB-Behandlung mit
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dem gleichen Keim fur 6 Stunden infiziert (Spurbzw. anschlieBend mit dem NéB-
Aktivator TNF-a (15 ng/ml) fir 20 Minuten stimuliert (Spur 8). Allweiteren Ansatze
(Spur 1 bis 6) dienen der Kontrolle des ExperimentBur Kontrolle der NRB-
Aktivierung wurden unbehandelte, nicht infiziertellBn (Negativkontrolle) und TNBE-
stimulierte (15 ng/ml fir 2P Zellen (Positivkontrolle) generiert. Zur Kontreltles LMB-
Einflusses auf die Zellen wurden diese zum einerfimeine Stunde und zum anderen flr
eine Stunde und zusétzlich 6 Stunden (entsprecendnfektionsdauer) mit LMB (40
UM) inkubiert (Spur 3 und 5). Parallel dazu wurdemvei weitere Ansatze
dementsprechend behandelt und anschlieRend fir pOtévh mit TNFe (15 ng/ml)
stimuliert (Spur 4 und 6). Nach den verschiedenehaBdlungs-Prozederen wurden
sowohl die Zytoplasma- als auch Kernproteine aus dellen extrahiert sowie die
Gesamtproteinmenge jedes Ansatzes bestimmt. AusKeenproteinextrakten wurden
sodann ein EMSA zur Bestimmung der NB-DNA-Bindungsaktivitat und ein Western
Blot zur Verifizierung des RelA/p65-Pools des Zeltks generiert. Zusatzlich wurde auch
mit Hilfe des Western Blots der RelA/p65-Pool imt@ylasma dargestellt.

In den EMSA wurden 1.6 pg Poly[d(I-C)], 6 ng unmiartes NF-IL6-Oligonukleotid,
20500 cpnkB-Sonde und je 3.8 pug Kernproteine aus HelLa-Zallagesetzt. Zur Analyse
im Western Blot wurden die nuklearen und zytoplasohen Proteine in 10%-igen SDS-
Polyacrylamid-Minigelen elektrophoretisch aufgetren auf eine PVDF-Membran
geblottet und mit einer 1:500 Verdinnung des sigehién Primarantikbrpet®NF-kB p65
(F-6)" (Santa Cruz Biotechnology) getestet. Die Detektitan immunreaktiven Bande
erfolgte nach Entwicklung der Western Blots mit deleerrettich-Peroxidase-gekoppelten
Ziege-anti-Maus-Nachweisantikdrper sc-2005 (1:1008rdunnt) von Santa Cruz
Biotechnology mit Hilfe des’'ECL™ Western blotting detection reagéritsts (GE
Healthcare Europe GmbH). Fir den Nachweis in demnpteteinen wurden 8 g
Proteinextrakt eingesetzt, fir den Nachweis in zZigoplasmatischen Proteinen wurden 4
Kg bendétigt.

Auch in diesem Experiment zeigt die sehr schwaclekB-DNA-Bindungsaktivitats-
Bande unbehandelter, nicht infizierter Zellen (Au61) das NB-Basalniveau dieser
Zellen an, wohingegen eine Stimulation mit TNF(A, Spur 2) eine starke Bande
aufweist, was fur das Vorhandensein von aktivem BdW#dungsfahigem NkB spricht.
Werden unbehandelte, nicht infizierte Zellen fiireeStunde mit LMB behandelt, so &ndert
sich nichts am Basalniveau-Level der Zellen (A, IS@). Erfolgt nach der LMB-
Behandlung die Stimulation mit TNé&; so ist eine NKB-DNA-Bindungsaktivitat
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detektierbar, die jedoch etwas geringer ausfaitdie der nur mit TNF+behandelten
Zellen (A, Spur 4). Nach der Behandlung der HeL#ereflr insgesamt 7 (1 + 6) Stunden
mit LMB (A, Spur 5) ist keine NB-DNA-Bindungsaktivitat nachweisbar. Eine an die
LMB-Behandlung anschlieRende TMFStimulation (15 ng/ml) fur 20 Minuten bewirkt
die Translokation von NkB aus dem Zytoplasma in den Zellkern und die derfiNA-
Bindung (A, Spur 6). Wie bereits unter 4.6 gezeigft,nach 6-stindiger STEC-Infektion
keine NFkB-DNA-Bindungsaktivitat feststellbar (A, Spur 7)id3e ist auch nach TNé&-
Stimulation (15 ng/ml fur 2P nicht mehr induzierbar (A, Spur 8). Ebenso ishkeNF-
kB-DNA-Bindungsaktivitdt nach einer einstindigen iRkébation und fortgefuhrter
Weiterbehandlung der Zellen mit LMB nach 6-stiindigéektion mit STEC 413/89-1 WT
(A, Spur 9) sowie abschlieBender Stimulation mitFN (15 ng/ml) fir 20 Minuten (A,
Spur 10) nachweisbar.

STEC 413/89-1 WT

—6hpi
LMBinh - - 1 1 1+61+6 - - 1+6 1+6
TNF-afur200 - + - + - + - + - 4
A (EMSA)
RelA-p50 . . e
p50-p50
RelA/PB5 (NUKIUS) | —— e —— - e e B (western Blot)
RelA/pB5 (Zytoplasma) | wwm s == == == == == e —— —— C (Western Blot)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 4-8:

Untersuchung des CRM1/Exportinl-Weges wahrendrfekiion mit STEC 413/89-1 WT.

HelLa-Zellen wurden fir 1 Stunde mit dem CRMZ1/Exportinl-InhdbitLeptomycin B (LMB, 40 pM)
vorinkubiert, um den CRM1/Exportin1-Weg zu inhilgar und anschlieBend fir 6 Stunden mit dem STEC
413/89-1 Wildtypstamm, unter fortlaufender LMB-Bel&ung, infiziert. In einem weiteren Ansatz wurden
die Zellen nach der Infektionszeit fir 20 Minuterit iNF-a (15 ng/ml) stimuliert. Parallel dazu wurden
Zellen ohne LMB-Behandlung mit dem gleichen Keim @iStunden infiziert bzw. anschlieBend mit dem
NF-kB-Aktivator TNF-a (15 ng/ml) fir 20 Minuten stimuliert. Alle weitateAnsatze dienen der Kontrolle
des Experimentes. Zur Kontrolle der MB-Aktivierung wurden unbehandelte, nicht infizier#ellen
(Negativkontrolle) und TNF-stimulierte (15 ng/ml fir 29 Zellen (Positivkontrolle) generiert. Zur
Kontrolle des LMB-Einflusses auf die Zellen wurddiese zum einen nur fur eine Stunde und zum anderen
fur eine Stunde und zuséatzlich 6 Stunden (entsprethier Infektionsdauer) mit LMB (40 puM) inkubiert.
Parallel dazu wurden zwei weitere Ansatze demeatsignd behandelt und anschliel3end fiir 20 Minutén mi
TNF-a (15 ng/ml) stimuliert (Spur 4 und 6).

Nach Extraktion der nuklearen und zytoplasmatischeroteine aus diesen Zellen wurde die
Gesamtproteinmenge je Probe ermittelt.
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A: EMSA mit 1,6 pg Poly[d(I-C)], 6 ng unmarkiertes ME6-Oligonukleotid, 20500 cpraB-Sonde und je
3,8 ug Kernproteinen aus HelLa-Zellen.

Die RelA-p50- und p50-p50-Komplexe sind gekennzeéth

Expositionsdauer: 3 Tage.

B und C: Die zu den angegebenen Zeitpunkten aus Hela-Zéiergestellten zytoplasmatischen und
nuklearen Proteinextrakte wurden in 10%-igen SDERoylamid-Minigelen elektrophoretisch getrennif a
eine PVDF-Membran geblottet und mit einer 1:500dé@nung des spezifischen Primarantikorgais-«xB
p65 (F-6) (Santa Cruz Biotechnology) getestet. Die Detektii@n immunreaktiven Bande erfolgte nach
Entwicklung der Western Blots mit dem MeerrettiokréXidase-gekoppelten Nachweisantikérper sc-2005
(1:1000 verdiinnt) von Santa Cruz BiotechnologyHilite des"ECL™ Western blotting detection reagents
Kits (GE Healthcare Europe GmbH). Fir den Nachvmiden Kernproteinen wurden 8 pg Proteinextrakt
eingesetzt, fur den Nachweis in den zytoplasmagisdtroteinen wurden 4 pg benétigt.

Da mit der Methodik des EMSA nur DNA-bindungsfatidé~«B nachweisbar ist, wurde
zusatzlich ein Western Blot mit denselben Kerndténa durchgefiihrt, um die
Gesamtmenge des im Kern vorhandenen RelA/p65 assam. Es zeigte sich, dass mit
dem Blot gleich starke Banden unbehandelter, nidiierter (B, Spur 1), fur eine (B,
Spur 3) sowie fur insgesamt 7 Stunden (B, Spur B)LMB behandelte nicht infizierte
Zellen darstellbar sind. Die nicht infizierten, aféNF-a-stimulierten Anséatze (B, Spur 2,
4 und 6) zeigen im Western Blot annahernd gleierkst kraftige spezifische Banden. Es
ist kein Unterschied in der Starke der Banden STHiierter (B, Spur 7) und STEC-
infizierter, TNFa-stimulierter (B, Spur 8) HelLa-Zellen zu sehen. faliénd ist jedoch,
dass diese Banden schwécher sind als die unbekemaetht infizierter Zellen (B, Spur
1). Der detektierbare RelA/p65-Level fallt nach LME&handlung und Infektion der
Zellen mit STEC WT sowohl ohne (B, Spur 9) als auch TNF-o-Stimulation post
infectionem (B, Spur 10) unter das BasalniveauZadien (B, Spur 1).

Die Analyse des zytoplasmatischen RelA/p65-Pools Western Blot ergab keine
wesentlichen Unterschiede zwischen den einzelnesdten: RelA/p65 ist in allen
Ansatzen nachweisbar (C, Spur 1 bis 10). Auffallestchur, dass die Zellen, welche nicht
mit LMB behandelt wurden (C, Spur 1 und 2), stéekBanden aufweisen als die mit LMB
behandelten Zellen (C, Spur 3 bis 10).

4.9  Untersuchung der IkB-a-Degradation in STEC-infizierten HeLa-Zellen

4.9.1 Darstellung der IkB-a-Degradation in STEC-infizierten HeLa-Zellen

Nach den Untersuchungen der NB-DNA-Bindungsaktivitat, degB-Motives selbst und
des CRM1/Exportin1-Weges wurde das Augenmerk ndrdem NFkB-Inhibitor IkB-a
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gerichtet. Dieser muss, damit MB- seine DNA-Bindungsfahigkeit erhalt, durch dems |
Kinase Komplex phosphoryliert, sodann durch die qutiin-Ligase SCE™" polyubi-
quitiniert und schlussendlich durch das 26S Promaslegradiert werden. So wurde
zunachst der kB-a-Level in STEC 413/89-1 Wildtyp und STEC 413/894kspB
infizierten HelLa-Zellen angeschaut.

Dazu wurden Hela-Zellen fir eine bis sechs Sturmen einen mit dem Wildtypstamm
und zum anderen mit déin framé'-DeletionsmutantelespBinfiziert. Danach erfolgte die
Extraktion der zytoplasmatischen und nuklearendfmetmit anschlieBender Bestimmung
der Gesamtproteinmenge je Ansatz und Extrakt. Rardbhzu wurden die Proteine
unbehandelter, nicht infizierter HeLa-Zellen sowiF-a-stimulierter (15 ng/ml fur 2D
HelLa-Zellen auf die gleiche Art und Weise gewonnBie Kernproteine wurden im
EMSA auf ihre NFkB-DNA-Bindungsfahigkeit hin untersucht, wobei prooPe 3.8 pg
Kernproteinextrakt, 1.6 pg Poly[d(I-C)], 6 ng unikiartes NF-IL6-Oligonukleotid und
20500 cpmkB-Sonde zum Einsatz kamen. Die Analyse der zytopdischen Extrakte
erfolgte im Western Blot. Dazu wurden die zytoplasisthen Proteine in 12%-igen SDS-
Polyacrylamid-Minigelen elektrophoretisch aufgetren auf eine PVDF-Membran
geblottet und mit einer 1:1000 Verdiinnung des $igebien PrimarantikdrpersikB-a (C-
21)' (Santa Cruz Biotechnology) getestet. Die Detektd®r immunreaktiven Bande
erfolgte nach Entwicklung der Western Blots mit del@errettich-Peroxidase-gekoppelten
Ziege-anti-Kaninchen-Nachweisantikdrper sc-20043qQ0 verdinnt) von Santa Cruz
Biotechnology mit Hilfe des’ECL™ Western blotting detection reagérists (GE
Healthcare Europe GmbH). Fir den Nachweis wdBrd wurden 4 g des zu testenden
zytoplasmatischen Extraktes eingesetzt.

Wie bereits unter 4.1 beschrieben, kann im anféhgh Verlauf der Infektion mit dem
STEC-Wildtypstamm eine NKB-DNA-Bindungsaktivitat detektiert werden (A, Sp8r
bis 5). Nach 4 bis 6 Stunden (A, Spur 6 und 7)Knéasdauer kann diese nicht mehr
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu ist diekBNBNA-Bindungsfahigkeit
wahrend der gesamten Infektionszeit mit der DahstioutantedespBgleich hoch (A, Spur
10 bis 14; vgl. auch 4.2). Die unbehandelten, niofizierten Zellen (A, Spur 2 und 9)
zeigen eine sehr schwache KB-DNA-Bindungsaktivitat, die das NkB-Basalniveau
anzeigt. Die NFB-Positivkontrolle, TNFa-stimulierte HelLa-Zellen, zeigt eine sehr

starke schwarze RelA-p50-Bande und somit eine stdfk«B-DNA-Bindungsaktivitat.
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STEC 413/89-1 WT STEC 413/89-1 AespB
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Abb. 4-9.1:

Darstellung der WB-a-Degradation in HelLa-Zellen wéhrend der Infektion mit STEC 413/89-1
Wildtypstamm oder STEC 413/894espBim Vergleich zur NF«B-DNA-Bindungsaktivitat.

HelLa-Zellen wurden fur ein bis 6 Stunden mit demEST Wildtypstamm oder det'in frame'™-
DeletionsmutantelespBinfiziert. AnschlieBend erfolgte die Extraktionrds/toplasmatischen und nuklearen
Proteine aus diesen Zellen. Als Negativkontrollentin die Extrakte unbehandelter, nicht infiziertds
Positivkontrolle die Extrakte TNB-stimulierter (15 ng/ml fir 2DHeLa-Zellen.

A: EMSA mit 1,6 ug Poly[d(I-C)], 6 ng unmarkiertes ME6-Oligonukleotid, 20500 cpmaB-Sonde und je
3,8 ug Kernproteinen aus HelLa-Zellen.

Die RelA-p50- und p50-p50-Komplexe sind gekennzeéth

Expositionsdauer: 3 Tage.

B: Die zu den angegebenen Zeitpunkten aus Hela-Zbakegestellten zytoplasmatischen Proteinextrakte
wurden in 12%-igen SDS-Polyacrylamid-Minigelen étekhoretisch getrennt, auf eine PVDF-Membran
geblottet und mit einer 1:1000 Verdiinnung des sisehien Primarantikbrper$kB-a (C-21) (Santa Cruz
Biotechnology) getestet. Die Detektion der immukti¥®@n Bande erfolgte nach Entwicklung der Western
Blots mit dem Meerrettich-Peroxidase-gekoppelterciNaeisantikbrper sc-2004 (1:3000 verdunnt) von
Santa Cruz Biotechnology mit Hilfe d8SCL™ Western blotting detection reagerists (GE Healthcare
Europe GmbH). Fir den Nachweis vaeBta wurden 4 pg des zu testenden zytoplasmatischemkEss
eingesetzt.

Teil B der Abbildung 4-9.1 zeigt den Western Blet dytoplasmatischen Proteine, die auf
IkB-a untersucht wurden. Stimuliert man HelLa-Zellen idF-0, so wird der NF«B-
Signaltransduktionsweg ber den TNF-Rezeptor aktivivas zur Phosphorylierung und
anschlieBenden Degradation varBia fuhrt (B, Spur 1 und 8), so dass keine Bande
detektierbar ist. In unbehandelten, nicht infigarZellen liegt kB-a an NFKB gebunden
vor und lasst sich daher im Western Blot nachwe{@nrSpur 2 und 9). Im Verlauf der
Infektion mit dem STEC Wildtypstamm (B, Spur 3 Bisnimmt der Anteil vonKB-a in
den Zellen sukzessive ab — die Banden werden ingtewéacher. Im Gegensatz dazu
bleibt der kB-a-Pool in AdespBinfizierten Hela-Zellen wahrend der gesamten

Infektionsdauer von bis zu 6 Stunden (B, Spur 10 1) auf dem gleichen Level wie

unbehandelte, nicht infizierte Zellen (B, Spur 9).
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4.9.2 Darstellung der IkB-a-Degradation in STEC-infizierten und anschliel3end

TNF-a-stimulierten HeLa-Zellen

Die Ergebnisse unter 4.9.1 zeigten eindeutig, d@seinen Unterschied in dexB-a-
Degradation zwischen Wildtyp- undespBinfizierten HelLa-Zellen gibt. Da das STEC-
Bakterium fur HelLa-Zellen einen eher schlechten KBFAktivator darstellt, wurde der
Versuchsansatz folgendermalRen erweitert: HeLa4Zellarden zunachst, wie eingangs
beschrieben, mit den beiden in dieser Arbeit vedeten STEC-Stammen infiziert und
nach den einzelnen Zeitpunkten (1, 2, 3, 4 undhdn) jeweils fur 20 Minuten mit
TNF-a (15 ng/ml) stimuliert. Auch aus diesen Zellen warrddie zytoplasmatischen und
nuklearen Proteine extrahiert und ihre Gesamtprotenge bestimmt. Die nuklearen
Proteine wurden im EMSA, die zytoplasmatischen éinet im Western Blot gestestet —
ebenfalls wie eingangs beschrieben. Die Extrakieehandelter, nicht infizierter HelLa-
Zellen fungierten als Negativkontrolle, die ExteakTNF-a-stimulierter Hela-Zellen
dienten als Positivkontrolle.

Die Abbildung 4-9.2 stellt die Ergebnisse diesersdéehe dar. Die mit TNE-stimulierten
HelLa-Zellen weisen im EMSA eine hohe KB-DNA-Bindungsaktivitat auf (A, Spur 1
und 8) wohingegen die unbehandelten, nicht infieieiZellen das sehr schwache KB-
Basalniveau aufweisen (A, Spur 2 und 9). Die naeh bhfektion mit dem STEC
Wildtypstamm mit TNFe behandelten Zellen zeigen nach einer Stunde iofeddauer
eine starke NB-DNA-Bindungsaktivitéat (A, Spur 3). Im Verlauf deéchsten 5 Stunden
nimmt diese, trotz TNE+-Behandlung sukzessive ab (A, Spur 4 bis 7). ImeBsgtz dazu
bewegen sich die nachgewiesenen B-DNA-Bindungsbanden der auf die gleiche Art
und Weise behandelten, aber mit diesB-Mutante infizierten HelLa-Zellen auf einem
gleich bleibenden hohen Level (A, Spur 10 bis 1dds dem der nur mit TN&-
stimulierten Zellen (A, Spur 8) entspricht.
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Abb. 4-9.2:

Immunoblot-Analysen des zeitlichen Verlaufes deB-bi-Degradation inHela-Zellen wéhrend der
Infektion mit STEC 413/89-1 WT oder STEC 413/8%dspBmit anschlieBender TNE&-Stimulation im
Vergleich zur NFkB-DNA-Bindungsaktivitat.

HelLa-Zellen wurden fur ein bis 6 Stunden mit demEST413/89-1 Wildtypstamm oder dén frame'-
DeletionsmutantedespBinfiziert und am Ende jedes Infektionszeitpunkte# 15 ng/ml TNFe fur 20
Minuten stimuliert. AnschlieBend erfolgte die Extian der zytoplasmatischen und nuklearen Protaime
diesen Zellen. Als Negativkontrolle dienten dierfgkte unbehandelter, nicht infizierter, als Pokiivtrolle
die Extrakte TNFa-stimulierter (15 ng/ml fur 2DHelLa-Zellen.

A: EMSA mit 1,6 pg Poly[d(I-C)], 6 ng unmarkiertes ME6-Oligonukleotid, 20500 cpraB-Sonde und je
3,8 ug Kernproteinen aus HeLa-Zellen.

Die RelA-p50- und p50-p50-Komplexe sind gekennzeéth

Expositionsdauer: 3 Tage.

B: Die zu den angegebenen Zeitpunkten aus Hela-Zb&kegestellten zytoplasmatischen Proteinextrakte
wurden in 12%-igen SDS-Polyacrylamid-Minigelen étekhoretisch getrennt, auf eine PVDF-Membran
geblottet und mit einer 1:1000 Verdinnung des $isebien Primarantikdrper§kB-a (C-21) (Santa Cruz
Biotechnology) getestet. Die Detektion der immuktiv@n Bande erfolgte nach Entwicklung der Western
Blots mit dem Meerrettich-Peroxidase-gekoppelterchvaisantikdrper sc-2004 (1:3000 verdunnt) von
Santa Cruz Biotechnology mit Hilfe d8BCL™ Western blotting detection reagériSts (GE Healthcare
Europe GmbH). Fur den Nachweis vaBta wurden 4 pg des zu testenden zytoplasmatischemakEss
eingesetzt.

Wie bereits in Abbildung 4-9.1 B gezeigt, bewirkte dAktivierung des NFRB-
Signaltransduktionsweges mit TNFdie kB-a-Degradation, so dass im Western Blot
dieser zytoplasmatischen Proteinextrakte keiB-d detektierbar ist (B, Spur 1 und 8),
wohingegen es in unbehandelten, nicht stimuliefiglien nachzuweisen ist (B, Spur 2 und
9). Wahrend des Verlaufes der Infektion mit dem dtyipstamm und anschlief3ender
Stimulation mit TNFe (B, Spur 3 bis 7), ist nach dem ein-Stunden-Were schwache
IkB-a-Bande sichtbar (B, Spur 3), die im Lauf der Infeksdauer bis 4 Stunden (B, Spur
4 bis 6) zu- und nach 6 Stunden (B, Spur 7) wiedgimmt. Das gleiche Ergebnis zeigt
sich auch fur die Zellen, die erst mit déespBDeletionsmutante infiziert und nach den

verschiedenen Zeitpunkten mit TNFbehandelt wurden (B, Spur 10 bis 14).
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4.9.3 Darstellung von IKB-a und phospho-kB-a-Ser32/36 in STEC-infizierten und

anschlieBend TNFe-stimulierten HeLa-Zellen

Ausgehend von diesen Ergebnissen stellte sich dagek ob die unterschiedliche
Auspragung der kB-a-Degradation in STEC-infizierten Hela-Zellen durakine
verminderte Phosphorylierung, Ubiquitinierung ogesteasomale Degradation vaeBra
geschieht.

Daher wurde mit den Extrakten aus den mit STEC #fildnfizierten HelLa-Zellen aus
4.9.2 wie dort beschrieben ein Western Blot geneftiei dem aber die zytoplasmatischen
Proteine neben dem spezifischen PrimarantikorpgemyekB-a gleichzeitig mit einem
weiteren spezifischen Priméarantikdrper gegen dielem beiden Serin-Resten 32 und 36
phosphorylierte Form vorkB-a getestet wurden (Abb. 4-9.3 B). Zur besseren Uitfers
wurde parallel dazu aus den korrespondierendenpfeteinen ein EMSA, ebenfalls wie
unter 4.9.2 beschrieben, angefertigt (Abb. 4-9.3 A)

Das Ergebnis des EMSA (Abb. 4-9.3 A) entspricht dé®s unter 4.9.2 Abb. 4-9.2 A
beschriebenen EMSA.

STEC 413/89-1 WT
TNF-a.  + + + o+ +
hpi 1 2 3 4 6

TNF-o. NI
A (EMSA)
RelA-p50 - '
p50-p50 | M e
- -
B (western Blot) |_— p-lxB-0-Ser32/36
T e S Ases T
- 1kB-ot
1 2 3 4 5 6 7
Abb. 4-9.3:

Darstellung von #B-a und phosphouB-a-Ser32/36 inHelLa-Zellen wahrend der Infektion mit STEC
413/89-1 WT mit anschlieBender TNFStimulation im Vergleich zur NkB-DNA-Bindungsaktivitat.
Hela-Zellen wurden fiir ein bis 6 Stunden mit denEST413/89-1 Wildtypstamm infiziert und am Ende
jedes Infektionszeitpunktes mit 15 ng/ml THFfir 20 Minuten stimuliert. AnschlieBend erfolgtée d
Extraktion der zytoplasmatischen und nuklearenddmetaus diesen Zellen. Als Negativkontrolle diardee
Extrakte unbehandelter, nicht infizierter, als Bakontrolle die Extrakte TNF-stimulierter (15 ng/ml fur
20) HelLa-Zellen.

A: EMSA mit 1,6 ug Poly[d(I-C)], 6 ng unmarkiertes ME6-Oligonukleotid, 20500 cpmB-Sonde und je
3,8 ug Kernproteinen aus HelLa-Zellen.

Die RelA-p50- und p50-p50-Komplexe sind gekennzeéth

Expositionsdauer: 3 Tage.
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B: Die zu den angegebenen Zeitpunkten aus Hela-Zbkegestellten zytoplasmatischen Proteinextrakte
wurden in 12%-igen SDS-Polyacrylamid-Minigelen étekhoretisch getrennt, auf eine PVDF-Membran
geblottet und mit einer 1:1000 Verdiinnung des $isebien Primarantikdrper§kB-a (C-21) (Santa Cruz
Biotechnology) zusammen mit einer 1:1000 Verdunndeg spezifischen Priméarantikdrpéphospho-+B-
a-Ser32/36 (5A5) (Cell Signaling) getestet. Die Detektion der immeaktiven Banden erfolgte nach
Entwicklung der Western Blots mit dem MeerrettiokréXidase-gekoppelten Nachweisantikdrper sc-2004
(2:3000 verdinnt) und sc-2005 (1:1000 verdiinnt) @a@mta Cruz Biotechnology mit Hilfe déECL™
Western blotting detection reagehksts (GE Healthcare Europe GmbH). Fir den Nachweis [kB-a und
p-IkB-a-Ser32/36 wurden 4 pg des zu testenden zytoplaschati Extraktes eingesetzt.

Die unteren Banden des in Abb. 4.9-3 B gezeigtest#e Blots sind spezifischeB-a-
Banden, wohingegen die oberen Banden dieses Bietardden beiden Serin-Resten 32
und 36 phosphorylierte Form vorB-a darstellen (vgl. auch Beschriftung in Abb. 4-9.3
B).

Fir die zytoplasmatischen Level vatBla gilt hier dasselbe wie unter 2.9.2 beschrieben.
In unbehandelten, nicht infizierten HelLa-Zellen @ur 7) ist eine stark&B-a-Bande
detektierbar, wohingegen in TNdestimulierten Zellen (B, Spur 6) nur eine sehr sabhe
IkB-a-Bande darstellbar ist. Im Verlauf der STEC-Infekti mit anschlieRender
Stimulation der infizierten Zellen mit TN&-(15 ng/ml fir 20 (B, Spur 1 bis 5) sind nach
einer Stunde (B, Spur 1) ebenfalls geringe Meng&3d nachweisbar, die im Verlauf der
Infektion zunehmen (B, Spur 2 bis 4) und nach & absinken (B, Spur 5).

Dem entgegen finden sich in den infizierten sowightinfizierten, TNFe-stimulierten
Zellen nahezu gleich hohe Level des phosphoryhei8-a (B, Spur 1 bis 6). Lediglich
in den unbehandelten, nicht infizierten Zellenkisin phosphoryliertesxB-a detektierbar
(B, Spur 7).

4.9.4 Darstellung von kB-a und phospho-kB-a-Ser32/36 in STEC 413/89-1
Wildtyp und STEC 413/89-14espB infizierten HeLa-Zellen mit anschlieBender
TNF-a-Stimulation nach vorheriger Behandlung mit dem Praeasom-Inhibitor
MG132

Die unter 4.9.3 beschriebenen Ergebnisse lieRenvdienutung zu, dass wahrend der
Infektion mit dem STEC 413/89-1 Wildtyp die Phospfierung des NFB Inhibitors
IkB-a in irgendeiner Weise beeinflusst wird.

An den beiden Serin-Resten 32 und 36 phosphomtiekB-a wird schnell ubiquitiniert
und stellt sodann ein potentielles Substrat fiir268 Proteasom dar. Die Degradation des

phosphorylierten und polyubiquitinierterkB-a durch das 26S Proteasom geschieht
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ebenfalls sehr schnell. Um nun eindeutig die Leal IKB-a und vor allem von phospho-
IkB-a-Ser32/36 in STEC infizierten Zellen nachweiserkéanen, wurde der Proteasom-
Inhibitor MG132, welcher, durch Hemmung der ProteasAktivitat, phosphoryliertes
IkB-a stabilisiert und seine Proteasom-vermittelte Deatian blockiert, benutzt [103,
104].
Dazu wurden Hela-Zellen zuné&chst fir 30 Minuten aeitn Proteasom-Inhibitor MG132
(10 pM) vorbehandelt. Danach erfolgten, ebenfallgen MG132-Behandlung, die
Infektionen zum einen mit dem STEC 312/89-1 Wildiypd zum anderen mit démn
framé'-DeletionsmutantelespBfir 1 bis 6 Stunden. AbschlieRend wurden die fiefiach
den einzelnen Zeitpunkten der Kinetik (1, 2, 3,tl 6 Stunden) jeweils fir 20 Minuten
mit TNF-a (15 ng/ml) stimuliert. Aus diesen Zellen wurdere diytoplasmatischen
Proteine extrahiert und die Gesamtproteinmengergbeé®bestimmt. Die Analyse dieser
Extrakte fand mit der Methodik des Western BlottsZur Kontrolle wurden ebenfalls
die zytoplasmatischen Proteine unbehandelter, nidtgierter (NI), TNFa stimulierter
(15 ng/ml fir 20 sowie nur mit MG132 behandelten, nicht infiziertl0 pM) und
MG132 behandelten (10 pM) TN-stimulierten (15 ng/ml fur 2P Hela-Zellen
mitgetestet.
Die zytoplasmatischen Proteinextrakte wurden in @8t SDS-Polyacrylamid-Minigelen
elektrophoretisch getrennt, auf eine PVDF-Membrablaftet und mit einer 1:1000
Verdinnung des spezifischen PriméarantikdrpetxB-a (C-21) (Santa Cruz
Biotechnology) oder einer 1:1000 Verdinnung deszifipehen Primarantikbrpers
"phospho+B-a-Ser32/36 (5A5) (Cell Signaling) getestet. Die Detektion der
immunreaktiven Bande erfolgte nach Entwicklung\dkastern Blots mit dem Meerrettich-
Peroxidase-gekoppelten  Ziege-anti-Kaninchen-Nactamtikdrper sc-2004  (1:3000
verdiinnt) oder Ziege-anti-Maus-NachweisantikormeP®05 (1:1000 verdiinnt) von Santa
Cruz Biotechnology mit Hilfe de¥ECL™ Western blotting detection reageriSts (GE
Healthcare Europe GmbH). Fir den Nachweis wd@rd sowie seiner phosphorylierten
Form wurden 4 pg des zu testenden zytoplasmatidekieaktes eingesetzt.
Abbildung 4-9.4 zeigt die entwickelten Western Bloin Teil A der Abbildung ist das
detektierte #B-a dargestellt. In Teil B zeigt sich oberhalb derzfigchen Banden des
phospho+B-a-Ser32/36 auch polyubiquitiniertes phosphoryliertieB-a als schwarzer
Schmier (siehe auch die Beschriftungen in Abb.4/9.
In unbehandelten, nicht infizierten (A, Spur 1 W) sowie in MG132 behandelten, nicht
infizierten (A, Spur 3 und 12) HelLa-Zellen ist éioher kB-a Level nachweisbar, was an
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den starken schwarzen Banden zu erkennen ist. tkachlleinigen Behandlung mit TNF-
o ist kein kB-a mehr detektierbar (A, Spur 2 und 11). Werden dédlenr jedoch der
Wirkung von MG132 und TNFEr ausgesetzt (A, Spur 4 und 13), so ist eine gefihgrege
IkB-a im Zytoplasma der Zellen nachzuweisen. Zellen, déen Einfluss von MG132
ausgesetzt sind, mit dem STEC 413/89-1 Wildtypstamfimiert und abschlieend noch
mit TNF-a stimuliert werden (A, Spur 5 bis 9), weisen im Mef der Infektion eine
Zunahme deskB-a Levels auf. Im Gegensatz dazu bleibt deB-b Level in den ebenso
behandelten, aber mit der STEC 413/88espBMutante infizierten Zellen (A, Spur 14
bis 18) auf einem gleich bleibenden mittleren Nivéaittelstarke Banden).

STEC 413/89-1 WT STEC 413/89-1 AespB
-+ o+ + o+ 4+ o+ o+ MG132 -+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
+ - o+ + o+ o+ o+ o+ TNF-o + -+ + o+ o+ o+ 4
Nl OO O1 2 3 46 h pi Nl OO O 1 23 486
A
anti- - -— i el - . - - 1kB-0 - I )
lkB-a

. )‘ Mo polyubiquitiniertes b b* H

. p-lkB-0-Ser32/36
anti-

p-IxB-0-Ser32/36 SRS ememta 4] ] S o

- &N =8 o= [ p-lkB-0-Ser32/36 —] e e k. K d
123 4567 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Abb. 4-9.4:

Darstellung von #B-a und phosphoKB-a-Ser32/36 inHelLa-Zellen wéhrend der Infektion mit STEC
413/89-1 WT undiespB mit anschlieBender TNFStimulation nach Behandlung mit MG132.

Hela-Zellen wurden fir 30 Minuten mit dem Proteadatnibitor MG132 behandelt und anschlief3end fir
ein bis 6 Stunden mit dem STEC 413/89-1 Wildtypstaader det'in framé'-DeletionsmutantelespBunter
fortlaufender MG132-Behandlung infiziert. Am Endedes Infektionszeitpunktes erfolgte die Stimulation
mit 15 ng/ml TNFe fur 20 Minuten. Nach Extraktion der zytoplasmédiise Proteine aus diesen Zellen
wurde die Gesamtproteinmenge je Probe ermittelt. Kantrolle wurden die Extrakte unbehandelter, hich
infizierter (NI, Spur 1 und 10), TNE- stimulierter (15 ng/ml fur 2P (Spur 2 und 11), nur MG132
behandelter (10 pM) (Spur 3 und 12) und MG312 beéker (10 pM) TNFa stimulierter (15 ng/ml fir 2P
(Spur 4 und 13) HeLa-Zellen mitgetestet.

Die zu den angegebenen Zeitpunkten aus HelLa-Zdiengestellten zytoplasmatischen Proteinextrakte
wurden in 12%-igen SDS-Polyacrylamid-Minigelen étekhoretisch getrennt, auf eine PVDF-Membran
geblottet und mit einer 1:1000 Verdiinnung des $isehien Primarantikbrper$kB-o (C-21) (Santa Cruz
Biotechnology) oder einer 1:1000 Verdinnung degifipehen Primérantikdrpefphospho-kB-a-Ser32/36
(5A5)" (Cell Signaling) getestet. Die Detektion der immeaktiven Bande erfolgte nach Entwicklung der
Western Blots mit dem Meerrettich-Peroxidase-gekttpp Nachweisantikdrper sc-2004 (1:3000 verdinnt)
oder sc-2005 (1:1000 verdunnt) von Santa Cruz Biotelogy mit Hilfe des'ECL™ Western blotting
detection reageritits (GE Healthcare Europe GmbH). Fir den Nachweis IkB-a und p-kB-a wurden

4 ug des zu testenden zytoplasmatischen Extrakigesetzt.

Sowohl in unbehandelten, nicht infizierten (B, Spurund 10) als auch in TN&-
stimulierten, nicht infizierten (B, Spur 2 und Hg¢La-Zellen ist kein an den beiden Serin-

Resten 32 und 36 phosphoryliertasBia detektierbar. In nicht infizierten, MG132
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behandelten Zellen (B, Spur 3 und 12) sind gerifdengen p-kB-a-Ser32/36
nachweisbar (schwache Bande). Werden HelLa-ZelleM@il32 behandelt und mit TNF-
a stimuliert (B, Spur 4 und 13), kénnen recht statkeel des phosphorylierten NéB-
Inhibitors kB-a im Western Blot dargestellt werden. Im Verlauf diefektion mit dem
STEC 413/89-1 Wildtypstamm in MG132 vorbehandelttsia-Zellen, die anschlieRend
noch mit TNFe stimuliert wurden, steigt die nachzuweisende Mepbesphorylierten
IkB-a bis 3 Stunden Infektionszeit an (B, Spur 5 bisi) fallt nach 4 bis 6 Stunden (B,
Spur 8 und 9) auf ein sehr schwaches Niveau abGégensatz dazu verstarkt sich das
detektierbare pkiB-a-Ser32/36 Signal in ebenso behandelten, jedoch dmit STEC
413/89-14espBMutante infizierten Zellen bis zum Infektionszeitkt von 6 Stunden.

Die Starke der polyubiquitinierten phosphdta-Ser32/36 Banden (B, schwarzer
Schmier oberhalb der spezifischen phospti®-¢-Ser32/36 Banden) verlauft parallel zum
Anstieg und Abfall (B, Spur 4 bis 9) bzw. nur zumnmsheg (B, Spur 13 bis 18) zu der
Starke der spezifischen phospk®4a-Ser32/36 Banden.

4.10 Nachweis des Transkriptionsfaktors PPARB nach STEC-Infektion in P388D-
Makrophagen

Durch eine Verdffentlichung von Denise Kelly [108jurde der Liganden-induzierte
Transkriptionsfaktor "Peroxisome proliferator-aeted receptor3”" (PPAR{}) in die
Untersuchungen mit einbezogen. Die Gruppe um Ddfedly fand heraus, dass unter der
Infektion von Epithelzellen mit dem apathogenen tBekm Bacteroides thetaiotaomicron
PPARy und RelA (p65) miteinander Komplexe bilden. Desitéfen induziert dieser
Keim den nuklearen Export von transkriptionell a&th RelA (p65) und PPAR-

Daher lag die Vermutung nahe, dass dieserBfiithetaiotaomicronbeschriebene anti-
inflammatorische Mechanismus ebenfalls fiir STECeffen kdnnte.

Dazu wurden P388PMakrophagen mit STEC 413/89-1 Wildtyp, STEC 483184espB
und dem apathogenéh coli K-12 MG1655 infiziert. Nach 30 Minuten bis zu 4uStlen
wurden die Zellen geerntet, die zytoplasmatischwemes die nuklearen Proteine extrahiert
und die Gesamtproteinmenge je Probe ermittelt. Oiysteinextrakte wurden in 10%-igen
SDS-Polyacrylamid-Minigelen elektrophoretisch getie auf eine PVDF-Membran
geblottet und mit einer 1:1000 Verdinnung des diseben PriméarantikorperPPAR
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(H-74)" (Santa Cruz Biotechnology) getestet. Die Detekti@n immunreaktiven Bande
erfolgte nach Entwicklung der Western Blots mit del@errettich-Peroxidase-gekoppelten
Ziege-anti-Kaninchen-Nachweisantikérper sc-20043@Q0 verdinnt) von Santa Cruz
Biotechnology mit Hilfe des’'ECL™ Western blotting detection reagéritits (GE
Healthcare Europe GmbH). Fir den Nachweis der Ketame wurden 4 pg
Proteinextrakt eingesetzt, fir den Nachweis in zZignplasmatischen Proteinen wurden 8
ug benétigt. Zur Kontrolle wurden zytoplasmatischad nukleare Proteinextrakte
unbehandelter, nicht infizierter P388Dlakrophagen mitgetestet. Als PPAR-
Positivkontrolle dienten 20 pg Jurkat-Kernextralgc-132), die von Santa Cruz
Biotechnology bezogen wurden.

Zu Beginn wurde vor allem versucht, PPARachzuweisen. Trotz des Einsatzes von zwei
verschiedenen PPARANtikérpern unterschiedlicher Firmen (Santa Cruat&hnology
und Cell Signaling), hohen Gesamtproteinmengenp@Probe) und gering verdiinnten
Antikdrpern (1:100 bis 1:200) gelang es nicht, PPARIt der Methodik des Western
Blots in P388D1-Makrophagen zu detektieren. Dasselbe Problemtestsith auch fir
RXR-a (Daten nicht gezeigt). Schliel3lich gelang der Nemb von PPAR3. Aber auch
hier verlief die Analyse der Proteinextrakte im \fées Blot nicht problemlos. Der Einsatz
von hohen Mengen Gesamtprotein resultierte in extreelen unspezifischen Banden und
vollig Uberstrahlten Blots, so dass keine PPRBpezifische Bande ausgemacht werden
konnte. Erst die radikale Reduzierung der Gesarngpnmenge brachte auswertbare Blots.
Der Einsatz des Jurkat-Kernextrakts, welches S@mta Biotechnology zu der Zeit zum
Nachweis und zur Darstellung von PPARA den Datenblattern verwandte, ermdglichte
es letztendlich, die spezifische PPSMBande in den zu testenden Proben eindeutig zu

identifizieren.

Aus den entwickelten Western Blots, die zum Nackwedn PPARB durchgefiihrt

wurden, geht hervor, dass in den Kernproteinen uagtbplasmatischen Proteinen
unbehandelter, nicht infizierter Makrophagen keRAR{3 detektierbar ist (Spur 2 und 8).
Die PPARB-Positivkontrolle diente zur Verifizierung der sfgieschen immunreaktiven

PPAR{$-Bande (Spur 1).
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Abb. 4-10:

Immunoblot-Analysen des zeitlichen Verlaufes deARMB-Aktivierung in P388D-Makrophagen, die mit
folgenden Stammen infiziert wurden: STEC 413/89-I,\8TEC 413/89-UespBundE.coli K-12 MG1655.

Die zu den angegebenen Zeitpunkten aus den Zelgestellten zytoplasmatischen und nuklearen
Proteinextrakte wurden in 10%-igen SDS-Polyacrythiviinigelen elektrophoretisch getrennt, auf eine
PVDF-Membran geblottet und mit einer 1:1000 Verdimm des spezifischen PrimarantikorpP®ARS
(H-74)" (Santa Cruz Biotechnology) getestet. Die Detektiter immunreaktiven Bande erfolgte nach
Entwicklung der Western Blots mit dem MeerrettiokréXidase-gekoppelten Nachweisantikérper sc-2004
(2:3000 verdiinnt) von Santa Cruz BiotechnologyHilite des"ECL™ Western blotting detection reageénts
Kits (GE Healthcare Europe GmbH). Fir den Nachwi@s Kernproteine wurden 4 pg Proteinextrakt
eingesetzt, fir den Nachweis in den zytoplasmatisétroteinen wurden 8 g benétigt.

Als PPARB-Positivkontrolle dienten 20 pg Jurkat-Kernextrgdd-2132), die von Santa Cruz Biotechnology
bezogen wurden.

Betrachtet man die Kernproteine der mit STEC 413/8&/T, STEC 413/89-1despB
sowie E. coli K-12 MG1655 infizierten Zellen, so ist ebenfalis der ersten Stunde der
Infektion kein PPARB nachweisbar (Spur 3 und 4). Im weiteren Verladérabrei
durchgefuhrten Infektionskinetiken (Spur 5 bissSt)RPARB in allen Ansétzen vorhanden
und steigt zum 4-Stunden-Infektionszeitpunkt dehtli an. Dabei zeigen die
immunreaktiven Banden der beiden eingesetzten SI@@ime ein wesentlich starkeres
Signal als die des apathogertencoli K-12 MG1655 (Spur 7 oben und mitte im Vergleich
zu unten). In den zytoplasmatischen Proteinextrakiad geringe Mengen PPARin
allen 30-Minuten-Infektionszeitpunkten (Spur 9) maeisbar. Der PPAR- Level steigt
sukzessive im weiteren Verlauf der drei verschiedelmfektionskinetiken an (Spur 10 bis
13). Auch in den zytoplasmatischen Proteinen eHieadie Analyse von PPAR-weitaus
héhere Mengen in den mit STEC infizierten Makropragn Vergleich zu den Zellen, die
mit dem apathogenda. coli K-12 MG1655 infiziert wurden (vor allem Spur 13esbund

mitte im Vergleich zu unten).
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4.11 Untersuchung der T-Zell-Proliferationsfahigket in vitro nach STEC-Infektion

im 2-Tages-Mausmodelin vivo

Aufgrund der Ergebnisse aus den Infektionen mit ST#.3/89-1 Wildtyp und STEC
413/89-1 despB in P3880Q-Makrophagen und ausdifferenzierten Knochenmarksorak
phagen sollte ein Maus-Infektionsmodell aufgebaertden, um die biologische Bedeutung
der NFxB-Suppression fir die Makrophagenfunktion im Sidee Signalweitergabe an T-
Zellen zu untersuchen.

Dazu wurden in den zwei unabhangig voneinandergdjgftihrten Experimenten in etwa 6
Wochen alte weibliche Balb/C-Mause mit STEC 41318%ildtyp und STEC 413/89-1
JespBin die Schwanzvene infiziert. Den nicht infiziert&ontrolimausen wurde steriles
Medium (DMEM) injiziert. Nach 24 und 48 Stunden dkfionszeit wurden pro Erreger
jeweils drei Mause sowie eine Kontrollmaus getdtatl die Milzen entnommen. Die
Milzzellen wurden isoliert, auf eine Dichte von 31L& Zellen/ml eingestellt und im 96-
well-Format zweimal im Triplett pro Maus ausge$éach 4-stiindiger Inkubation wird die
Halfte der, mit Milzzellen bestuckten, Wells mit @@anavalin A (1 pg/ml) versehen. Nach
24 Stunden erfolgte die WST-1 Zugabe. Nach weitetegi Stunden Inkubation im
Zellkulturbrutschrank erfolgte die Detektion im EHA-Reader bei 450/620 nm.

Bereits nach 24 Stunden Infektionsdauer fiel véenalbei den mit STEC 413/89-1 WT
infizierten Mausen, im Gegensatz zu den Kontrollegdly welche ein ungestortes
Allgemeinbefinden zeigten (Abb. 4-11.1 A), ein mitfradig gestortes Allgemeinbefinden
auf (Abb. 4-11.1 B). Sie liefen nicht mehr herundwuchten die Néhe der anderen Méause.
Ihr Fell war gestraubt und ihre Augen matt oderekniffen. Bewegten sie sich doch, so
war eine Parese der Hintergliedmalf3en sichtbaroBstk nur eine geringe Futteraufnahme
beobachtet werden. Im Gegensatz dazu war das Adigefinden der mit STEC 413/89-
1 despBinfizierten Mause ungestort (Abb. 4-11.1 C). Ségten ein normales Verhalten,
liefen umher und nahmen Futter auf. Lediglich eioht gestraubtes Fell war erkennbar.
Nach 48 Stunden Infektion verschlechterte sichAdlgemeinbefinden der STEC 413/89-1
WT infizierten Mause weiter. Beim Hochnehmen dezr&iam Schwanz zeigten sie keine
Abwehrbewegungen und lieRen den Kopf nach untegéréirNeben dem gestraubten Fell
fiel ein &uRerst ungepflegtes AuReres der TiereAnge (Abb. 4-11.1 B). Dagegen
erschien das Allgemeinbefinden und Verhalten deEGT413/89-14espB infizierten
Mause (Abb. 4-11.1 C) gleich dem der nicht infierKontrollmause (Abb. 4-11.1 A).
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STEC 413/89-1 AespB

Abb. 4-11.1:

Bilder der in den Infektionsversuchen eingesetifénse nach 48 Stunden Infektionsdauer.

6 Wochen alten weiblichen Balb/C-Mausen wurde zantkolle steriles Medium (DMEM) injiziert (A). Die
Infektion erfolgte mit STEC 413/89-1 WT (B) bzw. BT 413/89-14espB(C) in die Schwanzvene.

A: nicht infizierte Kontrollmaus

B: STEC 413/89-1 WT infizierte Maus

C: STEC 413/89-UespBinfizierte Maus

Bei der Entnahme der Milzen und in Augenscheinnali®e Bauchhohle fielen gleich
mehrere Dinge auf. Wahrend die mit ddespBMutante infizierten Mause schon im
Allgemeinbefinden den nicht infizierten Kontrollng&n glichen, so gab es nur einen
Unterschied im Bauchhohlensitus: die Milzen der 8A.3/89-14espBinfizierten Mause
waren nach 24 Stunden Infektionsdauer in etwa Jab-nach 48 Stunden Infektionsdauer
in etwa 2-mal groRer als die der nicht infizierkntrollmause (Abb. 4-11.2, vergleiche A
mit C). Im Gegensatz dazu waren bei den STEC 41B/89T infizierten Mause starke
Veranderungen feststellbar. Das Bauchfell und die, inneren Organe Uberziehenden,
serfsen Haute wirkten vor allem nach 48 Stundemktiinszeit trocken und das
intraperitoneale Fettgewebe nahm im Verlauf deektibn ab. Die Milzen waren nach 24
Stunden in etwa so grof3 wie die der nicht infigerKontrollmause, nach 48 Stunden nur
noch 0.75-mal so grof3 (Abb. 4-11.2, vergleiche AB)i
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Extirpierte Maus-Milzen:

A - nicht infizierte Kontrollmaus
B - STEC 413/89-1 Wildtyp

| C-STEC 413/89-1 respB

B (o]

1 : 075 : 15-2 GroRenverhéltnisse |

Abb. 4-11.2:

Nach 48 Stunden Infektionsdauer extirpierten MilmarGréRenvergleich.

6 Wochen alten weiblichen Balb/C-Mausen wurde zantkolle steriles Medium (DMEM) injiziert (A). Die
Infektion erfolgte mit STEC 413/89-1 WT (B) bzw. BT 413/89-14espB(C) in die Schwanzvene. Nach 24
und 48 Stunden Infektionsdauer wurden die Méausétefetind die Milzen entnommen.

A: nicht infizierte Kontrollmaus

B: STEC 413/89-1 WT infizierte Maus

C: STEC 413/89-UespBinfizierte Maus

Die graphische Darstellung der Ergebnisse der awwibhéangig voneinander durch-
gefiihrten Versuche wird in Abbildung 4-11.3 (I ufjdgezeigt.

Dabei wurden die ermittelten Werte der nicht irditén Kontrollmause jeweils als 100%
Proliferationsfahigkeit gesetzt, da anzunehmen wass die Funktion der Makrophagen
und T-Zellen dieser Tiere nicht beeintrachtigt \{@slob. 4-11.3 | und I, weiRe Saulen). So
zeigte sich in dem ersten Experiment (Abb. 4-11.®lhue Saulen), dass keine Pro-
liferationsfahigkeit der T-Zellen in STEC 413/89WT infizierten Mausen nach 24
Stunden (-11%) und 48 Stunden (1%) feststelldadns zweiten Experiment betrug die
Proliferationsfahigkeit nach 24 Stunden, im Verdfezu den nicht infizierten Kontrollen,
61%, nach 48 Stunden nahm sie sogar negative Awes(ra®%) an (Abb. 4-11.3 Il, blaue
Saulen). Im Gegensatz dazu konnte im ersten ExpatiifAbb. 4-11.3 |, griine Saulen),
nach der Infektion mit STEC 413/894kspB nach 24 Stunden eine Proliferationsfahigkeit
der T-Zellen von 127% ermittelt werden, die nachStB8nden Infektionsdauer auf 41%
abfiel. Im zweiten Experiment betrug die Prolifevasfahigkeit nach 24 Stunden
Infektionsdauer 41% und nach 48 Stunden 26% (AkHl.3 I, griine Saulen).
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Abb. 4-11.3:

Graphische Darstellung der T-Zell-Proliferationsggdeit in vitro nach Infektion von Balb/C-Mausém vivo.

6 Wochen alten weiblichen Balb/C-Mé&usen wurde zontkolle steriles Medium (DMEM) injiziert (A). Die
Infektion erfolgte mit STEC 413/89-1 WT (B) bzw. BT 413/89-14espB(C) in die Schwanzvene. Nach 24
und 48 Stunden Infektionsdauer wurden die Mausétefeund die Milzen entnommen. Die Milzzellen
wurden isoliert, im 96-well-Format ausgeséat und @uincanavalin A stimuliert. Die Detektion erfolg2é
Stunden nach Concanavalin A Gabe mit WST-1 im E-FS%der bei 450/620 nm.

Es werden die Ergebnisse von zwei unabhangig vander durchgefihrten Infektionsversuchen gezeigt:

I: graphische Darstellung der Ergebnisse des erstperifnents
II: graphische Darstellung der Ergebnisse des zwEitgeriments
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Die Kenntnis Uber den Infektionsmechanismus voingggnen Darmbakterien stellt eine
wesentliche Grundlage fur die Bekampfung der Inéeleén mit diesen Erregern dar. Im
Gegensatz zu apathogenéncoli, die als Kommensalen den Darm besiedeln, haben sie
Pathogenitatsinseln, die Pathogentitédsfaktorenekedij in ihr Genom inseriert. Dies ist als
besondere Uberlebensstrategie anzusehen. Erstchalliinnen sie spezifische Krank-
heiten im Organismus ausldsen.

Vor fast 20 Jahren begann die Wissenschaft mitEarschung von enteropathogenen
Escherichia coli Der anféngliche Fokus zielte dabei auf die Idairung des Genoms
und der darin enthaltenen Virulenzfaktoren, diesheauf speziellen Pathogenitatsinseln
lokalisiert sind, sowie Erreger-spezifischen Platni Parallel dazu wurden die
verschiedensten potentiellen Virulenzfaktoren im @regern deletiert. Diese Deletions-
mutanten wurden anschlieend in Infektionsassaydysiart. Dabei stellte man die
unterschiedlichsten, Erreger-spezifischen Adhatdazhanismen an den Wirtszellen fest
(vgl. z.B. EPEC/EHEC mit EIEC und EAEC). Die Analysler einzelnen Infektions-
mechanismen stellt ein weites Feld fur die Forsghdar, da es unzahlige Signaltrans-
duktionswege in den eukaryontischen Zellen gibtt ménen bakterielle Proteine
interferieren kénnen.

Dabei sind die Signaltransduktionswege, die zurividtung des Transkriptionsfaktors
NF-kB fihren nur einige von vielen. In der Vergangehtkennte bereits fir pathogene
Yersiniaspp. sowie apathoger@lmonellaspp. die Inhibierung der NEB-Aktivierung
nachgewiesen werden. Die Gruppe um Kurt Schessel 1898 heraus, dass dgopJ
Lokus des enteropathogenen Erreg€essinia pseudotuberculosisin Protein kodiert,
welches die Aktivierung von NEKB, durch Inhibierung der Phosphorylierung mit
anschlieender Degradation des Inhibite®B, lhemmt [106]. Die Gruppe um Kim Orth
verifizierte diese Inhibierung und stellte festsslavopJ direkt an die Superfamilie der
MAPK Kinasen binden kann und deren Phosphoryliersogie spatere Aktivierung
blockiert. Dies fuihrt im weiteren Verlauf des MB-Signaltransduktionsweges zu dessen
Inhibierung [107]. Drei Jahre spater konnte die gpei um Klaus Ruckdeschel
nachweisen, dass dd¥ersinia outer proteiti YopP (ein Homolog zu YopJ irY.
pseudotuberculosjsvon Yersinia enterocoliticaeffizient die Aktivitat der kB Kinase

IKK-B inhibiert und so die NkB-Aktivierung in J774A.1 Makrophagen supprimiert
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[108]. Auch fir das enteropathogene Bakteri@@monella typhimuriunkonnte eine
Blockade des NRB-Signaltransduktionsweges nachgewiesen werden.eiDity die
Inhibierung auf der Stufe der Ubiquitinierung, wedcnach Infektion nicht mehr stattfand.
Das hierflr verantwortliche bakterielle Proteineaich AvrA zu sein [109, 110].
Untersuchungen zur NEB-DNA-Bindungsaktivitat nach Infektion von T84-Daepithel-
zellen mit EPEC ergaben eine Erhéhung derselben emer Stunde Infektionsdauer, die
drei Stunden nach Infektionsbeginn jedoch abfiell]l Die Gruppe um Suzana D.
Savkovic interpretierte dies als Beendigung der WBFAktivierung und lenkte den
Schwerpunkt ihrer weiteren Untersuchungen auf deitpidnkt eine Stunde nach
Infektionsbeginn. Fir Genexpressionsanalysen détesm Infektionsverlaufes wurden
daher die adharenten Bakterien durch Gentamicietébef, um die Infektion auf diesem
Stand einzufrieren [111, 112]. Die ersten Ergelmnimg Untersuchung der NEB-DNA-
Bindungsaktivitdt in STEC-infizierten Epithelzellamterschieden sich stark von den
Untersuchungen, die Hecht und Savkovic veroffemttin. So konnte Hauf zeigen, dass die
NF-kB-Aktivierung in STEC-infizierten HeLa-Zellen nuransient ist und EspB bendtigt
wird, um eine Inhibierung der persistenten fB-Aktivierung hervorzurufen. AuRerdem
konnte demonstriert werden, dass die, durch STR@yzierte NF«B-Suppression auch
durch EPEC E2348/69 und EHEC EDL933 verursacht {£iod].

Neben Gelretardationsexperimenten (EMSA) wurdendiaeser Arbeit hauptséachlich
Western Blots und Luciferase-Assays durchgefiletieJdieser Methoden hat, je nach
Fragestellung, gegeniiber den anderen beiden eidsnbe Vor- und Nachteile. Der
EMSA erlaubt die Untersuchung der DNA-Bindungsféiity von im Kern vorliegenden
Proteinen. Wiirden solche Proteine im Kern vorliegaper nicht an die DNA binden
kénnen, so kann man sie mit Hilfe des EMSAs nichthweisen. Die Detektion von
Proteinen erfolgt mit dem Western Blot. Durch dieKtionierung der Zellproteine in
zytoplasmatische und nukleare Proteine, kann dami¢ gezielte Aussage Uber das
Vorliegen und die Verteilung der Proteine innerhaddls Zelle getroffen werden. Mit Hilfe
des Luciferase-Assays hingegen wird die Aktivitdstimmter Genmotive untersucht. Dies
geschieht streng genommen indirekt, da ‘@esnprodukt Luciferasedes gezielt in die
Zelle gebrachten Reporter-Gens gemessen wird. hiblieeise erfolgt diese Messung in

Ganzzellextrakten.
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5.1 Die Suppression der NB-DNA-Bindungsaktivitédt durch Infektion
mit STEC 413/89-1 wird auch in Makrophagen hervorgeufen

5.11 STEC 413/89-1 Wildtyp supprimiert die initiae NFkB-Aktivierung in
P388D-Makrophagen schneller und effizienter als in HeLaZellen

Zu Beginn der Untersuchungen des Shiga Toxin-priederzdenE. coli 413/89-1 WT auf
seine Fahigkeit NkB zu supprimieren, wurden vornehmlich Epithelzellerwendet.
Das liegt in der Tatsache begrindet, dass die peim&ielzellen des Erregers —
Darmzellen — Epithelzellen sind. Fur Epithelzellemnte gezeigt werden, dass nach einer
Infektionsdauer von 4 Stunden mit dem STEC-Erreatjer initiale NFxB-Aktivierung
abnahm und nach 6 Stunden nahezu vollstandig uiitdtdwurde [100]. Dieses Ergebnis
konnte von mir bestatigt werden (vgl. Abb. 4-1 A).

AuBBerdem vermag STEC die Sekretion des Interleulir und des Zytokins IL-6 zu
inhibieren [100]. IL-6 wird von T-Zellen und Makrbpgen gebildet. Es ist an Wachstum
und Differenzierung von T- und B-Zellen sowie demmiunantwort der akuten Phase
beteiligt. IL-8 wird von Makrophagen, Lymphozytemdi Hepatozyten sezerniert und
fungiert als chemotaktisches Molekil fir neutroptdlellen und T-Zellen. Basierend auf
diesen Resultaten stellte sich die Frage, in widt veich die Suppression des
Transkriptionsfaktors NkB auch in Makrophagen feststellen lasst. Daher warhachst
die makrophagenahnliche murine Zelllinie P388Ddie Versuche mit einbezogen. Diese
wurden unter den gleichen Versuchsbedingungen igidHdLa-Zellen behandelt und die
Kernproteine auf DNA-bindungsfahiges MB- hin im EMSA untersucht (vgl. Abb. 4-1
B). Auch hier war eine initiale NkB-Aktivierung, die ihren Hohepunkt 45 Minuten nach
Infektionsbeginn erreicht, nachweisbar. Ein deh#icAbfall der NFkB-DNA-Bindungs-
fahigkeit konnte bereits eine Stunde nach Infeldi@yinn detektiert werden (Abb. 4-1 B,
Spur 5). Somit stand eindeutig fest, dass die d&T&C 413/89-1 WT hervorgerufene
NF-kB-Suppression auch in Makrophagen stattfindet.

Ein groRRer Unterschied zwischen den Infektionentseden Zelllinien fiel jedoch sofort
ins Auge: der Zeitraum, den das Bakterium bendétigh die anfangliche NkB-
Aktivierung manifest zu machen und die abschlieBeB8dppression des Transkriptions-
faktors herbeizufihren. Wéhrend in STEC 413/89-1 Mfizierten HeLa-Zellen erst nach
ca. zwei Stunden die stérkste NB-DNA-Bindungsaktivitats-Bande zu sehen ist, istsgi
bei STEC 413/89-1 WT infizierten P388Makrophagen bereits nach 30 Minuten
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erkennbar (vgl. Abb. 4-1 A Spur 4 mit Abb. 4-1 Bug®B). Die Ursache fir dieses
Phénomen liegt vermutlich in der Unféhigkeit deskti®dums, NFkB in den
verschiedenen Zellarten gleich stark aktiviererk@onen. So besitzen HelLa-Zellen, also
Epithelzellen, keinen TLR4. Dessen Ligand ist daaktérielle LPS, welches
Hauptbestandteil der &uBeren Membran Gram negaBe&terien, zu denen auch der
STEC zabhlt, ist. Damit kann der STEC lber diesergWeine NFkB-Aktivierung in
Epithelzellen hervorrufen. Mittlerweile ist jedodfekannt, dass der TLR5 die MB-
Aktivierung in Epithelzellen durch bakterielles &dlin vermittelt [113-115], was insofern
bemerkenswert ist, da Flagellin im Gegensatz zuemamd bakteriellen Zellwand-
bestandteilen, wie LPS oder Peptidoglykane, eiteifrast. Normalerweise erkennen PRR
keine Proteine, da dies der spezifischen Immunitéibehalten ist. Eine wirklich gute
Aktivierung des Transkriptionsfaktors geschiehtogll nur, wenn das Flagellin an TLR5
der basolateralen Seite der Epithelzellen bindemKa16]. Im Gegensatz dazu weisen
Makrophagen den TLR4 auf, so dass die®i-Aktivierung Gber die TLR4/LPS-Bindung
an der apikalen Zellseite wesentlich schneller uod allem direkter vonstatten gehen
kann. Demnach stellt der STEC 413/89-1 in EpitHElmeeinen schlechten NiB-
Induktor dar.

Diese doch wesentlichen Unterschiede in der Redépanden-ubermittelten NKB-
Aktivierung scheinen der ausschlaggebende Grund)fidie Geschwindigkeit der initialen
Aktivierung und b) die Starke des im EMSA deteliBmen Signals zu sein. Die
TLR4/LPS-vermittelte NFB-Aktivierung in Makrophagen ist schneller und effinter
als die durch TLR5/Flagellin-vermittelte in Epitkellen.

5.1.2 Die durch STEC 413/89-1 WT vermittelte NRB-Suppression sinkt
wahrend der Infektion in ausdifferenzierten Knochemmarksmakro-

phagen unter das Basalniveau unbehandelter, nichifizierter Zellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die durch STIBB9-1 WT hervorgerufene NF-
kB-Suppression im spéteren Verlauf der Infektionhhizellspezifisch ist (vgl. 5.1.1),
wurden der Wildtyp und digin framée'-DeletionsmutatedespBin Primarzellen getestet,
um etwas Abstand vom klassischanvitro Zellkulturversuch zu nehmen und dienvivo
Bedingungen naher zu kommen. Die daflir aus Balb&D<dn isolierten Knochenmarks-
zellen wurden unter Einfluss des WachstumsfaktorsC8F (Macrophage-@ony

stimulating factor) zu Knochenmarksmakrophagen ausdifferenzi@itse ausdifferen-
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zierten Makrophagen unterschieden sich bereits Itandling in der Zellkultur erheblich
von der etablierten Zelllinie P3880hre Haftung an der Oberflache der Zellkulturdeha
war wesentlich fester als die der Zelllinie; die sheute der Kernproteine bei der
Extraktion war geringer als die der etabliertenefel

Der aus den Kernproteinen der ausdifferenziertenckanmarksmakrophagen generierte
EMSA, nach Infektion der Zellen mit den beiden olgEmannten Stammen, weist, im
Vergleich zum EMSA der P388EMakrophagen (vgl. Abb. 4-1 B), gleich mehrere
Auffalligkeiten auf: a) die NB-DNA-Bindungsaktivitéats-Bande der Knochenmarks-
makrophagen erscheint, bei gleichem Gesamtproteiats, wesentlich starker als die der
Zellkulturmakrophagenlinie P388Db) die Zeit bis zur NB-Suppression ist bei den
Knochenmarksmakrophagen in etwa doppelt so landeiielen P388BMakrophagen; c)
der detektierbare NkB-Level sinkt nach 2-stindiger Infektionsdauer mé&m STEC
413/89-1 Wildtypstamm weit unter das MB-Basalniveau unbehandelter, nicht infizierter
Knochenmarksmakrophagen (vgl. Abb. 4-1 A und BAfib. 4-2).

Aus diesen Beobachtungen lassen sich gleich meBaisse und Hypothesen herleiten.
Es scheint, dass Priméarzellen, wie die in diesdyeArverwendeten ausdifferenzierten
murinen Knochenmarksmakrophagen, in Infektionswd#ren mit Gram negativen
Erregern, welche durch den Aufbau ihrer Zellwandchieh Lipopolysaccharid
mitbringen, eine viel starkere Immunantwort liefelkdnnen als die etablierte
makrophagenahnliche Zelllinie P388Mas liegt vermutlich daran, dass Zelllinien unter
sterilen Bedingungen (ohne jeglichen Kontakt zu emed Zelllinien oder das
Immunsystem-stimulierende Pathogene) kultiviert dger um ihr Uberleben und ihre
Reinheit zu sichern. Mit der Zeit verlieren Zelibn gewisse Eigenschaften, wie z.B. die
Expression von Genen oder auch ganze Signaltratisdawege, da diese vermutlich
nicht gebraucht werden, und kénnen somit nur noeprdnzt auf Noxen von auf3en
reagieren. Priméarzellen weisen die Defizite hingegieht auf — sie sind vollstéandig intakt
—und kénnen damit effektiver als Zelllinien geg@émdringende Noxen reagieren.
Betrachtet man die Ergebnisse der mit den dreirschéedlichen Zellarten (Hela,
P3880-Makrophagen, Knochenmarksmakrophagen) generidftdSAs zusammen, so
fallt auf, dass je starker der Transkriptionsfakii¥-kB zu Beginn der Infektion aktiviert
wurde, desto schneller und durchgreifender die Bgsion desselben erfolgt. Das will
heiBen: die Ausprégung der initialen MB-Aktivierung in Hela-Zellen bendtigt
verhaltnismafig lang im Gegensatz zu der Auspragurndakrophagen. Die Zeit bis zur

fast vollstandigen Suppression des Transkriptidisfa in HeLa-Zellen dauert ebenfalls

112



5 DISKUSSION

(mit 6 Stunden) wesentlich langer als in Makropimagdein bis zwei Stunden). Diese
Beobachtungen lassen fur mich den Schluss zu,etastn Strategie des STEC 413/89-1
Wildtyp zu sein scheint, NkB zuerst initital zu aktivieren, so dass der bestele
zytoplasmatische  Pool erschopft ist. Die anschiidBe Blockierung des
Signaltransduktionsweges ware fiir das Bakteriumndan zweierlei Hinsicht auferst
effektiv.: Zum einen wird es der Wirtszelle unmobplicgemacht, eine wirksame
Immunantwort gegen das Pathogen zu setzten. Daktiptionell aktives NFB nach
Bindung an daxB-Motiv auch die Transkription seines eigenen Ganschaltet (und
somit ein positived-eedbackliefert), wird nach Suppression dieses Translaiptfaktors
im Endeffekt auch seine Neusynthese gestoppt, wamin anderen die NKB-
Aktivierung, sowie die anschlie@end durch sie v&mahte Proinflammation, vollstandig
ausgeschaltet zu sein scheint.

5.2 Wird der NF-kB-supprimierende Faktor von STEC 413/89-1 in den
Uberstand einer Bakterienkultur sezerniert? Ist dieNF-kB-Suppression

irreversibel?

5.2.1 Nur ein vitales STEC 413/89-1 Wildtyp Baktetim kann NF-kB

supprimieren

Um sicherzustellen, dass der MB-supprimierende Faktor im Bakterium selbst liegtiu
nicht etwa ein, in den Uberstand der Bakterienkultezernierter Virulenzfaktor dafir
verantwortlich zu machen ist, wurden ausdiffereneiemurine Knochenmarksmakro-
phagen den einzelnen Fraktionen einer STEC 413/8@idtyp Kultur ausgesetzt (vgl.
4.4). Die gewahlten Infektions-/Stimulationsdaueitgunkte 45 Minuten und drei
Stunden resultierten aus den vorhergehenden lofektersuchen mit Knochenmarks-
makrophagen (vgl. 4.2). Die Ergebnisse belegeneeitigl dass nur ein vitales STEC-
Bakterium in der Lage ist, NkB im Verlauf der Infektion zu supprimieren.

Dieses Ergebnis ist in der Hinsicht wichtig, da ISanic et al. die Bakterien zu einem viel
zu frihen Zeitpunkt durch Gentamicin-Behandlungjtdie und somit den entscheidenden
Effekt der Bakterien, eben die N&B-Suppression und den damit verbundenen
Beeintrachtigungen, tberhaupt nicht mehr untersuéfomnte. So entstanden gleich zwei

Fehlinterpretationen der von dieser Gruppe prodtezieErgebnisse: 1) EPEC aktiviert
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NF-kB in intestinalen Epithelzellen und 2) EPEC istargwortlich fur die durch NkB-
Aktivitat ausgeloste IL-8-Transkription [111]. Didurch EPEC und STEC ausgeldste
initiale NF«B-Aktivierung wird definitiv durch keinen EPEC- ad&TEC-spezifischen
LEE-kodierten Pathogenitatsfaktor ausgeldst. Siei@dmehr ein Resultat der Stimulation
der Wirtszelle mit Komponenten der Zellwand Grargativer Bakterien.
(Infektionskinetiken mit dem apathogendn coli K-12 MG1655, welcher vor der
Infektion ebenfalls hitze-inaktiviert wurde, zeigtadass auch dieser Keim in der Lage ist,

in HeLa-Zellen NF«B zu aktivieren (Daten nicht gezeigt).)

522 Die Hemmung des NkB-Signaltransduktionsweges ist irreversibel

Es war fir mich &auRerst wichtig, zu wissen, ob dierch STEC 413/89-1 WT
hervorgerufene NkB-Suppression zeitlich begrenzt, also reversibe&randgiiltig und
somit irreversibel ist. In einem Uber 23 Stundedeaarernden Infektionsversuch, in dem
P3880-Makrophagen mit STEC 413/89-1 Wildtyp infiziert wlen, konnte ich diese
Frage beantworten: Die Hemmung des ®B=Signaltransduktionsweges ist irreversibel.
Die Beeintrachtigung dieses Weges geht sogar sowddss in den infizierten
Makrophagen, 25 Stunden nach Infektionsbeginn, ekditF«B-Aktivitat nach LPS-
Stimulation induziert werden kann.

NF-kB ist, wie bereits in der Einleitung erlautert, eiichtiger Faktor der angeborenen
Immunitét. Seine transkriptionelle Aktivitat, nadarch Pathogene induzierte Aktivierung
und DNA-Bindung, fihrt zur Expression proinflammagoher Zytokine (z.B. IL-8). Die
so ablaufende Entziindungsreaktion der Wirtszelemtdder Mobilmachung des ange-
borenen Immunsystems, um eingedrungene Erregeelzinipfen, zu eliminieren und sie
dem spezifischen Immunsystem zu prasentieren. S3EE der Lage, diese erste Barriere
der Abwehr im Menschen unwiederbringlich zu hemmieiar Darmpathogene kommt
erschwerlich hinzu, dass ihr Hauptinfektionsort Basmlumen ist. Um nicht automatisch
durch die Darmperistaltk und den Weitertransporés dDarminhalts aus dem
Wirtsorganismus eliminiert zu werden, haben STE®EEHund auch EPEC) im Laufe der
Evolution die Fahigkeit erworben mit Hilfe des TilpSekretions-System&ttaching and
effacind-Lasionen hervorzubringen [117]. Dadurch heften f@st am Darmepithel,
kdnnen sich ungehindert vermehren und EffektoratierVirtszellen bringen.

Die Hauptwirte des Erregers — Rinder — sind messsmmptomlose Trager des Erregers.

STEC scheint lediglich bei Durchfallerkrankungemvalbern eine Rolle zu spielen, da
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der Keim im Kot an Diarrho erkrankter Kélber wediehthaufiger nachgewiesen werden
kann als bei Kélbern ohne Diarrhd. Das Bakteriumrite aber auch in anderen Haustieren
(Pferd, Hund, Katze) nachgewiesen werden. STECzasdge Erkrankungen in diesen
Tierarten sind jedoch nicht bekannt. Eine STEC-agmte Erkrankung ist in der
Schweinehaltung, und hier besonders bei Absatdfgrkeekannt: die Odemkrankheit.
Nach Resorption des Shiga Toxins aus dem Darmluentaigt eine Toxamie, die zur
Schadigung des Endothels fiihrt, was die Odembildumg zentralnervosen Symptome
bedingt. Fur keine Tierart werden hamorrhagischarfdéen oder das hamolytisch-
uramische Syndrom beschrieben. Diese Krankheitsbitgtheinen nur beim Menschen
aufzutreten. Dies lasst den Schluss zu, dass desdfieein sogenanntéfehlwirt fir
STEC ist und somit mehr durch das Bakterium undes&oxine geschéadigt wird als sein
Hauptwirt, das Rind.

Die Unterdriickung der humanen angeborenen (undalgeRden auch der spezifischen)
Abwehr durch STEC scheint somit eher ein Nebengkbdals ein eigenstandiger

Pathomechanismus des Erregershehlwirt Menschzu sein.

5.2.3 Der Locus of Enterocyte Effacement (LEE) istnicht allein

verantwortlich fir die NF- kB-Inhibition durch STEC/EPEC

Seit nunmehr mehreren Jahren wird an der Entsatilirsg der Infektionsmechanismen
enteropathogendtscherichia coligeforscht. Neben diesen Mechanismen, die vornehmli
in den eukaryontischen Wirtszellen untersucht werdeegt der zweite Forschungs-
schwerpunkt in der Identifizierung des dafur venantlich zu machenden prokaryon-
tischen Faktors.

Grundvoraussetzungen fiir eine Translokation balteri Proteine extrazellularer
Bakterien in das Zytoplasma der eukaryontischents&gilen ist die Adharenz dieser
Pathogene mit anschlieRender Ausbildung eines Typekretions-Systems. Dies
ermdglicht den Keimen sowohl Translokatoren alshakffektoren in die Wirtszelle zu
Ubertragen. Alle Proteine, die Teil dieses SeknstiSystem sind, werden bei STEC/EHEC
(und auch EPEC) von einer Pathogenitatsinsel, temeus of enterocyte effacemént
(LEE), kodiert (vgl. Einleitung 1.3.2). Urspriindlicnahm man an, dass neben diesen
Proteinen mit Translokations-Funktion auch die Effeproteine, welche fiir die NiB-
Suppression verantwortlich sind, auf dieser Pathitégsinsel liegen. Die bisherigen
eigenen Untersuchungen und die zu diesem Themazjguten Ergebnisse lieBen die
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Vermutung zu, dass EspB dieses Effektorproteindstinm eine gut dokumentierte duale
Funktion als Effektor und Translokator zugeschmebeird. Und in der Tat ist die
Suppression der NEB-DNA-Bindungsaktivitdt sowohl in Hela-Zellen alsuch in
Makrophagen zumindest EspB-abhéangig (vgl. 4.2)k@mte Haufet al. zeigen, dass eine
EspB-Komplementante (STEC 413/824&spB+ pBAD::espB im Gegensatz zur EspB-
Deletionsmutante wieder die Fahigkeit aufwies, ®B-zu supprimieren [100]. Bislang
wurden, neben EspB, noch funf weitere LEE-kodieE#ektorproteine identifiziert:
EspE/Tir, EspF, EspG, EspH und Map. Weiterhin wuwda Olivier Marchés im Jahr
2003 Cif (Gycle inhibiting factor) als erstes nicht durch den LEE kodiertedogh durch
das Typ-lll-Sekretions-System transloziertes, Bffgkrotein beschrieben [118]. Nach
seiner eigenen Aussage und aufgrund der im gleidabnpublizierten Arbeit von Xuanlin
Tu [119] ist die Existenz weiterer LEE-kodierterfditorproteine mit an Sicherheit
grenzender Wahrscheinlichkeit auszuschlieBen. Hiofstruierte von allen oben
genannten (mit Ausnahme von Cif) Effektorproteii®#letionsmutanten und untersuchte
diese in Infektionsassays auf ihre Fahigkeit die-KBFDNA-Bindungsaktivitat in
Epithelzellen zu supprimieren. Alle Deletionsmutantbewirkten eine vollstandige
Hemmung der NRB-DNA-Bindungsaktivitat (personliche Korresponden3p belegen
auch diese Untersuchungen eindeutig, dass keimesbda genannten Effektorproteine fir
die STEC-vermittelte N&B-Inhibition verantwortlich ist.

Selbst wenn irgendwann bewiesen werden kann, dagB Eeines der gesuchten
supprimierenden Effektorproteine ist, scheint esndeh &ufierst unwahrscheinlich, dass
das zweite postulierte Effektorprotein auch durdd IIEE-Region kodiert wird. Es ist
durchaus denkbar, dass beide gesuchten Faktoren das LEE-kodierte Typ-IlI-
Sekretions-System zur Translokation in das Wirtszgioplasma benétigen, aber selbst
von Genen aulRerhalb der LEE-Region, also dem akestli STEC/EHEC- bzw. EPEC-
Genom, kodiert werden.

Die von mir durchgefuihrten Untersuchungen mit derdén Konstrukten, die von der
Gruppe um James B. Kaper erzeugt wurden [93, 520ien diese These lberprifen (vgl.
4.6). Der StamnE. coli HB101 (pMAR7/pCVD462) kann A/E-L&sionen hervorrufen
wohingegen der Stamia. coli DH5a (pMAR7) dies nicht vermag [120]. Es zeigte sich
eindeutig, dass die beiden Cosmid-tragenden (agattem)E. coli-StammeE. coliHB101
(PMAR7/pCVD462) undE. coli DH5a (pMAR?7) nicht in der Lage sind, NkB nach 6-
stundiger Infektionsdauer zu supprimieren. AuBertlermte die TNFa-Behandlung nach

der 6-stiindigen Infektionsdauer die MB-DNA-Bindungsaktivitat weiter erhéhen. Das
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heil3t, dass die in diesem Versuch verwendeten Hellan auch nach der Infektion mit
den beiden oben genannten Stammen durch d@NfEmulierbar sind. Diese Resultate
stehen ganz im Gegensatz zu den Ergebnissen, ldi@aich der Infektion mit STEC
413/89-1 WT erhalten habe.

Es fiel jedoch im EMSA auf (Abb. 4-6, vgl. Spur #tr8pur 5), dass deE. coli DH5a
(PMARY7) eine geringere NEB-DNA-Bindungsaktivitat auslést als dé&. coli HB101
(PMAR7/pCVD462). Dies ist nicht zwangslaufig einf&t, der dem Cosmid pMAR7
zuzuschreiben ist — zumal dér coli DH5a (pMAR7) nachweislich keine A/E-Lasionen
hervorrufen und kein TTSS ausbilden kann. Auch én dron Berin durchgefiihrten
Untersuchungen zeigte der apathogé&necoli DH5a im Electrophoretic Mobility Shift
Assay eine eher geringe NdB-DNA-Bindungsaktivitat [114].

Schlussendlich kann nun mit absoluter Gewissheit alieinige Beteiligung der LEE-
Region an der beobachteten KB-Suppression ausgeschlossen und der noch unbekannt

entscheidende prokaryontische Faktor im GbrigenG@enom gesucht werden.

5.3 Auf welcher Stufe hemmt STEC 413/89-1 Wildtyp eh NF«B-Signal-
transduktionsweg in eukaryontischen Zellen?

Die durch STEC 413/89-1 Wildtyp hervorgerufene, EMSA detektierbare NKB-
Suppression ist streng genommen das finale Ergelamisnhibierung des NkB-Signal-
transduktionsweges. Die DNA-Bindung des Transkoipgfaktors stellt somit den
vorletzten entscheidenden Schritt dieses Weges Diar.letzte Schritt ist die NKB-
abhangige Expression von proinflammatorischen 2medg, welche jedoch (IL-6- und IL-
8-Expression) in STEC 413/89-1 WT infizierten HeZeHen reduziert ist [100].

531 STEC 413/89-1 beeintrachtigt nicht die Genredjerung des kB-Motivs
am Gen selbst

Die Untersuchung desB-Motives erfolgte mit der Methodik eines NdB-Reportergen-
Assays. Hierbei wurden HelLa-Zellen mit einem Lucife-Reportergen gekoppelten NF-
KkB-Promotor transfiziert. Um spater die einzelnensdme miteinander vergleichen zu

kénnen, wurden die Zellen parallel dazu mit eineonstitutiv gebildeten Kontroll-
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Reporter, TK-Renilla, transfiziert. Der Quotientsaden gemessenen Luciferase- und
Renilla-Werten ergab dann einen Wert, der die ReatLicht Einheiten (RLU, Relative
Light Units) darstellte.
Zu Beginn der Untersuchungen mit diesem System evudie transfizierten HeLa-Zellen
mit STEC 413/89-1 Wildtyp und STEC 413/8%4kspBfiir 1.5 und 6 Stunden infiziert.
Fir den frihen Zeitpunkt (1.5 Stunden Infektiongdawvurden fir beide Stimme Werte
erwartet, die signifikant héher als die Werte tfeamarter unbehandelter, nicht infizierter
und geringer als die Werte transfizierter TbMF-stimulierter, nicht infizierter
Kontrollzellen waren (vgl. 4.7, Abb. 4-7 Saule 1du@ mit 3 und 5). Fir den spaten
Zeitpunkt (6 Stunden Infektionsdauer) wurden fUlEET413/89-1 WT niedrige und fur
STEC 413/89-UespBin etwa so hohe Werte wie zum friihen Infektiongmeikt erwartet
(vgl. 4.7, Abb. 4-7 Saule 7 und 9). Dem war nicht All diese Ansatze wiesen nur
geringfiigig hohere Werte als die unbehandelterhtriizierten Kontrollzellen auf. Es
stellte sich die Frage, wie das sein kann. Nurira#en bei diesem ersten Versuchsansatz
gleich mehrere Faktoren aufeinander, die sich gegig, und somit eine aussagekraftige
Auswertung, ausschlossen (und in den spéateren Zers&urch eine Umstellung der
Bedingungen eliminiert werden konnten):

1) Der Gram negative STEC ist in Epithelzellen sahlechter NFB-Induktor

(vgl. auch die Ausfihrungen unter 5.1.1).

2) Der Reportergen-Assay ist fur ein eher schwadltegB-Induktionssignal nicht

sensitiv genug.

3) Es ist nur moglich, einen Anstieg von gebildeterciferase zu messen; der

spater zu erwartende Abfall (entsprechend derkBFSuppression) des Enzyms

wird durch die Halbwertszeit von 3 bis 5 Stundem wer friih gebildeten

LuciferasetiberdeckKt
Es war bekannt, dass STEC 413/89-1 WT infizierté.ddBellen nach 4 bis 6 Stunden
nicht mehr in der Lage sind, die N#B-Aktivierung durch TNFa-Stimulation
auszufuihren, wohingegen die mit der EspB-Deletiartante infizierten HelLa-Zellen
durch die Stimulation mit TNE- eine noch hohere NEB-DNA-Bindungsfahigkeit
hervorbringen konnten [100]. Daher wurden die ffiaiesten HelLa-Zellen nach der
Infektion mit den beiden STEC-Stdmmen zuséatzlich TNF-a stimuliert. Dies brachte,
wenn die Zellen noch fahig waren, die MB-Aktivierung vollstandig auszufihren, ein
genligend starkes N#B-Induktionssignal. Damit wurde gleichzeitig die fdé& der

Sensitivitdt des Reportergen-Assays unter den @eggb und einzuhaltenden
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Infektionsbedingungen genommen. Es wurde ausreichieuciferase gebildet. Die
Tatsache, dass nur ein Luciferase-Anstieg, jed@h Rbfall innerhalb der Versuchszeit
detektiert werden kann, entpuppte sich letztenddishpositiv anzusehender Faktor. Die
nach 1.5 bzw. 6 Stunden Infektionsdauer durchgei®timulation mit TNFa ist somit
ein absolut definierter Stimulus. Die so erhaltekegebnisse (vgl. 4.7, Abb. 4-7) spiegeln
die Ergebnisse der EMSA-Versuche (vgl. 4.1, Abbl)4wieder. Zu einem frihen
Zeitpunkt in der Infektion mit STEC 413/89-1 WT uaéspBist sowohl der NFB-
Signaltransduktionsweg als auch deB-Motiv selbst durch diese Keime noch nicht
beeintrachtigt. Obwohl die detektierten Luciferddengen der nicht mit TN+
stimulierten Zellen (Abb. 4-7 S&ule 3, 5, 7 undg®)ing sind, so sind sie dennoch hdher
als die der unbehandelten, nicht infizierten Kolieedlen (Abb. 4-7 Séule 1). Das
bedeutet, dass dad3-Motiv nach wie vor in der Lage ist durch ankommerNF«B-
Dimere gebunden und transkriptionell aktiv zu werdBemnach muss die Stufe der

Inhibierung des NB-Signaltransduktionsweges oberhalb €BsMotives liegen.

5.3.2 Der nukleare Export von NFkB wahrend der Infektion mit STEC
413/891 geschieht unabhangig vom CRM1/Exportinl-Weg

Die nachst hohere Stufe im NB-Signaltransduktionsweg stellt der nukleozyto-
plasmatische Ortswechsel von RelA-haltigen tB-Dimeren dar. RelA kann, wegen des
Vorhandenseins eines Nuclear Export Signal (NE8leaves Exportsignal), aus dem Kern
in das Zytoplasma translozieren. Normalerweiselgeht dies via CRM1/Exportinl [66].
Leptomycin B (LMB) wurde bereits 1999 als Inhibiteon CRM1/Exportinl beschrieben
und wurde in den Untersuchungen dieses Weges vdewefl02]. Die vor den
Untersuchungen aufgestellte Hypothese lautet widgt:foWenn Leptomycin B
CRM1/Exportinl derart inhibiert, dass kein MB- mehr in das Zytoplasma zuriick-
transportiert werden kann, muss sich samtlichedyrevil der Infektion in den Kern
transloziertes NB, im Kern anreichern. Seine transkriptionell aktlorm kann dann im
EMSA, seine inaktive Form im Western Blot nachgessiewerden.

So zeigte sich jedoch im EMSA eine sukzessive Abralvon DNA-bindungsfahigem
NF-kB unter Leptomycin B-Einfluss in TNE- stimulierten HelLa-Zellen. Je langer die
Zellen der Behandlung mit LMB ausgesetzt warentadegniger NFkB konnte detektiert

werden (vgl. Abb. 4-8 A Spur 2 mit Spur 4 und 8).dem dazugehdrigen Blot zeigte sich
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das gleiche Bild, obwohl hier samtliches RelA dégrkwurde — unabhéangig davon, ob es
nun aktiv oder inaktiv vorlag (vgl. Abb. 4-8 B SpRrmit Spur 4 und 6). In der frihen
Phase der Infektion mit STEC 413/89-1 Wildtyp wiNié-kB aktiviert und kann dann mit
der Methodik des EMSA im Kern nachgewiesen werdagi. 4.1, Abb. 4-1 A und B).
Unter LMB-Einfluss musste dieses MB im Kern akkumulieren und nach 6 Stunden
Infektionsdauer dort nachweisbar sein. Umso erdither war das Ergebnis in der
Realitat: nach 6-stiindiger Infektionsdauer mit STEC3/89-1 WT und insgesamt 7-
stiindiger LMB-Behandlung (1 Stunde Vorinkubatiord @ Stunden Inkubation unter der
Infektion) konnte in den Kernproteinen kein aktivdE-xB im EMSA detektiert werden
(vgl. 4.8, Abb. 4-8 A Spur 9 und 10). Die RelA-Gegmenge, welche mittels Western
Blot dargestellt wurde (vgl. 4.8, Abb. 4-8 B Spuur@d 10) war sogar noch geringer als die
von STEC infizierten sowie STEC infizierten und TdFstimulierten HelLa-Zellen ohne
LMB-Behandlung (vgl. 4.8, Abb. 4-8 B Spur 7 und 8).

Kelly et al. konnten, nach Infektion mitBacteroides thetaiotaomicroneinen
CRM1/Exporinl-unabhangigen nukleo-zytoplasmatischéiransports von NKB
nachweisen [105]. Dieser CRM1/Exportinl-unabhangigrikleo-zytoplasmatische
Transport von NB konnte nun von mir auch fir STEC 413/89-1 infitBeHelLa-Zellen

nachgewiesen werden.

5.3.3 STEC 413/89-1 Wildtyp verhindert die Phosphglierung von 1 kB-a

Die Suppression der NKEB-DNA-Bindungsaktivitdét muss als Resultat einerilidrung
des NFkB-Signaltransduktionsweges durch STEC 413/89-1 Wfildangesehen werden.
Bei den Untersuchungen zur Verifizierung der Staid#, der dieser Weg gehemmt wird,
konnte gezeigt werden, dass dies weder kBrMotiv (vgl. 4.7, 5.3.1) noch auf dem
CRM1/Exportin1-Weg (vgl. 4.8, 5.3.2) geschieht.

Daher wurde als néchstes der Verlauf der Degradaties NF«B-Inhibitors kB-a
wéahrend der Infektion mit STEC untersucht. Dabeglltst sich heraus, dass das
zytoplasmatischekB-a in STEC 413/89-1 Wildtyp infizierten HelLa-Zellerdtwend der
Infektion sukzessive abnimmt und nach 6 Stundemkenehr detektiert werden kann. Im
Gegensatz dazu ist es, nach der Infektion mit dgBEDeletionsmutante, wahrend der
gesamten Infektionszeit, und somit auch nach 6 d&tunin anndhernd gleich hohen
Mengen nachweisbar (vgl. 4.9.1, Abb. 4-9.1).
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Die Aufgabe von KB-a ist es, im Zytoplasma an N& gebunden, den
Transkriptionsfaktor im Zytoplasma zuriickzuhalterd somit seine Translokation in den
Kern zu unterbinden. Erst durch die Phosphoryligran seinen beiden Serin-Resten 32
und 36 kanniB-a durch die E3 Ligase SEEF polyubiquitiniert werden. Phosphoryliert
und polyubiquitiniert stelltdB-a dann ein Substrat fiir das 26S Proteasom dar, dlash
es proteolytisch abgebaut werden kann. Dadurctt siitgkMenge des zytoplasmatischen
IkB-a und aktives NR<B ist im EMSA an DNA gebunden detektierbar.

Der Vergleich der NB-DNA-Bindungsaktivitat in Kernproteinen sowie d&B-a-
Detektion in zytoplasmatischen Proteinen von unbeblien, nicht infizierten und mit
TNF-a stimulierten HeLa-Zellen macht diesen Ablauf diebt(Abb. 4-9.1 A und B, Spur
1 und 2). Ist der klassische NB-Signaltransduktionsweg nicht aktiviert, wie dies
unbehandelten, nicht infizierten Zellen der Fatl sind hohe MengenkB-a und eine
basale NF«B-DNA-Bindungsaktivitédt nachweisbar. Wird hingegeder NF«kB-Signal-
transduktionsweg aktiviert, z.B. durch das pleip&oproinflammatorische Zytokin TNF-
a, so wird kB-a vollstandig degradiert und das dadurch aktive, sain KB-Motiv
gebundene NkB, detektierbar.

Der STEC 413/89-1 ist offensichtlich alleine niéhtder Lage, die vollstandigeB-a-
Degradation herbeizufiihren (vgl. Abb. 4-9.1 und A#K9.2). Vermutlich liegt das in
seinem Unvermdgen, die NEB-Signaltransduktionskaskade tber den klassischeg @
potent wie TNFa in Epithelzellen oder LPS in Makrophagen zu aktign.

Es féallt jedoch auf, dass es einen Unterschied cheis den KB-a-Leveln in STEC
413/89-1 Wildtyp und STEC 413/894espBinfizierten HelLa-Zellen gibt (vgl. 4-9.1 B).
Um diesen Unterschied genauer darstellen zu konwamde der urspringliche
Versuchsansatz erweitert und die infizierten Zellersatzlich mit TNFa stimuliert.
Daraus versprach man sich Folgendes: Es war digdbedeits mit diesem Versuchsansatz
durchgefihrten Analysen auf NéB im EMSA bekannt, dass das Signal, welches durch
die NFkB-DNA-Bindungsaktivitat entsteht, durch TNF-Stimulation verstarkt werden
konnte und der STEC 413/89-1 Wildtyp in der Lage d&e NFkB-Signaltransduktions-
kaskade irreversibel derart zu inhibieren, dassh alwrch eine spétere Stimulation die
Freisetzung und Kerntranslokation von KB-nicht mehr initiilert werden kann. Demnach
lag die Vermutung nahe, dass sich diese Gegebenhaiirgendeiner Art und Weise auch

auf der kB-a-Ebene widerspiegeln.
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Erstaunlicherweise ist dies nicht der Fall. Die &stichungen mit diesem Versuchsansatz
zeigen gleiche Verlaufe dekB-a-Degradation sowohl in mit dem Wildtyp als auch der
JespBMutante infizierten Hela-Zellen bis drei Stunderfektionsdauer einen Anstieg
und bis 6 Stunden Infektionsdauer einen Abfall #«B-a (Abb. 4-9.2).

Auch die Detektion des phosphorylierte&sBta in STEC 413/89-1 Wildtyp infizierten und
anschlieBend mit TNB- stimulierten Hela-Zellen erbrachte kein aussadeles
Resultat, da dessen Level in stimulierten sowigigten und stimulierten Zellen gleich
hoch sind (Abb. 4-9.3).

Es ist bekannt, dass phosphorylierte8-bi absolut instabil ist, da es direkt nach der
Polyubiquitinierung degradiert wird. Um dies@Bla-Form genauer untersuchen zu
kénnen, muss es stabilisiert werden, indem es dgrddlation durch das 26S Proteasom
entzogen wird. Dies gelang durch den Einsatz dete®som-Inhibitors MG132, wodurch
phosphoryliertes, polyubiquitiniertes Iki-nicht degradiert wird und im Zytoplasma
akkumuliert.

Das mit diesem Versuchsaufbau erhaltene Ergetingndeutig: Im Verlauf der Infektion
mit STEC 413/89-1 WT wird die Phosphorylierung ‘e@B-a inhibiert.

Es stellt sich nun die Frage, ob das Bakterium, @it Sicherheit grenzender
Wahrscheinlichkeit tiber ein prokaryontisches Effeftotein, direkt mit #B-a assoziiert
oder ein Ubergeordnetes Protein (hierbei vornelimleine Kinase) des Signal-
transduktionsweges derart in seiner Funktion begightigt, so dasskB-a nicht mehr
phosphoryliert werden kann. Fir die Phosphoryligrion kB-a ist der trimere KB-
Kinase Komplex, bestehend aus IKK-IKK-B und IKK-y/NEMO, zusténdig. Dabei
stellen IKK-0 und IKK-B die katalytischen Untereinheiten und IKKKNEMO die
regulatorische Untereinheit dar. Damit IKK-und kKK-B Kinaseaktivitat erlangen,
mussen sie, durch im Signaltransduktionsweg Ubedgete Kinasen, an jeweils zwei
Serin-Resten phosphoryliert werden. Fur li§ksind dies die Serin-Reste 176 und 180, fiir
IKK-f3 177 und 181 [53]. Auf dieser Stufe im MB-Signaltransduktionsweg konnte das
Bakterium, durch Inhibition der Kinase-Aktivitdt ed der Kinasen selbst, die
Phosphorylierung vornkB-a und somit die spatere Aktivierung von MB-unterbinden.
Dafur musste es jedoch zumindest die Fahigkeit @isfm, mit den beiden katalytischen
Untereinheiten oder den dem IKK-Komplex UbergeoteéneKinasen gleichermal3en zu
interagieren, da unterschiedliche Faktoren firlldke-Phosphorylierung, je nachdem tber

welche Rezeptor-Liganden-Bindungen die Aktivierrmn NFB initiiert wird, verant-
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wortlich sind. In der vorliegenden Arbeit wurde enVerwendung von Hela-Zellen und
TNF-a nur der Weg Uber den TNF-Rezeptor 1 untersuchhnBeh gehe ich davon aus,
dass der Mechanismus der STEC-Infektion, welcheiSdippression von NkB zur Folge
hat, auf dieselbe Art und Weise auch in Makrophagerw somit Uber die Aktivierung
durch den TLR4, ablauft. Folglich misste der vomktBaum in seiner Funktion
beeintrachtigte eukaryontische Faktor sowohl im Wifaktivierenden TNFt/TNFR1-
Signaltransduktionsweg als auch im KB-aktivierenden LPS/TLR4-Signaltransduktions-
weg vorhanden sein. Als potentieller Faktor kamk Nafur in Betracht. NIK wurde in der
Vergangenheit von verschiedensten Autoren in Assiori mit IKK-a und/oder IKK§
beschrieben [60], interagiert mit TRAF2 [60, 61dutann durch den TAK1/TAB2/TAB1-
Komplex phosphoryliert und somit aktiviert werdé&uferdem kann NIK arkB-a direkt
binden, wodurch dieses an Ser32/36 phosphorylied §69]. Die Gruppe um Li Yin
konnte 2001 jedoch eindeutig nachweisen, dass kzdefizienten Mausen trotzdem eine
volle NFkB-Aktivierung nach Stimulation mit TNB; LPS und IL-1 erfolgt, gleich wie in
NIK Wildtyp Mausen. Demnach wird NIK nicht zur F@ming der NF<B-DNA-
Bindungsaktivitat im klassischen NéB-Aktivierungsweg benétigt. Ebenso konnte diese
Gruppe zeigen, dass NIK auf jeden Fall fir die Wktiung des alternativen (p100)
Signaltransduktionsweges Uber den ptRRezeptor verantwortlich ist und somit die
transkriptionelle Aktivitdt von NB in einer Rezeptor beschrankenden Art und Weise
reguliert [62]. Dennoch bleibt die Funktion von NiK diesen Signaltransduktionswegen,
unter Einbeziehung der vielen Untersuchungen di€serse, kontrovers.

Als weitere, in Frage kommende Faktoren, sind d®AF Proteine zu nennen, da sie
sowohl im TNFR1- als auch im ILIR/TLR4-Weg benétigerden (vgl. Abb. 1-8). Im
Ablauf der Signaltransduktionswege befinden sié siberhalb von NIK bzw. IKK und
unterhalb/an der Liganden/Rezeptor-Stufe. Es kojedech in der Vergangenheit noch
kein Pathogen gefunden werden, welches einen Signstluktionsweg so nah und
spezifisch an Rezeptoren inhibieren kann.

Am wahrscheinlichsten erscheint die generelle &ion eines prokaryonten Effektors
mit Kinasen, die zur Familie der MAP3-Kinasen zah(e.B. TAK1, TAB1, TAB2, NIK
und MEKK1-3), ahnlich dem Effektorprotein YopJ vofersinia pseudotuberculosis
welches in der Lage ist, direkt an Mitglieder deARK Kinasen zu binden und somit den
weiteren Ablauf des Signaltransduktionsweges zu erbiiden [107]. Diese
Vorgehensweise brachte dem Pathogen den entscHeiu®torteil, mit einem Effektor die

Funktion und Aktivitdt mehrerer Kinasen zu inhilger
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Die eingangs aufgestellte Frage kann mit den insedieArbeit durchgefuhrten
Untersuchungen nur teilweise beantwortet werdert. Sittherheit kann gesagt werden,
dass die Inhibierung des NéB-Signaltransduktionsweges mit der resultierendéxR-
Suppression durch die Infektion mit STEC 413/89-ild#p vor der Phosphorylierung des
NF-kB-Inhibitors kB-a geschieht. Letztendlich sollen die Untersuchurggezu zukiinftig
fortgesetzt werden, um den Mechanismus der STEGziaden NF«B-Suppression in

Saugerzellen vollstéandig zu entschlusseln.

5.4 STEC 413/89-1 induziert den Transkriptionsfakto PPAR-@ starker als
der apathogeneE. coli K-12 MG1655

Um die Ablaufe, die wahrend der STEC-induzierten -d=Suppression in der
eukaryontischen Zellen ablaufen, besser verstehekdmnen, wurde die Induzierbarkeit
des_Reroxisome _mliferator-activated_eceptor (PPARB) durch STEC untersucht. PPAR
sind Mitglieder der Superfamilie der Liganden-inguten Transkriptionsfaktoren, welche
auch als Nuclear receptors bezeichnet werden. Utganden sind meist Hormone. Die
derzeit bekannten drei Isotypen PPARINR1C1), PPARB/-d (NR1C2) und PPAR
(NR1C3) kontrollieren viele zellulare und metabciise Prozesse. Sie bilden Heterodimere
mit Retinoid-X-Receptors (RXR) und binden so anAfRresponse Ements (PPRE). Von
allen drei Isotypen ist bekannt, dass sie eine tigehtRolle in der Entwicklung der Haut
spielen. Wahrend die Funktionen, Lipidhomdostasg lmflammation, von PPAR+ und
PPARy schon recht gut untersucht sind, bleiben die d&R3 noch weitestgehend ein
Ratsel. Heute wei3 man, dass Fettsauren in der &iage an ihn zu binden und ihn zu
aktivieren. Des Weiteren ist PPAR-am reversen Cholesterol-Transport [121], Oligo-
dendrozyten-Reifung sowie Membranflachen-Formationolviert [122]. Es wurde
festgestellt, dass TN&- und IFNy Uber die Aktivierung der Stress-assoziierten
Signaltransduktionskaskade die Expression von PBAReigern kdnnen und dessen

Aktivierung ein Stress-assoziierter Event ist [123]
Die Aufmerksamkeit auf diese Transkriptionsfaktoriggt der Veroéffentlichung von
Denise Kelly zu Grunde [105]. Sie konnte, interessaveise, Komplexbildungen

zwischen PPARr und transkriptionell aktivem RelA, welche unabhgnglurch
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CRM1/Exportinl einem nukleo-zytoplasmatischen Simgttunterliegen, nach Infektion
mit Bacteroides thetaiotaomicroreinem Keim mit anti-inflammatorischer Aktivitéin
HelLa-Zellen nachweiserB. thetaiotaomicronist in der Lage, sowohl NkB als auch
PPARY zu supprimieren [105].

Trotz des Einsatzes verschiedener PRARAtikdrper und hoher Proteinkonzentrationen
konnte ich mit der Methodik des Western Blots we@BARy noch seinen heterodimeren
Partner RXRa nachweisen. Stattdessen gelang der Nachweis voARPP Die
Ergebnisse weichen von den Resultaten Denise Kellggblich ab. Demnach war zu
erwarten, dass, wie dies bei der KB-DNA-Bindungsfahigkeit der Fall ist, zunachst ein
Anstieg und zum Ende der Infektionszeit ein Abfatin PPARB zu detektieren ist.
Tatséchlich konnte genau das Gegenteil nachgewieseden. Es dauerte bis zu zwei
Stunden ehe PPAR-n den nuklearen Proteinen im Blot sichtbar wugelgl. Abb. 4-10).
Im Vergleich dazu ist zu diesem Zeitpunkt in STEL3/89-1 Wildtyp infizierten P388p
Makrophagen keine NkB-DNA-Bindungsfahigkeit mehr vorhanden (vgl. Abb14B).
Am auffalligsten ist jedoch, dass die PPAR-evel sowohl in STEC 413/89-1 Wildtyp als
auch in mit derdespBMutante infizierten Makrophagen, unabhéangig voniikdenpar-
timent (Zytoplasma oder Kern), gleich sind. Und d@asuhied auch die, meines Erachtens,
letzte plausible Erklarung fiir diese Ergebnisse Birgee Forschergruppe von der Stanford
University (USA) untersuchte die Zusammenhange dveés PPAR3 (Synonym: PPAR-
8) und der Entstehung von artheriosklerotischen Méeéungen, die durch so genannte
"foam cell§ ("Schaumzelleh Lipid-geladene Makrophagen) vermittelt werden 412
Dabei kontrolliert PPARE den inflammatorischen Status dieser Makrophageie D
Deletion von PPARB in dieseri'foam cell$ lies die Verflgbarkeit von inflammatorischen
Suppressoren steigen, was wiederum artherioslderatiVeranderungen zu mehr als 50%
reduzierte. Die Gruppe stellte nach ihren Unterangen folgenden Liganden-abhangigen
transkriptionellen Signalweg auf: Bcl-6 ist ein rsériptioneller Repressor der
Inflammation und an PPAR-gebunden. Die Bindung eines Liganden an PPRARhrt
zur Freisetzung von Bcl-6. Bcl-6 kann nun antiinflaatorisch wirksam sein, indem er
eine Reduzierung der Transkription von Zytokinewiblet. Der Ligand-PPAR3-Komplex
hat ebenfalls antiinflammatorisches Potential udrk indem er an die PPRE in den
Promotor Regionen spezifischer Zielgene bindeg Expression kontrollieren. Aktivierte
PPAR konnen aber auch unabhéngig von ihrer BindamgPRR die Expression von

einigen inflammatorischen Zielgenen beschrankear bii die veranderte Expression von
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Transkriptionsfaktoren wie NKB und AP-1 genannt. Die Folge ist eine verminderte
Inflammation. Bcl-6 kann aber auch wieder an PHARdinden, was zu einer
proinflammatorischen Antwort fiihrt [125].

Die von mir durchgefiihrten Untersuchungen bescheinkich jedoch lediglich auf den
Nachweis einer gesteigerten Expression von PBAR-STEC infizierten Makrophagen,
im Gegensatz zur geringeren Expression nach lfiektiit dem apathogenéh coli K-12
MG1655, die aber keinen Unterschied zwischen dedebeeingesetzten pathogenen
Stammen zeigt. Dieses Ergebnis kann nun zweieglkiglten:

1. Die Expression von PPAR-st ein durch STEC verursachtes Ereignis, welches
zeitverzogert zur NB-Suppression auftritt, um die Antiinflammation,edi
durch diese NkB-Suppression angezeigt wird, zu unterstiitzen. Datieste
es im Folgenden auch eine PP@R:iganden-Bindung geben, da diese zur
Antiinflammation fiihren wirde.

2. Die gesteigerte PPAR-Expression ist kein durch STEC initiiertes Ereggni
sondern eine unter der STEC-Infektion auftretendeinflammatorische
Reaktion der Zelle, welche der Infektion als soicle@tgegenwirken soll.
Demnach wére davon auszugehen, dass es keine eigdiddung an PPAR-
gab.

Welche der beiden Theorien nun wirklich gilt, keamdieser Stelle nicht eindeutig gesagt
werden, da die Ergebnisse nicht mehr Interpretatiorulassen. Meines Erachtens stellt
die gesteigerte PPAR-Expression unter der Infektion mit STEC 413/89-hee

Abwehrreaktion der Wirtszelle auf die Infektion rainem Pathogen dar (Theorie 2).

55 Die STEC 413/89-1 Infektion im eukaryontische®rganismus (Balb/C-
Maus) — Die Inhibierung der T-Zell-Proliferationsfahigkeit ist nach 48

Stunden Infektion manifest

Das Immunsystem besteht aus der unspezifischerelfangnen) und der spezifischen
(erworbenen) Immunitét. Die volle Funktionsleistuhes angeborenen Teils steht uns von
Geburt an zu Verfigung. Im Laufe der Zeit, nach td&h mit Antigenen jedweder Art,
bildet sich, in Abhangigkeit der Antigene, der sfiszhe Teil aus. Das immunologische
Abwehrsystem besteht zudem aus einer zellularen eindr humoralen (latumor,

Feuchtigkeit, das Nass, Flissigkeit) AbwehrkompémeDarunter versteht man Abwehr-
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reaktionen, die zum einen in oder durch Zellen unon anderen in oder durch
Korperflissigkeiten geschehen. Daher wird das Inmsystem von verschiedenen Organen
und Zellen gebildet und ist Gber den gesamten Qsgars verteilt. Beispielhaft seien das
Knochenmark als Produktionsstatte der weien Bipts@&hen, die Lymphknoten als
Kontrollposten und Orte der Vernichtung von Antigen(z.B. Bakterien) sowie Thymus,
Milz, Tonsillen und der Darm als Stellen, an deAdvehrzellen auf ihre Abwehrfunktion
vorbereitet werden, genannt.

Zu den Abwehrzellen der angeborenen Immunitat ratakrophagen, Monozyten,
Granulozyten (neutrophile, eosinophile und basephdendritische Zellen und nattrliche
Killerzellen, wohingegen T- und B-Zellen (Lymphoeg) sowie Gedachtniszellen der
erworbenen Immunitat angehdren. Der wichtigste drakier humoralen unspezifischen
Abwehr ist, neben dem Komplementsystem, den AkthigsE-Proteinen, antimikrobiellen
Peptiden (Defensine), Lipiden und Enzymen, die groRamilie der Zytokine
(Interleukine). Dem gegenuber stehen die ImmundiobylgM, IgD, 1gG, IgE und IgA),
die den humoralen Anteil der spezifischen Abwehsidden.

Von besonderem Interesse fiir die Mausinfektionssmtrs sind vor allem die Zytokine.
Zytokine (Interleukine) sind l6sliche, biologisckti@e Hormone, meistens Glykoproteine,
die von Immunzellen, aber auch anderen Zellen,lém&ten Mengen freigesetzt werden
und auf andere Zellen, die sich meist in ihrer NBBfnden, einwirken. Zusammen mit
den Adhasionsmolekilen (Ig-Superfamilie, Integri@elektine, Cadherine) sichern sie die
Kommunikation zwischen den einzelnen Zellen. JehrBitdungsort des Zytokins werden
zum Teil auch folgende Begriffe verwendélonokiné fur Interleukine, die von
Makrophagen/Monozyten gebildet werddrymphokiné fur solche, die von Lymphozyten
gebildet werden. Der Begriffnterleukiné wird fur Zytokine verwendet, die hauptséchlich
Zellinteraktionen beeinflussen. Zytokine haben meigiotrope Wirkung, das heif3t sie
entfalten mehrere gleiche oder unterschiedliche kWigen auf eine oder mehrere

Zellarten. Beziglich ihrer Funktion kdnnen sie fakgt zusammengefasst werden:

= entziindungsfordernd: IL-1, IL-6, IL-8, TN&; TGF{3

= entzindungshemmend: IL-10, IL-13, T@F-

= hamatopoiesefordernd: G-CSF, M-CSF, GM-CSF, ILL5 | IL-7

= immunregulatorisch: IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, IL-13L-15, IFN-y, TGF$
= antiinfektios: IFNe, -B, -y (Viren), TNFa (Bakterien)

= antiproliferativ: IFNy, TNF-a, TGF{3
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Fir die Diskussion der, zur Untersuchung der T-Redliferation, durchgefihrten Maus-

infektionsversuche sind vor allem die Funktionem Agtokine von Bedeutung, die von

Makrophagen gebildet werden und auf T-Zellen wirken

Zytokin Funktion Rezeptor
IL-6 Wachstum und Differenzierung von T- und Bl
B-Zellen, Immunantwort der akuten Phase waBOo
IL-7 Wachstum von Pra-B- und Pra-T-Zellen 27
B7.1 (CD80) Kostimulierung von T-Zell-Antworten D@28 (promotor)
CTLA-4(Repressor)
B7.2 (B70) Kostimulierung von T-Zell-Antworten @B
CTLA-4
TNF-a lokale Entzindungen, Endothelaktivierung CD120a,
CD120b
IL-8 chemotaktisches Molekul fur neutrophile 8RA,
Zellen und T-Zellen IL-8RB
IL-1a Fieber, T-Zell-Aktivierung, Makrophagen- GMD21la
aktivierung
IL-18 Fieber, T-Zell-Aktivierung, Makrophagen- GMD21a
aktivierung
IL-12 aktiviert naturliche Killerzellen, induziedie

Differenzierung von CD4-T-Zellen zuF
ahnlichen Zellen, fordert IFM-Produktion

An erster Stelle der Antigen-Abwehr steht die Aldiung von T-Zellen. Durch mehrere
Stufen der Signallbertragung sowie eine meist nudvge Kostimulation wird eine

differenzierte Regulation der T-Zell-Aktivierung nedglicht. Das erste Signal ist die
Stimulation der T-Zelle tUber den T-Zell-RezeptorZR), was zum Ablauf eines
Signaltransduktionsweges fiihrt, welcher in der $kaiption von IL-2, welches die

Proliferation der T-Zellen fordert, endet. Erfoldje Aktivierung nur Uber den TZR, wird
nur wenig IL-2 produziert. Damit eine ausreichemid®-Synthese stattfinden kann, sind
oft zusétzliche Signale im Sinne der KostimulatiniB. tber CD28, notwendig.

Reife, CD4 exprimierende T-Zellen werden als T-Eedéllen (T-Zellen) bezeichnet und

kooperieren mit B-Zellen. Nachdem eine antigenprtiseende Zelle (APZ; zirkulierende
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Monozyten, sessile Makrophagen im Gewebe, wandsfiéhge dendritische Zellen aus
dem Knochenmark, follikular-dendritische ZellenLBmphozyten) oder ein Makrophage
unspezifisch ein Antigen aufgenommen hat, wird lesriden exogenen Weg prozessiert
und auf MHC-Klasse-II-Molekilen_(&jor hstocompatibility omplex) prasentiert, so
dass sie von T-Helferzellen erkannt werden. Dieseeihiung aktiviert die APZ, die
daraufhin Interleukine produzieren, die ihrerseiiederum die T-Zelle zur Proliferation
(IL-1 vermittelt) anregen und die Sekretion weiteBetenstoffe (IL-2, IL-4, IFNy, usw.)
anregen. Erst eine direkte Interaktion zwischenelféizelle und spezifischer, ebenfalls
antigenprasentierender B-Zelle fihrt wiederum znlifération sowie Differenzierung und
Umschalten der B-Zelle von IgM zu anderen Ig-Klass@iese entwickelt sich dann zu
einem antikorperbildenden Plasmazellklon. Die di#niaugebildeten Antikérper kdnnen

dann spezifisch das Antigen eliminieren.

Der Grundgedanke des in dieser Arbeit durchgefiihitdéektionsversuches mit STEC
413/89-1 in der Maus mit anschlieBender Untersughder T-Zell-Proliferationsfahigkeit
war, die Inhibierung des oben beschriebenen AbldefsT-Zell-Aktivierung durch STEC
413/89-1 Wildtyp zu zeigen. Die dazu aufgestelligpbthese besagt, dass, wenn STEC
413/89-1 die Makrophagenfunktion, und wahrscheinliauch die Funktion anderer
antigenprasentierender Zellen, vollstandig inhibisowohl die T-Zell-Aktivierung als
auch die Interaktionen zwischen T-Helferzellen WBwellen nicht stattfinden kdnnen.
Dies wirde direkt eine Unterdriickung der unspediés und indirekt eine Unterdriickung
der spezifischen Immunantwort zur Folge haben, Vesstendlich die Funktion des
gesamten Immunsystems beeintrachtigt.

Vergleicht man nun das unter 4.11 beschriebeneeAlginverhalten, das die nicht
infizierte Kontrollmaus, die STEC 413/89-1 Wildtypfizierten Mause und die STEC
413/89-14espBinfizierten Mause zeigten, miteinander, so schsicth in diesem Aspekt
die aufgestellte Hypothese zu bewahrheiten. Datidradig gestérte Allgemeinbefinden
der Wildtyp infizierten Tiere kann nicht durch ddmkterielle Lipopolysaccharid
hervorgerufen werden, da dann auch déspBinfizierten Tiere davon betroffen wéaren.
Demnach wéren die Auswirkungen der Infektion mit mdeWildtyp-Pathogen,
einschlieBlich der durch ihn produzierten Stoffwssprodukte, zusammen mit der
fehlenden Reaktion des Immunsystems der Grundiélieheblichen Beeintréachtigungen
des Allgemeinbefindens. Das kaum eingeschranktgeAieinbefinden der mit der EspB-
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Deletionsmutante infizierten Tiere ist somit dassie&t einer voll funktionsfahigen
Immunantwort.

Die festgestellten GréRenveranderungen der Milxgm kleiner als NI,despBgroRer als
NI) bestatigen die Hypothese ebenfalls. Da die Wildnfizierten Mause keine T-Zell-
Aktivierung und T-Zell-Proliferation erfahren haheter Koérper sich aber wahrscheinlich
mit den ihm noch zur Verfiigung stehenden Zellen\ilehr setzen wollte, sind samtliche
'Speicher (hier die Milz) erschopft, was zu einer Verkleineg des Organs durch
Zellabnahme fiihrte. Im Gegensatz dazu fand indéspBinfizierten Mausen sowohl eine
gute T-Zell-Aktivierung als auch eine gute T-ZetbRferation statt, was sich in der
vergrof3erten, zellreichen Milz widerspiegelt.

Die Auswertungen der Zellproliferationen bestéatigies Hypothese nur bedingt. Das erste
durchgefilhrte Experiment (Abb. 4-11.3 1) bestatgimtliche Uberlegungen zum
moglichen Ablauf der inhibierten SignalweitergabenvMakrophagen auf T-Zellen.
Bereits nach 24-stiindiger Infektion mit dem Wildizgigen diese isolierten T-Zellen keine
Proliferation mehr. Die Signalweitergabe ist augkeilich inhibiert und halt auch bis 48
Stunden nach Infektionsbeginn an. Dagegen zeigemmili der EspB-Deletionsmutante
infizierten und isolierten T-Zellen nach 24 Stunde#ne hohere Proliferationsrate als die
der nicht infizierten Kontrollmaus, was als Zeichainer guten unspezifischen als auch
spezifischen Immunantwort gedeutet werden kann.Aldall der Proliferationsfahigkeit
der T-Zellen nach 48 Stunden konnte auf eine destehdpfungsphase nach heftiger
initialer Immunantwort hindeuten, aber nicht durddn Erreger begriindet sein. Es ist
meines Erachtens entscheidend, dass tberhaupt-&ek-Aktivierung und somit auch T-
Zell-Proliferationsfahigkeit unter der Infektion mBTEC 413/89-14espBnach wie vor
moglich ist.

Leider fiel das Ergebnis des zweiten Versuchestmictklar und eindeutig aus, wie das des
ersten. Zwar traten hierbei die gleichen Verschbistimgen im Allgemeinbefinden der
Wildtyp infizierten M&use und auch die GréRenurtkiesde der Milzen auf, die T-Zell-
Proliferationsfahigkeit zeigte jedoch streckenweitark differierende Resultate. So war
die Proliferationsfahigkeit der Wildtyp infiziertelause nach 24 Stunden mit 61% hdher
als die mit der EspB-Deletionsmutante infiziertaarg, die diesmal nur bei 41% lag. Erst
nach 48 Stunden Infektionsdauer verloren die Texetler Wildtyp infizierten Mause ihre
Fahigkeit zur Proliferation. Auch die Proliferatsféhigkeit derdespBinfizierten Tiere
sank nach 48 Stunden, dhnlich wie im ersten VersRekativ gesehen schwéacher, absolut

jedoch auf ein geringeres Niveau.
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Bei diesen Ergebnissen stellt sich unweigerlich Biage, wie diese doch groRRen
Unterschiede nach der 24-stiindigen Infektionszeideér T-Zell-Proliferationsfahigkeit
auftreten kénnen — vor allem aber, was das fir Aliesagekraft der durchgefuhrten
Versuche bedeutet. Meines Erachtens ist 'Nalell Maus der entscheidende Faktor.
Selbst wenn gleichgeschlechtliche und gleich alegeTderselben Maus-Inzucht-Linie in
die Versuche eingesetzt werden, haben die einzfliega, wenn man das Individuum fir
sich betrachtet, nicht alle denselben Immunstafllein die Zusammensetzung der
Tiergruppe kann schon bei einigen, wenn nicht di@naTieren, ein Stress auslosender
Faktor sein, der das Immunsystem beeintrachi@tuppenstrelR Bereits Unvertraglich-
keiten zwischen einzelnen Individuen kann sich daé (Wohl-)Befinden der ganzen
Gruppe auswirken. Demnach wirkt sich eine gesdt#fiektion unterschiedlich auf den
Gesamtorganismus aus (siehe verminderte T-ZelifBrationsfahigkeit nach 24 Stunden
in STEC 413/89-UespBinfizierten Mausen). Die Maus ist und bleibt eonipletter, und
somit komplizierter, lebender Organismus, der sithvielen verschiedensten Noxen und
Einflussen, die auf ihn einwirken, auseinandersetr®d diese auch verarbeiten muss. Das
'‘Modell' Maus ist daher nicht standardisierbar und kanf siomit keinen strengen
experimentellen Vorgaben beugen.

Trotz der differierenden Ergebnisse in den beidepeEmenten zur Untersuchung der T-
Zell-Proliferationsfahigkeit in der Maus lasst siabschlieBend sagen, dass durch die
systemische Infektion mit STEC 413/89-1 Wildtyp dasnunsystem geschadigt wird. Die
oben genannte Hypothese scheint mit an Sichertmizgnder Wahrscheinlichkeit korrekt
zu sein. Die vollstéandige Inhibierung der T-ZelbRkferationsfahigkeit in STEC Wildtyp
infizierten M&usen ist nach 48 Stunden Infektionsuananifest.

5.6 Ausblick

Das angestrebte Ziel dieser Arbeit, die Entschliisgedes molekularen Mechanismus der
NF-kB-Supprimierung in STEC infizierten Saugerzellenyrde nicht ganz erreicht.
Dennoch sind wir einen entscheidenden Schritt éseliRichtung weitergekommen, da ich
nachweisen konnte, dass die Phosphorylierung degB\Fhibitors kB-a nicht mehr
stattfindet. Demnach muss die Stufe, auf der dgn@iransduktion unter-brochen wird,
vor der kB-a-Phosphorylierung liegen. Zukinftig sollen die eiimen Stuferfupstrearh

von IkB-a dahingehend untersucht werden. Da es sich vornehmin Kinasen handelt,
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die aktiviert werden, um die Kaskade weiterlaufaeriassen, erscheint es am sinnvollsten,

ihre Aktivierung zu Gberpriifen.

Als weiterer Punkt soll das prokaryontische Effektolekul identifiziert werden. Es ist
nicht gesagt, dass es sich dabei zwangslaufig anPeitein handelt. Vielmehr kommen
auch Enzyme in Betracht, die beispielsweise Kinasehrer Aktivitit hemmen kdnnen.
Alle LEE-kodierten Effektoren wurden bereits aufeiliFéhigkeit hin untersucht, NéB zu
supprimieren. Leider war keiner davon dazu in dagd. Daher sollen nun die anderen
Pathogenitatsinseln (PAI) im STEC-Genom systematiraufhin getestet werden. Dazu
muss jede einzelne PAI deletiert und im Infekticassgy analysiert werden.

Abschliel3end sollte noch die Interaktion von eukatgm und prokaryontem Faktor auf

molekularer Ebene dargestellt werden.

Es gibt bereits viele Bereiche in der Medizin, endn es wichtig ist, die Immunantwort
eines Individuums zu unterbinden, um ihm zu helfere beispielsweise nach Organ-
Transplantationen und Bypass-Operationen, beigidiehen Reaktionen oder Autoimmun-
krankheiten. In der Regel werden physikalische Na#Rmen (Bestrahlung) oder
pharmakologische Wirkstoffe (sogenannte Immunsiggiva) angewendet. Dabei bringt
eine kinstlich herbeigefiihrte systemische Unterdoigdunerwiinschter Immunreaktionen
nicht nur Vorteile, sondern auch Nebenwirkungen siith. Dazu zahlt man vor allem
toxische Schadigungen und die generelle Unterdrigkonmunologischer Reaktionen mit
Schwachung der Abwehr gegen Infektionskrankheiten.

In vielen Dingen hat der Mensch bereits von deruNgelernt. Und in dieser Thematik
sollten wir uns das Prinzip der gezielten Immunseaggion, die STEC in menschlichen
und tierischen Zellem vitro herbeizufiihren vermag, zunutze machen.

Vielleicht ist es uns in der Zukunft moglich, ein€ektor zu konstruieren, der gezielt das
far die Immunsuppression verantwortliche Molekil Bmusgewahlte Korperzellen

transportieren kann, damit es dort seine immunsagspre Wirkung entfaltet.
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