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Tab. 1: Aminosdurekodierung

3- 1- 3- 1-
Aminoséure Buchstaben-  Buchstaben- | Aminosdure  Buchstaben- Buchstaben-
Code Code Code Code

Alanin Ala A Leucin Leu L
Arginin Arg R Lysin Lys K
Asparagin Asn N Methionin Met M
Asparaginséure Asp D Phenylalanin Phe F
Cystein Cys C Prolin Pro P
Glutamin Gln Q Serin Ser S
Gluataminséure Glu E Threonin Thr T
Glycin Gly G Tryptophan Trp W
Histidin His H Tyrosin Tyr Y
Isoleucin Ile I Valin Val \/
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11 Einleitung

Shigatoxin-(Stx-)bildende Escherichia coli (STEC) sind Zoonoseerreger mit weltweiter
Bedeutung. STEC verfligen Uber eine Reihe von Virulenzfaktoren (Proteine des
Typ I11-Sekretionssystems, Oberflachenproteine und Stx) (1, 21, 28, 102, 117, 118, 134). Bei
einer Infektion des Menschen mit humanpathogenen STEC, EHEC genannt, kommt es zu
einer durch die ribotoxische Wirkung des Stx bedingten hamorrhagischen Colitis (HC), die
sich zu einem lebensbedrohlichen hamolytisch-uramischen Syndrom (HUS) entwickeln kann,
z. T. mit dialysepflichtigem Nierenversagen (72, 128).

Rinder gelten als natiirliches Reservoir und Hauptinfektionsquelle fiir den Menschen (21,
117). Obwohl STEC-Infektionen beim Rind nicht zu einer Erkrankung fuihren, spielt Stx eine
wichtige Rolle bei der Infektion (44, 108, 148). Stx bindet vor allem an intraepitheliale
Lymphozyten in der Darmschleimhaut und supprimiert die Effektormechanismen der Zellen.
Invivo verzogert Stx bei Kalbern die Entwicklung einer STEC-spezifischen zelluldren
Immunitat. Stx supprimiert nicht eine bereits bestehende Immunitét, sondern unterdriickt nur
eine sich gerade entwickelnde Immunantwort. Stx wirkt damit vor allem bei der Erstinfektion
immunologisch naiver Kéalber und bereitet als putativer Kolonisationsfaktor die Grundlage fir
die Entstehung persistenter STEC-Infektionen bei &lteren Rindern.

Um das Infektionsgeschehen innerhalb von Rinderherden einzuddmmen und so den
Infektionsdruck auf den Menschen zu vermindern, werden unterschiedliche Strategien
verfolgt. Verbesserte Hygienemalinahmen oder die Verwendung von Futterzusatzen wie
Probiotika waren jedoch bisher nicht von Erfolg gekront (53, 54, 84). Als Impfstoff-
kandidaten wurden verschiedene Virulenzfaktoren untersucht (34, 79, 80, 101, 131, 168). Die
verwendeten Proteine flihrten zwar zu einer Ak-Produktion im Impfling, die Dauer und
Menge der STEC-Ausscheidung wurde jedoch nicht reduziert.

Aufgrund der weiten Verbreitung haben Kalber bereits frih nach der Geburt Kontakt zu
STEC. Die erstmalige natirliche Infektion féllt in einen Zeitraum, in dem ein Grofteil der
Tiere Uber keine oder nur geringe Mengen Stx-spezifischer Antikorper verfugt (44, 108, 148).
Eine Immunisierungsstrategie auf der Basis der Stx unter Einbeziehung hochtrachtiger Kiihe
konnte bei neugeborenen Kélbern diese immunologische Lucke schlieBen und bovine
Immunzellen zum Zeitpunkt der Erstinfektion vor den modulatorischen Wirkungen der Stx
schiitzen. Diese Strategie ware besonders effektiv, da, unabh&ngig vom Vorhandensein

anderer Virulenzmerkmale, alle potenziell fir den Menschen gefahrlichen STEC-Isolate

4



[11 Einleitung

erfasst wurden. Fur die Entwicklung einer auf Stx basierenden Vakzine ist es notwendig, die
Ribotoxizitat zu verhindern (62, 63, 180). Ziel dieser Arbeit war daher, gentechnisch
veréndertes Stx herzustellen und zu Uberprifen, ob die immunmodulatorischen Wirkungen
von wildtypischem Stx auf periphere Blutlymphozyten, ileale intraepitheliale Lymphozyten

und Makrophagen des Rindes bei den so generierten Shigatoxoiden verloren gegangen ist.
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1 Shigatoxin

1.1 Verbreitung und Pathogenitat Shigatoxin-bildender Escherichia coli

Shigatoxin-(Stx-)bildende Escherichia coli (STEC) kommen weltweit vor. Studien
belegen, dass vor allem Rinder als natiirliches Reservoir flir STEC anzusehen sind (21, 117,
182). STEC-Stamme, die nachweislich pathogen fiir den Menschen sind, werden als
enterohdamorrhagische E. coli (EHEC) bezeichnet (86).

Als Herdenpravalenzen fiir STEC wurden in unterschiedlichen Studien Werte im Bereich
um 50 % ermittelt (51, 59). Studien zum Nachweis bei einzelnen Tieren zeigen, dass hier die
Detektion von STEC zwischen 0 und 80 % schwankt (51, 59, 182). Hohe Ausscheidungsraten
sind besonders bei Kalbern zu finden (11, 59). Geue et al. konnten zeigen, dass es groRe
Unterschiede in der ermittelten Pravalenz sogar zwischen zwei identisch gehaltenen Gruppen
von Rindern und zwischen den Tagen der Probensammlung gibt (51).

Die Schwankungen in der Detektionshaufigkeit sind sowohl methodisch bedingt als auch
durch Schwankungen der Ausscheidungshaufigkeit und -menge der STEC begriindet. Nach
Pearce et al. hat die Art der Probennahme einen entscheidenen Einfluss auf die
Detektionsrate. Die Autoren stellten fest, dass STEC nicht gleichméRig im Kot verteilt
ausgeschieden werden und somit eine Probennahme von unterschiedlichen Stellen des Kots
die Chancen fir einen STEC-Nachweis deutlich erhéht (130). Die Ausscheidung selbst wird
von unterschiedlichen Faktoren beeinflusst. Futtermodifikationen wie eine Zugabe von
Probiotika oder apathogenen E. coli, verstarkte Hygienemalnahmen betreffend Wasser und
Futter, aber auch klimatische Verdnderungen haben Einfluss auf die STEC-Ausscheidung.
Wahrend in den warmeren Monaten vermehrt STEC nachgewiesen werden kdnnen,
vermindert sich die Nachweisrate in den kalten Monaten (53, 54, 59, 84).

Die Unterschiede in der Einzeltierprdvalenz werden durch diese Einfliisse jedoch nicht
zufriedenstellend geklart. In einer schottischen Studie wurden bei Schlachtrindern Kotproben
gesammelt (n=598) und auf das Vorhandensein von E. coli O157 untersucht. Hierbei wurden
9 % der infizierten Tiere als sogenannte ,,high shedder* identifiziert, d. h. sie schieden mehr
als 10* KbE (Kolonie-bildende Einheiten) E. coli 0157 pro Gramm Kot aus. Die Autoren
stellten die Hypothese auf, dass diese ,,high shedder* fiir 96 % der ausgeschiedenen E. coli am
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Schlachthof verantwortlich sind und die Konzentration der ausgeschiedenen E. coli weitaus
wichtiger als die Prdvalenz sei (127). Andere Studien unterstitzen diese Hypothese.
Matthews et al. (100) werteten eine Studie von Synge et al. (152) erneut aus. Diese Studie
kam zu dem Ergebnis, dass 78 % der untersuchten Betriebe keine Anzeichen fiir eine STEC-
Infektion zeigten, wahrend ca. 2% der Betriebe eine hohe STEC-Belastung zeigten.
Matthews et al. vermuten, dass diese Unterschiede auf den unterschiedlichen Haltungs- und
Futterungsbedingungen in den einzelnen Betrieben basieren. Allerdings gehen auch sie davon
aus, dass einzelne Tiere den ,,high* oder ,,super shedders® zuzuordnen sind. Diese Hypothese
wird durch Ergebnisse anderer Studien an Schlachtrindern gestutzt (37, 91, 123). In einer
weiteren Studie stellten Matthews et al. fest, dass vermutlich 20 % der ,,super shedder* fiir ca.
80 % der Ubertragungen von STEC in einer Herde verantwortlich sind. Die Autoren stellten
die These auf, dass durch die Identifikation und Elimination dieser Tiere die Herdenpravalenz

stark gesenkt und damit auch das Infektionsrisiko fur Menschen reduziert werden kdnnte (99).

Infektionsquellen fiir den Menschen sind neben dem direkten Kontakt zu Rindern in erster
Linie der Verzehr von unzureichend erhitztem Rindfleisch. Besonders im Fokus sind hier
unzureichend erhitzte Hamburger (7, 32, 65, 74, 167). Aber auch unzureichend gesduberter
Salat (2), nicht pasteurisierter Apfelsaft (23) oder unpasteurisierter Apfel-Cider ohne
Konservierungsstoffe (9) sind bereits als Infektionquelle in Erscheinung getreten.

Bereits am Schlachthof kann es zu einer Kontamination des Schlachtkérpers mit STEC
kommen. Pravalenzstudien aus den USA ergaben, dass sowohl aus dem Kot als auch vom Fell
der Tiere besonders hdufig STEC zu isolieren sind (in 72 % bzw. 38 % der untersuchten
Tiere). Eine Reduktion dieser Kontamination konnte im Verlauf des Schlachtprozesses
gezeigt werden: Bei 87 % der 30 beprobten Gruppen von Rindern (bestehend aus
35-85 Tieren) konnte vor der Ausweidung mindestens eine Probe positiv auf STEC getestet
werden, wahrend die Prozentzahl nach der Ausweidung auf 57 % und nach der
Nachbearbeitung auf 17 % sank. Die Nachbearbeitung der Schlachtkdrper variierte zwischen
den Schlachthéfen von Dampfpasteurisation, Waschen mit heiRem Wasser oder Waschen mit
organischer S&ure. Hierbei wird deutlich, dass fir eine Reduktion der STEC-Belastung die
Nachbearbeitung eine grofie Rolle spielt, wenn auch die Erreger hierdurch nicht vollstandig
eleminiert werden konnen (6, 35). In einer weiteren Studie wurden Proben aus Kot und
Abklatschproben der Beine von Schlachttieren untersucht. Bei Kot-negativen Tieren konnten
STEC-positive Proben von den Beinen gewonnen werden, wenn diese Tiere nach einem Kot-

positivem Tier geschlachtet wurden (14). Die Notwendigkeit einer Reduktion der STEC-
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Belastung der lebenden Tiere wird hier deutlich. Eine Dekontamination des Fells der lebenden
Tiere mittels Hochdruckreiniger wurde untersucht. Hierbei ergab sich, dass bereits das
Waschen des Tieres fur drei Minuten die Kontamination des Schlachtkdrpers des behandelten
Tieres deutlich reduziert (19).

Bei Menschen fihrt eine Infektion mit EHEC oft zu schweren Erkrankungen. Hier ist
insbesondere die durch EHEC ausgel6ste hdmorrhagische Colitis (HC) zu nennen, in deren
Folge sich bei Kindern und &lteren Menschen ein hamolytisch-urdmisches Syndrom (HUS)
entwickeln kann. Eine HUS-Erkrankung kann zu einem dialysepflichtigen Nierenversagen
fuhren, in 1 % der Erkrankungsfalle kommt es zum Tod des Betroffenen (71).

STEC besitzen mehrere Virulenzfaktoren, wobei besonders die Proteine des
Typ I11-Sekretionssystems wie ESpA und Tir, das Oberflachenmolekil Intimin und Stx zu
nennen sind (118). Stx wird als Hauptvirulenzfaktor angesehen (21). Von Stx existieren
zwei Gruppen: Stx1 und Stx2, jede mit einer unterschiedlichen Anzahl an Untergruppen, die
z. T. auch an unterschiedliche Rezeptoren bzw. unterschiedliche Konfigurationen eines
Rezeptors binden (16).

1.2 Struktur des Toxins

Stx gehdren zu der groRBen Gruppe von ABs-Toxinen, zu denen auch Toxine von
Vibrio cholerae und Shigella dysenteriae gehéren (109). ABs-Toxine bestehen aus einer
enzymatisch aktiven A-Untereinheit und flnf rezeptorbindenden B-Untereinheiten (120).
Nach einer proteolytischen Spaltung durch Furin wird die A-Untereinheit in ein groeres A;-
und ein kleineres A,-Fragment zerlegt. Die Fragmente bleiben zunéchst durch eine
Disulfidbriicke verbunden (103). Im A;-Fragment befindet sich das aktive Zentrum.
Hochstwahrscheinlich sind nur funf Aminosduren (AS) im katalytischen Zentrum fir die
toxische Aktivitat verantwortlich. Diese AS bilden eine molekulare Tasche. Die obere
Seitenwand dieser Tasche wird durch die AS Y77 und Y114 gebildet, wéhrend die untere
Seitenwand von der AS W203 begrenzt wird. Auf dem Boden der Tasche befinden sich die
AS E167 und R170 (31).
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1.3 Stx-Rezeptoren

Shigatoxine besitzen mit Globotriaosylzeramid (Gbs, Galal-4Galf1-4Glcf1-1Cer) einen
spezifischen Rezeptor (87, 172). Stx1 und Stx2 binden bevorzugt an Gbs (syn. CD77),
wiahrend Stx2e, der Ausléser der Odemkrankheit des Schweines, bevorzugt an
Globotetraosylzeramid (Gbs, GalNacB1-3Galal-4GalB1-4Glcp1-1Cer) bindet (16). Gbs/CD77
wird je nach Spezies auf verschiedenen Zellen exprimiert. Beim Menschen findet sich der
Rezeptor vor allem in Endothelzellen der Tubuli und Glomeruli der Niere, aber auch im
Gehirn und im Gastrointestinaltrakt (72). Beim Rind ist der Stx-Rezeptor auf Nierenzellen
(157) und im Gehirn nachweisbar (135) sowie im lleum, Jejunum und Kolon (60).

Gbs/CD77 wird von Blutzellen sowohl beim Mensch als auch beim Rind exprimiert.
Jedoch finden sich erhebliche Unterschiede in der zellularen Verteilung. Wéhrend beim
Mensch der Rezeptor auf B-Lymphozythen (24) und Granulozyten (155) vorkommt, nicht
aber auf off T-Lymphozyten (24), konnte Gbs/CD77 beim Rind auf B-Lymphozyten, of3 T-
Lymphozyten und v8 T-Lymphozyten nachgewiesen werden (106, 107, 148). Bovine
Granulozyten exprimieren kein Gbs/CD77 (105). Auf Monozyten wurde Gbs/CD77 beim
Mensch (20) gefunden.

1.4 Mechanismen der Stx-Wirkung auf Zellen und zellulére Reaktionen

141 Intrazytoplasmatische, enzymatische Wirkung von Stx

Durch die Bindung von Stx an Gbs/CD77 kommt es innerhalb kirzester Zeit zu einer
Reaktion der Zelle (75). Nach clathrin-abhangiger Endozytose (163) oder
clathrin-unabhangiger Aufnahme (36) wird Stx in der Zelle retrograd transportiert. In den
Endosomen spaltet das Enzym Furin die A-Untereinheit in ein A;- und ein A,-Fragment. Von
dort aus gelangt die A-Untereinheit retrograd durch den Golgiapparat (GA) zum
endoplasmatischen Retikulum (ER) und wird dort in das Zytosol ausgeschleust. Im Zytosol
ubt das A;-Fragment seine ribotoxische Wirkung aus (141).

Die enzymatische Wirkung des StxAi-Fragments beruht nach bisherigen Erkenntnissen auf
folgenden molekularen Interaktionen: E167 bindet tber ionische Wechselwirkungen an das
Ribose-Phosphat-Ruckgrat der 28S rRNA der Zielzelle und vermittelt so eine Verbindung
zwischen Toxin und rRNA. Die aromatischen Ringe von Y77, Y114 und W203 stabilisieren
diese Verbindung und richten den Adeninrest an Position 4324 der rRNA aus. Y77 als
vermuteter Sdurekatalysator fungiert als Donator eines Protons an ein Stickstoffatom am

Adeninring und schwécht damit die Bindung zwischen dem C1 der Ribose und dem N9 des
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Adenins. Das protonierte Adenin dissoziert von der Ribose, wobei ein positiv geladenes
Oxocarboniumion im Ribosering zuriickbleibt, welches durch R170 stabilisiert wird.
AbschlieBend greift ein Wassermolekil das Oxocarboniumion an, die Ribose wird
hydrolysiert und der Saurekatalysator wird wiederhergestellt (31).

Im Zuge der Abspaltung des Adeninrestes kommt es zu einer Konformitétsanderung der
28S rRNA, die eine Affinitdtsabnahme des Ribosoms zum eukaryotischen Elonginations-
faktor 1 (eEF 1) und somit eine verminderte eEF 1-abhéngige Bindung von Aminoacyl-tRNA
an die Ribosomen nach sich zieht (121). Als Folge sind die Ribosomen, die an mRNA
gebunden sind, irreversibel und vollstdndig inaktiviert, da ribosomale 60S-Untereinheiten von
Stx nur inaktiviert werden kénnen, wenn sie Bestandteile von vollstdndigen Ribosomen sind
(136). Durch die Inaktivierung der Ribosomen kommt es zum Stillstand der Proteinsynthese

und die betroffene Zelle geht zugrunde.

Neben der ribotoxischen Wirkung mit Inhibition der Proteinbiosynthese 16sen Shigatoxine
eine sogenannte ,ribotoxic stress response“ aus. Hierbei wird vermutlich durch die
Schédigung der Ribosomen eine Aktivierung der mitogen-aktivierten Protein-Kinasen
(MAPKSs) ausgeltst. Dabei steht die Aktivierung der c-Jun N-terminal Kinase (JNK) im
Vordergrund. Die Aktivierung von JNK wird mit der Apoptose der Zelle in Verbindung
gebracht (129). Diese Aktivierung konnte auch bei anderen Ribotoxinen wie Rizin
nachgewiesen werden und wurde auch bei einer geringfugig beeinflussten Proteinsynthese
beobachtet (67). Die ,,ribotoxic stress response fuihrt, &hnlich der ribotoxischen Wirkung
(22), bei einigen Zelltypen zur Apoptose (z. B intestinale Epithelzellen (146), THP-1-Zellen
(human acute monocytic leukemia cell line) (82)). Allerdings scheint auch fur Apoptose in
THP-1 Zellen eine enzymatisch aktive A-Untereinheit nétig zu sein, denn weder aufgereinigte
B-Untereinheiten noch ein enzymatisch nicht aktives Stx1-Toxoid konnten Apoptose ausldsen
(82). Als ein weiterer Mechanismus, der zur Apoptose in den Zellen fiihren kann, muss die
Aktivierung des Caspase-3 Signalwegs benannt werden. Dieser Signalweg wurde bei
humanen Nabelschnurendothelzellen nach Inkubation mit Stx1, vor allem aber nach
Inkubation mit Stx2 aktiviert (18).

1.4.2 Alternative Wirkung

Durch die Bindung von Stx an Gbs/CD77 erfolgt aulerdem die Aktivierung von Syk
(spleen tyrosine kinase), welche die Aufnahme von Stx in die Zelle erhoht (81). Gleichzeitig
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kommt es durch eine rasche Erhéhung der intrazelluldren Zeramide zu einer vermehrten
Produktion von Gh3/CD77, was zu einer zusatzlichen Sensibilisierung der Zellen fir Stx fuhrt
(122). Zusatzlich wird durch eine vermehrte Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) der mitochondriale Apoptoseweg aktiviert (159) und ein vermehrter Ca®*-Einstrom
initiiert, was wiederum zur Aktivierung der p38 mitogen-aktivierten Protein-Kinase (MAPK)
fihrt (66). Diese Aktivierung von p38 MAP-Kinasen wird mit der Ausschiuttung von
proinflammatorischen Zytokinen in Verbindung gebracht (129).

1.4.3  Modulatorische Wirkung

In verschiedenen in vitro-Studien konnte bei humanen Zelllinien eine gesteigerte
Produktion von Zytokin-mRNA nachgewiesen werden. Besonders deutlich war dies in einer
Studie bei einer humanen Kolonepithelzelllinie (HCT-8) zu beobachten, hier zeigte sich in
Anwesenheit von Stx1 eine signifikante Steigerung der IL-8 Produktion, ebenso fur einige
andere Zytokine wie GRO-a und GRO-B (161, 162). Dies bestatigen Untersuchungen mit
einer anderen Kolonepithelzelllinie (CaCo-2). Hier konnte ebenfalls nach Inkubation mit Stx1
und Stx2 eine erhohte Produktion von mRNA fir TNF-o und IL-8 nachgewiesen werden
(179).

Der mogliche Zusammenhang zwischen einer aktivierten p38 MAP-Kinase und der
Produktion von Zytokinen konnte bei intestinalen Epithelzellen gezeigt werden. Hier wurde
nach Inkubation mit Stx1 eine vermehrte Ausschittung von IL-8 nachgewiesen, die nach
Hemmung des p38 MAP-Kinase-Signalweges deutlich reduziert werden konnte (162).
THP-1-Zellen reagierten auf Stx1 mit einer erhohte Ausschiittung von TNF-a, die ebenfalls
nach der Blockade des p38 MAP-Kinase-Signalweges fast vollstandig unterblieb (40).

Die genauen Mechanismen, die zu einer Chemokinantwort nach Aktivierung des
p38 MAP-Kinase-Signalweges fuhren, sind jedoch noch nicht vollstandig geklart. Fur die
Aktivierung der MAP-Kinasen und der damit verbundenen Ausschittung der Zytokine
scheint die enzymatische aktive A-Untereinheit unabdingbar zu sein, denn die Bindung von
aufgereinigten B-Untereinheiten von Stx an Gbs/CD77 konnte in THP-1-Zellen keine
Produktion von TNF-a auslosen (139). Fiur humane priméare Monozyten konnte gezeigt
werden, dass Stx1 und Stx2 zu einer verzogerten, niedrigen JNK-Aktivierung in den Zellen
fuhrten, dafur jedoch zu einer deutlichen p38 MAP-Kinase-Aktivierung im Vergleich zu
unbehandelten Zellen (20). Ebenso wie bei Fosteretal. (40) konnte eine vermehrte

TNF-a-Produktion nachgewiesen werden, eine gesteigerte Apoptoserate war jedoch nicht zu
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beobachten, was die Theorie der Zusammenhange zwischen JNK und Apoptose sowie
p38 MAPK und proinflammatorischen Zytokinen (s. u.) unterstitzt.

Bei bovinen Zellen zeigt Stx eher eine modulatorische als eine zytoletale Wirkung (38,
108). Mononukleére Zellen aus dem peripheren Blut (PBMC) von Rindern reagieren auf die
Anwesenheit von Stx mit einer verminderten Aktivierung und Proliferation (108). Bei einem
Infektionsversuch zeigten PBMC von Kalbern, die mit einem Stx2-negativen E. coli
O157:H7-Stamm infiziert wurden, eine signifikant hohere STEC-Antigen-spezifische
Proliferation als PBMCs von Kalbern, die mit einem Stx2-positivem E. coli des gleichen
Serotyps inokuliert wurden (61).

Diese Verminderung der Aktivierung und der Proliferation konnte auch bei intra-
epithelialen Lymphozyten aus dem bovinen lleum (ilEL) nachgewiesen werden (104). Hier
kommt es aul’erdem zu einem deutlichem Anstieg der Transkription von il-4 (104, 112). Auch
auf  bovinen  Makrophagen konnte Gb3/CD77 nachgewiesen  werden  (147).
Mukosamakrophagen konnen Stx binden und reagieren mit einer modifizierten
Zytokinausschuttung (147, 158), insbesondere einer Zunahme in der mRNA fur IL-8 (147).
Durch die Bindung von Stx an Kryptenzellen im bovinen Kolon soll es zu einer verminderten
Entwicklung von Epithelzellen und damit zu einer verlangerten Kolonisation des Erregers im
Darm kommen konnen (60). Nach einer anderen Untersuchung sind Kryptenzellen jedoch

resistent gegen die zytotoxische und die immunmodulatorische Wirkung von Stx (147).

1.5 Wirkung mutagenisierter Shigatoxine

Die zytotoxische Wirkung des Aj-Fragments ist besonders von den AS auf den
Positionen 167 und 170 abhéngig. Durch eine gezielte Mutation von Glutaminséure (E) an
Position 167 zu Glutamin (Q) konnte die Zytotoxizitat fir Verozellen im Gegensatz zum
Wildtyp um das 300.000-fache und die enzymatische Aktivitdt um das 12.500-fache reduziert
werden (63, 180). Auch mit dem Einbringen einer zweiten Mutationsstelle (Position 170,
Arginin (R)—Leucin (L)) konnten die oben genannten Reduktionen erzielt werden (126). Fur
Stx2e zeigte die Substitution der AS an diesen zwei Positionen (E167Q/R170L) eine
vollstdndige Elimination der Zytotoxizitdt gegenuber Verozellen (94). Neben den
Substitutionen an Position 167 und 170 wurden auch Mutationen an Positionen 77 und 114
durchgefuhrt, die sich im Hinblick auf die Reduktion der Toxizitét als weniger wirkungsvoll
erwiesen (30, 31).

12
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Durch die unterschiedlichen Mutationsversuche im enzymatischen Zentrum der
A;-Untereinheit von Stx wurde deutlich, dass eine punktgenaue Mutagenese dieser AS eine
effektive Art der Inaktivierung des Toxins darstellt. Die besten Ergebnisse, gemessen an der
Verozell-Zytotoxizitat, wurden mit der Kombination von E167Q/R170L erreicht, da hier die
enzymatische Aktivitat reduziert bzw. eliminiert werden konnte.

Inwieweit die genannten Mutationen einen Einfluss auf die alternativen und die
modulatorischen Wirkungen der Stx besitzen, wurde bislang nur wenig untersucht. In einer
Studie wurde die Zytokinproduktion von CaCo-2-Zellen in Anwesenheit einer nicht-toxischen
Mutante von Stx1 (E167Q/R170L) beurteilt. Hier zeigte sich im Vergleich mit Stx1 keine
gesteigerte Produktion der gemessenen Zytokin-mRNA (179).

1.6 Bedeutung des Stx fur die Pathogenese EHEC-bedingter Erkrankungen

Das primdre Manifestationsorgan bei EHEC-Infektionen des Menschen ist der Darm.
Durch das erregereigene Typ IlI-Sekretionssystem (T3SS) werden verschiedenen Proteine
freigesetzt, die fir den Kontakt zwischen Wirtszelle und Erreger verantwortlich sind. Die
Gene fur das T3SS sind auf dem sogenannten LEE (locus of enterocyte effacement) zu finden.
Mithilfe der sezernierten Proteine sind EHEC in der Lage, attaching and effacing (A/E)
Lasionen im Darm zu verursachen. Durch die Freisetzung von EspA wird der Kontakt
zwischen Erreger und Zelle vermittelt und der iiber die ,,molekulare Nadel* des T3SS in die
Wirtszelle injizierte translocated intimin-receptor (Tir) dient als Rezeptor flr das
Oberflachenmolekil Intimin. So kann der Erreger eine stabile Bindung mit den Darmzellen
eingehen (138, 171). Der Mikrovillisaum der Wirtszelle wird zerstort (13, 41, 42). Im Zuge
dieser Anheftung wird Stx freigesetzt. Durch die geschadigte Epithelschicht gelangt Stx in die
Darmwand und fiihrt hier zu einer Schadigung der Endothelschicht der Kapillaren (137).
Durch den Umstand der Mikrovillisaum-Zerstérung und der Zerstérung der Endothelzellen
sind Infektionen mit EHEC beim Menschen insbesondere gekennzeichnet durch Diarrhoe und
h&morrhagischer Kolitis (HC). Nach einer Inkubationszeit von zwei bis vier Tagen kommt es
bei 70-80 % der Infizierten zu waéssriger Diarrhoe, meist in Kombination mit abdominalen
Krampfen. Nach einigen Tagen entwickelt sich aus dieser zunéchst nur wéssrigen Diarrhoe
bei 50-60 % der Betroffenen eine HC. Von schwerwiegenden Folgen betroffen sind rund
10-15 % der Kinder mit HC, hier manifestiert sich ein hamolytisch-urdmisches Syndrom
(HUS), welches mit Thrombozytopenie, hamolytischer Andmie und Nierenversagen
einhergeht. Bei 1% der HUS-Patienten verlduft das HUS tddlich, rund 6 % behalten
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dialysepflichtige Nierenschaden zuriick (128). Der Organtropismus beim Menschen beruht
vor allem auf der Expression von Ghs/CD77 in Endothelzellen der Tubuli und Glomeruli der
Niere (72). Rezeptoren finden sich aber auch auf Endothelzellen im menschlichen Gehirn,
sodass neurologische Komplikationen nicht selten sind. Der Weg, Uber den Stx aus dem Darm
in andere Organe, insbesondere die Nieren, kommt, ist bisher noch nicht vollstandig geklart
(71). Einige Studien berichten ber Bindungen von Stx an polymorphkernige Leukozyten (64,
155, 156), jedoch konnte dieser Transportweg bisher nicht bestétigt werden (48). Auch fur die
Hypothese, dass Mononzyten fur den Transport verantwortlich zu machen sind, fehlt bislang

ein sicherer Beleg (49).

1.7 Stx-Wirkung auf Zellen des Immunsystems

Fur die Wirkung von Stx auf Zellen ist ein Vorhandensein des Ghs/CD77-Rezeptors auf
den Zellen Voraussetzung. Die Verteilung von Ghbs/CD77 auf Immunzellen ist bei Rind und
Mensch unterschiedlich (103). Die spezifische Verteilung konnte fiir den Unterschied in der

klinischen Auspragung einer STEC-Infektion bei Mensch und Rind verantwortlich sein.

1.7.1  Auswirkung auf die Expression von zellspezifischen Markern

Bei Méausen konnte nach Injektion mit Stx2 ein Riickgang der CD4"-, CD8"-T-Zellen und
der B-Zellen im peripheren Blut beobachtet werden (151). Studien tber den Einfluss von Stx
auf die Expression von zellspezifischen Marker bei humanen Zellen exisitieren nicht, da bei
den meisten Arbeiten mit humanen Zelllinien (z. B. THP-1) gearbeitet wird.

In Anwesenheit von Stx kommt es bei allen Subpopulationen boviner peripherer
Lymphozyten (CD4", CD8", yd T-Zellen, CD21%) zu einer reduzierten Expression von
Gh3/CD77 (106). Auch auf bovinen ilEL war dieser Effekt zu beobachten (104).

1.7.2  Auswirkung auf die Produktion von Zytokinen

In THP-1-Zellen fuhrt die Inkubation mit Stx zu einer Steigerung der Produktion von
TNF-a (40). Zudem konnte bei THP-1 die Produktion von mRNA fir TNF-a, IL-1p und 1L-8
nachgewiesen werden (56). Die Inkubation mit Stx1 und Stx2 lieR die mRNA-Produktion von

TNF-o auch bei primdren humanen Makrophagen ansteigen (20).
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Bei bovinen ilEL konnte nach der Inkubation mit Stx1 eine erhohte Transkription von il-4
festgestellt werden. Bei PBMC wurde die Produktion von IL-4 in Anwesenheit von Stx im

Vergleich zu Kontrollzellen leicht vermindert (111).

1.7.3  Auswirkungen auf die Proliferation

Zusétzlich zur Apoptose wurde bei Stx auch ein Einfluss auf die Zellproliferation
nachgewiesen. Sugatani et al. konnten nach der intravendsen Gabe von Stx2 bei Mé&usen in
deren Lymphozyten und Splenozyten einen Riickgang von CD4*-und CD8"-T-Zellen sowie
B-Zellen nachweisen. Wahrend bei der mitgefiuhrten Kontrolle die Proliferation der Zellen
deutlich zu erkennen war, sank diese bei behandelten Mausen um 50,4 % (151).

Ein &hnlicher Effekt konnte auch bei bovinen PBMC nachgewiesen werden. Stx1 bewirkt
hier einen Riickgang der Proliferation von CD8"-T-Zellen und, in geringerem Mafe, auch von
B-Zellen. Dass es sich hier tatsdchlich um einen Rickgang der Proliferation und nicht um eine
Zunahme der Apoptoserate handelte, zeigte der gleich bleibende prozentuale Anteil an toten
Zellen in Kulturen mit Stx1 und Kulturen mit Stx1 und anti-StxB1 (108, 148). Auch bei
bovinen IEL hemmt Stx1 die Proliferation in vitro (104).

1.7.4  Auswirkungen auf die Vitalitat

Wéhrend Cameron etal. keinen Einfluss von Stx auf primare humane Monozyten
nachweisen konnten (20), zeigten sich bei THP-1-Zellen Unterschiede in der Reaktion auf
Stx. Harrison et al. zeigten, dass Stx bei undifferenzierten, monozyten-adhnlichen THP-1-
Zellen zu einer erhohten Apoptoserate fuhrte, wahrend bei differenzierten, makrophagen-
ahnlichen THP-1-Zellen die Apoptoserate deutlich niedriger war (55). Auch in weiteren
Studien konnte bei THP-1-Zellen in Anwesenheit von Stx eine erhohte Apoptoserate
nachgewiesen werden (82, 83).

Sowohl in bovinen iIEL als auch in bovinen PBMC hat Stx keinen Einfluss auf die
Apoptoserate (108, 111), wahrend in humanen Neutrophilen die Apoptoserate nach

Inkubation mit Stx2 sogar verzdgert wurde (88).
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1.8 Verlauf einer Infektion mit STEC beim Rind

Obwohl STEC nicht zur normalen Darmflora von Mensch und Tier gehért (116), konnten
STEC in Kklinisch unauffélligen Tieren nachgewiesen werden (51, 117). Diese Tiere stellen ein
besonderes Risiko fir eine Infektion des Menschen dar. Bereits frih nach der Geburt
infizieren sich Kalber mit STEC, entweder bei ihren Mdttern oder bei anderen bereits
infizierten Tieren (44). Nur vereinzelt kommt es bei den infizierten Kalbern zu
Durchfallerkrankungen (176), bei den meisten Tieren bleibt die Infektion ohne Symptome.
Die Erregerausscheidung erfolgt bereits kurz nach der Infektion in unregelméBigen Abstanden
(44).

Die Kolonisation des Darms mit STEC geht einher mit der Stx-Freisetzung. Eine Ak-
Antwort auf Stx erfolgt in der friihen Phase der Infektion nicht (44, 61), jedoch sind Ak gegen
0157-LPS nachweisbar (61). Der Beginn einer toxin-spezifischen Ak-Produktion ist erst mit
Beginn des sechsten Lebensmonates festzustellen, ein deutlichen Ak-Titer gegen Stx1 ist bei
den meisten Rindern mit 2,5 Jahren zu ermitteln (44). Ak gegen Stx2 finden sich bei natdrlich
infizierten Rindern unabhangig vom Lebensalter nur selten (44), (132). Durch die verzogerte
Bildung endogener Ak und das Verschwinden maternaler Ak ca. in der sechsten bis achten
Lebenswoche fallt die Erstinfektion der Tiere in einen Zeitraum ohne antitoxische Immunitat.

Ein verdndertes Zytokinprofil in der intestinalen Mukosa und die unterdriickte Proliferation
der Immunzellen durch Stx bedingt eine verzogerte Immunantwort auf STEC. Hierbei wird
die Entwicklung einer zellularen Immunantwort gehemmt, eine bereits bestehende
Immunantwort jedoch nicht unterdriickt (103). Diese Wirkungen des Stx beim Rind
begtinstigen die Persistenz der bovinen STEC-Infektion und verlangern die Ausscheidung der

Erreger.

2 Optionen zur Behandlung und Pravention EHEC-bedingter
Erkrankungen

2.1 Behandlung EHEC-infizierter Menschen

Bisher ist die Behandlung von EHEC-Erkrankungen beim Menschen schwierig.
Verschiedene Ansatze zur Entwicklung eines Therapeutikums werden verfolgt, jedoch konnte
bisher kein nachhaltiger Erfolg erzielt werden (92). Unterschiede in der Therapieentwicklung
betreffen vor allem den Ansatzpunkt. Entweder werden Therapeutika direkt gegen den

Erreger (EHEC) oder das Toxin (Stx) entwickelt oder Therapeutika, die in Mechanismen
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eingreifen, die durch EHEC/Stx ausgelost werden (z. B. Aktivierung der MAP-Kinasen,
Apoptose der Zellen) (10).

Zu den in der Entwicklung befindlichen Therapeutika gegen EHEC/Stx gehdren
Stx-bindende Agenzien wie Gbsz-Rezeptor-Analoga und monoklonale Antikérper. Die erste
Generation der Gbs-Analoga ,,Synsorb-PK* (5) konnte bei Verozellen die Toxizitat von Stx1
vermindern, hatte aber auf die Toxizitat von Stx2 keine Wirkung. In einem klinischen Test an
145 HUS-erkrankten Kindern fihrte ,,Synsorb-PK* nach oraler Verabreichung zu keiner
Veranderung im Krankheitsverlauf (164). Weitere Gbs-Analoga zeigen in vitro gute Ansatze
zur Neutralisation von Stx1 und Stx2, allerdings fehlen hier bisher klinische Daten (77, 113,
119, 175). Versuche mit humanen oder humanisierten monoklonalen Antikorpern gegen Stx
in Tiermodellen (Maus, Ferkel) machen deutlich, dass die Antikérper im Modell durchaus in
der Lage sind, den Verlauf der Erkrankung zu mildern. Auch zeigte sich, dass eine
Verabreichung der Antikorper bis zu 48 Std. nach der Infektion den Verlauf der Erkrankung
positiv beeinflussen kann (142, 143, 178). Klinische Daten zum Einsatz beim Menschen
fehlen bisher aber auch hier.

Therapeutika, die den Mechanismus von Stx in der Zelle oder im Gewebe verhindern, sind
bisher wenig erforscht. Fu et al. konnten in einem Rattenmodell fiir HUS zeigen, dass ein
p38 MAPK-Inhibitor die Serumspiegel von IL-18 und TNF-a verringerte, was mit einer
Verringerung der Nierenschaden einherging (46).

Der Nutzen einer prophylaktischen (wéhrend der klinischen Phase der hamorraghischen
Kolitis, die dem EHEC-bedingten HUS in der Regel vorausgeht) oder therapeutischen
Antibiotikabehandlung bei HUS-Patienten wird kontrovers diskutiert. Es gibt Anzeichen
dafiir, dass die Gabe von Antibiotika moéglicherweise kontraindiziert ist, bei Kindern eine
Antibiotikagabe wahrend einer EHEC-Erkrankung sogar forderlich flr ein Entstehen von
HUS sein kann (177). In einer Stellungnahme zum aktuellen EHEC-Ausbruch (2011) der
Deutschen Gesellschaft fir Infektiologie wird jedoch der Einsatz von Carbapenemen oder
neueren Makroliden fur relativ unbedenklich gehalten, wenn eine Indikation fur eine
systemische Antibiotikatherapie gegeben ist. Abgeraten wird in diesem Zusammenhang von
der Gabe von Aminoglykosiden, die zu einer verstarkten Stx-Freisetzung fihren konnen (4).
Die Anwendung von Antibiotika kann die Freisetzung von Stx aus EHEC fordern (174).
Somit beschrénkt sich die Behandlung HUS-Erkrankter meist auf Flussigkeitssubstitution,

Elektrolytgaben und intensivmedizinische Uberwachung (71).
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2.2 Subunit-Vakzine und Toxoid-Vakzine

Die Entwicklung von Stx-Impfstoffen wird als weitere Mdglichkeit gesehen, das
Erkrankungsrisiko des Menschen zu senken. Hierbei sind verschiedene Forschungsansatze im
Fokus. Da Stx aus zwei Untereinheiten besteht, wurde die Moglichkeit von Subunit-Vakzinen
als Impfstoff erforscht. Subunit-Vakzinen fir Stx sind meist Vakzinen gegen die
B-Untereinheit, in seltenen Fallen gegen die A-Untereinheit des Toxins. Hierbei wird
angenommen, dass, wenn Ak gegen eine Untereinheit gebildet werden, das gesamte Toxin
neutralisiert werden kann. Hierfir wurden die B-Untereinheiten kloniert und in Vektoren
exprimiert. Anschlielend wurden verschiedene Madglichkeiten getestet, die klonierten
B-Untereinheiten aufzureinigen und zu verimpfen. Die erhaltenen Untereinheiten wurden z. B
an Tragersubstanzen (keyhole limpet hemocyanin) gekoppelt und im Tiermodell (Maus)
eingesetzt, wo anschlieend die Antikorperbildung gegen die B-Untereinheit ermittelt wurde
(96). Zur Aufreinigung der B-Untereinheit wurde in einer weiteren Studie ,,Synsorb-PK*
benutzt. Im weiteren Verlauf wurden Kaninchen mit dieser aufgereingten Lésung geimpft
(97). Als weitere Mdglichkeit der Aufreinigung wurden eingeftigte HisTags verwendet und
Mause mit dem aufgereinigtem Produkt nasal immunisiert (165). Bei allen drei Methoden
zeigten sich gute Ergebnisse im jeweiligen Tiermodell: Ak gegen die Untereinheit konnten
nachgewiesen werden, auch eine in vivo Belastung mit Stx wurde gut toleriert, es gab aber
keine Kreuzreaktionen zwischen Stx1 und Stx2 (96, 97, 165).

Eine Subunit-Vakzine gegen die A-Untereinheit von Stx2 wurde von Liu et al. vorgestellt.
Hier wurden die Gensequenzen fiir die A-Untereinheit in A; und A, geteilt. Das Gen fir die
A;-Untereinheit wurde sequenziert, die Sequenz vor der Amplifikation um die Codons fur
15 AS-Reste am Carboxyl-Ende verkirzt und anschliefend amplifiziert. Dieses Fragment
wurde in einen Vektor integriert und in BL21(DE3)-Zellen exprimiert. Die Antigenitat des
Fragments wurde durch die Entfernung der 15 AS-Reste nicht verandert. Im Westernblot war
eine Reaktion mit spezifischen Ak zu sehen. Ebenso produzierten M&use, die mit diesem
Fragment immunisiert wurden, Ak, die Stx2 im Verozell-Neutralisationstest neutralisieren
konnten. Auch bot diese Immunisierung den meisten Mausen (11 von 15) Schutz gegen eine
Belastung mit Stx2. Die Autoren schlossen daraus, dass das gekiirzte Fragment von Stx2A;
als Impfstoffkandidat infrage kommt (89).

Fir den Einsatz beim Mensch wirden sich Impfstoffe besser eignen, die gleichzeitig Ak
gegen Stx1 und Stx2 induzieren. Aus diesem Grund wurde versucht, die A-Untereinheit von

Stx2 mit der B-Untereinheit von Stx1 zu kombinieren und so Ak zu induzieren, die gegen
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beide Stx-Hauptgruppen wirken. Smith et al. zeigten, dass ein Antigen aus einer nicht-
toxischen A-Untereinheit von Stx2 und der nativen B-Untereinheit von Stx1 keine
Zytotoxizitdt fur Verozellen mehr besitzt und gleichzeitig in Mausen einen hohen
Antikorperspiegel gegen Stx1 und Stx2 hervorruft. Auch die Gabe einer letalen Dosis von
Stx1 oder Stx2 wurde von den geimpften Mausen toleriert (145). Klinische Studien zum
Einsatz von Subunit-Vakzinen beim Menschen fehlen jedoch bisher.

Als einfachste Mdglichkeit einer Impfung erschien, ahnlich wie bei dem Tetanus-Toxin
(160), die chemische Inaktivierung von Stx mit Formaldehyd. In einer Studie mit einem so
inaktivierten Stx2e konnte eine Reduktion der Toxizitat auf VVerozellen nachgewiesen werden,
jedoch blieb die Toxizitat noch nachweisbar. Dieses chemisch inaktivierte Toxin wurde im
Ferkelmodell eingesetzt. Die Ferkel bildeten Ak gegen das Toxin, verloren aber gleichzeitig
an Gewicht und bildeten die fur die Odemkrankheit typischen Lasionen im Darm aus. Hier
wurde vermutlich durch die chemische Inaktivierung die Struktur des Toxins so veréndert,
dass die Zelltoxizitat verringert, jedoch die Wirkung in vivo nicht aufgehoben wurde (52). In
einer weiteren Studie wurden Versuche mit der Inaktivierung von Stx2e durch Glutaraldehyd
gemacht, hierbei konnte die Toxizitat im Verozell-Zytotoxizitatstest nicht mehr nachgewiesen
werden. Ferkel wurden mit diesem Toxoid geimpft und entwickelten auch Ak, jedoch
unterschieden sich die Ak-Titer der einzelnen Tiere deutlich. Bei einer Belastung mit
unbehandeltem Stx2e erkrankten Ferkel mit hohen Ak-Titern nicht, bei Ferkeln mit niedrigen
Ak-Titern kam es zu schwach ausgepragten Zeichen der Odemkrankheit (93).

Eine weitere Mdoglichkeit der Toxoid-Vakzine stellen mutagenisierte Toxine dar. Hierflr
wurden im enzymatischen Zentrum von Stx2e E167 und R170 auf gentechnischem Wege
ersetzt (63, 180). Ferkel wurden mit dem so veranderten Toxoid geimpft und nativem Stx2e
ausgesetzt. Die Ferkel entwickelten keinerlei Symptome der Odemkrankheit (52, 94). Diese
Ergebnisse zeigten sich auch in Mausmodellen bei dem Einsatz von mutagenisiertem Stx1.
Hier war nach der Impfung ein Anstieg von neutralisierenden Ak zu erkennen, ebenso erhthte
sich nach Belastung mit nativem Stx1 die Uberlebensrate der Mause (68, 124).

2.3 Kandidatenantigene fur eine Impfung zur Verringerung der STEC-
Ausscheidung beim Rind

Da die Entwicklung von Methoden zur Behandlung von EHEC-Erkrankungen des
Menschen bislang nicht erfolgreich war, sind PraventionsmalRnahmen derzeit das Mittel der
Wahl. Die Verhinderung von EHEC-Infektionen stellt vor allem hohe Anforderungen an die
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Lebensmittelhygiene. Die Reduktion der STEC-Ausscheidung beim Rind wird als weitere
Madglichkeit angesehen, der Infektion des Menschen vorzubeugen. Es wird die Verwendung
unterschiedlicher Virulenzfaktoren als Impfstoff erforscht. Die bislang publizierten Ansatze
lassen sich in drei Gruppen zusammenfassen: Vakzinen, die a) Typ Il1-Sekretionsproteine, b)

Kombinationen verschiedener STEC-Proteine und c) Stx1, Stx2 oder beide Toxine enthalten.

a) Typ I11-Sekretionssystem (T3SS)
Die Proteine des T3SS sind an der Kolonisation des Darms durch STEC beteiligt und
stellen unter diesem Gesichtspunkt einen moglichen Angriffspunkt einer STEC-Vakzine dar.
Hier sind insbesondere die Proteine EspA, Intimin und Tir zu nennen (118).

EspA (E. coli secreted protein A)

EspA dient STEC als ,,Starthilfe* bei der Kolonisation (134). Durch EspA wird ein erster
Kontakt zwischen Wirtszelle und Bakterium aufgebaut, welcher dann Uber die Verbindung
von Tir und Intimin gefestigt wird (1). Nach einer Impfung von Kalbern mit rekombinant
hergestelltem EspA konnte eine AKk-Bildung gegen ESpA nachgewiesen werden. Die
gebildeten Ak waren in einem ELISA in der Lage, natlrliches, an die Mikrotiterplatte
gebundenes EspA zu erkennen. Die Dauer oder Menge der Ausscheidung eines inokulierten
E.coli O157:H7 konnte aber nicht beeinflusst werden (34).

Tir (translocated intimin receptor)

Tir wird von dem Bakterium in die Wirtszelle eingeschleust, wo es dann als Rezeptor fir
Intimin dient (42, 76), was eine feste Verbindung zwischen Wirtszelle und Bakterium herstellt
(28). Dies fuhrt zur Bildung der charakteristischen A/E-L&sionen im Darm.

Nach einer Impfung mit Tir und EspA aus STEC-Uberstanden konnten bei den geimpften
Kélbern eine deutliche Ak-Bildung und eine geringere Ausscheidung von E. coli O157:H7
nachgewiesen werden, was auf eine verminderte Kolonisation hindeuten kénnte. Auch bei
Tieren, die nachweislich bereits STEC ausschieden, kam es zu einer verminderten
Ausscheidung nach der Impfung. (134). Die gleiche Vakzine wurde zu einem spéteren
Zeitpunkt bei neun Rinderherden eingesetzt. Hierbei war die Dauer und Menge der
Auscheidung von E. coli O157:H7 im Gegensatz zur Kontrollgruppe ohne Impfung nicht
signifikant vermindert (169). Die tatsdchliche Kolonisation der rektalen Mukosazellen im

Vergleich zu ungeimpften Rindern verringerte sich jedoch (131).
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Intimin

Kalber, die mit einem rekombinant hergestellten Intiminfragment geimpft wurden,
entwickelten entsprechende AK. In den geimpften Tieren war trotzdem die STEC-
Ausscheidung (Dauer und Menge) nach einer experimentellen Infektion gegenuber der
Kontrollgruppe unveréndert (168). Die nasale Immunisierung mit einem Intiminfragment in
Kombination mit hitzelabilem E. coli-Enterotoxin bei Kélbern fuhrte zu einem Anstieg an Ak
im Nasensekret und im Speichel. Bei Kihen flihrte diese Immunisierung zu hohen Ak-Titern
im Serum und Kolostrum. Inwieweit diese Ak Auswirkungen auf die Ausscheidung von
STEC hatten, wurde nicht untersucht (181).

b) Andere STEC-Proteine

McNeilly et al. impften einen Herde Rinder mit einer Vakzine aus H7-Flagellin. Dieses
flhrte zu einem deutlichen Anstieg von spezifischen Ak. Die Ausscheidung von STEC nach
einer experimentellen Infektion wurde in der immunisierten Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe verzdgert, die ausgeschiedene Menge konnte durch diese Ak jedoch nicht
beeinflusst werden (102).

Eine Erfolg versprechende Variante scheint die Kombination aus verschiedenen Proteinen
zu sein. Hier wurde eine Kombination aus Intimin-531, EspA und Tir verwendet. Kélber
wurden mit dieser Kombination dreimal geimpft und anschlieRend mit einem E. coli O157:H7
(stx-) inokuliert. Es konnten spezifische Ak gegen alle drei eingesetzten Proteine
nachgewiesen werden und die Ausscheidungsrate des inokulierten E. coli-Stammes wurde bei
den immunisierten Kélbern im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant vermindert (101).

c) Stx1/2

Mit Stx1 und Stx2 wurden bisher nur wenige Tiere geimpft. Kuribayashi et al. zeigten,
dass die Impfung von zwei trachtigen Kihen mit gereinigtem Stx2 aus Bakterienkultur-
Ubersténden zu einem Ak-Anstieg gegen Stx2 im Kolostrum der Kiihe filhrte. Auch konnten
nach der Immunisierung einer trachtigen Kuh mit Stx1- und Stx2-haltigem Kulturtiberstand
Ak gegen Stx1 und Stx2 im Kolostrum nachgewiesen werden. Ak aus dem Kolostrum wurden
auf Mause Gbertragen und konnten die Uberlebensrate der Mause nach experimenteller
Inokulation mit STEC im Vergleich zur Kontrollgruppe steigern (79). Die gleiche
Forschergruppe immunisierte spater erneut zwei Kiihe mit Stx2-haltigem Uberstand, gewann

Ak gegen Stx2 aus dem Kolostrum und setzte diese in experimentell mit STEC infizierten
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Hunden (Beagle) ein. Die STEC-Ausscheidung der Beagle konnte durch die eingesetzten Ak
aus dem Kolostrum reduziert werden (80).
Uber die Ak-Konzentration im Blut der Kiihe, die STEC-Ausscheidung und -Kolonisation

der Kuihe wurde bei beiden Impfversuchen nicht berichtet.
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3 Ziel dieser Arbeit

In Ermangelung verfligbarer Therapieverfahren zur kausalen Behandlung von HC und
HUS im Zusammenhang mit humanen EHEC-Infektionen und dem Fehlen wirksamer
Impfstoffe zum Schutz des Menschen vor den Wirkungen der Stx kommt der VVorbeugung der
Infektion eine zentrale Bedeutung zu. Seit Entdeckung der EHEC/STEC implementierte
fleisch- und milchhygienische Mallnahmen haben sich bereits als wirksam erwiesen, jedoch
spielt der Verzehr von kontaminierten pflanzlichen Lebensmitteln und der direkte Kontakt zu
Rindern eine zunehmende Rolle als Quelle sporadischer EHEC-Infektionen und von
Ausbriichen. Zur Vorbeugung der Krankheitsfalle beim Mensch muss deshalb die bei vielen
Rindern vorkommende, z. T. persistente Ausscheidung der Erreger reduziert werden.

Stx ist ein wichtiger STEC-Virulenzfaktor, der eine wichtige Rolle in der Pathogenese von
Erkrankungen des Menschen spielt, aber auch fir die STEC-Besiedlung von Rindern
bedeutsam ist. Stx1-spezifische Ak entwickeln sich bei Kalbern erst relativ spat. Der Titer
maternaler anti-Stx1-Ak im Blut der Kalber fallt innerhalb von sechs bis acht Wochen unter
die Nachweisgrenze. Stx2-spezifische Ak sind kaum nachweisbar. Die Erstinfektion mit
STEC fallt deshalb in eine immunologische Liicke ohne Schutz vor der immunmodulierenden
Wirkung der Stx. Im Zuge der Infektion verzdgert Stx die Proliferation und Aktivierung von
T-Zellen und B-Zellen und verhindert eine spezifische Immunantwort gegen STEC. Dies
beglinstigt eine persistente Infektion und die kontinuierliche Ausscheidung des Erregers.

Die Verwendung eines Shigatoxoids als Impfstoff wirde Kélber in die Lage versetzen,
frihzeitig Ak gegen Stx zu bilden. Stx kdnnte dann seine immunmodulatorische Wirkung
nicht austiben und die Erreger wirden schnell und effektiv eliminiert. Fir diesen Zweck muss
ein Impfstoffkandidat entwickelt werden, der bei Erhalt der Immunogenitét nicht nur die
zytotoxische Wirkung gegeniber Verozellen verloren hat, sondern auch keinerlei
modulierende Wirkung mehr besitzt. Fir gentechnisch inaktivierte Shigatoxoide ist Ersteres
beschrieben, jedoch war bislang unbekannt, ob die erhaltene Bindungsféahigkeit der Toxine an
Zellen noch zu immunmodulatorischen Wirkungen auf Immunzellen des Rindes fuhrt. Ziel
dieser Arbeit war es deshalb, genetisch inaktivierte Shigatoxoide fir Stx1 und Stx2 zu
generieren und zu Uberprufen, ob die unterschiedlichen Effekte der wildtypischen Stx auf
periphere Lymphozyten, intraepitheliale Lymphozyten und Makrophagen des Rindes bei

diesen Toxoiden verloren gegangen sind.
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V Material und Methoden

1.1 Amplifikation der stx1- und stx2-Gensequenzen

1.1.1  Anziuchtung des EHEC-Referenzstamms EDL 933

Fur die Amplifikation der Toxingene wurde der EHEC-Referenzstamm EDL 933
(American Type Culture Collection (ATCC), 43895) verwendet. Dieser wurde in LB-Medium
(37 °C, 180 rpm, 16 h) angezichtet. Im Anschluss wurde das beimpfte Medium aliquotiert

und bei -20 °C eingefroren.

1.1.2 DNA-Praparation

Fur die Praparation genomischer DNA aus dem EHEC-Referenzstamm EDL 933 wurde
ein Aliquot des beimpften Mediums aufgetaut, 10 min bei 100 °C gekocht und anschliel3end

bis zur weiteren Verwendung auf Eis gekuhlt.

1.1.3  Uberprufung auf das Vorhandensein der stx1- und stx2-Gene

Fur die Toxingenamplifikation mit den Primern Stx1F/R bzw. Stx2F/R (Tab. 2) wurde eine
PCR mit einer PANScript DNA-Polymerase durchgefiihrt (Reaktionsansatz siehe Tab. 3). Die
Amplifikation erfolgte nach folgendem Protokoll: 5 min Denaturierung bei 94 °C,
anschlieBend 30 Zyklen mit jeweils 1 min Denaturierung (94 °C), 1 min Anlagerung (52 °C)
und 1 min 30 sec Verlangerung (72 °C). Jede Amplifikation wurde mit einer Inkubation fir

5 min bei 72 °C abgeschlossen.
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Tab. 2: Primer fur die Toxingen-Amplifikation

Primer Sequenz (523" Gen Referenz
Stx1F -ggagtattgtgt CATAT Gaaaat- SstxAl PubMed
Stx1R -tattcGAAT T Caacgaaaaataa- stxB1 AE005174
Stx2F -tatatgCATAT Gaagtgtatattatttaaa- StxA2 PubMed
Stx2R -aaccgtGAATT Cagtcattattaaactgcact stxB2 NC_000924

Schnittstellen sind unterstrichen und fett dargestellt, bei StxF fur Ndel, bei StxR fiir EcoRl.

Tab. 3: Reaktionsansatz fur die Amplifikation des stx1- bzw. stx2-Gens

Reagenz Menge/Ansatz Endkonzentration/Testansatz
10 x NH4-Puffer 3ul 1x
50 mM CacCl, 1,2 pl 2 mM
dNTPs (4 mM/Nukleotid) 1l 133 pM/Nukleotid
Stx1F bzw. Stx2F Primer
0,75 ul 0,3 uM
(20 pM)
Stx1R bzw. Stx2R Primer
0,75 ul 0,3 uM
(20 pMm)
PAN Script Polymerase
0,2 ul 0,03 U/ul
(5 U/ul)
EDL 933 genomische DNA 3ul -
A. bidest ad 30 pl -
Volumen 30 ul -

1.1.4  Herstellung des stx1- und stx2-Klonierungsinserts

Fur die Herstellung der stx1- und stx2-Klonierungsinserts wurde eine rekombinante
Thermus thermophilus (rTth)-XL-Polymerase mit ,,Proof-reading®-Aktivitat gewéhlt (Tab. 4).
Die Amplifikation erfolgte nach folgendem Programm: Denaturierung fur 1 min bei 94 °C,
gefolgt von 32 Zyklen mit je 15sec Denaturierung (94 °C) und 5 min Annealing- und
Extensionsphase (47 °C fur stx1 bzw. 52 °C fir stx2), wobei ab dem 16. Zyklus die
Annealing- und Extensionsphase um 15 sec je Zyklus verlangert wurde. Die abschlielende

Verlangerungsphase dauerte 10 min bei 72 °C.
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Tab. 4: Reaktionsansatz zur Herstellung des stx1- bzw. stx2-Klonierungsinserts

Endkonzentration/Testans

Reagenz Menge/Testansatz
atz
1 x XL Puffer 16 pl 1x
10 mM Mg(AQOc), 2 ul 0,4 mM
dNTPs _
) 4,5 ul 800 uM/Nukleotid
(4 mM/Nukleotid)
Stx1F bzw. Stx2F
_ 0,9 ul 0,36 uM
Primer (20 uM)
Stx1R bzw. Stx2R
. 0,9 ul 0,36 uM
Primer (20 puM)
XL-Polymerase
1l 0,05U
(2,5 U/ul)
EDL 933 genomische
1l -
DNA
A. dest. ad 50 pl -
Volumen 50 pl -

1.1.5  Aufreinigung der stx1- und stx2-Klonierungsinserts

Die PCR-Produkte aus der XL-PCR wurden mit einem QIAquick PCR Purifikation Kit
nach Herstellerangaben mit geringen Modifikationen aufgereinigt. Die PCR-Produkte wurden
mit jeweils 5 Volumen des Puffers 1 gemischt, auf eine QIAquick-Séaule aufgetragen und fiir
60 sec bei 13.000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde entfernt, die Saule mit 75 pl des
PE-Puffers gewaschen und fiir 60 sec trocken zentrifugiert. Nach Uberfiihrung der Saule in
ein 1,5ml Reaktionsgefd® wurden zur Elution der DNA 80 pl des EB-Puffers zur
Saulenmatrix dazugegeben und fiir 60 sec bei 13.000 x g zentrifugiert. Zur Uberpriifung der
Aufreinigung wurden 5 pl der aufgereinigten Amplifikate mit 1 Volumen Ladepuffer
versehen und auf ein 1,5 %iges Agarosegel aufgetragen. Der Rest des aufgereinigten PCR-

Produktes wurde fr die nachfolgende Klonierung bei -70 °C eingefroren.
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1.2 Klonierung der amplifizierten Toxingene

1.2.1  Herstellung kompetenter Zellen

Escherichia coli BLR(DE3)

E.coli BLR(DE3)-Zellen (Fa. Novagen) dienten nach  Transformation  zur
Proteinexpression. Die Anzucht erfolgte fur 18 h bei 37 °C auf einer Blutagarplatte.
AnschlieBend wurden einige Einzelkolonien in 2 ml LB-Medium verbracht und ber Nacht
bei 37 °C und 180 rpm inkubiert (Starterkultur). Am n&chsten Tag wurden 500 pl der
Starterkultur mit 50 ml frischem LB-Medium in einem 250 ml Erlenmeyerkolben bei 37 °C
und 180 rpm bis zum Erreichen einer ODgsonm VOn 0,3 bis 0,4 inkubiert. Es folgte eine
10-min(tige Inkubation auf Eis. Nach einer Zentrifugation (5 min, 4 °C, 3200 x g) wurde der
Uberstand entfernt, das Pellet in 12,5 ml eiskalter 50 mM CaCl,-Losung resuspendiert und
15 min auf Eis inkubiert. Nach einer erneuten Zentrifugation und der Entfernung des
Uberstands wurde das Pellet in 2 ml eiskalter 50 mM CaCl,-Lésung mit 15 % Glycerin
resuspendiert und in Aliquots a 100 pl bei -70 °C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

XL1-Blue Zellen

Die in dem Mutagenisierungs-Kit enthaltenen XL1-Blue superkompetenten Zellen
(Fa. Stratagene, Amsterdam, NL) wurden entsprechend den Herstellerangaben fiir die

Transformation der mutagenisierten Toxingene verwendet.

1.2.2  Vorbereitung des Plasmidvektors

Vektorpraparation

Als Vektor wurde ein pET-24b(+)-Plasmid (Fa. Novagen) ausgewahlt. Die Praparation
erfolgte mit dem ,Plasmid Midi Kit“ der Firma QIAGEN nach Herstellerangaben.
Anschlieend wurde die Plasmid-DNA mit 1/10 Vol. Na-Acetat und 2 Vol. 100 % Ethanol
gefallt, in 80 ul autoklaviertem TE (pH 8,0) resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung
bei -70 °C gelagert.

Plasmidverdau

Fur die Klonierung wurde der pET-24b(+)-Vektor mit EcoRIl und Ndel gemalR den
Herstellerangaben verdaut. Der Reaktionsansatz (250 pul Gesamtansatz) fir den Verdau mit
Ndel enthielt 11,4 ng pET-24b(+)-Vektor-DNA, 1 x Puffer O (Orange, Fa. Fermentas) und
30 U Ndel. Die Inkubation erfolgte fiir 18 h bei 37 °C. Fir den nachfolgenden EcoRI-Verdau
wurden zu den 250 pl des Ndel-Verdaus 20 U EcoRI gegeben und 18 h bei 37 °C inkubiert.
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Aufreinigung der verdauten Vektor-DNA

Das verdaute Aliquot des Vektors wurde mittels Phenol/Chloroform gereinigt. Hierzu
wurden 250 pl der verdauten Vektor-DNA mit 250 pl TE-Puffer (pH 8,0) gemischt und
ein Volumen Phenol dazugegeben. Diese Lésung wurde gevortext, 5 min bei 13000 x g (RT)
zentrifugiert und im Anschluss der wassrige Uberstand in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefaf
uberfuhrt. Dazu wurde 1 Volumen Chloroform/lsoamylalkohol gegeben, gevortext,
zentrifugiert (13000 x g, 5 min, RT) und der Uberstand abgenommen. Es schloss sich eine
Fallung des gereinigten Uberstands mit 1/10 Vol. Na-Acetat und 2 Vol. 100 %-Ethanol und
einem anschlieBendem Waschen mit 70 %-Ethanol an.

Die gefallte DNA wurde in 100 pl A. bidest. resuspendiert. Zur Verhinderung der
Religation des linearisierten Plasmids wurden 50 pl dieser Suspension in einem 100 pl-
Gesamtansatz mit 1 X SAP (Shrimp-Alkaline-Phosphatase)-Puffer und 5 U SAP (Shrimp-
Alkaline-Phosphatase) versetzt und fir 45 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Das Enzym
wurde anschlieRend durch Erhitzen auf 65 °C fir 15 min inaktiviert. Es folgte eine erneute
Ethanolféallung wie oben beschrieben und das Pellet wurde in 25 pl A. bidest. resuspendiert

und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.

1.2.3  Verdau der stx1- und stx2-Amplifikate

Die aufgereinigten stx1- und stx2-Amplifikate der XL-PCR wurden ebenfalls einem
Verdau mit EcoRl und Ndel unterzogen. Der Ansatz fur den Ndel-Verdau (200 pl
Reaktionsansatz) enthielt 75 pl des jeweiligen Amplifikats, 100 pl 2 x Puffer O und 25 U
Ndel. Die Inkubation erfolgte fir 18 h bei 37 °C. Nach einer alkoholischen Fallung mit
1/10 Vol Na-Acetat und 2 Vol 100 %-Ethanol erfolgte ein Waschen des DNA-Fragments mit
70 % Ethanol. Im Anschluss erfolgte der Verdau mit EcoRI. Hierbei wurden in einem 200 pl-
Reaktionsansatz 75 ul des jeweiligen Amplifikats, 100 pl 2 x Puffer O und 25 U EcoRI fir
18 h bei 37 °C inkubiert. Die doppelt verdauten Amplifikate wurden (iber eine Agarose-Gel-
Extraktion mit einem QIAEX Il Gel Extraktions-Kit nach Herstellerangaben aufgereinigt.

1.2.4  Ligation

Die Ligation der verdauten stx1- bzw. stx2-Amplifikate mit dem ebenfalls verdauten
PET-24b(+)-Vektor erfolgte fir 18 h bei 4 °C in einem Gesamtvolumen von 10 pl, bestehend
aus 1 x Ligasepuffer, 1 U T4-Ligase, 50 ng pET-24b(+)-Vektor und 150 ng der jeweiligen
Insert-DNA (Vektor/Insert-Verhaltnis 1:3).
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1.2.5 Transformation in E. coli BLR(DE3)

Zur Transformation wurde ein Aliquot (100 ul) der vorbereiteten E. coli BLR(DE3)-Zellen
auf Eis aufgetaut, mit 20 ng (1 pl) des Ligationsansatz vermischt und fir 30 min auf Eis
gelagert. Nach einem Hitzeimpuls (90 sec, 42 °C) wurden die Zellsuspensionen erneut auf Eis
gelagert (2 min). Nach der Zugabe von 800 pl LB-Medium erfolgte eine Inkubation fir
50 min bei 37 °C und 180 rpm. Es schloss sich eine Zentrifugation (13000 x g, 15 sec, RT)
an, gefolgt von der Entnahme des Uberstands (700 ul). Das Pellet wurde in dem
verbleibendem Medium resuspendiert, auf eine LB-Agar-Platte mit Kanamycin
(f.c. 30 pg/ml) und Tetracyclin (f.c. 12,5 pg/ml) ausgebracht und 18 h bei 37 °C inkubiert.

1.3 Sequenzierung

Als Material fur die Sequenzierungen wurden PCR-Amplifikate vor und nach der
Mutagenisierung sowie Plasmidpraparationen verwendet. Die Sequenzierung des Materials

wurde von der Firma GENterprise GmbH, Mainz, durchgefiihrt.

1.4 Mutagenisierung der klonierten Toxingene

1.4.1 Plasmidpréaparation

Die transformierten E. coli BLR(DE3) wurden einer Plasmidpréparation unterzogen. Diese
erfolgte mittels ,,Plasmid Midi Kit“ der Firma QIAGEN nach Herstellerangaben. Das Pellet
wurde in 150 pl TE-Puffer resuspendiert und photometrisch die Konzentration ermittelt.

1.42  Synthese von mutierten stx1- und stx2-Gensequenzen

Die Synthese der mutierten stx1- und stx2-Gensequenzen erfolgte nach Herstellerangaben
mit dem QuickChange® Site-Directed Mutagenesis Kit (Fa. Stratagene, Amsterdam, NL)
(Tab. 5). Fiur die Mutations-PCR wurden eine Pyrococcus furiosus (Pfu)-Polymerase und die
entsprechenden Mutationsprimer (Tab. 6) verwendet. Die Amplifikation wurde wie folgt
durchgefihrt: 16 Zyklen mit einer Denaturierung bei 95 °C fir 30 sec, einem Annealing bei
55 °C flir 1 min und einer Elongation bei 68 °C flr 390 sec. Danach wurden alle Ansatze

direkt auf Eis gelagert.
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Tab. 5: Mutations-PCR, Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fur Stx1 (Ansatz A) bzw. Stx2

(Ansatz B)
Reagenz Menge/Testansatz Endkonzentration/Testansatz
10 x Reaktionspuffer Sul 1x
DNTP ,
] 1l 80 puM/Nukleotid
(4mM/Nukleotid)
StX1Amut F bzw.
1,4 pl 125 ng
StX1Amu R bzw.
1,3 ul 125 ng
StXZAmutR
Pfu Polymerase
1pl 0,05U
(2,5 U/ul)
Ansatz A: Stx1-Plasmid 1,9 ul 5ng
Ansatz B Stx2-Plasmid 3,5 ul 5ng
A. bidest ad 50pl -
Volumen 50 pl -

Tab. 6: Primer fur die Mutagenese

Primer Sequenz (523" Gen
StX1AmuF -ctgtgacagctCaagctttacT ttttcggcaaatacag- stx1A
StX1AmR -ctgtatttgccgaaaaAgtaaagcttGagctgtcacag- stx1A
StX2AmuF -cactgtcacagcaCaagccttacT cttcaggcagatac- Stx2A
Stx2AnuR -gtatctgcctgaagAgtaaggcttGtgetgtgacagtg- Stx2A

Ausgetauschte Basen sind fett und unterstrichen dargestellt.

1.4.3  Dpnl-Verdau der Amplifikationsprodukte

Die Amplifikationsprodukte der Mutations-PCR wurden einem Dpnl-Verdau unterzogen.

Dpnl verdaut ausschlielich die methylierte DNA des parenteralen Plasmids, sodass nur

Plasmide mit der erwiinschten Mutation zurtickbleiben. Fir diesen Verdau wurden 10 U Dpnl

direkt in den PCR-Ansatz gegeben, fur eine Stunde bei 37 °C im Wasserbad inkubiert und

danach bei -20°C eingefroren.
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1.4.4  Transformation in XL1-Blue

Fur die Transformation der Amplifikate der Mutations-PCR in XL1-Blue-Zellen wurden
diese auf Eis aufgetaut und die Transformation wurde mittels Hitzeschock nach

Herstellerangaben durchgefiihrt.

1.5 Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von PCR-Amplifikaten und Plasmiden erfolgte in horizontalen
Flachbettgelen mit 0,5 bis 2 %iger Agarose, mit einer angelegten Spannung von ca. 10 V pro
cm Elektrodenabstand tber 1 bis 2,5 Stunden. Als Laufpuffer wurde 1 x TAE verwendet. Die
Gele wurden vor dem GielRen mit 0,1 pg/ml Ethidiumbromid versetzt. Der Probenauftrag
erfolgte durch Mischen des PCR-Ansatzes im Verhaltnis 1:6 mit 10 x Loading-Puffer. Zur
Bestimmung der GroBe der aufgetrennten Fragmente wurden der GeneRuler™ 100 bp DNA
Ladder Plus oder die Genemarker A HE und/oder Lambda Hindlll mitgefuhrt. Die
Sichtbarmachung der im elektrischen Feld aufgetrennten DNA-Molekile erfolgte mit UV-
Licht.

1.6 Expression der mutierten Toxingene

1.6.1 Umtransformation der mutierten Toxingene in E. coli BLR(DE3)

Die transformierten XL-Blue-Zellen wurden einer Plasmidpréparation unterzogen. Diese
erfolgte mit dem ,,Plasmid Midi Kit“ der Firma QIAGEN nach Herstellerangaben. Im
Anschluss erfolgte eine Transformation des gewonnenen Plasmids in E. coli BLR(DE3)-
Zellen mittels Hitzeschock wie oben beschrieben.

16.2 Induktion

Zur Induktion der Proteinexpression wurden die transformierten E. coli BLR(DE3)-Zellen
in 200 ml LB-Medium mit Kanamycin (30 pg/ml) und Tetracyclin (12,5 pg/ml) fiir 18 h bei
37 °C und 180 rpm angeziichtet. Im Anschluss wurde jeder Ansatz geteilt. Zu je einem Teil
wurde 1 mM IPTG dazugegeben, der andere Teil wurde als Kontrolle ohne IPTG mitgefihrt.
Alle Ansétze wurden fir 22 h bei 30 °C und 180 rpm inkubiert und im Anschluss die ODggonm

ermittelt.
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1.6.3  Fraktionierte Toxinpraparation

Fur die fraktionierte Toxinpraparation wurden 10 ml von jedem Induktionsansatz in ein
50 ml-ReaktionsgefaR tberflhrt und bei 4 °C flir 30 min bei 3290 x g zentrifugiert. Von den
Uberstinden wurden je 2 ml in sterile 2 ml ReaktionsgefaRe pipettiert und der Rest des
Uberstands verworfen. Nach einer Zentrifugation (10 min, 13000 x g, RT) wurden die
Uberstande in neue 2 ml-ReaktionsgefiBe {iberfiihrt und als , Uberstand/Fraktion 1
gekennzeichnet.

Zu den Pellets der Induktions-Ansatze wurden je 2 ml Polymyxin B gegeben, resuspendiert
und fur 45 min inkubiert (37 °C, 180 rpm). Im Anschluss erfolgte eine Zentrifugation
(20 min, 4 °C, 3290 x g). Die gewonnenen Uberstande wurden in 2 ml-ReaktionsgefaRe
iiberfiihrt und als ,,Periplasma/Fraktion 2“ gekennzeichnet. Zu den verbliebenen Pellets
wurden je 2 ml steriles A. bidest gegeben, resuspendiert und die Suspensionen fiir 2 x 20 sec
mit Ultraschall (Stufe 4-5, Dauerbetrieb) behandelt. Zwischen den Ultraschallbehandlungen
erfolgte eine Lagerung auf Eis fir 20 sec. Danach wurden die Suspensionen in neue
ReaktionsgefaRe uberfuhrt, fir 10 min zentrifugiert (13000 x g, RT) und im Anschluss die
Uberstinde in neue ReaktionsgefiBe iiberfiihrt, die als ,,Pellet/Fraktion 3“ gekennzeichnet

wurden. Alle Fraktionen wurden bei -70°C gelagert.

1.7 Detoxi-Gel™Endotoxin Removing Gel

Die einzelnen Periplasma-Toxinpraparationen wurden mithilfe eines Detoxi-Gel™
Endotoxin Removing Gel in Sdulenform von dem Lipopolysaccharid (LPS) gereinigt. Die
Durchfiihrung erfolgte analog der Anleitung. Hierbei wurden die bendtigten Saulen mit dem
5-fachen Volumen der Saulenmatrix an Natrium-Deoxycholat regeneriert, im Anschluss mit
dem 5-fachen Volumen der S&ulenmatrix an A. bidest. gespult und der Spilvorgang einmal
wiederholt. Nach den Spuldurchgédngen wurde die entsprechende Probe geladen, ca. 600 pul
Durchfluss verworfen und der folgende Durchfluss gesammelt. Die Sédulenmatrix wurde mit
3 ml A. bidest. gespult, von diesem Durchfluss wurden etwa 1,5-2 ml gesammelt. Die S&ulen
wurden im Anschluss einmal mit Natrium-Deoxycholat und zweimal mit A. bidest.
gewaschen und anschlielend bei 2-8 °C in 25 % Ethanol gelagert.

Der Durchfluss der einzelnen Periplasma-Toxinpraparationen wurde durch je einen
Sterilfilter (0,22 um, Fa. Schleicher und Schuell) gegeben, aliquotiert a 500 ul und bei -70 °C

eingefroren. Alle Schritte wurden unter einer Sterilbank durchgefihrt.
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1.7.1  Uberprifung des LPS-Gehalts

Um den Rest-LPS-Gehalt des gereinigten Durchflusses zu ermitteln, wurden Aliquots
der Proben im Labor L+S (Bad Bocklet-GroRenbrach) mittels Limulus-Test (LAL-Test)

untersucht.

2 Verozell-Zytotoxizitatstest

2.1 Zelllinie

Zur Uberpriifung der Zytotoxizitat wurden Verozellen verwendet. Diese adharente Zelllinie
wurde von der ATCC (# CRL 1587, LGC-Promochem GmbH, Wesel) bezogen. Sie stammt
urspringlich von Nierenkarzinomzellen der griinen Meerkatze.

Verozellen wurden in Plastik-Zellkulturflaschen (80 cm?) kultiviert (37 °C, 5 % COs,
Wasserdampfséttigung). Als Nahrmedium diente Zellkulturmedium 1. Zum Ernten der Zellen
flr den Einsatz in Tests bzw. zur Ausdiinnung der Zellen zur Weiterkultivierung wurden nach
Entnahme des Mediums die Mediumreste durch Spilen der Flaschen mit 10 ml
HEPES-Puffer entfernt. AnschlieRend wurden jeweils 10 ml Trypsin-Gebrauchslésung zu den
Zellen gegeben und diese fir 10 min im Brutschrank bis zur Abldsung des Monolayers
inkubiert. AnschlieRend wurden die Suspensionen in 50 ml-R6éhrchen berfihrt und das
gleiche Volumen an fotalem Kalberserum (FKS)-haltigem Medium nach Ausspilen der
Kulturgefale hinzugefugt. Dann erfolgte eine 7-minitige Zentrifugation bei 202 x g und
20 °C (Sigma 4K15). Nach dem Dekantieren des Uberstandes konnten die Zellpellets in
jeweils 5ml Zellkulturmedium 1 resuspendiert und ein Aliquot fir die Zellzdhlung
entnommen werden. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte nach Anfarbung mit Trypanblau-
Losung in einer Neubauer-Zahlkammer. Die fur den jeweiligen Test erforderliche Zellzahl

wurde durch die Zugabe von Zellkulturmedium 1 eingestelit.

2.2 Durchfuhrung

Um die Zytotoxizitat der verwendeten Toxinpréparationen (rStxlwr, rStx2wr, rStxlmu,
rStx2mu)  Ssowie  die  Zytotoxizitdt der  verwendeten  Toxingebrauchslosung
(200 CDsp rStx1wt/ml bzw. rStx2wt/ml) zu kontrollieren, wurde ein Verozell-

Zytotoxizitétstest (Verozell-ZT), modifiziert nach Gentry und Dalrymple (50), herangezogen.
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Der Zytotoxizitatstest erfolgt im Mikrotiterformat, wobei drei Komponenten a 50 pl
nacheinander in die Mikrotiterplatten pipettiert wurden:

1. Komponente

Sie enthélt die auf Zytotoxizitat zu Uberprifende Probe, welche in Zellkulturmedium 1
vorverdinnt ist und dann in Zellkulturmedium 1 logarithmisch ausverdiunnt wird. Die
Positivkontrolle enthielt hier 50 pl einer 1 %-SDS-Ldsung, die Negativkontrolle enthielt in
dieser Komponente ausschlieBlich Zellkulturmedium 1. Bei der Uberpriifung der Zytotoxizitat
des verwendeten Toxins wurde dieses zundchst 1:1000 verdiinnt vorgelegt und anschlieRend
in log10-Stufen in neun Schritten in Zellkulturmedium 1 titriert.

Im Falle der Uberpriifung der Zytotoxizitat der eingestellten Toxinlosung fiir die weiteren
Versuche wurde die fir den Test frisch angesetzte Toxin-Gebrauchslosung (200 CDse/ml) in
Dreierstufen logarithmisch in Zellkulturmedium 1 ausverdiinnt. Die Positivkontrolle enthielt
bei allen Versuchen 50 ul einer 1 %-SDS-L6ésung und die Negativkontrolle 50 pl
Zellkulturmedium 1. Jede untersuchte Probe wurde in allen vorliegenden Verdinnungsstufen
im Zweifachansatz getestet. Die Kontrollen waren den Testansatzen benachbart auf der

Mikrotiterplatte angeordnet.

2. Komponente
In dieser Komponente wurden jeweils 50 pl Zellkulturmedium 1 zu allen Vertiefungen

gegeben.

3. Komponente
Sie enthielt eine Verozellsuspension in Zellkulturmedium 1, eingestellt auf eine Zellzahl

von 4 x 10* Zellen/Vertiefung.

In die &ulleren Vertiefungen der Mikrotiterplatte wurden jeweils 100 pul NaCl-Losung als
Verdunstungsschutz pipettiert. Die Inkubation des Testes erfolgte fur 96 Stunden (37 °C,
5 % CO,, Wasserdampfséattigung).

2.3 Auswertung

Zytostatische und zytotoxische Effekte im Zellkulturtest wurden durch einen

kolorimetrischen Test unter Verwendung eines Farbstoffes quantifiziert, der nur von lebenden
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Zellen reduziert wird. Dieser Farbstoff, ein Tetrazoliumsalz, 3-(4,5-Dimethyl-thiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT), wird von Dehydrogenasen in aktiven Mitochondrien
zu einem violettfarbenen Formazan umgesetzt. Der im MTT-Test bestimmte Parameter wird
als ,,Stoffwechselaktivitat bezeichnet. Der Test wurde in der Modifikation von Tada et al.
durchgefuhrt (153).

Am Ende der Inkubationsdauer wurden zu jedem Ansatz in der Mikrotiterplatte 25 pl der
MTT-Stammlésung (5 mg/ml in PBS) pipettiert und die Platte unter kontinuierlichem
Schwenken inkubiert (4 h, 37 °C). Zum Abstoppen der Reaktion durch Zerstérung der Zellen
und zum L3sen des in wéssriger Losung unloslichen Formazans erhielt jede Vertiefung 100 pl
einer 10 %igen SDS-L6sung. Anschliellend wurde die Inkubation Uber Nacht fortgefuhrt. Die
Messung der Extinktionsdifferenzen (540 nm als Testwellenlange, 690 nm als
Referenzwellenldange) in den einzelnen Vertiefungen erfolgte mit einem ELISA-Platten-
Lesegerat. Die absolute optische Dichte (ODgys) der Proben und Kontrollen erfolgte durch die

Berechnung des arithmetischen Mittelwertes der Ansatze:
ODzps = [ODansatz 1 + ODansatz 2] / 2
Die Stoffwechselaktivitat der untersuchten Zellen wurde in Bezug zur Positiv- (ODyes) und

Negativkontrolle (ODneg) in der jeweiligen Mikrotiterplatte standardisiert. Dabei diente die

folgende Formel der Ermittlung der relativen optischen Dichte ODyg:
ODyel = (ODabs - ODpos) / (ODneg - ODpos) x 100
Berechnung der verozytotoxischen Dosis 50 %

Zur Auswertung des Verozell-ZT wurde die ,,verozytotoxische Dosis 50 % pro Milliliter
(CDso/ml) rechnerisch ermittelt. Dazu wurde zundchst die Stoffwechselaktivitdt von

Verozellen (relative Zellaktivitdt, OD) nach Titration mit rStx1wr, rStx2wr, rStx1ly, und

rStx2mu gegen die log-Verdunnungsstufen der zu bestimmenden Probe gezeichnet (Abb. 1 A).
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Abb. 1: Kurvenverlauf nach einer log10-Titration von Stx

Darstellung der ermittelten Zellaktivitat (A): Aufgetragen ist die relative Zellaktivitdt [%] gegen die
entsprechenden log-Verdinnungsstufen des titrierten Stx. Grafische Darstellung der zugehorigen OD,,s-Werte
nach logit-log-Transformation (B): In die Berechnung zur Ermittlung des Schnittpunktes der Geraden mit der x-
Achse (entspricht der Toxinverdiinnung, bei der eine 50 %ige Zellaktivitat vorliegt) gehen zwei logit-10g-OD e~
Werte ober- und unterhalb des Schnittpunktes mit der x-Achse ein.

AnschlieBend wurden die ermittelten OD,ps-Werte einer logit-log-Transformation unterzogen,
um eine Linearisierung des mittleren Abschnittes dieser Kurve zu erreichen (Berechnung mit
,Microsoft® Excel 2003“). Als Untergrenze (UG) wurde die ODg,s der Positivkontrolle
(ODyes) eingesetzt, sofern alle ODy-Werte der Proben > 0 % lagen. War dies nicht der Fall,
wurde der kleinste ODg,s-Wert minus 0,001 als Untergrenze festgesetzt. Als Obergrenze (OG)
wurde die ODgps der Negativkontrolle (ODyeg) eingesetzt, falls alle ODgays-Werte der Proben
einen Wert <100 % aufwiesen. Traf dies nicht zu, wurde der gréfite OD,ps-Wert plus 0,001
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als Obergrenze definiert. Die logit-log-Transformation aller OD,ps-Werte erfolgte nach
folgender Formel:

Ioglt'log'ODabs: |Og10 [(ODabs'UG) / (OG'ODabs)]

Abb. 1B zeigt den Kurvenverlauf der nach logit-log-Transformation der ODgps-Werte
eingetretenne Linearisierung der Zellaktivitatskurve im mittleren Kurvenabschnitt.

Im ndchsten Schritt wurde anhand der ermittelten logit-log-ODgys-Werte der
Kurvenabschnitt ermittelt, bei dem eine 50 % relative Zellaktivitat vorlag. Dies entspricht
dem Schnittpunkt der nach logit-log-Transformation linearisierten Kurve mit der x-Achse
(Abb. 1 B). Dazu wurden zwei Messwerte oberhalb und zwei Messwerte unterhalb dieses
Schnittpunktes zur Berechnung der Toxinkonzentration CDso/ml herangezogen. Es wurden
nur dann weniger Messwerte in die Berechnung einbezogen, wenn Werte innerhalb der
linearisierten Kurve nicht kontinuierlich anstiegen (Editierung der logit-log-transformierten
Werte).

Mittels ,,Microsoft® Excel 2003 wurden anschlieend die Steigung ,,m“ und der y-
Achsenabschnitt ,,b*“ des entsprechenden Kurvenabschnittes mit den folgenden Formeln

berechnet:

Steigung m = INDEX (RGP(A:B;C:D);1)
y-Achsenabschnitt b = INDEX (RGP(A:B;C:D);2)

Dabei war A die Kkleinste gultige logit-log-ODqys, B die groBte gultige logit-l1og-ODgps, C
die log-Verdunnungsstufe der kleinsten giltigen logit-log-ODg,s und D die log-
Verdunnungsstufe der groBten giltigen logit-log-OD,ps. Als log-Verdinnungsstufen wurden
bei diesem Rechenschritt die Exponenten der jeweiligen log-Verdiinnungsstufe eingesetzt
(z. B. -2 bei der Verdiinnungsstufe 1072).

Mit ,,m* und ,,b* wurde dann die Toxinkonzentration in CDso/Vertiefung mit der Formel

CDso/Vertiefung = X(b/m)

berechnet. X stellt in diesem Fall den Modus der logarithmischen Verdinnung, z. B. 10 bei
einer log10-Verdinnungsreihe, dar. Dieser Schritt ermdglichte es, die log-Verdinnungsstufe
zu extrapolieren, bei der die transformierte Kurve die x-Achse schneidet, d. h. die Zellaktivitat

auf genau 50 % reduziert worden waére.
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Nachfolgend wurde durch Multiplikation des errechneten Wertes mit 20 die

Toxinkonzentration in CDsg/ml ermittelt:

CDso/ml = CDso/Vertiefung x 20

Diese Berechnung wurde fur die hergestellten und aliquotierten Toxinldsungen auf
unterschiedlichen Chargen von Verozellen jeweils sechsmal durchgefiihrt. Der dabei
ermittelte CDso-Wert diente der Berechnung der ben6étigten Menge dieser Ausgangslésung flr
die 200 CDso/ml-Toxin-Gebrauchslésung in den Versuchen mit den bovinen Zellen. Ebenfalls
nach dieser Methode wurde der CDso-Wert der Toxin-Gebrauchsldsungen berechnet und so
deren korrekte Einstellung auf 200 CDso/ml hin durch Rucktitration berpruft.

3 ELISA

3.1 Durchfuhrung des Stx-ELISA

Zum Nachweis von Stx1/2-Protein in den Proben der Toxinprdparationen wurde ein
kommerziell erhéltlicher qualitativer Mikrotiter-Enzym-Immunoassay zur Bestimmung von
Shigatoxinen (Stx1 und Stx2) in humanen Stuhliberstanden oder angereicherter Kultur
verwendet (Novitec® Verotoxin-Test). Die Durchfihrung des Tests erfolgte nach
Herstellerangaben. Die einzusetzenden Proben der Toxinpréparationen wurden entsprechend
verdiinnt (alle 1:1000, Vektor unverdiinnt), fir 45 min bei Raumtemperatur inkubiert und alle
15 min gevortext. Im Anschluss daran wurde der Test mit den Proben nach Herstellerangaben

durchgefiihrt.

3.2 Durchfihrung des kompetitiven ELISA

Das kommerzielle ELISA-Kit (Novitec® Verotoxin-Test) konnte aufgrund der
voneinander getrennt vorliegenden Einzelkomponenten zu einem kompetitiven ELISA
modifiziert werden.

Fur den kompetitiven ELISA wurden die zu untersuchenden Seren mit bekannten Stx-
Titern (44) mit negativen Seren gemischt, um einen ann&hernd gleichen Titer einzustellen.
Die verdinnten Toxinpraparationen wurden zu gleichen Teilen mit den vorverdinnten
Serumproben versetzt und fiir 30 min bei 37 °C prainkubiert. Bei jeder Versuchsreihe diente

ein Ansatz mit rStx1wr/rStx2wr mit negativem Serum als Positivkontrolle, ein Ansatz mit
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Vektor und Serum als Negativkontrolle. AuRerdem wurden die testeigenen Positiv- und
Negativkontrollen bei jedem Durchgang des kompetitiven ELISA mitgefiihrt. Nach der
Préinkubation wurden je 100 pl der Losung in die Mikrotiterkavitaten pipettiert und der
ELISA nach Herstellerangaben durchgefiihrt sowie spektralphotometrisch ausgewertet. Die
Differenz der optischen Dichte bei 450 nm (ODg4sonm) und 690 nm (ODggonm) Stellte die
absolute optische Dichte fur jeden Ansatz dar (ODgps):

ODaps = ODasonm — ODggonm

AnschlieBend wurde fiir jedes untersuchte Serum die relative optische Dichte (ODye)
bestimmt, wobei die ODg,s der Positivkontrolle (Pos, Prainkubationslosung ohne Serum) mit
100 % gleichgesetzt wurde und die ODgs des Serumansatzes mit dem Vektor im

Préainkubationsgemisch gleich 0 % gesetzt wurde:

ODye; = (ODgpsSerumansatz — ODgpsSerumansatzyextor) /
(ODabsPOS - ODabsserumansatZVektor) X 100

Aus der ODy wurde weiter die ,,inhibitorische relative optische Dichte* (IHODy)

folgendermal3en berechnet:

IHOD/¢j=100 — ODyg

4 Berechnung der Stammldsung der Toxinpraparationen

Die Berechnung der Stammlosung (20.000 CDso/ml) wurde mithilfe der ELISA OD
durchgefuhrt. Hierflr wurden die Toxinpraparationen einer Verdinnungsreihe unterzogen,
um eine Verdinnung zu ermitteln, die einer ELISA OD von 1,5 entspricht. Nach dieser
Verdunnungsreihe konnte so jedem Verdunnungswert ein ELISA OD-Wert zugeordnet
werden.

Die Stammldsung sollte eine 20.000 CDsp/ml enthalten.

Fur die rStxwr wurde eine Verdinnung gewahlt, die im Verozell-ZT ebendieser CDso/ml
entsprach. Da fir die rStXy,: keine CDso/ml im Verozell-ZT zu ermitteln war, musste die

entsprechende Verdunnung mithilfe ihrer ELISA OD und der rStxy berechnet werden.
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Hierfir wurde die rStxwt ELISA OD und die entsprechende Verdinnung mit der
Verdunnung, die im Verozell-ZT ermittelt wurde, gleichgesetzt. Die so errechnete OD wurde
nun gleichgesetzt mit der ELISA OD und der entsprechenden Verdiinnung von rStXmy. Das
nun errechnete Ergebnis ergab eine Verdunnung, die einer 20.000 CDso/ml fur die rStXmyt
entsprach. So wurde mit beiden rStxm,: und den jeweiligen rStxyr verfahren.

Der Vektor wurde, da fir ihn weder eine OD im ELISA noch eine CDso/ml zu ermitteln
war, mit der niedrigsten ermittelten Verdinnung eingesetzt.

Die Herstellung der Gebrauchslésung (200 CDso/ml) erfolgte immer unmittelbar vor der

Inkubation der Zellen in dem entsprechenden Medium.

5 Mononukleare Zellen aus dem peripherem Blut (PBMC)

51 Isolation

Die Blutentnahme fiir die Gewinnung von mononukleédren Zellen erfolgte an gesunden
Milchkiihen (Deutsche Holsteins) im Alter zwischen zwei und acht Jahren am Versuchsgut
der Justus-Liebig-Universitat Oberer Hardthof in Giel3en.

Die Gewinnung der PBMC erfolgte nach dem bereits beschriebenen Protokoll (108).
Hierzu wurden zur Vorbereitung der Praparation pro Gradient 17 ml PBS-EDTA-Puffer in ein
50 ml-Réhrchen vorgelegt, ebenso wurden fir jeden Gradienten 12 ml Ficoll Paque® in ein
50 mlI-Rohrchen vorgelegen. Fir die Blutentnahme wurden 4 ml Citrat (3,8 %) in einer 60 ml-
Spritze vorgelegt.

Vollblut wurde nach Stauung mittels Staukette durch Punktion der Vena jugularis
gewonnen und sofort in der vorbereiteten 60 ml-Spritze mit 3,8 % Citrat zwecks
Gerinnungshemmung gemischt. Nach Transport ins Labor (max. 30 min, RT) wurden je
20 ml des Blutes zu dem vorgelegten PBS-EDTA-Puffer zugegeben, gut gemischt und
anschlieRend auf das vorgelegte Ficoll Paque® aufgeschichtet. Je nach Bedarf konnten so pro
Tier mehrere Réhrchen befiillt und genutzt werden. Diese Réhrchen wurden dann bei 800 x g
mit ungebremstem Auslauf (Ausschwingrotor, Sigma 4K15) fiir 45 min zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation wurden die Interphase und die Ficollphase abgenommen und in
ein neues 50 ml-Rohrchen uberfiihrt. Diese Abnahme erfolgte moglichst ohne die Abnahme
von Erythrozyten. Das 50 ml-Réhrchen wurde mit PBS-EDTA-Puffer auf 45 ml aufgefullt

und gemischt. Im Anschluss daran erfolgte eine weitere Zentrifugation (8 min, 257 x g, RT).
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Der entstandene Uberstand wurde dekantiert und das Pellet in 10 ml Erythrozyten-
Lysepuffer resuspendiert. Nach einer Inkubation von 5 min bei Raumtemperatur wurde den
Rohrchen jeweils 20 ml PBS-EDTA-Puffer zugegeben, gemischt und erneut zentrifugiert
(7 min, 212 x g, RT).

Im Anschluss wurde einmal mit PBS-EDTA-Puffer (20 ml) und einmal mit PBS (10 ml)
gewaschen. Nach der Zentrifugation (7 min, 212 x g, RT) wurden die jeweiligen Uberstande
verworfen. Nach der letzten Zentrifugation wurde das Pellet in 1 ml Zellkulturmedium 2
resuspendiert und es erfolgte die  Zellzdhlung.  Hierbei  wurde  eine
Lebend-Tot-Differenzierung mittels Trypanblau (1:10) vorgenommen und in einer
Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt.

Zur weiteren Verwendung wurde die Zellzahl auf die benétigte Dichte von
1,5 x 10° Zellen/ml in  Zellkulturmedium 2 eingestellt. Um die isolierten Zellen zur
Proliferation anzuregen, wurde das Mitogen Phytohdmagglutinin-P (PHA-P) in einer
Konzentration von 5 pg/ml (f.c.) dem Medium der Zellen zugegeben.

Alle Praparationsschritte wurden bei Raumtemperatur unter der Sterilbank durchgefihrt.

Zum Pipettieren wurden Glaspipetten benutzt.

5.2 Inkubation mit den Toxinpraparationen

Die Kultivierung der PBMC erfolgte in 96-Loch Flachbodenplatten. Nach dem Einstellen
der bendtigten Zellzahl (1,5 x 10° Zellen/ml) wurden von den Zellen pro Toxinpraparation
3ml in ein 15 ml-Réhrchen abgefullt. Zu diesen 3 ml der Zellsuspension wurde die
Stammldsung der Toxinpréparationen so zugegeben, dass eine Endkonzentration von
200 CDso/ml  erreicht  wurde. Die Zellen wurden mit einer Dichte von
2 x 10° Zellen/Vertiefung ausgebracht. Die Inkubation erfolgte fiir 96 Stunden im Brutschrank
(37 °C, 5 % CO,, Wasserdampfséattigung). Alle Schritte erfolgten unter der Sterilbank.

53 Immundekoration

Die Vorbereitungen fir die Vierfarbenfluoreszenz begannen mit der Herstellung einer
Waschlosung (1 % BSA, 0,5 % Ziegenserum, 0,01 % NaN3 in PBS). Diese Losung wurde
durchgédngig zum Ansetzen der Antikorperverdinnungen benutzt, nur fur die
AnnexinV-Verdinnungen wurde AnnexinV-Bindungspuffer verwendet. Die benétigten
Antikorper wurden in der gewiinschten Kombination verdinnt und auf Eis gelagert.

Nach Abschluss der Inkubation wurden die PBMC-Zellen fur die Durchflusszytometrie

vorbereitet. Die Zellen wurden vor der Ernte fiir 10 min auf Eis gestellt, resuspendiert und in
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eine Mikrotiterplatte (V-Form) Uberflihrt. Es erfolgte eine Zentrifugation (400 x g, 3 min,
4 °C) und das Ausschlagen des Uberstands. Das Zellpellet wurde mit 50 pl des verdiinnten
Primar-Antikorpers (Tab. 7) resuspendiert und fiir 20 min im Dunkeln auf Eis inkubiert. Nach
einer erneuten Zentrifugation und einem Waschschritt wurden die Zellen mit 50 pl des
Sekundar-Antikorpers (Tab. 7) resuspendiert. Hierfir wurden verschiedene Sekundar-
Antikorper kombiniert, die mit unterschiedlichen Flourochromen konjugiert waren. Zusétzlich
wurde 7-Amino Actinomycin D (7AAD) in einer 1:50-Verdinnung der Sekundar-Antikorper
Verdlinnung zugefugt. Die Farbung mit 7AAD, welches die Fahigkeit zur Bindung an DNA
besitzt, deutet auf eine erhdhte Permeabilitat der Zellmembran hin und kann zur Farbung von
toten Zellen genutzt werden. Es schloss sich eine 20-minutige Inkubation im Dunkeln auf Eis
und ein erneuter Waschschritt an. Die Zellen wurden in 50 pul des 1:400 verdunnten
AnnexinV-PE resuspendiert und fur 15 min bei RT im Dunkeln inkubiert. AnnexinV-PE ist
ein direkt konjugiertes Protein (R-Phycoeryhrin), das zu Detektion von apoptotischen Zellen
benutzt werden kann. Zellen, die sich in einer friihen Phase der Apoptose befinden, zeichnen
sich dadurch aus, dass die vormals innerhalo der Lipiddoppelschicht liegenden
Phosphatidylserine nun auf der Oberflache der Zellmembran zu finden sind, ohne dass die
Zellmembran durchléssig wird. AnnexinV-PE bindet an diese Phosphatidylserine und zeigt so
die Menge an Zellen an, die als frih-apoptotisch zu bezeichnen sind. Im Anschluss wurden
die Zellen direkt in 5 mlI-FACS-Rdéhrchen, die 200 pl Annexin-Bindungspuffer enthielten,
uberfihrt und der Messung am FACSCalibur™-Durchflusszytometer (Becton-Dickison,
[BD], Heidelberg) zugefiihrt. Hier wurden zehntausend Ereignisse gemessen unter

Verwendung der geritespezifischen Software ,,Cell Quest Pro®.
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Tab. 7: Antikdrper und andere Substanzen zur Immundekoration

Antigen Zelllinie/ Verteilung auf )
- Isotyp Bezugsquelle  Einsatz
Spezifitat Fluorochrom Zellen
CD77 Clone 38-13 Rat IgM unterschiedlich ~ AbDSerotech 50 pl, 1:50
Mouse zytotoxische T- 50 pl,
CD8R BATS82A 9G, Zellen VMRD 1:500
Mouse 50 pl,
CD21 GB25A e B-Zellen VMRD 1:300
Mouse 50 pl,
CD4 IL-A 11 19Gs T-Helfer-Zellen VMRD 1:500
Mouse 50 pl,
y® T/N24 GB21A e v T-Zellen VMRD 1:300
Mouse naturliche 50 pl,
CD335 Clone AKS1 IgG1 Killerzellen AbDSerotech 1:300
Mouse 50 pl,
CD14 CAM36A IgG1 Makrophagen VMRD 1:1000
Mouse dendritische 50 pl,
CD11c BAQ153A IgM Zellen VMRD 1:200
Mouse aktivierte Dirk
CD80 N32/52-3 Werling, 50 ul, 1:10
lgG1l Makrophagen
London
. Dirk
CD86 IL-A190 Mouse aktivierte Werling, 50 i, 1:10
lgG1 Makrophagen
London
Fluorescin 50 ul
a-Rat IgM Isothiocyanat Dianova 1_236
(FITC) '
a-Mouse  Allophycocyanin 50 pl,
e (APC) Jackson 1:500
a-Mouse  Allophycocyanin 50 pl,
G2 (APC) Jackson 1:500
a-Mouse  Allophycocyanin 50 pl,
G2 (APC) Jackson 1:500
7AAD Sigma 50 ul, 1:50
AnnexinV-PE Dianova 50 pl,
(R-Phycoerythrin) 1:400
54 Analysestrategie im Durchflusszytometer

Zur Probenanalyse wurde ein BD FACSCalibur™-Gerat

(Fa. Becton-Dickinson,

Heidelberg) eingesetzt. Dieses Durchflusszytometer (FACS = Fluorescence Activated Cell

Sorter) ist mit einem 488 nm-Argon-lonen-Laser und mit einem 635 nm-Dioden-Laser

ausgestattet. Die anhand von Vorversuchen eingestellten Gerédteparameter wurden in Form
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von Standardprotokollen gespeichert und dann fiir alle weiteren Messungen verwendet. Nach
der Probenanalyse erfolgte die Aufarbeitung und Auswertung der Daten mithilfe des
Programms ,,FCS Express* (Version 2, De Novo-Software, Thornhill, Ontario, Kanada). Die
Differenzierung der unterschiedlichen analysierten Zellarten gelang Uber die Parameter
,Groke*  (Vorwirtsstreulicht  oder  ,forward  scatter (FSC)), ,Granularitat®
(Seitwirtsstreulicht oder ,,sideward scatter (SSC)) und/oder ,,Fluoreszenzeigenschaften*
(spezielle Kanéle). Zellpopulationen mit gleichen Eigenschaften konnten innerhalb
elektronischer Auswertefenster (,,Gates“) zusammengefasst und genauer analysiert werden.
Von jedem Probenansatz wurde stichprobenartig nur eine bestimmte Anzahl von Ereignissen
gezahlt, analysiert und als Zahl der ,,Gesamtzellen einer Probe definiert.

Die Auswertung erfolgte nach Ausrichtung der Auswertefenster an der Negativkontrolle.
Hierfur wurden bei jedem Versuch Proben mitgeflhrt, die nur mit der Sekundar-Antikorper-
Mischung gefarbt wurden und Proben, die nur mit den direkt markierten Proteinen (7AAD,
AnnexinV-PE) gefarbt wurden (Abb. 2, Abb. 3).
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Abb. 2: Repréasentative Darstellung einer PBMC Kultur im Durchflusszytometer nach 96 h

Dargestellt sind die verschieden Auswertefenster einer PBMC-Kultur, wobei R1 die Lymphoblasten, R2 die
Lymphozyten und R3 tote und absterbende Zellen enthalt
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Abb. 3: Reprasentative Darstellung von PBMC-Negativkontrollen im Durchflusszytometer

Dargestellt sind eine Sekundér-Antikorperkontrolle (A), eine Sekundar-Ak-Kontrolle mit zusétzlichem
7TAAD-Signal (B) und eine Sekundéar-Ak-Kontrolle mit zusétzlichem AnnexinV-PE-Signal (C). Anhand dieser
Negativkontrollen wurden die Fenster fiir die Auswertung gesetzt. Die Zahlen oben rechts geben den Anteil der
gemessenen Zellen im jeweiligen Quadranten in Prozent an.

Die Auswertung der Zellen erfolgte hinsichtlich der Oberflachenmarker CD77, CD4,
CD8R, CD21 und yd T. Zusatzlich wurden apoptotische und nekrotische Zellen mit
AnnexinV-PE und 7AAD identifiziert.

6 Ileale intraepitheliale Lymphozyten (ilEL)

6.1 Isolation

lleale IEL wurden nach der bereits beschriebenen Methode (112) mit leichten
Verénderungen isoliert. Hierfir wurde auf dem Giessener Schlachthof von adulten
Schlachtrindern beiderlei Geschlechts (< 24 Monate) ein ca. 30-50 cm langes Stuck lleum
entnommen, der Darminhalt ausgestrichen, der Darm duferlich von anhaftendem Fett befreit,
einmal der Lange nach durchgeschnitten und der noch verbliebene Darminhalt mit kaltem
Leitungswasser abgespdilt. Fur den Transport (max. 45 min) ins Labor wurde der Darm in
einem Glaskolben in 1000 ml gekihlten PBS-Puffer (8 °C) gegeben. Im Labor wurde das
Gewebe im Schittelwasserbad bei 37°C in vorgewdrmten PBS-Puffer mit
1 mM 1,4 Dithiothreithol (DTT) zur Auflésung des Mukus unter bestandigem Schwenken fir
25 min inkubiert. Anschliefend wurde der Darm in ca. 1 cm breite Streifen geschnitten. Diese
wurden in sechs mit je 32 ml PBS-AB-EDTA-Puffer gefillte 50 ml-R6éhrchen verbracht und
bei 37 °C fir 20 min im Schiittelwasserbad geschwenkt. Um die Abldsung der oberen

Epithelzellschicht zu unterstiitzen, wurden die 50 ml-R6hrchen nach der Inkubation
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erganzend fur je 2 Minuten bei maximaler Drehzahl gevortext. Die entstandene
Zellsuspension wurde Uber zuvor mit PBS-AB-EDTA-Puffer befeuchtete sterile Nylonwatte
gegeben, um grobe Gewebereste zu entfernen. Die Watte wurde einmal mit PBS-AB-EDTA-
Puffer gewaschen. Das Filtrat wurde in sechs neuen 50 ml-R6hrchen aufgefangen,
zentrifugiert (8 min, 202 x g, RT) und der Uberstand dekantiert. Die Trennung der IEL von
anderen im Filtrat vorkommenden Zellen erfolgte Gber eine Dichtegradientenzentrifugation.
Hierzu wurde Percoll (o =1,124g/l) fir jeden Versuch frisch mit PBS-EDTA in zwei
verschiedenen Dichten angemischt. Die Losungen hatten eine Dichte von ¢ = 1,08928 g/ml
und ¢ =1,06088 g/ml. In ein 50 mI-R6hrchen wurden zun&chst 10 ml der Percollldsung
hoherer Dichte gegeben und diese mit den in 25 ml Percolllésung geringerer Dichte
resuspendierten Zellen Gberschichtet. Die Trennung erfolgte in einem Zentrifugationsschritt
(20 min, 650 x g, RT, acc.3 von 19, dec.1 von 19). Die IEL befanden sich nach der
Zentrifugation zwischen den beiden Percollphasen unterschiedlicher Dichte und wurden nach
der Entfernung der oberen Schicht (Fett, tote Zellen) vorsichtig geerntet. Nach einem
Waschschritt mit PBS-EDTA wurden die Zellen in 25 ml PBS-EDTA resuspendiert, auf
12 ml Ficoll Paque® aufgeschichtet und zentrifugiert (20 min, 800 x g, ungebremster Auslauf
(Ausschwingrotor, Sigma 4K15), RT). Nach Abnahme der Interphase, Uberfiihrung in ein
neues 50 ml-Réhrchen, zwei weiteren Waschschritten mit einmal PBS-EDTA und einmal
PBS-Puffer (Zentrifugation 7 min, 202 x g, RT), wurde die Zellzahl in einer Neubauer-
Zahlkammer mittels Trypanblau-Féarbung (1:10) ermittelt und die benétigte Dichte sowohl fir
die Phanotypisierung im Durchflusszytometer als auch fir die Inkubation mit den Toxinen in
Zellkulturmedium 3 eingestellt.

6.2 Immundekoration und Analyse im Durchflusszytometer

Nach jeder Gewinnung wurden die IlEL auf ihre Zusammensetzung im
Durchflusszytometer untersucht. Fir diese Charakterisierung wurde das Standardprotokoll
nach (112) verwendet. Hierfiir wurde eine Zelldichte von 1 x 10° Zellen/ml eingestellt, pro
Probe 150 ul dieser Zellsuspension in eine Mikrotiterplatte (V-Form) Uberfuhrt und die
Immundekoration analog des bereits beschriebenen Schematas (siehe 5.3) mit den in Tab. 7
aufgelisteten Substanzen durchgefuhrt. Der einzige Unterschied bestand in der nicht
durchgefthrten Farbung mit AnnexinV-PE.

Alle Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Am FACSCalibur™-Durchflusszytometer

(Becton-Dickison, [BD], Heidelberg) wurden 6000 Ereignisse gemessen unter Verwendung
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der geritespezifischen ,,Cell Quest Pro“-Software. Die Auswertung der Daten erfolgte mit
dem ,,FCS Express 2“-Programm (De Novo Software, Thornhill, Ontario, Kanada).
Die Werte von CD8R" lagen bei 45,7 + 17,02, von CD21" bei 26,57 + 18,73.

6.3 Inkubation mit den Toxinpraparationen

Die Zellen wurden in einer 6-Loch-Platte ausgeséat, insgesamt je 9 ml der Zellsuspension
(1,5-2 x 10"/ml), mit der entsprechenden Toxin-Gebrauchslésung versetzt und fiir 6 h
inkubiert.  Um die Proliferation der Zellen anzuregen, wurde das Mitogen
Phytohdmagglutinin P (PHA-P) in einer Konzentration von 2,5 pg/ml (f.c.) dem Medium der

Zellen zugegeben.

6.4 Zellernte fir RNA-Gewinnung

Nach 6-stiindiger Inkubation wurden die Zellen in der 6-Loch-Platte auf Eis gestellt,
resuspendiert und in ein 50 ml-Réhrchen tberfuhrt. Die Vertiefungen wurden mit je 5 ml
PBS-EDTA gespllt und die Spullésung ebenfalls in die entsprechenden Réhrchen Gberfihrt.
Nach einer Zentrifugation der Rohrchen (300 x g, 5 min, 4 °C) wurde der Uberstand entfernt
und das Pellet mit 1 ml PBS (4 °C) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in ein 1 ml-
ReaktionsgefaR uberfilhrt und erneut zentrifugiert (300 x g, 5 min, 4 °C). Der Uberstand
wurde verworfen, die Reste des PBS wurden mittels Pipettenspitze entfernt und zu dem Pellet
600 ul RLT-Puffer, versetzt mit 1 % R-Mercaptoethanol, gegeben. Die Reaktionsgefale

wurden gevortext und bei -70 °C eingefroren.

6.5 RNA-Gewinnung

Die RNA-Isolation aus den geernteten Zellen erfolgte mit dem RNeasy® Mini Kit der
Firma QIAGEN gemill dem Protokoll ,,Animal Cells I aus dem RNeasy® Mini Handbuch
mit leichten Modifikationen. Fur die Préparation der RNA wurden die eingefrorenen
ReaktionsgefaRe fur 20 min bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut. Um eine vollstandige
Homogenisierung zu erreichen, wurde jede Probe mindestens fiinfmal durch eine 20-Gauge
Nadel (0,9 mm Durchmesser) durchgedriickt. Zu jeder Probe wurde 1 VVolumen 70 %-Ethanol
zugegeben und gut gemischt. Dieses Gemisch wurde auf eine RNeasy® Mini Sdule in einem
2 ml-Sammelrdéhrchen gegeben. Sdule und Rohrchen wurden fur 15 sek abzentrifugiert
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(13000 x g, RT), der Durchfluss verworfen und nach einem Waschschritt mit 350 pl
RW1-Puffer wurden die Sdulen einem DNase-Verdau unterzogen. Hierftr wurden 70 pl des
beiliegenden RDD-Puffers mit 10 ul QIAGEN DNase 1 (ca. 27 U) und 1 pl Amersham
DNase (ca. 10 U) pro Probe versetzt und direkt auf die Silika-Gel-Membran der Séule
gegeben. Nach 20 min Inkubation bei RT erfolgte ein Waschschritt mit 350 pl RW1-Puffer.
Nach diesem Waschschritt wurde die S&ule in ein neues Auffangrohrchen gegeben und
zweimal mit 500 pl RPE-Puffer gewaschen. Nach dem zweiten Waschschritt wurde die Séule
fir 2 min zentrifugiert. Danach wurde der Durchfluss verworfen, die Sdule in ein neues
Sammelrohrchen gegeben und zur Entfernung der Reste des RPE-Puffers fir 2 min trocken
zentrifugiert.

Fur die Elution der RNA wurden 10 ul Ambion 10 x DNase 1-Puffer und 2 pl
RNase-Inhibitor RNAsin (ca. 80 U) in sterile 1,5 ml-Reaktionsgefalie vorgelegt, die Sdulen in
die Reaktionsgefalie Uberfihrt, zweimal mit je 43 ul DEPC Wasser eluiert und anschlieRend
abzentrifugiert (15sek, 13000x g, RT). Im Anschluss erfolgte die Modifikation des
RNeasy®-Protokolls. Fur einen zweiten DNase-Verdau erfolgte die Zugabe von je 2 pul
Amersham DNase (ca. 20 U) pro ReaktionsgefaR. Alle Reaktionsansdtze wurden flr 25 min
im Wasserbad (37 °C) inkubiert. Die Inaktivierung der DNAse erfolgte mit 1/10 Volumen
3 M Na-Acetat (pH 4,6). Die LoOsung wurde gevortext, 2 Volumen 99 %-Ethanol
hinzugegeben, nochmals gevortext und fir mindestens 30 min bei -70°C eingefroren. Im
Anschluss erfolgte eine Zentrifugation (12000 x g, 4 °C, 60 min) und die Uberstande wurden
vorsichtig entfernt. Es erfolgte die Zugabe von 500 pl 70 %-Ethanol und die Zentrifugation
fir 5min bei RT. Dieser Schritt wurde einmal wiederholt und die im Reaktionsgefal
verbliebenen Reste des Alkohols mit einer Plastik-Pipettenspitze sorgféltig entfernt. Zur
Trocknung der Pellets wurden die Reaktionsgefale bei RT und gedffnetem Deckel unter
einem Zellstofftuch fur mindestens 30 min lang gelagert. Es folgte die Zugabe von 50 pl
DEPC-H,0 und 1,5 pl RNAsin (ca. 60 U). Die Proben wurden kurz gevortext, abzentrifugiert
und auf Eis gelagert.

Die Menge der isolierten RNA wurde im Photometer bestimmt. Aus 5 pl Probe und 65 pl
TE-Puffer lieR sich eine 1:14-Verdinnung herstellen, die in einer UltraVette® bei
verschiedenen Wellenlangen (A = 260 nm, A = 280 nm, A = 320 nm) gegen TE-Puffer (70 pl)
als Leerwert gemessen wurde.

Die Berechnung des RNA-Gehaltes geschah nach folgender Formel:

(Azs0 — Aso) X 40 (RNA-Faktor) x 14 (Verdinnungsfaktor) = ng RNA/pl RNA-LGsung
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Um die frisch isolierte RNA auf mogliche DNA-Kontaminationen oder Fragmentierungen
hin zu untersuchen, wurde eine gelelektrophoretische Auftrennung vorgenommen. Das Gel
wurde mit 500 ng RNA beladen. Die entsprechende Menge RNA-L&sung wurde mit 2 pl
Ladepuffer vermischt und das fehlende Volumen auf 16 pl mit DEPC-H,0O aufgefllt. Die
Auftrennung erfolgte in einem 1 %igen Agarosegel mit 0,001 % Ethidiumbromid (Agarose
und Ethidiumbromid gel6st in 1 x TAE-Puffer) elektrophoretisch Gber 30 min bei 80 Volt.
Als DNA-GrolRenmarker wurde ein Lambda DNA/EcoRI+Hindlll-Marker seitlich der
Nukleinsauren  mitgefihrt. 1 x TAE-Puffer  diente als  Laufpuffer in  der

Gelelektrophoresekammer.

6.5.1  Reverse Transkription

Bei ausreichender Menge und Sauberkeit der RNA wurden 1000ng RNA in
komplementéare DNA (complementary-DNA (cDNA)) umgeschrieben.

Um zu kontrollieren, ob die genomische DNA des Ausgangsmaterials vollstandig verdaut
worden war, wurde von jeder Probe zusétzlich zu dem Ansatz fir die Umschreibereaktion
(plusRT-Ansatz) noch jeweils ein Ansatz angefertigt, der alle Substanzen auBBer den Primern
und der Reversen Transkriptase (RT) enthielt. Diese minusRT-Ansdtze wurden nach
demselben Protokoll behandelt wie die umzuschreibenden Proben. Die entsprechende Menge
RNA-L6sung wurde in einem PCR-ReaktionsgefalR mit DEPC-H,0 auf 23 pl aufgefillt und
fir den plusRT-Ansatz mit 2 pl Oligo-d(T)16-Primern (=0,5 ug, Applied Biosystems)
erganzt. Fir den minusRT-Ansatz wurden statt der Primer 2 pl H,O hinzugefugt. Die Proben
wurden kurz gevortext und abzentrifugiert und dann im Thermocycler 1 fur 5 min auf 70° C
erhitzt. Danach erfolgte die Lagerung auf Eis. Zu den 25 pl-Ansétzen wurden dann jeweils die

in Tab. 8 aufgeflihrten Substanzen hinzugefigt.
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Tab. 8: Ansatz fir die reverse Transkription

S verwendetes
Volumen/Ansatz
DEPC-H,0 1pl
M-MLV RT 5 x Reaktionspuffer 8 ul
dNTP-Mix 4 pl (0,5 mM)
Ribonuclease-Inhibitor RNAsin 1 ul (40 V)
M-MLYV Reverse Transkriptase 1 ul (200 L)
Volumen 15 pl

Statt der Reversen Transkriptase erhielt der minusRT-Ansatz 1 pl H,0.

Nach kurzem Vortexen und Abzentrifugieren wurden die Proben im Thermocycler 1
60 min auf 40 °C und 2 min auf 94 °C erhitzt. AnschlieBend wurde die gewonnene cDNA
sogleich in die PCR zur Uberprifung auf DNA-Kontaminationen eingesetzt oder aber

bei -20 °C eingefroren.

Uberprifung auf DNA-Kontamination

In einer Test-PCR sollten eventuelle Kontaminationen mit genomischer DNA
ausgeschlossen werden. Dazu bot sich die Untersuchung der nicht umgeschriebenen
minusRT-Ansédtze auf das ,,Housekeeping“-Gen an, welches fir die Glyzerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) kodiert, die bei allen Vertebratenzellen exprimiert wird
und somit in einer Test-PCR detektiert werden sollte. Die Primer wurden von der MWG
Biotech AG hergestellt (Tab. 9).

Der pro Ansatz verwendete PCR-Mix zur Uberpriifung auf DNA-Kontaminationen setzte

sich wie in Tab. 10 dargestellt zusammen.

50



V Material und Methoden

Tab. 9: Basenfolge der Primer fiir die PCR zur Uberpriifung auf DNA-Kontaminationen

Primer Basenfolge 5"-bis 3"-Ende
bo-GAPDH-forward -GCGATACTCACTCTTCTACCTTCGA-
bo-GAPDH-reverse -TCGTACCAGGAAATGAGCTTGAC-

Tab. 10: Ansatz fir die PCR zur Uberpriifung auf DNA-Kontaminationen

S verwendetes
VVolumen/Ansatz
DEPC-H,0 12,1 ul
10 x Ampli Taqg-Puffer 2,0 ul
25 mM MgCl; I6sl. 1,2 ul
dNTP Mix 1,0 ul (f.c. 0,2 mM)
GAPDH-Forward Primer 1,0 ul (f.c. 0,25 uM)
GAPDH-Reverse Primer 1,0 pl (f.c. 0,25 uM)
Ampli Tag-Polymerase 0,2ul (1 V)
Volumen 18,5 ul

Zu jedem der Ansatze wurden dann 1,5 pl (37,5 ng cDNA) Probe bzw. 1,5 ul H,O fir die
Negativkontrolle pipettiert. Als PCR-Positivkontrolle fand eine PBMC- oder
Kolonepithelzell-cDNA Verwendung. Nach kurzem Vortexen und Abzentrifugieren wurden
die Proben (20 pl Gesamtvolumen) im Thermocycler 1 40-mal zundchst flr 15 sek auf 94 °C,
fur 30 sek auf 60 °C und dann fir 30 sek auf 72 °C erhitzt. Das Ergebnis wurde mittels
Gelelektrophorese sichtbar gemacht. Dazu wurden die gesamten PCR-Ansétze (je 20 pl) mit
jeweils 2,5 ul Ladepuffer vermischt und auf ein 3 %iges Agarosegel (mit 0,003 %
Ethidiumbromid, gel6st in 1 x TAE-Puffer) aufgetragen. Als Marker dienten 10 pl Gene
Ruler™ 100 bp DNA Ladder. Unter Verwendung des Laufpuffers TAE erfolgte die
elektrophoretische Auftrennung bei 120 Volt tber 30 min. Wenn bei keiner der Proben aulRer
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der Positivkontrolle eine Bande zu sehen war, galt die Qualitat als ausreichend fir die
Durchfiihrung der ,,Real time*“-TagMan®-PCR.

6.5.2 ,Real time“-TagMan®-PCR

Die Methode der ,Real time“-TagMan®-PCR basiert auf der Spaltung einer
Fluoreszenzfarbstoff-markierten Sonde durch die 5-3"-Exonukleaseaktivitat der Tag-DNA-
Polymerase wahrend der PCR und der Messung der Fluoreszenzintensitat durch ein
automatisiertes ~ Spektrophotometer,  welches in  das  Sequenzdetektionssystem
(ABI PRISM™ 5700, Applied Biosystems) integriert ist. Die quantitative Untersuchung der
verschiedenen Proben und Kontrollen auf die mRNA-Transkription der bovinen Zytokin- und
Chemokingene erfolgte im Vergleich mit dem konstitutiv exprimierten ,,Housekeeping“-Gen
GAPDH. Fir jedes Gen wurde im Doppelansatz ein eigener PCR-Mix mit den
entsprechenden Primer-Paaren (MWG Biotech AG) und der passenden Sonde (Eurogentec,
Liege, Belgien) angefertigt (Tab. 11, Tab. 12, Tab. 13). Bei den ilEL wurde nur die
Transkription von IL-4 untersucht.

Pro Ansatz (Tab. 12) wurden dann jeweils 1,5 pl bzw. 1 ul Probe (37,5 ng (ilEL) bzw.
25 ng (Makrophagen) cDNA) bzw. die entsprechende Menge H,O fir die Negativkontrolle
hinzugefugt. Nachdem die Ansétze in die Vertiefungen einer ,,Optical 96-well Reaction Plate*
pipettiert und die Platte mit einer durchsichtigen Folie verschlossen worden war, wurden die
Proben im TagMan® Cycler einmal fiir 2 min auf 50 °C, einmal fur 10 min auf 95 °C und 40-
mal fiir 15 sek auf 95 °C und fiir 60 sek auf 60 °C erhitzt.
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Tab. 11: Basenfolge der in der TagMan®-PCR verwendeten Primerpaare

Primer Basenfolge 5'-bis 3'-Ende Referenz
GAPDH Forw -GCGATACTCACTCTTCTACCTTCGA- (154)
GAPDH Rev -TCGTACCAGGAAATGAGCTTGAC-

IL8 Forw -CACTGTGAAAAATTCAGAAATCATTGTTA- (85)

IL8 Rev -CTTCACCAAATACCTGCACAACCTTC-

IL4 Forw -CATGCATGGAGCTGCCTGTA- (173)

IL4 Rev -AATTCCAACCCTGCAGAAGGT-

IL6 Forw -CTGAAGCAAAAATCGCAGATCTA- (8)

IL6 Rev -CTCGTTTGAAGACTGCATCTTCTC-

IL10 Forw -CCAAGCCTTGTCGGAAATGA- (154)
IL10 Rev -GTTCACGTGCTCCTTGATGTCA-
IL12-p40 Forw -GCAGCTTCTTCATCAGGGACAT-
IL12-p40 Rev -CCTCCACCTGCCGAGAATT- (8)
TNFa Forw -TCTTCTCAAGCCTCAAGTAACAAGT-
TNFa Rev -CCATGAGGGCATTGGCATAC- (85)
Tab. 12: Zusammensetzung des PCR-Mix fiir die TagMan®-PCR pro Ansatz (25 pl)
Substanz verwendete Menge
2 x TagMan® MasterMix 12,5 pl
Forward Primer 1,5 ul (f.c. 300 nM)
Reverse Primer 1,5 ul (f.c. 300 nM)
Sonde 1 ul (f.c. 200 nM)
DEPC-H,0 7ul (7,5 pl)
Volumen 23,5 pul (24 pl)
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Tab. 13: Basenfolge der in der TagMan®-PCR verwendeten Sonden

Sonde Basenfolge 5°-bis 3"-Ende
GAPDH -CTGGCATTGCCCTCAACGACCACTT-
IL8 -AATGGAAACGAGGTCTGCTTAAACCCCAAG-
L4 -TGCTGCCCCAAAGAACACAACTGAGAAG-
IL6 -CACTCCAGCCACAAACACTGACCTGCT-
IL10 -AGCCTGTGGCATCACCTCTTCCAGGTAA-
IL12-p40 -CACCCAAGAACCTGCAACTGAGACCATTAA-
TNFa -AGCCCACGTTGTAGCCGACATCAACTCC-

Referenzen vgl. Tab. 11.

Jede Sonde ist am 5°-Ende mit dem ,,Reporter“-Farbstoff FAM (6-Carboxyfluoreszein)
und am 3’-Ende mit dem ,,Quencher“-Farbstoff TAMRA (6-Carboxytetramethylrhodamin)
markiert. Wahrend der PCR lagert sich die Sonde an ihre Zielsequenz zwischen dem
,forward“- und dem ,,reverse“-Primer an und wird schlielich in der Extensionsphase durch
die 5°-Nukleaseaktivitat der DNA-Polymerase gespalten. Dadurch kommt es zur Freisetzung
des ,,Reporter“-Farbstoffes, der jetzt seine charakteristische Fluoreszenz entfalten kann, die
vorher vom ,,Quencher“-Farbstoff unterdriickt worden ist. Das Sequenzdetektionssystem
misst nun den Anstieg in der Fluoreszenzintensitit des ,,Reporter-Farbstoffes, tragt fur jedes
untersuchte Gen das im Verlauf der PCR wachsende Fluoreszenzsignal grafisch gegeniber
der PCR-Zyklenzahl auf und vergleicht es mit dem Reaktionsverlauf des jeweiligen
,Housekeeping“-Gens. In den exponentiellen Teil der Kurve wird der Schwellenwert
(Threshold) gelegt. Der Schnittpunkt der Fluoreszenzkurve mit dem Schwellenwert wird als
Ct-Wert (Cycle threshold) bezeichnet und gibt die Zyklenzahl an, bei der das
Fluoreszenzsignal zum ersten Mal statistisch signifikant uber den Hintergrundsignalen liegt.
Zur weiteren Auswertung wurde die vergleichende Ct-Methode (AA Ct-Verfahren)
angewendet:

1. Ermittlung der Mittelwerte der Ct-Werte aus den Doppelansétzen fir jedes Gen

2. Normalisierung auf das ,,Housekeeping“-Gen:

MW-CtZielgen — MW-Ct ,,Housekeeping“-Gen = A Ct
3. Bestimmen des Ansatzes ,,Vektor als Referenzsystem (Kalibrator)

4. Normalisierung auf den Kalibrator:
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A CtProbe — A CtKalibrator = AA Ct
(dadurch wird der Kalibrator = null)

5. Berechnung der relativen Mengen durch Einsetzen der AA Ct-Werte in die
Formel: 2(-AA Ct)

(dadurch erreicht der Kalibrator den Wert 1 bzw. 100 %)
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7 Makrophagen

7.1 Isolation der peripheren mononukleéaren Zellfraktion

Die Blutentnahme fur die Gewinnung von Monozyten erfolgte an gesunden Milchkiihen
(Deutsche Holsteins) im Alter zwischen zwei und acht Jahren am Versuchsgut der Justus-
Liebig-Universitat Oberer Hardthof in GieRen. Insgesamt wurden elf Tiere beprobt.

Fur die Monozytenisolation wurden 500 ml Vollblut aus der Vena jugularis entnommen.
Hierfir wurde eine 14-Gauge-Nadel verwendet, die durch einen Adapter mit einem
Silikonschlauch verbunden war. Am anderen Ende des Gummischlauchs befand sich eine
17-Gauge Stahlnadel. Diese wurde durch den Silikondeckel einer 500 ml Glasflasche
gestochen, in der 100 ml 3,8 %iges Citrat zur Gerinnungshemmung vorgelegt worden waren.
Unter stdndigem Schwenken der Flasche wurde das Blut aufgefangen. Zur Entliftung der
Flasche wurde eine weitere Kanille durch den Silikondeckel der Flasche gestochen.

Nach dem Transport (max. 30 min, RT) ins Labor wurden unter einer Sterilbank jeweils
40 ml des Blutes in ein 50 ml-Réhrchen pipettiert und anschlielend zentrifugiert (2380 x g,
20 min, RT, ungebremster Auslauf). Ein Teil des Plasmas wurde entfernt und der Buffycoat
mit einer Glaspipette in ein neues 50 ml-Réhrchen Gberfuhrt. Hierbei war darauf zu achten,
dass maoglichst wenig Erythrozyten entnommen wurden. Das Volumen des entnommenen
Materials sollte ca. 2-3 ml betragen, jedoch nicht mehr als 5 ml. Der Buffycoat von jeweils
zwei Rohrchen wurde so in einem Rohrchen vereinigt. Die Rohrchen wurden mit PBS-
EDTA-Puffer auf 45 ml aufgefullt und nach vorsichtigem Schwenken erneut zentrifugiert
(800 x g, 10 min, RT, ungebremster Auslauf). Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert,
das Rohrchen erneut mit PBS-EDTA-Puffer auf 45 ml aufgefullt und erneut zentrifugiert
(800 x g, RT, ungebremster Auslauf) (Waschschritt). Dieser Waschschritt wurde insgesamt
dreimal durchgefiihrt.

Nach dem letzten Waschschritt wurde der Uberstand entfernt und das Pellet in 45 ml
Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert, 10 min inkubiert und anschlieBend abzentrifugiert
(300 x g, 10 min, 4 °C). Der Uberstand wurde dekantiert und es folgten drei Waschschritte
mit je 45 ml PBS-EDTA (300 x g, 10 min, 4 °C). Nach dem letzten Waschschritt wurde das
Pellet in 25 ml PBS-EDTA resuspendiert, vorsichtig auf 20 ml Ficoll Paque® aufgeschichtet
und fir 45 min bei 800 x g und RT zentrifugiert (ungebremster Auslauf). Nach Beendigung
der Zentrifugation wurde die Interphase, in der sich die PBMC gesammelt hatten,
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abgenommen und in ein neues 50 ml-Réhrchen Uberfuhrt. Es folgte ein dreimaliger
Waschschritt mit eiskalter PBS ohne Mg und Ca, wobei die Zentrifugation variierte. Bei dem
ersten Waschschritt wurden die Rohrchen bei 600 x g, 8 min, 4°C und Bremsstufe 9
zentrifugiert, wahrend bei den beiden folgenden Waschschritten die Zentrifugation bei
300 x g, 10 min, 4 °C und Bremsstufe 9 durchgefiihrt wurde. Nach dem zweiten Waschschritt
wurden die Zellen in 10 ml PBS aufgenommen und ein Aliquot zur Zellz&hlung entnommen.
Die Zellen wurden zentrifugiert und wahrenddessen wurde das Aliquot der Zelle mit
Trypanblau in einer 1:10-Verdinnung versetzt und anschlieend in einer Zahlkammer nach
Neubauer gezéhlt.

Direkt nach der Isolation wurden die Zellen in Zellkulturmedium 4 in einer Dichte von

4 x 10° Zellen/ml aufgenommen.

7.2 Generierung einer Makrophagenkultur

Mit einer 30 ml-Spritze wurden je 25ml der Zellsuspension in einen Teflonbeutel
(VueLife Bags, AFC) verbracht, wobei die Spritze mittels Luer-Lock-Anschluss auf die
Teflonbeutel aufgeschraubt wurde. Danach wurden die Beutel verschlossen, einmal mit
Ethanol 70 % eingespruht, abgewischt und fir acht Tage im Brutschrank inkubiert (37 °C,
5 % CO,, Wasserdampfsattigung).

Am Ende der Inkubation wurden die Zellen aus den Teflonbeuteln geerntet. Die Entnahme
der Zellen begann mit der Lagerung der Beutel fiir 20 min im Kihlschrank. Danach erfolgte
die eigentliche Entnahme der Zellen, die mit einem vorsichtigen Beklopfen der Beutel
begann. Mithilfe einer 60 ml-Spritze wurde die Flissigkeit aus den Beuteln entnommen, in
ein 50 ml-Réhrchen berfuhrt und die Beutel zweimal mit eiskalter PBS gespilt. Die
Spullésung wurde ebenfalls in das Réhrchen gegeben. Nach einem Zentrifugationsschritt der
Rohrchen (300 x g, 10 min, RT) wurde der Uberstand dekantiert und die Zellen einmal mit
45 ml PBS gewaschen. Nach dem Waschschritt erfolgte die Resuspension der Zellen in
Zellkulturmedium 5, die Zahlung aller grof3en, granulierten Zellen mittels Trypanblau in einer
Neubauer-Zahlkammer und die Einstellung der bendtigten Dichte (2 x 10° Zellen/Vertiefung).
Die Zellen wurden in sterile Petrischalen (60 mm Durchmesser) in 5 ml Zellkulturmedium 5
ausgebracht und fur 18 h zum Adhdrieren in den Brutschrank verbracht.

Nach den 18 h wurde das Medium aus den Petrischalen entfernt und verworfen. Hierbei
wurde ein grofer Teil der nicht adhdrenten Lymphozyten entfernt, wahrend die Makrophagen

auf dem Gefallboden adhériert hatten. Zur Entfernung maoglichst aller Lymphozyten wurden
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die Petrischalen dreimal mit PBS gespult und anschlieBend mit frischem Zellkulturmedium 5

versehen.

7.3 Inkubation mit den Toxinpréaparationen

Fur die Inkubation der adh&renten Makrophagen mit den Toxinpraparationen wurden die
Petrischalen mit der bendtigten Menge an Gebrauchsldsung von entweder rStxlwr, rStx2wr,
rStX1mu, rStx2mue oder Vektor versehen und fir 6 h im Brutschrank (37 °C, 5% CO,)
inkubiert.

Am Ende der Inkubationszeit wurde das Medium aus jeder Schale abgenommen, in ein
50 mlI-Rohrchen uberfihrt, die Schalen mit 3 ml HEPES-Puffer gespult und diese Spullésung
ebenfalls in das entsprechende, auf Eis gelagerte Réhrchen gegeben. Im Anschluss wurden
die Schalen mit je 3 ml Accutase-Ldsung versehen und fir 30 min im Brutschrank inkubiert.
Nach der Uberfiinrung der Accutase-Lésung in die entsprechenden 50 ml-Réhrchen und dem
mehrmaligen Spllen der Schalen mit kalter PBS (Spullésung ebenfalls ins Réhrchen), folgte
ein Zentrifugationsschritt (200 x g, 7 min, RT), die anschlieRende Resuspension des Pellets in
1 ml PBS, die Uberfiihrung von je 2 x 10° Zellen in eine Vertiefung einer Mikrotiterplatte (V-

Form) und die Vorbereitung fir die Durchflusszytometrie.

7.4 Immundekoration

Die Immundekoration der gernteten Makrophagen wurde analog 5.3 mit den in Tab. 7
gelisteten Substanzen durchgefiihrt. Der einzige Unterschied bestand darin, dass kein 7AAD
verwendet wurde. Im Anschluss wurden die Zellen der Messung am FACSCalibur™
Durchflusszytometer (Becton-Dickison, [BD], Heidelberg) zugefihrt.

7.5 Analysestrategie im Durchflusszytometer

Zur Probenanalyse wurde ein BD FACSCalibur™-Gerat (Fa. Becton-Dickinson,
Heidelberg) eingesetzt (siehe 5.4). Die Einstellung der Parameter fur die Makrophagen
erfolgte mithilfe von Vorversuchen. Hierflir wurden Makrophagen wie oben gewonnen und
kultiviert, jedoch ohne Zugabe der Toxinpréparationen. Die so erhaltenen Einstellungen,
sowohl die Auswertefenster als auch die Einstellung der Laser, wurden als Standardprotokoll
festgelegt und alle weiteren Versuche mit diesem Protokoll gemessen (Abb. 4). Die

Auswertung erfolgte nach Ausrichtung der Gates an der Negativkontrolle. Es wurden 5000
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Ereignisse in R1 (Makrophagen) gemessen unter Verwendung der geritespezifischen ,,Cell
Quest Pro“-Software. Die Analyse der Daten erfolgte mit dem ,,FCS Express 2“ Programm
(De Novo Software, Thornhill, Ontario, Kanada).
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Abb. 4: Makrophagenkultur im Durchflusszytometer nach acht Tagen Kultivierung im Teflonbeutel und
18 h Plastik-Adharenz

Dargestellt ist eine représentative Kultur. Differenzierung der Zellen in R1 (Makrophagen) und R2
(Lymphozyten). Alle Ereignisse, die nicht in R1 oder R2 lagen, wurden als tote oder sterbende Zellen definiert.

7.6 RNA-Gewinnung

Fur die RNA-Gewinnung wurden die Petrischalen mit den adhérenten Makrophagen mit
der entsprechenden Gebrauchsldsung der Toxinpréparation versetzt und fir 6 h inkubiert
(37 °C, 5% CO,). Im Anschluss wurden die Uberstande der Petrischalen in 15 ml-Rohrchen
gesammelt und auf Eis gelagert. In die Schalen ohne Uberstand wurde 3 ml kalte PBS
gegeben und die Zellen mittels eines Cellscrapers vorsichtig vom Boden geldst. Die
Zellsuspension wurde ebenfalls in die 15 ml-Réhrchen Gberfuhrt, die Schalen mit 3 ml kalter
PBS gespult und dieses ebenfalls ins Rohrchen gegeben. Nach Abzentrifugation der Réhrchen
(7 min, 212 x g, 4 °C) wurde das Pellet in 600 pul RLT-Puffer mit 2,5 % RME resuspendiert,
gevortext und bei -70 °C eingefroren.

Die RNA-Gewinnung, das Herstellen und Verarbeiten der cDNA und die ,,Real Time*
TagMan® erfolgte analog der Durchfiihrung der ilEL (6.5, 6.5.1, 6.5.2).
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8 Statistische Auswertung

Statistische Berechnungen wurden mit dem Programm ,,SPSS fur Windows* (Version 15,
SPSS Inc., USA) durchgefuhrt. Zur statistischen Analyse wurden eine einfaktorielle
Varianzanalyse mit Messwiederholungen sowie der Greenhouse-Geisser-Test verwendet.

Die statistische Signifikanzgrenze flr die berechneten Irrtumswahrscheinlichkeiten (p) ist

bei < 0,05 definiert. Bei der Angabe der Signifikanzen wurden folgende Bezeichnungen

verwendet:
n.s = nicht signifikant (p > 0,05); wird nicht dargestellt
* = schwach signifikant (p < 0,05)
** = signifikant (p < 0,01)
falaled = hoch signifikant( p <0,001)

Befinden sich Sterne in einer Abbildung Uber einer Klammer, so bezieht sich der

statistische Vergleich auf die durch die Klammer zusammengefassten Balken.
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V1  Ergebnisse

1 Herstellung der mutagenisierten stx1- und stx2-Gene

Die stx1- bzw. stx2-Gene des Stammes EDL 933 konnten erfolgreich amplifiziert und
mutagenisiert werden. Nach der Sequenzierung zeigte der Vergleich des rekombinanten
Wildtyp-Stx (rStxlwr bzw. rStx2wr) und des rekombinanten mutagenisierten Stx (rStxLpu
bzw. rStx2m,,;) die gewunschten Mutationen (Glutaminsdure — Glutamin, Arginin — Leucin)
an den gewdhlten Stellen (Position 167 und 170) (Tab. 14). Die Gensequenzen fir die
rekombinant hergestellten rStxlwr und rStx2wr entsprachen den Originalsequenzen
(Datenbankeintrag fir Stx1 AE005174 (GenBank) bzw. fiir Stx2 NC_000924 (NCBI)).

Tab. 14: Vergleich der Gensequenzen von Stx1 und Stx2 vor und nach der Mutagenese

o o) Austausch
Gen relevante Sequenz (5°- 3"-Ende) an
Position®
stx1 Wildtyp -ctgtgacagctgaagctttacgttttcggcaaatacag- @
stx1 mutagenisiert -ctgtgacagctCaagctttacT tittcggcaaatacag- @ ilf%?_
stx2 Wildtyp -cactgtcacagcagaagcecttacgcttcaggcagatac- )
stx2 mutagenisiert -cactgtcacagcaCaagccttacT cttcaggcagatac- @ %16770?_

@ Ausgetauschte Nukleotide sind fett in GroBbuchstaben dargestellt.
@ positionen 167 und 170 unterstrichen dargestellt

@ E = Glutaminsaure, Q = Glutamin;R = Arginin;L = Leucin

2 Herstellung von Toxinpraparationen als Stammldsungen

Die BLR(DE3)-Transformanten mit dem eingeftigten stx-Gen sowie mit dem leeren Vektor
wurden zur Induktion der Proteinexpression mit IPTG inkubiert. Als Kontrolle wurde
zusétzlich eine Inkubation ohne Zugabe von IPTG mitgefuhrt. Im Anschluss an diese
Induktion wurden sowohl die Transformanten mit IPTG als auch ohne IPTG einer
fraktionierten Toxinpraparation unterzogen. Die dabei gewonnenen Fraktionen (Uberstand,

Periplasma, Pellet) wurden auf ihre Zytotoxizitat und ihren Gehalt an Stx-Protein untersucht.
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2.1 Zytotoxizitat der aus den stx-Transformanten gewonnenen Fraktionen

In der Uberstand-Fraktion der rStx1wr- und rStx2yr-Transformanten konnte nur eine sehr
geringe Zytotoxizitat fur Verozellen (CDso/ml) nachgewiesen werden. Daher wurde diese
Fraktion nicht weiter untersucht (Tab. 15).

Sowohl die Periplasma-Fraktion als auch die Pellet-Fraktion der rStxlwr- und
rStx2wr-Transformanten zeigten eine hohe Zytotoxizitat (Tab. 15). Bei diesen Fraktionen war
die Zytotoxizitat nach Anzucht ohne IPTG deutlich héher als nach Anzucht mit IPTG. Die
Pellet-Fraktion der Vektorkontrolle zeigte ebenfalls eine toxische Aktivitat. Da dies bei der
Periplasma-Fraktion der Vektorkontrolle nur in einem geringen Umfang zu beobachten war,
wurde die periplasmatische Fraktion aus der Aufarbeitung der IPTG-frei angezichteten

Transformanten flr alle weiteren Arbeiten ausgewahilt.

Tab. 15: Zytotoxische Aktivitat verschiedener Fraktionen von aufgearbeiten Transformantenkulturen

Zytotoxizitat [CDse/ml x 10%] @

stx1-Transformante stx2-Transformante Vektor
Kultur Fraktion WT mut WT mut
. Uberstand 60 @ 100 - -
mit _ @
PTG Periplasma 400 - 10.000 <0,02
Pellet > 200.000 0,4 88.000 - <0,02
Uberstand 20 - 100 - -
ohne
PTG Periplasma®  1.500.000  <0,02 60.000 <0,02 <0,02
Pellet > 200.000 0,6 750.000 - <0,02

W Fir alle weiteren Versuche wurde die Periplasma-Fraktion ohne IPTG-Behandlung verwendet

@ gerundete Werte

® kein zytotoxischer Effekt nachweisbar

@ Zytotoxizitat in der ersten Verdinnungsstufe vorhanden, ab der zweiten Verdiinnungsstufe nicht mehr

nachweisbar; CDsy/ml jedoch nicht berechenbar

Fur die weiteren Versuche sollten Periplasma-Fraktionen mit 200 CDso/ml eingesetzt
werden. Zu diesem Zweck wurden log-10-Verdinnungsreihen der Periplasma-Fraktion aller
Transformanten (rStxlwr, rStx2wr, rStxlmu, rStx2me, Vektor) erneut im Verozell-ZT (n=3)
eingesetzt (Abb. 5, Abb. 6). Sowohl die Praparationen mit mutagenisiertem Toxin als auch

die Préparation des Vektor-Transformanten losten nur in der hochsten Konzentration einen
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zytotoxischen Effekt aus. Bei den Prdparationen der rekombinanten Toxine zeigte sich ein

deutlicher zytotoxischer Effekt in den sechs (rStxlwr) bzw. finf (rStx2wr) hochsten
Konzentrationen.
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log10-Verdiinnungsstufe

Abb. 5: Zytotoxische Aktivitat der Periplasma-Fraktionen der rStxlyr- und rStxl,-Transformanten in
Abhangigkeit von der eingesetzten Verdinnung

Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichung eines représentativen Verozell-ZT; schwarzes Viereck:
rStx1wr, grauer Kreis: rStx1,,, hellgraues Dreieck: Vektor
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Abb. 6: Zytotoxische Aktivitat der Periplasma-Fraktionen der rStx2y,r-und rStx2,,,-Transformanten in
Abhangigkeit von der eingesetzten Verdinnung

Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen eines reprasentativen Verozell-ZT; schwarzes Viereck:
rStx2wr, grauer Kreis: rStx2,,, hellgraues Dreieck: Vektor
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2.2 Eigenschaften der Toxinpraparationen

Fur die funktionellen Studien sollten die Stx mdglichst in gleichen Konzentrationen
eingesetzt werden. Da die mutagenisierten Toxine nicht Gber den Verozell-ZT quantifizierbar
sind, wurde im ELISA die Verdinnung bestimmt, bei der eine ODasonm Von 1,5 fur jede
Fraktion nachgewiesen werden konnte. Durch die Kombination von ELISA und Verozell-ZT
war es moglich, rStxwr und rStxmy auf einen einheitlichen Gehalt an spezifischem Toxin
einzustellen. Das Ziel war eine Stammldsung von 20.000 CDse/ml fur die Wildtyp-Toxine
bzw. eine 20.000 CDso/ml entsprechende Stx-Konzentration fir die mutagenisierten
Toxine (Tab. 16). Da fir die Vektor-Probe keine ODgsonm im ELISA und keine CDso/ml im
Verozelltest zu ermitteln war, wurde diese in einer Verdiinnung analog zu rStx2r eingesetzt.

Die einheitlichen eingestellten Stammlésungen sollten als 1:100 verdinnte
Gebrauchsldsung (entsprechend 200 CDso/ml) in die funktionellen Studien eingesetzt werden.

Zur Uberpriifung der Gebrauchslosung wurde ein Verozell-ZT mit rStxwr durchgefiihrt.
Hier ergaben sich folgende Werte: 157 CDso/ml fur die rStxlwr-Gebrauchslésung und
106 CDso/ml fir die rStx2wr-Gebrauchslésung. Sowohl fur den Vektor als auch fur die rStxmy
konnte keine Zytotoxizitat nachgewiesen werden.

Der LPS-Gehalt aller Préparationen lag bei 5,1 pg/ml in der Stammlésung oder darunter.
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Tab. 16: Eigenschaften von rStxyr und rStX,;

rStxlwt  rStxlpmue rStx2wr  rStx2mye Vektor
ELISA
- Verdlnnung 1:350 1:1500 1:1000 1:4000  unverdinnt
- OD450nm 1,47 1,52 1,49 1,55 0,07
Stamm- Verozell-ZT
) [CDso/ml 2.656.528 40 785.099 <20 <20
l6sung | (geom. Mittel)]
LPS-Gehalt
3,8 4,0 51 4,9 4,6
[pg/ml]
Verdinnung far . ) ) ) .
20.000 CDsg/ml 1:133 1:570 1:39 1:156 1:39
Verdlnnung der
Stammldsung 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100
Gebrauchs- | fur 200 CDse/ml
I6sung LPS-Gehalt
[pg/ml] 0,038 0,04 0,051 0,049 0,046
(errechnet)

3 Wirkung des rStxyr und des rStx,,,; auf bovine PBMC

Nach 96-stiindiger Inkubation der PBMC mit den Periplasma-Fraktionen der rStxwr- und

rStxmu- Transformanten und der Periplasma-Fraktion der Vektorkontrolle (,,Vektor®) erfolgte

die Analyse der Zellen im Durchflusszytometer (Abb.7).

PBMC wurden auf Vitalitdt, Anteil der Subpopulationen und die Expression des Stx-
Rezeptors Gbs/CD77 untersucht.
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CD77+

Abb. 7: Durchflusszytometer-Analyse von CD77"-und CD8R*-Zellen

Vektor
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] 3,59/0,36 10*
= - 93,043,01
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7,29|2,66

16 1d

CD8I3*

v

Dargestellt ist eine reprasentative Analyse von PBMC im Durchflusszytometer. Im linken oberen Quadranten
sind die CD77"-Zellen dargestellt, im rechten oberen Quadranten die CD77"-und CD8R*-Zellen, im rechten
unteren Quadranten die CD8R*-Zellen und im linken unteren Quadranten die Zellen, die fir beide
Oberflachenmarker negativ sind. Die Zahlen im oberen rechten Quadranten geben die Anzahl der Zellen im
jeweiligen Quadranten in Prozent an. Die Inkubationsbedingung ist unter dem jeweiligen Dotplot aufgefiihrt.
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3.1 Vitalitat

Fur den Vergleich zwischen ,Vektor® und rStxlwr, rStXIlmy, rStx2wr bzw. rStx2my
wurden die absoluten Zahlen verwendet. Die absoluten Zahlen reprasentieren den Anteil der
fur den untersuchten Oberflachenmarker positiven Zellen in Prozent. Hier zeigte sich
zwischen ,,Vektor und Toxin ein signifikanter Anstieg der 7AAD"-Zellen nach Inkubation
mit rStx1wrt und rStx2wr (rStxlwr: p = 0,015; rStx2wr: p = 0,027), wahrend der Anteil an
AnnexinV*-Zellen unverandert blieb (Ergebnisse der statistischen Auswertung siehe Tab. 17).

Nach der Normalisierung auf die Werte nach Inkubation mit dem ,,Vektor* zeigte sich bei
der Farbung mit 7AAD kein Unterschied zwischen den Toxinen. Weder die Inkubation mit
den Wildtypen noch mit den mutagenisierten Toxinen fiihrte zu einer signifikanten Zunahme
nekrotischer Zellen (rStx1:p =0,081; rStx2:p =0,060). Auch bei der Farbung mit
AnnexinV-PE konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Toxinen ermittelt werden
(rStx1: p = 0,064, rStx2: p = 0,446) (Abb. 8).
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Abb. 8: Anteil an 7TAAD"- (n=6) und AnnexinV*-Zellen (n=5) in PBMC-Kulturen nach Inkubation mit den
Toxinpraparationen

Dargestellt sind die Mittelwerte plus Standardabweichungen. Statistisch ausgewertet wurde der Vergleich
rStxlyt Versus rStx1mu, rStx2wr Versus rStx2,,,, sowie rStxlyr versus rStx2yr. Nach Normalisierung der Werte
auf die Vektorkontrolle entspricht der Wert 1,0 (gestrichelte Linie) den Verhaltnissen nach Inkubation mit dem
,.Vektore,
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3.2 Anteil und Vitalitat von PBMC-Subpopulationen

Der Anteil der CD21%-, CD4"-, CD8R’*- und v& T*-Zellen an der Gesamtzahl der
morphologisch intakten Zellen veranderte sich je nach Inkubationsbedingung (Abb. 9).
Grundsétzlich blieben die Anteile der untersuchten Zellpopulationen nach Inkubation mit
beiden mutagenisierten Toxinen unverindert im Vergleich zum ,,Vektor. Nur bei CD21"-
Zellen zeigte sich nach Inkubation mit rStx1y,: im Vergleich zum ,,Vektor ein signifikanter
Anstieg. Der Vergleich zwischen ,,Vektor und Wildtyp-Toxin ergab einen signifikanten
Abfall des Anteils an CD21%-Zellen bei rStx1wr und einen signifikanten Abfall des Anteils an
CD8"-Zellen bei beiden Wildtyp-Toxinen. Der Anteil der anderen Subpopulationen war nach
Inkubation mit den Toxinen im Vergleich zum ,,Vektor* unverandert (Tab. 17, Abb. 9).

In den auf den ,,Vektor” normalisierten Daten zeigte sich nach der Inkubation mit rStx1lwr
bzw. rStx2wr im Vergleich zu den mutagenisierten Toxinen ein signifikanter Abfall des
Anteiles an CD21" (rStx1: p = 0,005; rStx2: p = 0,026), der bei rStx1wr signifikant starker
war als bei rStx2wr (p = 0,031). Ebenso kam es bei den Wildtyp-Toxinen im Vergleich zu den
mutagenisierten Toxinen zu einem signifikanten Abfall des Anteils an CD8R'-Zellen
(rStx1: p = 0,002; rStx2: p = 0,002) (Abb. 10). Im Gegensatz dazu stieg der Anteil an CD4"-
Zellen nach Inkubation mit den Wildtyptoxinen, welcher allerdings nur nach Inkubation mit
rStx2yr signifikant war (rStx1: p = 0,073; rStx2: p = 0,037).

Der Anteil an 7AAD*-Zellen an allen Zellen blieb nach Inkubation mit rStx1m,, und
rStx2mye unverandert im Vergleich zum ,,Vektor®. Ein signifikanter Anstieg der TAAD"-
Zellen zeigte sich bei rStxlwr und rStx2wr bei CD21"-Zellen im Vergleich zum ,,Vektor*
(rStx1wr: p = 0,004; rStx2wr: p = 0,036) (Tab. 17).

Im Vergleich zu rStx1m, erhohte die Inkubation mit rStx1yr den Anteil 7AAD™-Zellen an
den CD21%-Zellen (p =0,031) und an den y3T'-Zellen (p =0,010) (Daten nicht gezeigt).
Ebenfalls erhéht war nach der Inkubation mit rStx2yy im Vergleich zu rStx2m,,: der Anteil
7AAD"-Zellen an den y& T*-Zellen (p = 0,048). Zwischen rStx1wr und rStx2yr stellte sich
ein signifikanter Anstieg der 7AAD" bei CD21" -Zellen (p = 0,006) dar. Bei allen anderen
Subpopulationen zeigten sich bei der Inkubation mit rStx1wr und rStx2\r keine Unterschiede.

Die Auswertung der AnnexinV*-Zellen ergab im Vergleich zwischen Vektorkontrolle und
Toxinpraparationen keinen Unterschied, lediglich der Anteil der CD8"-Zellen fiel nach
Inkubation mit rStx2m,, signifikant ab (Tab. 17).

Im Vergleich rStx1wr versus rStx1my stieg der Anteil an AnnexinV*-Zellen nur bei CD8"
signifikant an (p = 0,046).
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Bei allen anderen Subpopulationen fuhrte weder die Inkubation mit den mutagenisierten

Toxinen noch mit den Wildtyp-Toxinen zu einer Veranderungen im Anteil der AnnexinV™-

Zellen.
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Abb. 9: Anteil der CD77"-, CD21"-, CD4"-, CD8R"- und y& T*-Zellen in [%)] nach Inkubation mit den
Toxinpraparationen

Dargestellt sind die Mittelwerte plus Standardabweichung. Statistisch ausgewertet wurde der Vergleich
»Vvektor® versus rStx1yr, rStx1 e, rStX2yr und rStx2,, (***: p <0,001;**: p < 0,01; *: p <0,05).
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Abb. 10: Anteil CD21*-, CD4"-, CD8R"- und y8-T -Zellen in PBMC-Kulturen nach Inkubation mit den
Toxinpraparationen (Werte normalisiert anhand der Vektorkontrolle)

Dargestellt sind die Mittelwerte plus Standardabweichung. Statistisch ausgewertet wurde der Vergleich rStx1y
Versus rStx1yg, rStx2yr versus rStx2,, sowie rStxlyr versus rStx2yr (***: p < 0,001;**: p <0,01; *: p <0,05).
Nach Normalisierung der Werte auf die Vektorkontrolle entspricht der Wert 1,0 (gestrichelte Linien) den
Verhéltnissen nach Inkubation mit dem ,,Vektor«.
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3.3 Stx-Rezeptor Gb3/CD77

Nach Inkubation mit rStx1y, und rStx2m, exprimierte im Vergleich zum ,,Vektor ein
unverénderter Anteil der Zellen CD77, wahrend nach der Inkubation mit rStx1yr und rStx2wr
der Anteil CD77" -Zellen an allen Zellen der Kultur signifikant abfiel (rStx1:p = 0,000;
rStx2: p = 0,001) (Tab. 17, Abb. 11).

Auch die PBMC-Subpopulationen wurden auf den Anteil CD77-Zellen untersucht. Nach
Inkubation mit rStxln,.: stieg der Anteil an CD77'-Zellen aller CD21%-Zellen
(CD777(CD21%)) im Vergleich zum , Vektor* signifikant an. Im Gegensatz dazu war nach
Inkubation mit rStx1yr und rStx2yr ein signifikanter Abfall des Anteils an den CD77"-Zellen
aller CD8"-Zellen zu sehen. Des Weiteren zeigte sich bei rStx2yr ein signifikanter Abfall des
Anteils bei yd T*-Zellen. In allen anderen untersuchten Subpopulationen zeigte sich ein
unveranderter Anteil an CD77"-Zellen (Tab. 17).

Sowohl bei CD77*(CD8R")-Zellen als auch bei CD77"(ys T*)-Zellen zeigte der Vergleich
zwischen rStx1mut, rStX2mut, rStXIwt und rStx2wr der auf den ,,Vektor normalisierten Daten
einen signifikanten Abfall des Anteils an CD77"-Zellen (CD77"(CD8R"): rStx1: p = 0,002;
rStx2: p = 0,003; CD77"(yd T™): rStx1: p =0,000; rStx2: p = 0,003) (Abb. 12).

Vergleiche zwischen rStx1wr und rStx2wr zeigen, dass beide Toxinpréparationen eine
ahnliche Wirkung auf PBMC haben. Dennoch waren auch hier signifikante Unterschiede im
Anteil an CD77%-Zellen bei CD8R*-(p =0,001) und y5 T*-Zellen (p =0,001) zu ermitteln
(Abb. 12).
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Abb. 11: Anteil CD77"-Zellen an allen Zellen und an den CD21"-, CD4"-, CD8R"- und y8-T"- Zellen in [%0]
nach Inkubation mit den Toxinpraparationen

Dargestellt sind die Mittelwerte plus Standardabweichung. Statistisch ausgewertet wurde der Vergleich
,»Vektor® versus rStx 1w, FStX1nu, rStX2wr und rStx2 . (***: p <0,001;**: p <0,01; *: p <0,05).
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Abb. 12: Anteil CD77"- Zellen an allen Zellen und an den CD21"-, CD4"-, CD8R*- und y8-T"- Zellen nach
Inkubation mit den Toxinpréaparationen (Werte normalisiert anhand der Vektorkontrolle)

Dargestellt sind die Mittelwerte plus Standardabweichung. Statistisch ausgewertet wurde der Vergleich rStx1y
Versus rStx1y, rStx2wr versus rStx2 . sowie rStxlyr versus rStx2yr (***: p < 0,001;**: p <0,01; *: p <0,05).
Nach Normalisierung der Werte auf die Vektorkontrolle entspricht der Wert 1,0 (gestrichelte Linien) den
Verhaltnissen nach Inkubation mit dem ,,Vektor.
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Tab. 17: Vergleich ,,Vektor* versus Toxinpriparation

Vektor versus

Parameter rStxlwr rStXLmut rStx2wr rStX2mut
7AAD" 0,015 0,427 0,027 0,805
7AAD" (CD21")W 0,004 0,143 0,036 0,091
7AAD" (CD4Y) 0,004 0,512 0,136 0,469
7AAD" (CD8") 0,321 0,504 0,498 0,381
7AAD" (v T*) 0,073 0,622 0,259 0,405
AnnexinV" 0,274 0,498 0,797 0,010
AnnexinV* (CD21") 0,526 0,888 0,985 0,595
AnnexinV* (CD4") 0,061 0,243 0,288 0,317
AnnexinV* (CD8") 0,892 0,229 0,196 0,009
PBMC AnnexinV"* (y8 TY) 0,749 0,814 0,558 0,591
CcD21" 0,029 0,010 0,078 0,147
CD4* 0,215 0,281 0,262 0,107
CD8* 0,034 0,130 0,025 0,241
Yo T 0,105 0,273 0,175 0,593
CcD77* 0,000 0,696 0,001 0,254
CD77" (CD21%) 0,325 0,001 0,807 0,077
CD77" (CD4") 0,378 0,664 0,686 0,705
CD77"* (CD8") 0,006 0,808 0,014 0,070
CD77* (y8 TY) 0,052 0,584 0,038 0,978
IEL IL-4 0,012 0,147 0,016 0,093
CD14" (CD77") 0,029 0,128 0,007 0,462
CD80" (CD77") 0,456 0,935 0,458 0,555
Makrophagen CD86" (CD77") 0,543 0,811 0,686 0,366
CcD77* 0,141 0,221 0,088 0,235
AnnexinV" 0,545 0,811 0,384 0,940

Dargestellt sind die p-Werte des Vergleichs , Vektor“ gegen Toxinpraparation, aufgeschlisselt nach dem

Testparameter, signifikante Werte sind fett gedruckt.
(1) zulesen: Anteil 7AAD- Zellen an allen CD21"- Zellen
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4 Wirkung von rStxyr und rStx,,,; auf bovine ilEL

Nach Inkubation mit den mutagenisierten Toxinen fur 6 h kam es im Vergleich zum
,»Vektor* zu keiner Veranderung der Transkriptionsrate fir IL-4 mRNA. Ein signifikanter
Anstieg der Transkriptionsrate fiir IL-4 mRNA war jedoch nach der Inkubation mit rStx1yr
bzw. rStx2wr zu beobachten (Tab. 17, Abb. 13).

Vergleiche zwischen der Inkubation mit Wildtyp-Toxinen und mutagenisierten Toxinen
zeigten einen signifikanten Unterschied der Transkriptionsrate fir IL-4 mRNA
(rStx1: p = 0,013; rStx2: p = 0,021) (Abb. 14).
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Vektor rStxly rStx1 .t rStx2y, rStx2,ut

Inkubationsbedingungen

Abb. 13: Vergleich der Transkriptionsraten von IL-4 in [%] GAPDH (n=3)

Dargestellt sind die Mittelwerte plus Standardabweichung. Statistisch ausgewertet wurde der Vergleich
»Vektor® versus rStxlyr und rStx2yr (***: p <0,001;**: p <0,01; *: p <0,05).
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Abb. 14: Transkriptionsrate in ilEL fur IL-4 mRNA nach Inkubation mit den Toxinpraparationen (n=3)

Der Wert 100 (gestrichelte Linie) entspricht den Verhéltnissen nach Inkubation mit dem
»Vektor< (***: p <0,001;**: p<0,01; *: p <0,05).

5 Wirkung von rStxyr und rStx,,,; auf bovine Makrophagen

5.1 Vitalitat

Die morphologisch intakten Zellen der jeweiligen Inkubationsbedingung wurden ermittelt
und fir die Auswertung genutzt. Hierfir wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI)
verwendet. Nach 6 h Inkubation mit rStx1yr kam es zu einem leichten, aber signifikanten
Abfall der Expression von AnnexinV im Vergleich zu rStx1my (p = 0,033) (Abb. 15).
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Abb. 15: Nachweis der Expression von AnnexinV auf Makrophagen nach Inkubation mit den
Toxinpraparationen (n=4)

Dargestellt sind die Mittelwerte plus Standardabweichung. Statistisch ausgewertet wurde der Vergleich rStx1y
Versus rStx1y,, rStx2yr Versus rStx2.,,, sowie rStxlys versus rStx2wr (*: p < 0,05). Nach Normalisierung der
Werte auf die Vektorkontrolle entspricht der Wert 1,0 (gestrichelte Linien) den Verhdltnissen nach Inkubation
mit dem ,,Vektor*.

5.2 Oberflachenmarker

5.2.1 Expression von CD14, CD80 und CD86 auf CD77*-Zellen

Nach der Inkubation mit den mutagenisierten Toxinen kam es auf CD77"-Zellen weder bei
CD14 noch bei CD80 oder CD86 zu einer Veranderung der Expression im Vergleich zur
Inkubation mit dem ,,Vektor”. Die Inkubation mit den Wildtyp-Toxinen fuhrte jedoch im
Vergleich zum ,,Vektor* zu einem signifikanten Abfall der CD14"-Expression der Zellen
(Tab. 17, Abb. 16).

Im Vergleich der normalisierten Daten kam es nach Inkubation mit rStxlwr zu einem
signifikanten Abfall der Expression von CD14 auf CD77*-Makrophagen (p =0,029) im
Vergleich zur Inkubation mit rStxlm,. Der Unterschied in der CD14-Expression nach
Inkubation mit rStx2wr und rStx2,, war zwar deutlich, aber statistisch nicht signifikant
(p = 0,188) (Abb. 17).

Die Inkubation mit den Wildtyp-Toxinen als auch mit den mutagenisierten Toxinen hatte
keinen Einfluss auf die Expression von CD80/86 auf CD77*-Makrophagen (Abb. 18).
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Abb. 16: Expression (MFI) von CD14 auf CD77*-Makrophagen in [%]

Dargestellt sind die Mittelwerte plus Standardabweichung. Statistisch ausgewertet wurde der Vergleich
,»Vektor” versus rStxIWT und rStx2WT (**: p <0,01; *: p <0,05).
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Abb. 17: Expression (MFI) von CD14 auf CD77° Makrophagen nach Inkubation mit den
Toxinpraparationen (n=4) (Werte normalisiert anhand der Vektorkontrolle)

Dargestellt sind die Mittelwerte plus Standardabweichung. Statistisch ausgewertet wurde der Vergleich rStx1y
Versus rStxly,, rStx2yr versus rStx2.,, sowie rStxlys versus rStx2wr (*: p < 0,05). Nach Normalisierung der
Werte auf die Vektorkontrolle entspricht der Wert 1,0 (gestrichelte Linien) den Verhaltnissen nach Inkubation
mit dem ,,Vektor«.
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Abb. 18: Expression (MFI) von CD80 und CD86 auf CD77"-Makrophagen nach Inkubation mit den
Toxinpraparationen (n=4) (Werte normalisiert anhand der Vektorkontrolle)

Dargestellt sind die Mittelwerte plus Standardabweichung. Nach Normalisierung der Werte auf die
Vektorkontrolle entspricht der Wert 1,0 (gestrichelte Linien) den Verhéltnissen nach Inkubation mit dem
.. Vektore.

5.2.2 Stx-Rezeptor Gb3/CD77

Weder die 6-stiindige Inkubation mit rStxlwr bzw. rStx2wr noch die Inkubation mit
rStx1mye bzw. rStx2y, 10ste eine signifikante Verdnderung in der Expression von CD77 auf
der Oberflache der Makrophagen aus. Es konnte ein leichter, aber nicht signifikanter Anstieg
des Anteils an CD77%-Zellen beobachtet werden (rStx1: p = 0,321; rStx2: p = 0,342) (Abb.
19). Auch der Vergleich zum Vektor zeigte keinen signifikanten Veranderungen (Tab. 17).
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Abb. 19: Expression (MFI) von CD77 auf Makrophagen nach Inkubation mit rStxlys bzw. rStx2,,+ und
rStx1mue bzw. rStx2u

Dargestellt sind die Mittelwerte plus Standardabweichung. Nach Normalisierung der Werte auf die
Vektorkontrolle entspricht der Wert 1,0 (gestrichelte Linien) den Verhéltnissen nach Inkubation mit dem
,.Vektore.

5.3 Transkriptionsrate von verschiedenen Zytokinen/Chemokinen

Da bei dieser Analyse nur zwei Versuchsreihen durchgefiihrt werden konnten, wurde auf eine
statistische Auswertung der Daten verzichtet. Bei TNF-a war ein deutlicher Unterschied
zwischen den Inkubationsbedingungen erkennbar. Die Inkubation mit beiden Wildtyp-
Toxinen fihrte im Vergleich zu den mutagenisierten Toxinen zu einer erhdhten
Transkriptionsrate fur TNF-a (Abb. 20).
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Abb. 20: Vergleich der Transkriptionsraten in Makrophagen fir ausgewéhlte Zytokine/Chemokine nach
Inkubation mit den Toxinpriparationen im Vergleich zur Inkubation mit dem ,,Vektor*

Dargestellt sind die logarithmierten Transkriptionsraten von zwei unabh&ngigen Versuchen, der Wert 100
(gestrichelte Linie) entspricht den Verhéltnissen nach Inkubation mit dem ,,Vektore.
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6 Uberprifung der Antigenitat von rStxyr und rStXmy

Die Untersuchung zur Reaktivitat der Toxinpraparationen mit Ak gegen Stx1 und Stx2
wurde im ELISA mit Seren durchgefiihrt, die bereits von FROHLICH (44) analysiert wurden
und deren Gehalt an Stx-spezifischen Ak (Ak-Titer) somit bekannt war. Bei der Analyse auf
Ak gegenlber Stx1 wurden die Seren in einer Konzentration eingesetzt, bei der eine
Reduktion der Bindung des Stx1 im ELISA um 50 % zu erwarten war (Ak-Titer im
verdiinnten Serum von 30). Die Seren flr Stx2 wurden unverdiinnt eingesetzt, da hier bereits
ein Ak-Titer von 30 vorlag.

Im kompetitiven ELISA zeigte sich, dass die natlrlich gebildeten Ak mit den jeweiligen
rStxwr und mit den dazu gehdrigen rStxq,e in gleicher Weise reagierten. Es konnte eine
Reduktion der spezifischen Bindung an den Fangantikorper des ELISAs um 50 %

nachgewiesen werden (Abb. 21).
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Inkubationsbedingungen
Abb. 21: Reduktion der spezifischen Bindung im ELISA von rStxys und rStxm,, nach Inkubation mit
spezifischen Antikérpern (Stx1: n=19, Stx2: n=4)

Dargestellt sind die Mittelwerte plus Standardabweichung der ODrel in Prozent.
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VIl Diskussion

Durch die immunmodulatorischen und immunsuppressiven Eigenschaften, die die
Shigatoxine (Stx) bei der STEC-Erstinfektion naiver Kélber besitzen (103, 108), ist die
Ausbildung einer adaptiven Immunantwort gegen STEC-spezifische Antigene verzogert. Dies
fuhrt zu einer persistenten Besiedlung des Rindes mit STEC und zu einer Dauerausscheidung
der Erreger. Fur den unverziglichen Aufbau einer protektiven Immunantwort nach naturlicher
Infektion wére bei Kaélbern ein friher Schutz durch Stx-spezifische Antikorper (AK)
notwendig. Da maternale (kolostrale) Stx-spezifische Ak schnell abgebaut werden und Kalber
selbst nach friiher STEC-Infektion nur selten Stx-spezifische Ak innerhalb der ersten sechs
Lebensmonate bilden (44), konnte in der Fleisch- und Milchrinderhaltung eine Impfung gegen
Stx die Kolonisation der intestinalen Mukosa durch STEC begrenzen, die Ausscheidung
reduzieren, die Zirkulation dieser Zoonoseerreger in den Bestanden verlangsamen und damit
den Infektionsdruck fur den Menschen reduzieren. Zur Entwicklung eines geeigneten
Impfantigens sollte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass im aktiven Zentrum
gentechnisch verdanderte Stx ihre Wirkung auf die verschiedenen Immunzellen des Rindes
verloren haben und die einen Impferfolg mdglicherweise beeintrachtigenden
immunmodulierenden Eigenschaften der wildtypischen Stx nicht etwa bereits durch die
Bindung der Toxine an die Zellen ausgel6st werden konnen.

1.1 Herstellung der Toxine und Toxoide

Die rekombinante Herstellung von Stx1, von Stx2 und von Mutanten beider Stx erfolgte
ausgehend von der Amplifikation und Klonierung der stx-Gene aus dem EHEC-
Referenzstamm EDL 933 in einem Expressionssytem bestehend aus einem pET 24b(+)-
Vektor und einem BLR(DE3) E. coli. Dieses Expressionssystem wurde bereits erfolgreich zur
rekombinanten Herstellung von Stx2e verwendet (62). Durch IPTG als Induktor l&sst sich
hierbei die Expression des Proteins steuern. IPTG soll durch eine Hemmung des lacl-
Repressors und einer Freigabe des T7lac- und lacUV5-Promotors zu einer Expression des
eingefligten Proteins fiihren (33, 150). Die fir die Transkription benétigte T7-RNA-DNA-
Polymerase ist in BLR(DE3)-Zellen vorhanden. Daher wurde der Vektor mit den Toxingenen
fur Stx1 und Stx2 in diese Zellen transformiert. Zundchst wurden Transformanten fur

wildtypisches Stx1 und Stx2 hergestellt. Durch die anschliefende Verwendung von Primern
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mit der gewéhlten Mutation (E167Q, R170L) konnten mutagenisierte Varianten der Toxine
hergestellt werden. Diese Stellen der Sequenz wurden ausgewéhlt, da hier eine Mutation die
zytotoxische Aktivitdt der Toxine fir Verozellen deutlich verringert (63, 180). Eine
Sequenzanalyse bestatigte, dass sich die rekombinanten und die mutagenisierten Toxine nur
in den gewiinschten Stellen unterschieden.

Auffallend war, dass Kulturen von BLR(DE3) E.coli nach der Transformation,
unabhéngig davon, ob die im Vektor enthaltenen Stx-Gene mutagenisiert waren oder nicht,
ein stdarkeres Wachstum ohne IPTG-Zugabe zeigten als in Anwesenheit von IPTG.
Madglicherweise sind die exprimierten Toxine auch fur den verwendeten BLR(DE3) toxisch.
In der Literatur wird vereinzelt diskutiert, dass Stx ihre N-Glykosidase-Aktivitat auch bei
prokaryontischen Ribosomen ausiiben kénnten. Skinner und Jackson zeigten, dass es bei einer
Uberexpression von Stx zu einer verminderten Wachstumsrate von E. coli kommen kann, die
Wachstumsrate von E. coli hingegen von einem mutagenisiertem Stx nicht verandert wird
(144). Dass in den vorliegenden Untersuchungen sowohl bei den Wildtypen als auch bei den
mutagenisierten Toxinen eine verringerte Wachstumsrate zu beobachten war, lasst einen
anderen zugrunde liegenden Mechanismus vermuten. Dieses Phdnomen konnte zuvor auch
bei der rekombinanten Expression von mutagenisiertem Stx2e beobachtet werden (62). Zur
Erzeugung einer moglichst hohen Ausbeute an spezifischem Protein wurden die
Transformantenkulturen ohne IPTG-Zugabe fur die weiteren Untersuchungen durchgefiihrt.

Préparationen der Wildtyp-Toxine und der mutagenisierten Toxine wurden auf ihre
Toxizitat hin im Verozell-ZT untersucht (78, 126, 132). Die untersuchten Wildtyp-Toxine
zeigten die fir Stx typischen zytopathischen Effekte, die mit zunehmender Verdiinnung
nachlieBen. Die mutagenisierten Toxine und der ,,Vektor* 16sten in der hochsten eingesetzten
Verdlinnung einen zytopathischen Effekt aus, der jedoch mit der néchsten Verdinnung
verschwand. Dieser Effekt konnte auf die hohe Konzentration von Begleitsubstanzen aus der
Aufarbeitung der Bakterienpellets zurtickzufiihren sein. Eine Reaktion von Verozellen auf
LPS kann weitestgehend ausgeschlossen werden, da nach einer LPS-Entfernung der Gehalt an
LPS in den unverdinnten Proben bei <5,1pg/ml lag. Weitere Bestandteile der
Toxinpraparation wurden nicht untersucht. Daher kénnten auch andere E. coli-Proteine fir die
beobachteten zytopathischen Effekte der Praparationen mutagenisierter Toxine und des
»Vektors® verantwortlich sein. Nach Einstellung der Préparationen auf 200 CDso/ml bzw.
deren Aquivalente war kein zytopathischer Effekt bei Praparationen mutagenisierter Toxine
mehr nachweisbar, wéhrend die Wildtyp-Toxine immer noch eine typische Reaktion

auslosten.
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Nach Angaben in der Literatur ist Stx1 in STEC-Kulturen Uberwiegend zellassoziert zu
finden, wéhrend Stx2 in den Kulturiiberstand sezerniert wird (149). Deshalb wurden bei der
Aufarbeitung der Bakterienpellets zunachst alle drei Fraktionen (Uberstand, Periplasma,
verbleibendes Pellet) getrennt gewonnen und auf vorhandenes Stx untersucht. Hier konnten
Unterschiede in der Menge an Stx gefunden werden, die fur die geplanten Untersuchungen
von Bedeutung waren. So konnte tatsachlich deutlich mehr Stx1 zellassoziert gefunden
werden als Stx2, Stx2 war in groRerer Menge im Uberstand zu finden. Eine vergleichbare
Menge der Toxine war im periplasmatischen Raum zu finden, wéhrend die mutagenisierten
Toxine und auch der ,,Vektor” in dieser Fraktion nur eine geringe unspezifische Toxizitét im
Verozell-ZT zeigten. Aus diesem Grund wurde die Periplasma-Fraktion fir die vorliegenden

Untersuchungen ausgewaéhit.

1.2 Wirkung der Toxine und Toxoide auf PBMC

1.2.1 Vergleich zwischen rekombinantem rStxlwr und aufgereinigtem Stx1 und
mogliche Bedeutung der Befunde fir den Verlauf der bovinen STEC-Infektion

Die Wirkung von aufgereinigtem Stx1 auf bovine PBMC ist bereits umfangreich
untersucht worden. Stx1 I6st eine verminderte Proliferation der CD8"-Zellen, einen Riickgang
der Gbs/CD77-(Stx-Rezeptor-)Expression auf allen untersuchten Lymphozytenpopulationen
aber keine Zunahme apoptotischer oder nekrotischer Zellen aus (107, 108). Von Ferens et al.
wurden von BLV-infizierten Tieren PBMC gewonnen und mit Stx1 konfrontiert. Auch hier
wurde die spontane Proliferation von Lymphozyten gehemmt und die Zahl der toten Zellen
blieb konstant (38). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass mit rekombinantem
rStx1lwr als Bestandteil einer periplasmatischen Praparation vergleichbare Resultate erzielt
werden konnen. Ein Ruckgang der Expression von Gbs/CD77 war ebenso deutlich zu
erkennen wie die verminderte Proliferation von CD8"-Zellen. Auch war keine Zunahme von
nekrotischen oder apoptotischen Zellen zu ermitteln.

AuBer der Entfernung des LPS wurde das rekombinant hergestellte rStx1wr nicht weiter
gereinigt. Andere, eventuell noch vorhandenen Bestandteile der Praparation, hatten aber
offensichtlich nur geringfugige Effekte auf die die Toxinwirkung.

Sowohl in Untersuchungen mit aufgereinigtem Toxin als auch in den vorliegenden
Untersuchungen wurden die PBMC-Kulturen mit PHA-P stimuliert. Dieses T-Zell-Mitogen
fuhrt in der Kultur zu einer spezifischen Proliferation der T-Zellen, die durch Stx gehemmt
wird (103). Trotz dieser eigentlich spezifischen T-Zell-Stimulation und der Beschrankung der
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Stx-Wirkung auf aktivierte Lymphozyten konnte auch ein Effekt von rStx1yr auf die CD21"-
B-Zellen beobachtet werden. Im Gegensatz zu Menge et al. (108) konnte auch hier eine
Abnahme der CD77-tragenden Zellen gesehen werden. Dies wirft die Frage auf, ob eventuell
vorhandene unspezifische Bestandteile der Toxinpréparationen diese Reaktion der B-Zellen
verursachen. Da in den vorliegenden Untersuchungen der LPS-Gehalt der Stx-Préparationen
zwar deutlich reduziert, aber nicht vollstdndig entfernt wurde, konnte der Effekt auf
verbliebenen Spuren von LPS beruhen. Wéhrend LPS als B-Zell-Mitogen bei der Maus
eingesetzt werden kann, ist seine mitogene Wirkung auf bovine B-Zellen jedoch nur dufRerst
gering. Der Gehalt der Stx-Préparationen an weiteren Bestandteilen des Vektor-
exprimierenden E. coli wurde nicht quantifiziert. Diese Bestandteile kdnnten jedoch zu den
Unterschieden beigetragen haben.

Da unter den Bedingungen einer STEC-Infektion in vivo Immunzellen zusatzlich zu Stx
einer Vielzahl von Stimuli ausgesetzt sind, kann eine Wirkung von Stx auf das B-Zell-
Kompartiment der Immunantwort nicht ausgeschlossen werden. B-Zellen haben im
Immunsystem verschiedene Aufgaben. lhre vorrangige Aufgabe ist die Produktion von Ak,
die zu einer Elimination von Krankheitserregern fuhrt (140). Im Verlaufe einer Infektion und
bei einer Reinfektion konnen B-Zellen aber auch als antigenpréasentierende Zellen (APCs)
fungieren. Durch diese Funktion kdnnen sie T-Helfer-Zellen aktivieren und helfen zudem bei
einer Reinfektion dem schnelleren Wiedererkennnen und Eliminieren von Erregern (114).
Wird eine Proliferation von B-Zellen durch Stx verhindert, wie hier gezeigt, kann dieser
Mechanismus nicht mehr greifen. In der Tat lassen sich bei adulten Rindern zwar regelmaliig
Ak gegen Stx1 nachweisen, Ak gegen Stx2 sind jedoch, trotz weiter Verbreitung von Stx2-
bildenden STEC in den Bestadnden, nur selten und dann in niedrigen Titern nachweisbar.
Selbst Monate nach dem Beginn einer Ausscheidung von STEC durch Kalber sind im Blut
der Tiere nur selten und wenige Stx-spezifische Ak nachweisbar (44).

Das relative Unvermdgen von infizierten Rindern, auf einige STEC-Antigene zeitnah
immunologisch zu reagieren, scheint bei T-Zell-unabhangigen Antigenen wie O157-LPS
weniger ausgepragt zu sein als bei T-Zell-abh&ngigen Antigenen wie den Stx-Proteine (61).
Dies ware uber eine Wirkung von Stx auf T-Helfer-Zellen erklarbar.

Bei den CD4"-Zellen konnte in dieser Untersuchung in Anwesenheit von rStx1 ein
leichter, nicht signifikanter Anstieg in Anwesenheit von rStx1y festgestellt werden. CD4'-
Zellen, die CD77 exprimierten, veranderten sich in der Anzahl jedoch nicht. Dies ist in
Ubereinstimmung mit Menge et al. zu sehen (108). Auch der unveranderte Anteil der

apoptotischen und nekrotischen Zellen deckt sich mit den Angaben der Literatur (108). Ob
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andere Funktionen CD77-exprimierender boviner CD4"-Zellen von Stx beeinflusst werden,
bleibt zunéchst ungeklart.

vo-T-Zellen machen beim Rind einen deutlich groRBeren Anteil der T-Zellen als beim
Menschen aus (58). Die genaue Funktion dieser Zellen ist bisher nicht abschliefend geklart,
es wird jedoch eine intensive Interaktion mit Epithelzellen vermutet (70). Die Reaktion von
v3-T-Zellen auf Stx ist bisher wenig beschrieben. Blessenohl konnte zeigen, das y3-T-Zellen
mit einem Riickgang der Expression von CD77 auf die Anwesenheit von Stx1 reagieren (12).
In den vorliegenden Untersuchungen fiihrte rStx1wr bei y6-T Zellen zu einem signifikanten
Ruckgang der rezeptortragenden Zellen. Bezug nehmend auf die mdgliche enge Verbindung
mit Epithelzellen, kdnnte bei einer verminderten Anzahl der Zellen die mukosale Abwehr
gehemmt werden und dadurch die verlangerte Verweildauer von STEC im Darm erklart

werden.

1.2.2 Vergleich zwischen rStx1yt und rStx2yr

In der vorliegenden Untersuchung wurde erstmals die Wirkung von Stx1 und Stx2 auf
bovine Immunzellen systematisch verglichen. Die Reaktionen der Zellen auf rStx1yr und auf
rStx2wr waren qualitativ dhnlich, die Reaktion auf rStx2wr fiel jedoch immer ein wenig
schwacher aus. So reagierten CD777(CD8%)-(n=6), CD77"-(yd T*) (n=5) und der Anteil an
CD77"-Zellen (n=6) signifikant stirker auf rStx1wr als auf rStx2wr. Die Konzentrationen der
eingesetzten rStx1wr- und rStx2yr-Praparationen wurden im Verozell-ZT anndhernd auf eine
CDso/ml von 200 eingestellt. Bei der Rucktitration der verwendeten Gebrauchsverdiinnungen
ergab sich jedoch ein geringer Unterschied in den CDso-Werten von rStx1yr und rStx2wr
(157 CDsg/ml bzw. 106 CDso/ml). Die GréRenordnung der Unterschiede in der Wirkung der
eingesetzten rStxlwr- und rStx2yr-Préparationen Kkorreliert damit recht gut mit den
Unterschieden in der biologischen Aktivitat, wie sie mit Verozellen bestimmt wurde. Es
wurde bereits eine Reihe von erheblichen Unterschieden in der biologischen Aktivitét
zwischen Stx1 und Stx2 in verschiedenen Tierarten und Modellsystemen beschrieben. Stx2
I6st bei bovinen PBMC dagegen qualitativ und quantitativ vergleichbare Effekte wie Stx1
(108) und wie gereinigtes Stx2 aus (Menge & Dean-Nystrom, 2004, unveroffentlicht).
Hoffman et al. (61) konnten eine immunmodulatorische Wirkung von Stx2 auch schon in vivo
nachweisen. Unterschiede in der Virulenz von EHEC-Stammen fur den Menschen werden mit
dem von den Stdmmen exprimierten Stx-Typ in Verbindung gebracht (43). Stx1- und Stx2-
bildende STEC werden von Rindern unterschiedlicher Altersstufen mit unterschiedlicher

Hé&ufigkeit ausgeschieden (44). Der Nachweis einer vergleichbaren Wirkung von Stx1 und
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Stx2 auf das bovine Immunsystem unterstreicht, dass prophylaktische MalRnahmen, die die
STEC-Ausscheidung beim Rind begrenzen sollen, trotzdem gegen beide Toxine gerichtet sein

mussen.

1.2.3 Vergleich der Wildtypen mit den mutagenisierten Toxinen

Beim Vergleich der Vitalitat der Zellen fallt auf, dass ein Anstieg der nekrotischen Zellen
nur in den absoluten Zahlen nach Inkubation mit den Wildtypen nachzuweisen war. Nach
Normalisierung auf den ,,Vektor waren diese Anstiege jedoch nicht mehr zu erkennen. In der
Literatur wird mehrfach die Auslésung von Apoptose durch Stx beschrieben (20, 22, 25, 47).
Betrachtet man die mutagenisierten Toxine, fallt hier das Ausbleiben der Apoptose auf.
Apoptose wird bei Stx durch unterschiedliche Mechanismen ausgel6st, u.a. durch die
ribosomale Aktivitat des Toxins (22). Da die mutagenisierten Toxine keine Apoptose
auslésen, kann davon ausgegangen werden, dass hier die ribosomale Aktivitat durch die
gezielte Mutation im stxA-Gen analog zur Literatur (63, 180) tatséchlich unterbunden wurde.

Betrachtet man nun die Anteile an CD77"-Zellen unter den verschiedenen
Inkubationsbedingungen, fallt auf, dass bei der Inkubation der Zellen mit den Wildtypen der
Anteil an CD77"-Zellen signifikant vermindert war. Dies war bei der Inkubation mit den
mutagenisierten Toxinen nicht der Fall. Auch die Zusammensetzung der Zellen anderte sich
in Anwesenheit der Wildtypen: Wahrend sowohl bei rStx1yr als auch bei rStx2y die Anteile
an CD8"-, CD21"- und y& T"-Zellen reduziert waren, blieben diese in Anwesenheit von
rStX1mye und rStx2ny,e im Vergleich zum ,,Vektor® unverdandert. Dies deutet darauf hin, dass
hier die Proliferation der Zellen durch die mutagenisierten Toxine nicht beeinflusst wurde.
Die Reaktion der CD4"-Zellen stellte sich etwas anders dar. Hier war eine Zunahme der
CD4"-Zellen in Anwesenheit der Wildtypen zu erkennen, wahrend sich der Anteil in
Anwesenheit der mutagenisierten Toxine im Vergleich zum Vektor nicht veranderte. Dies
kénnte mit der Veranderung in der Zellzusammensetzung zu erklaren sein. Wahrend CD8*-
Zellen stark durch Stx beeinflusst werden, ist der Einfluss von Stx auf CD4"-Zellen gering
(108). Durch die Verringerung des Anteils an CD8"-Zellen und die konstante Zahl der CD4"-
Zellen steigt der Anteil der CD4"-Zellen scheinbar an. In Anwesenheit der mutagenisierten

Toxine zeigen die Zellen keine Verénderung in der Zellzusammensetzung.
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1.3 Wirkung der Toxine und Toxoide auf intraepitheliale Lymphozyten des
lleums

1.3.1 Vergleich der Wirkungen der Wildtyp-Toxine

lleale intraepitheliale Lymphozyten sind die ersten Immunzellen, die mit Stx in Kontakt
treten. Frihere Studien konnten zeigen, das ilEL mit einem spezifischen Muster auf die
Stimulation mit Stx1 reagieren. Wahrend IL-4 als Reaktion auf Stx1 verstérkt transkribiert
wird, werden andere Zytokine (IFN-y, IL-10) unverdndert exprimiert (111). In den
vorliegenden Untersuchungen konnte die Uberexpression von IL-4 durch rekombinant
hergestelltes Stx1 ausgel6st werden. Es konnte auch erstmals gezeigt werden, dass die
Transkription von IL-4 in ilEL durch Stx2 hoch reguliert wird. Der Induktionsmechanismus
von IL-4 ist bisher nicht vollstdndig geklart. Bei bovinen PBMC unterdriickt Stx2 die Zahl
IFN-y-bildender Zellen (Menge unveroff.). Diese Unterdrickung konnte eine reaktive
Ubertranskription von 1L-4 durch andere T-Zellen in den Kulturen zur Folge haben. Jedoch
kann bei bovinen PBMC - anders als bei ilEL - weder auf Proteinebene noch auf mRNA-
Ebene ein Anstieg von IL-4 nachgewiesen werden (Menge unveroff.). Moglicherweise beruht
die Hochregulation der IL-4-Expression in ilEL durch Stx auf einem direkten Effekt der
Toxine. So konnte in THP-1-Zellen eine verstarkte Induktion von TNF-a nach Inkubation mit
Stx1 nachgewiesen werden (57). Dieser Effekt wurde in Verbindung mit einer ribotoxix stress
response gebracht und wird damit durch eine direkte Wirkung der Toxine auf die Ribosomen
der Zytokin-bildenden Zelle verursacht.

1.3.2 Vergleich zwischen Wildtyp-Toxinen und mutagenisierten Toxinen

Im Gegensatz zu den Wildtyp-Toxinen war bei den mutagenisierten Toxinen keine
Erh6hung in der Transkription von IL-4 zu erkennen, was flir eine normale Abwehrreaktion
der Zellen spricht. Dieses Ergebnis konnte bereits in einer humanen Zelllinie (Caco-2) gezeigt
werden. Hier konnte nach Inkubation mit einem mutagenisierten Toxin keine Erhéhung der
Transkriptionsraten von verschiedenen Zytokinen nachgewiesen werden (179).

Neben der Induktion einer ribotoxic stress response ware auch denbkbar, dass eine
Kreuzvernetzung von Ghs/CD77 auf der Zelloberflache zu einer Erhdhung der Transkription
bestimmter Gene fuhrt. In einer Studie wurden bovine ilEL mit Stx1, mit Stx1B und mit
einem Antikorper gegen Gbs/CD77 fir 4 h inkubiert. Nur bei Stx1 konnte eine Erhéhung der
Transkriptionsrate gemessen werden. Weder eine Bindung von Stx1B noch des Antikdrpers

konnten eine verstarkte il-4-Transkription auslésen (111). In Verbindung mit den hier
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vorgestellten Ergebnissen mit mutagenisierten Toxinen spricht alles dafir, dass fur die
Erh6hung der Transkriptionsrate von IL-4 ein intaktes aktives Zentrum in der A-Untereinheit
vorhanden sein muss und der Mechanismus dieser Toxinwirkung ebenfalls die Inaktivierung

von Ribosomen einschlieft.

1.4 Wirkung der Toxine und Toxoide auf Makrophagen

Um primére Makrophagen aus Rinder-PBMC zu erhalten, wurde ein Protokoll von Adler
(3) modifiziert und erfolgreich etabliert (Loos, Dissertation im Abschluss). Uber eine
Aufkonzentration der mononukledren Zellen konnte die Ausbeute an Monozyten deutlich
erhoht werden. Gelegentlich kam es zu Kontaminationen der Kulturen mit Trypanosomen,
einem Blutparasiten, der bei Rindern h&ufig vorkommt. Die so kontaminierten Kulturen
konnten nicht verwendet werden. Durch den Einsatz von Amphotericin B in einer subletalen
Konzentration fur Zellen (90) konnte die Vermehrung von Trypanosomen in den Kulturen

verhindert und somit die Kulturverluste minimiert werden.

1.4.1 Vergleich der Wirkungen der Wildtyp-Toxine

Die Wirkung von Stx auf Makrophagen ist in verschiedenen Studien beschrieben, jedoch
sind hier vor allem Zelllinien wie THP-1 untersucht worden (40, 56, 57). Untersuchungen an
primaren Makrophagen vom Menschen (20, 26, 49, 133, 170) bilden die Ausnahme.
Untersuchungen von bovinen primaren Makrophagen und den Reaktionen, die durch Stx
ausgelost werden kénnten, wurden bisher nur vereinzelt durchgefiihrt. In Kulturen primérer
Kolonzellen traten regelméaRig Zellen nicht-epithelialen Ursprungs auf, die besonders sensitiv
flr gereinigtes Stx1 waren und Eigenschaften von Makrophagen aufwiesen (110). Diese
vermutlich Mukosamakrophagen darstellenden Zellen, die im Bereich der Krypten innerhalb
der lamina propria durch eine starke CD77-Expression auffallen (147), exprimierten neben
MHC | auch den Monozyten-/Makrophagen-Marker CD14 sowie das auf myeloiden und
dendritischen Zellen vorkommende CD172a. Unter Einwirkung von Stx1 kam es zu einer
Umverteilung des CD77-Rezeptors von der Zelloberflache in intrazellulare Kompartimente.
In einer ersten Studie zum Einfluss von gereinigtem Stx1 auf bovine, von Monozyten des
Blutes abgeleiteten Makrophagen in vitro konnte gezeigt werden, dass die Expression von
CD14, CD77, CD80 und CD86 im Vergleich zu unbehandelten Zellen durch das Toxin
vermindert wird (Loos, Dissertation im Abschluss). In den vorliegenden Untersuchungen
konnte ein Effekt von LPS-reduzierten Bakterien-Praparationen auf die Expression von

CD14, nicht aber auf die Expression von CD80, CD86 oder CD77 nachgewiesen werden.
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Auch bei priméren murinen DC fihrte die Inkubation mit Stx1 nicht zu einer Verénderung in
der Auspréagung von CD80 und CD86 (125). Da die hier verwendeten Zellen keine DC und
zudem noch bovinen Ursprungs waren, ist dieser Vergleich jedoch vorsichtig zu
interpretieren.

THP-1-Zellen reagieren auf Stx1 mit der Produktion von unterschiedlichen Zytokinen,
insbesondere von TNF-o, IL-8 und IL-1B8 (39, 56). Immortalisierte bovine Mukosa-
makrophagen reagieren auf LPS-Stimulation mit einer erhéhten il-12-Transkription (110). Bei
gleichzeitiger Anwesenheit von LPS und Stx1 synthetisierten sie jedoch vermehrt il-10-
MRNA. Aullerdem induzierte Stx1 die Transkription der Chemokingene il-8, gro-a, mcp-1
und rantes, die sich bei gleichzeitiger Einwirkung von LPS bis zum 6-fachen steigern lieR. In
Kulturen boviner, Monozyten-abgeleiteter Makrophagen fiihrt die Inkubation mit gereinigtem
Stx1 zu einer signifikanten Erhéhung der mRNA-Transkripte fur die Zytokine IL-4, IL-6,
IL-10, IFN-y und TNF-a sowie fir die Chemokine IL-8 und GRO-a (Loos, Dissertation im
Abschluss). Bei den vorliegenden Untersuchungen konnten nur zwei unabhéngige Versuche
zur Zytokinbestimmung durchgefuhrt werden. Jedoch war die Tendenz zu erkennen, dass die
Anwesenheit von rStx1yr in bovinen Makrophagen zu einer Zunahme der Transkriptionsrate
von TNF-a im Vergleich zu den mutagenisierten Toxinen fiihrt. Bei den anderen untersuchten
Zytokinen konnte eine Tendenz zu einer Erh6hung in den Transkriptionsraten von IL-8 und
IL-10 beobachtet werden.

Sowohl bei verschiedenen humanen als auch bei murinen Zellen konnte nach Inkubation
mit Stx1 Apoptose nachgewiesen werden (73, 22). Auch in der humanen Zelllinie THP-1 war
dies moglich (55). In den vorliegenden Ergebnissen konnte dieser Effekt bei rStx1lwr nicht
gezeigt werden. Es konnte statt dessen eine leichte, aber signifikante Abnahme der
apoptotischen Zellen ermittelt werden. Dies steht in Diskrepanz zu den Untersuchungen von
Loos (Loos, Dissertation im Abschluss), die eine Abnahme von vitalen Zellen nach
Inkubation mit Stx1 ermitteln konnte. Die Ursache fiir diesen Unterschied ist unklar, konnte
aber, wie oben bereits diskutiert, auf die Unterschiede der verwendeten Toxinpréparationen
zurtick zu flhren sein, da Loos gereinigtes Toxin verwendet hat.

Die Wirkung von rStx2\t auf bovine Makrophagen ist vergleichbar mit der von rStx1yr.
Auch hier konnte eine Abnahme der apoptotischen Zellen ermittelt werden, diese war jedoch
nicht signifikant Auch bei rStx2yr konnten keine Veranderungen in der Expression von
CD80/86 gesehen werden. Die Expression von CD14 verringerte sich in Anwesenheit von
rStx2wr ebenfalls wie in Anwesenheit von rStxlwr, jedoch war der Abfall hier nicht

signifikant.

91



VIl Diskussion

In einer Studie mit peritonealen Makrophagen der Maus konnte gezeigt werden, dass diese
mit einer erhohten Transkriptionsrate fur TNF-o auf Stx2 reagieren (158). Aufgrund der
zentralen Bedeutung von Makrophagen fur die Immunantwort im Allgemeinen und die
besondere Bedeutung in der Pathogenese des HUS des Menschen im Besonderen bedarf die
Frage nach einer mdglichen Wirkung von Stx auf Makrophagen und/oder DC des Rindes
dringend der weiteren Bearbeitung.

1.4.2 Vergleich zwischen Wildtypen und mutagenisierten Toxinen

In den vorliegenden Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Expression der
Oberflachenmarker CD80 und CD86 weder durch Wildtyp-Toxine noch durch die
mutagenisierten Toxine beeinflusst wurde. In einer Studie mit priméren murinen DC wurde
die Expression von CD86 durch eine Stx1-Mutante erhoht (125). Auch nach intranasaler Gabe
der Stx1-Mutante an Mé&use konnte in nasolarynealen DCs eine Erh6hung der Expression von
CD80/CD86 nachgewiesen werden (124). Die Stx-Mutanten in diesen Studien entsprachen
denen, die in den vorliegenden Untersuchungen verwendet wurden. Die Unterschiede
zwischen den Studien konnten auf die unterschiedlichen Tierarten zurtickzufuhren sein oder
auch im Unterschied zwischen der invitro Konfrontation und der invivo Applikation
begrlindet sein.

In Anwesenheit der mutagenisierten Toxine konnte keine Verringerung der CD14-
Expression nachgewiesen werden, dies spricht daftr, dass fir diese Reaktion eine aktive A-
Untereinheit vorhanden sein muss.

Die Zytokinantwort der Makrophagen in Anwesenheit der mutagenisierten Toxine ist zu
vergleichen mit der Reaktion der Zellen auf den ,,Vektor®, auf eine statistische Analyse wurde

aufgrund von nur zwei unabhéngigen Versuchen verzichtet.

1.5 Antigenitat und Immunogenitat der Toxine und Toxoide

Die Untersuchungen auf Antigenitdt wurden mit Seren durchgefuhrt, die von natirlich
infizierten Rindern stammten und deren Titer gegen Stx1 und Stx2 bekannt waren (44). Um
sicherzustellen, dass natirlich gebildete Ak sowohl die rekombinant hergestellten Wildtyp-
Toxine als auch die mutagenisierten Toxine erkennen, wurden die Toxine mit den Seren
inkubiert und anschliefend im ELISA Uberprift, inwieweit die Bindung der Toxine an die
Fangantikorper reduziert war. Hierbei zeigte sich eine anndhrend gleiche Reduktion der

Bindung der rekombinanten und der mutagenierten Toxine. Das spricht daftr, dass bei den
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mutagenisierten Toxinen die Strukturen wichtiger Epitope gegeniiber den wildtypischen
Toxinen nicht verandert sind.

Um inaktivierte Stx als Impfstoff einzusetzen, muss die Immunogenitat erhalten bleiben.
Die chemische Inaktivierung von Stx2e mit Formaldehyd zerstért zwar die Zytotoxizitat fur
Zellkulturen. Die Applikation eines Formalin-inaktivierten Toxoid-Impfstoffes beeinflusst
jedoch nicht den Krankheitsverlauf nach Belastung (52). Die Inaktivierung von Stx2e mithilfe
des Austausches einer Aminosdaure im aktiven Zentrum der A-Untereinheit wurde bereits
erfolgreich durchgefiihrt und flihrte in einem Ferkelmodell zur Entwicklung von
neutralisierenden Ak (52). Ebenso konnte in einem Mausmodell die Uberlebensrate der
Méause nach einer Stx1-Belastung auf 100 % erhoht werden, wenn sie mit einem
mutagenisierten Stx1 (E167Q, R170L) immunisiert wurden (68). Die Beobachtung, dass
sowohl bei Schweinen und auch bei Mausen durch die Impfung mit mutagenisierten Toxinen
protektive Ak induziert werden konnen, spricht fir die prinzipielle Immunogenitat der
Toxoide. Dieses ist im Rind als Nachstes zu prufen. Dies gilt besonders vor dem Hintergrund,
dass bislang noch unklar ist, ob die schlechte Ausbildung einer anti-toxischen Antwort beim
Rind nach naturlicher STEC-Infektion (45) auf einer aktiven Immunsuppression durch Stx
beruht oder durch die geringe Immunogenitét der Toxine bedingt ist. Letztere kbnnte auch mit
der strukturellen Ahnlichkeit von Stx mit dem bovinen Interferon-o/p-Rezeptor (IFNAR) in
Verbindung stehen und damit Resultat einer zentralen immunologischen Toleranz sein. Erste
eigene Ergebnisse deuten jedoch darauf hin, dass durch die Applikation i. m. der hier
generierten Toxoide in Verbindung mit Aluminiumhydroxid an Rinder sowohl Stx1- als auch
Stx2-spezifische ~ Serumantikorper  induziert werden  konnen  (Kerner, Menge;

unveroffentlicht).

1.6 Maoglicher Einsatz der Shigatoxoide fir Impfungen in Rinderbestéanden

1.6.1 Biologische Sicherheit des Impfstoffes

Die isolierte B-Untereinheit von Stx1 hat keine Wirkung auf bovine ilEL (111). Stamm et
al. konnten aber zeigen, dass die Bindung einer rekombinanten B-Untereinheit (rStxB1) an
Ghbs/CD77 eine Toxin-dhnliche Wirkung auslost, wie eine  Suppression der
Lymphozytenproliferation (148). Die vielfédltigen Untersuchungen dieser Arbeit haben
gezeigt, dass immunmodulatorische Wirkungen mit den mutagenisierten Shigatoxoiden

in vitro nicht ausgeldst werden konnten. Damit ist indirekt auch deutlich geworden, dass die
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Wirkungen der Wildtyp-Toxine auf Immunzellen des Rindes auf ihrer enzymatischen
Aktivitat beruhen und nicht bereits durch die Bindung und Kreuzvernetzung von Ghs/CD77
ausgelost werden kénnen.

Der Interferon-a/pB-Rezeptor (IFNAR) zeigt in seinen extrazelluldaren Anteilen potenzielle
Gbs-Bindungsstellen, die moglicherweise zu Bindungsstellen der B-Untereinheiten
strukturverwandt sind (95). Bei der Entwicklung eines Impfstoffes gegen Stx ist deshalb
Sorge zu tragen, dass die Impfung keine Autoantikorper induziert, die sich gegen den IFNAR
richten. Welche Geféahrdung von durch Impfung induzierten Autoantikdrpern ausgeht, zeigt
die in den letzten Jahren neu aufgetretene bovine neonatale Panleukozytopenie. Hierbei
werden Uber das Kolostrum von gegen BVDV geimpften Kiihen anti-leukozytare Ak auf das
Kalb (bertragen, die bei dem Kalb zu profunden Blutungen und einer
Knochenmarksdepletion fihren (17). Anti-Stx1 sind in Rinderbestanden allerdings weit
verbreitet. Auch anti-Stx2 sind prinzipiell nachweisbar. Die Bindung an Ghs/CD77 ist fur
beide Toxine sehr spezifisch (115). Die Wahrscheinlichkeit durch eine Impfung gegen Stx
Autoantikdrper zu induzieren ist deshalb als gering einzustufen. Der Méglichkeit sollte jedoch

bei der weiteren Entwicklung besondere Aufmerksamkeit geschenkt werden.

1.6.2 Magliche Wirksamkeit des Impfstoffes

Mutagenisierte Stx wurden bereits erfolgreich zur Immunisierung von Schweinen als
Schutz gegen die klinischen Erscheinungen der Stx2e-bedingten Odemkrankheit eingesetzt.
Die Uberlegung, ein mutagenisiertes Toxin als Impfantigen gegen STEC einzusetzen, ist fiir
den Einsatz beim Rind neu. Bei dieser Tierart soll durch die Impfung die Persistenz des
Erregers verhindert werden. Bisherige Versuche, Proteine des Typ Il1l-Sekretionssystems als
Impfantigene gegen STEC beim Rind einzusetzen, konnten zwar unter experimentellen
Bedingungen die Ausscheidung eines homologen STEC-Stammes reduzieren, haben unter
Feldbedingungen bei der Vielfalt der innerhalb einer Herde zirkulierenden STEC (45) jedoch
nicht den erhofften Erfolg gebracht (134). Bei der Entwicklung dieser Impfstoffe wurde vor
allem auf die Blockade der adhasiven Eigenschaften der STEC abgezielt. Dabei wurde nicht
beachtet, dass die Stx einerseits trotz weitgehenden Fehlens klinischer Symptome nach
STEC-Infektion von Rindern (Kélbern) eine Bedeutung als (immunmodulierender)
Virulenzfaktor haben. Andererseits stellen Stx den einzigen Virulenzfaktor dar, den alle

STEC-Stamme gemeinsam haben. Ein auf Shigatoxoiden basierender oder die Toxoide
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einschlieBender Impfstoff lasst deshalb eine breite Kreuzprotektion erwarten, die den derzeit
experimentell oder kommerziell verfligbaren Impfstoffen fehlt.

Eine Impfung gegen enteral persistierende Zoonoseerreger wird auch im Hinblick auf
andere Erreger entwickelt, besonders gegen Salmonellen und Campylobacter. Beide Erreger
sind in Nutzgefliigelbestanden weit verbreitet, flihren im Tier selbst zu keinen akuten
Krankheitsgeschehen.

Fur einen protektiven Salmonellenimpfstoff ist sowohl die Induktion von Ak als auch die
von reaktiven T-Zellen unerl&sslich. In Hihnerbestdnden werden inaktivierte Ganzzelllysate
in Kombination mit starken Adjuvanzien verwendet. Diese Mischung induziert bei Hithnern
eine protektive Immunantwort. Trotz der Erforschung von anderen Impfstoffkandidaten ist
dies zurzeit das Mittel der Wahl in Hihnerbestdnden. In mit Salmonellen befallenen
Rinderbestanden flhrt dieser Impfstoff jedoch nur zur Induktion von Ak. Eine T-Zell-
Immunitat wird nicht induziert, was zu méaRiger Protektivitat der Impfung fuhrt. Der Einsatz
von Salmonellen-LPS, Oberflachenantigenen oder gar Zellextrakten als Impfstoff blieb bisher
erfolglos. An dem Einsatz von mutagenisierten Salmonellenstimmen, die mit einer Depletion
eines bestimmten Virulenzfaktors als Lebendimpfstoff verwendet werden sollen, wird zurzeit
intensiv geforscht (98).

In der EU sind bis zu 90 % der Huhnerbestande mit C. jejuni infiziert. C. jejuni induziert
beim Huhn keine Entziindungsreaktion. Trotzdem konnen Ak nachgewiesen werden, wenn
auch die Bildung dieser Ak sehr langsam vorangeht. Bei infizierten Menschen finden sich im
Gegensatz dazu sehr schnell hohe Ak-Titer. Als Impfstoff bei Tieren werden zurzeit, &hnlich
wie bei den Salmonellen, inaktivierte Ganzzelllysate mit oder ohne Adjuvanz eingesetzt,
jedoch nur mit maRigen Resultaten. Untersuchungen zum Einsatz von Flagellin zeigen
vielversprechende Resultate. Die Induktion von protektiven Ak konnte nicht nachgewiesen
werden, jedoch wird die Kolonisation des Darms verhindert. Unterschiedliche
Campylobacterstdmme besitzen allerdings unterschiedliche Flagellinstrukturen, sodass es
nicht zu einer Kreuzreaktivitat kommt (27).

Anhand dieser Beispiele zeigt sich die Schwierigkeit, im tierischen Reservoir

persistierende Zoonoseerreger mit einer Impfung zu bekampfen.

Die durch eine Impfung mit Shigatoxoiden induzierten Ak mussen Stx neutralisieren
kénnen. Durch die unveranderte B-Untereinheit sollten Ak induziert werden kdnnen, die die

Bindung von Stx an Gb3/CD77 verhindern. Neutralisierende Ak sind bei naurlich infizierten
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Rindern sowohl im Kolostrum als auch im Serum vorhanden. Hierbei handelt es sich
vorwiegend um Ak gegen Stx1, weniger gegen Stx2 (45, 69, 132). Die Ak sind vor allem
gegen die A-Untereinheit gerichtet. In Impfversuchen wurden bisher sowohl die B-
Untereinheit (96, 97, 166) als auch die A-Untereinheit (89) eingesetzt. Hierbei konnten auch
Ak gegen die jeweilige Untereinheit induziert werden und diese waren auch wirksam gegen
eine Belastung mit Stx. Es konnte keine Kreuzprotektivitat zwischen Stx1 und Stx2 induziert
werden. Auch die Kombination einer nativen B-Untereinheit von Stx1 und einer nicht-
toxischen A-Untereinheit von Stx2 konnte Ak induzieren. Dabei konnten Ak gegen Stx1 und
Stx2 nachgewiesen werden (145). Diese letzte Studie zeigt, dass eine nicht-toxische Variante
von Stx als Impfstoff grundsétzlich geeignet ist. Der Einsatz von nicht-toxischen Varianten
sowohl von Stx1 und Stx2 konnte Ak induzieren, die beide Toxine effektiv neutralisieren
kdnnen. Solche Versuche wurden bisher nur mit Mausen und Kaninchen durchgefihrt.
Impfstudien an Rindern fehlen bisher. Bereits Gordon et al. konnten aber zeigen, dass mit der
Applikation eines Stx2e, das an den gleichen Stellen wie die in dieser Studie entwickelten
Toxoide mutagenisiert wurde, der Verlauf der Odemkrankheit bei experimentell infizierten
Schweinen positiv beeinflusst wird (15, 52).

Der einzusetzende Impfstoff musste Serum-Ak induzieren. Eine starke Induktion von
mukosalen Ak ist moglicherwiese nicht notwendig, da Stx zwar im Darmlumen freigesetzt
wird, die immunmodulatorische Wirkung der Stx aber eine Aufnahme des Toxins durch die
Darmschranke erfordert. Erst danach kann Stx an ilEL und andere Immunzellen andocken
und seine Wirkung entfalten. Systemisch vorhandene Ak kénnten hier effektiv wirken.

Die Applikation des Impfstoffs konnte parenteral erfolgen. Bei Schweinen fihrt die
intramuskuldre Applikation einer nicht-toxischen Variante von Stx2e zu einer protektiven
Immunantwort (52). Ahnliches konnte fiir Intimin in einem Schweineversuch gezeigt werden.
Hierbei wurden trachtige Sauen mit Intimin geimpft und Kolostrum-Ak induziert. Die Ferkel
dieser Sauen waren vor der Kolonisation mit EHEC geschutzt (29). Als Alternative ware eine
intranasale Applikation zu Uberdenken. Die intranasale Applikation von Stx2B-Untereinheit
oder einer nicht-toxischen Variante von Stx1 fuhrt sowohl zu Serum- als auch zu mukosalen
Ak (124, 166), die einen neutralisierenden Effekt zeigten.

Die Uberpriifung der rStxmy als mogliche Impfstoffkandidaten erfordert eine Impfstudie.
Zum Nachweis der Immunogenitat missen Kalber mit einem negativen Stx-Titer und ohne
nachweisbare STEC-Ausscheidung verwendet werden. Diese wéren in zwei Gruppen zu
unterteilen, Kontrolle und Impfgruppe. Die Impftiere bekdmen eine addquate Dosis der

rStxmyt Versetzt mit einem Adjuvanz appliziert, die Kontrolltiere nur Adjuvanz. Zum
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Nachweis der Wirksamkeit des Impfstoffes waren Kaélber, die bereits STEC im Kot
ausscheiden, in einer weiteren Gruppe zu impfen. Hierbei ware vor allem auf die Induktion
von Ak und die Ausscheidung von STEC zu achten. Wichtig in diesem Zusammenhang ist
hier zu wissen, dass in Kklinisch unaufféalligen Herden die Mdglichkeit besteht, bestimmte
STEC-Klone sehr lange nachzuweisen (51), dies wdére bei der Probennahme und
Uberwachung zu beriicksichtigen. Auch unterschiedliche Klone sind in einzelnen Herden zu
finden (44), hier wére das Monitoring der geimpften Tiere dahingehend anzupassen, dass
auch festgestellt werden kann, ob ein Ubertrag einzelner Klone auf andere Tiere verhindert

werden kann.

1.7 Schlussfolgerung

Im Hinblick auf die biologische Sicherheit eines auf genetisch erzeugten Shigatoxoiden
basierenden Impfstoffes war es ein zentrales Anliegen dieser Arbeit zu untersuchen, ob durch
die Mutagenisierung alle bislang beschriebenen Wirkungen der Wildtyp-Toxine auf die
verschiedenen Immunzellen des Rindes aufgehoben werden konnen. Die vielfaltigen
Untersuchungen dieser Arbeit haben gezeigt, dass immunmodulatorische Wirkungen mit den
Shigatoxoiden in vitro nicht ausgeldst werden konnten. Erste Ergebnisse deuten darauf hin,
dass durch die Applikation i. m. der hier generierten Toxoide an Rinder sowohl Stx1- als auch
Stx2-spezifische Serumantikdrper induziert werden kénnen. Die generierten Toxide stehen
damit fur weitere Studien zum Nachweis der Immungenitat, Unschadlichkeit und
Wirksamkeit zur Verfigung. Da Stx nicht nur eine Bedeutung als Virulenzfaktor bei der
persistierenden Infektion von Rindern mit STEC besitzen, sondern auch allen STEC-
Stammen gemeinsam sind, lasst der Einsatz von Shigatoxoiden als Impfstoff, gegebenenfalls
in Kombination mit weiteren STEC-Virulenzfaktoren, erwarten, dass die Erregerausscheidung

in Rinderherden verringert und so das Infektionsrisiko fiir den Menschen vermindert wird.
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VIl Zusammenfassung

Shigatoxin-(Stx-)bildende E. coli (STEC) stellen ein Pathovar von Escherichia coli dar,
das durch die Produktion potenter Zytotoxine gekennzeichnet ist. Stx-bildende, entero-
hamorrhagische E. coli (EHEC) verursachen beim Menschen Erkrankungen mit lebens-
bedrohlichen Komplikationen wie das hamolytisch-urdmische Syndrom (HUS). Rinder sind
weltweit das Reservoir fir STEC. Sie infizieren sich schon im Kalberalter durch geringste
Infektionsdosen. Der initialen Vermehrung im Darm folgt monatelanges Ausscheidertum. Die
Persistenz der Infektion wird durch die Bildung des Stx begunstigt. So bindet das Toxin an
Rezeptoren, die von Lymphozyten, vor allem von intraepithelialen Lymphozyten in der
Darmschleimhaut des Rindes, exprimiert werden, und supprimiert das bovine Immunsystem.
Da Kalbern bei der Erstinfektion mit STEC Stx-spezifische Antikdrper fehlen, kdnnte eine
Impfung mit Stx die persistierende STEC-Infektion verhindern. Ziel der Studie war es
deshalb, durch zwei Punktmutationen im stxA-Gen rekombinante Shigatoxoide (rStXmu) zu
erzeugen und ihre immunmodulatorischen und antigenetischen Eigenschaften in Vergleich zu
rekombinanten Wildtyp-Stx (rStxwr) zu beurteilen. Als Testsysteme wurden primare Immun-
zellen vom Rind verwendet. Bei der Untersuchung von ilealen intraepithelialen Lymphozyten
induzierten rStx1wr und rStx2wr einen signifikanten Anstieg der Menge an IL-4 mRNA.
Sowohl rStx1wr als auch rStx2yy fihrten bei verschiedenen Arten von B- und T-Zellen aus
dem peripheren Blut zu einer Verminderung der oberflachlichen Expression des Stx-
Rezeptors CD77. Auf bovinen CD77*-Makrophagen reduzierte die Anwesenheit von rStxlwr
oder rStx2wr die Expression des CD14-Antigens. Die Toxoide rStx1yy und rStx2m, 16sten
dagegen in vergleichbaren Konzentrationen keinen dieser Effekte aus. Die Bindung der
Varianten wurde in einem kompetitiven ELISA durch bovine Seren mit Antikdrpern gegen
Stx1 bzw. Stx2 jedoch in gleichem MaRe behindert wie die Bindung der Wildtyp-Toxine. Wir
konnten damit zeigen, dass die Stx-Varianten bei Erhalt der Antigenitat die immun-
suppressiven Eigenschaften im Reservoirwirt verloren haben. Die Antigene sind damit als

Impfstoffkandidaten zur Immunisierung von Rindern gegen STEC geeignet.
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IX Summary

IX  Summary

Shiga toxin-(Stx-)producing E.coli (STEC) form an E.coli pathovar which is
characterised by the production of potent cytotoxins. Stx-producing, ernterohaemorrhagic
E. coli (EHEC) are the cause of serious infections with life-threatening complications in
humans, e.g. the haemolytic uremic syndrome (HUS). Cattle are considered the most
important reservoir for STEC worldwide. Recent studies clearly suggest that Stx modulates
(suppresses) the bovine immune system resulting in a persistence of infection and long-term
STEC shedding. Since the first infection of calves coincides with the lack of Stx-specific
antibodies, we hypothesized that vaccination of calves prior to STEC infection may prevent
the establishment of a persistent infection. The aim of this study was to generate recombinant
Shiga toxoids (rStx1mu & rStx2my) by site-directed mutagenesis of the enzymatic domain of
the toxin and to assess their immunomodulatory and antigenic properties in comparison to
recombinant wild type Stx (rStx1lwr & rStx2wr). Bovine primary immune cells were used as
test systems. In ileal intraepithelial lymphocytes, rStx1wr and rStx2yr induced a significantly
elevated transcription rate of il-4. rStx1wr as well as rStx2y reduced the expression of Stx-
receptor CD77 on different types of peripheral blood B- and T-cells. On teflon bag generated
primary bovine macrophages, rStxlwr or rStx2wr reduced the CD14 expression. In
comparable concentrations, neither rStx1y,,: nor rStx2y,,: demonstrated any of these effects.
Antibodies from sera of naturally infected cattle recognized the Shiga toxoids equally well as
the recombinant wild type toxins in a competitive ELISA. While retaining their antigenicity,
recombinant Shiga toxoids lost the immunomodulatory properties in cattle. We conclude that
Shiga toxoids are promising vaccination candidates for use in cattle to reduce persistence and
long-term STEC shedding.
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X1 Anhang

1 Ubersicht tiber Blutspendertiere

Tab. 18: Blutspendertiere flir PBMC und Makrophagen

Ohrmarkennummer Geburtsdatum Rasse

DE 06616-94140

29.01.2002

HF schwarzbunt

DE 06621-92480 26.11.2003 HF schwarzbunt
DE 06619-99636 26.06.2004 HF rotbunt
DE 06625-33769 20.08.2005 HF schwarzbunt
DE 06625-33780 07.11.2005 HF rotbunt
DE 06627-60305 25.12.2005 HF rotbunt
DE 06627-60306 05.01.2006 HF schwarzbunt
DE 06627-60307 27.01.2006 HF schwarzbunt
DE 06627-60309 20.02.2006 HF schwarzbunt
DE 06627-60319 19.04.2006 HF schwarzbunt
DE 06627-60324 23.06.2006 HF schwarzbunt
HF: Holstein-Frisian
2 Ubersicht tiber verwendete Seren
Tab. 19: Stx1Ak-Titer
Serumnummer Ohrmarke Geburtsdatum Stx1Ak-Titer
1 DE 06612-92355 22.12.2001 75,31
2 DE 06616-94134 18.07.2001 293,17
3 DE 06619-99625 24.04.2003 2008,32
4 DE 06614-85430 02.04.2001 810,07
5 DE 06614-95837 05.10.2000 1363,26
6 DE 06616-94141 25.02.2003 1031,31
7 DE 06621-92462 09.05.2003 248,12
8 DE 06616-94118 31.07.2001 289,37
9 DE 09361-60576 12.06.2003 89,91
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Serumnummer Ohrmarke Geburtsdatum Stx1AKk-Titer
10 DE 06618-47127 18.10.2002 736,10
11 DE 06616-94119 29.01.2001 63,74
12 DE 06621-92478 04.11.2003 491,56
13 DE 06621-92479 19.11.2003 267,93
14 DE 06619-99626 19.07.2003 872,56
15 DE 06616-74839 14.06.2001 367,67
16 DE 06625-33746 24.12.2004 325,45
17 DE 06623-97713 07.07.2004 90,21
18 DE 06619-99636 26.06.2004 294,37
19 DE 06623-97770 27.02.2004 130,39
Tab. 20: Stx2Ak-Titer
Serumnummer Ohrmarke Geburtsdatum Stx2Ak-Titer
1 DE 06612-92355 02.09.1999 30
2 DE 06616-94134 18.07.2001 30
3 DE 06616-74839 14.06.2001 30
4 DE 06623-97705 25.05.2004 30
Tab. 21: Negative Seren
Serumnummer Ohrmarke Geburtsdatum StX1Ak_/StX2Ak
Titer
1 DE 06623-97717 23.07.2004 15/15
2 DE 06623-97725 02.10.2004 15/15
3 DE 06623-97729 12.10.2004 15/15
3 Ubersicht tiber verwendete Gerate, Chemikalien und

Verbrauchsmaterialien

Tab. 22: Verwendete Geréate

Gerat/Modell

Firma

Autoklav FVS/2

Fa. FEDEGARI, ORT, ltalien
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Gerat/Modell

Firma

BD FACSCalibur™
Bilddokumentationssystem E.A.S.Y. 429K
Brutschrank B 50 60 EK-CO,

Brutschrank Typ BB 6220

Eismaschine UBE-50-35

Elektrophoresekammer fur Agarosegele (100 ml)
(Electro 4)

Feinwaage AE 163
Feinwaage EW600-2M
Inversmikroskop Labovert FS
Inversmikroskop Leitz DM IL

Kihlung Colora
Magnetrihrer IKA COMBIMAG RED

Mehrkanalpipette Research Mehrkanal 2-200ul
Mehrkanalpipette Research Mehrkanal 30-300pl
Microprocessor pH-Meter pH537

Mikrowellengerat
Multistepper 50/100/150/200 pl

Neubauer-Zahlkammer (Tiefe 0,2000 mm, 0,0025
2

mm°)

Photometer DU® 640

Pipetten, Research, 0,5-10 pl, 2-20 pl, 10-100 pl,
100-1000 pl

Plattenphotometer Titertek Multiscan Ascent
Schittelwasserbad GFL 1083

Sicherheitswerkbank Microflow S1424/1
Sorvall Zentrifuge RC 5B Plus
Spannungsgeréat 250/2.5 Power Supply

Sterilbank Laminar HB 2472

Stromgeber 3000 Xi Electrophoresis Power
Supply

Thermocycler 1, GeneAmp PCR Systems 9600
Thermocycler 5, TGradient 96

Tischzentrifuge Mikro 20

Ultraschallgerét Branson & Schallkopf, %2-Titan-
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Fa. Becton-Dickinson, Heidelberg

Fa. Herolab Laborgerate GmbH, Wiesloch
Fa. Heraeus Instruments, Hanau

Fa. Heraeus Instruments, Hanau

Fa. Ziegra, Isernhagen

Fa. HYBAID GmbH, Heidelberg

Fa. Mettler-Waagen, Giel3en
Fa. Kern, Albstadt
Fa. Ernst Leitz Wetzlar GmbH, Wetzlar

Fa. Leica Mikroskopie & Systeme GmbH,
Wetzlar

Fa. Messtechnik Lorch

Fa. Janke & Kunkel GmbH &Co.KG,
Staufen

Fa. Eppendorf AG, Hamburg
Fa. Eppendorf AG, Hamburg

Fa. Wissenschaftlich-Technische
Werkstatten GmbH, Weilheim

Fa. Durabrand

Fa. Titertek ®, flr Labsystems GmbH,
Meckenheim

Fa. Brandt GmbH & Co. KG, Wertheim

Fa. Beckman Instruments, Miinchen
Fa. Eppendorf AG, Hamburg

Fa. Labsystems GmbH, Meckenheim

Fa. Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,
Burgwedel

Fa. Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden
Fa. Sorval-Dupont, Bad Homburg

Fa. BIO-RAD Laboratories GmbH,
Miinchen

Fa. Heraeus Instruments, Hanau

Fa. BIO-RAD Laboratories GmbH,
Miinchen

Fa. PERKIN ELMER, Norwalk, U.S.A.

Fa. Biometra GmbH, Géttingen

Fa. Hettich, iber MAGV, Rabenau-Londorf
Fa. G. Heinemann Ultraschall- und
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Gerat/Modell

Firma

Resonator Sonifer B15
Ultrazentrifuge L8-55 (Rotor Ti75)
UV-Kammer Stratalinker 1800
Vortex Type RFAX 1R

Wasserbad

Wippe

Zentrifuge/Sepatech Omnifuge 2.0 RS
Zentrifuge 5804R

Zentrifuge Sigma 4K15

Labortechnik, Schwabisch-Gmiind
Fa. Beckmann, Miinchen
Fa. Stratagene, La Jolla, U.S.A.

Fa. Heidolph Instruments GmbH & Co0.KG,
Schwabach, iber MAGV GmbH, Rabenau-
Londorf

Fa. Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,
Burgwedel

Eigenbau der Institutswerkstatt

Fa. Heraeus Instruments, Hanau

Fa. Eppendorf AG, Hamburg

Fa. Sigma Laborzentrifugen GmbH,

Osterode am Harz

Tab. 23: Verwendete Chemikalien

Reagenz Bezugsquelle Artikel-Nr.

1,4 Dithiothreithol (DTT) Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, 6908.2
Karlsruhe

3-(4,5-Dimethyl-thiazol-2-yl)2,5- Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, M2128

diphenyl-tetrazoliumbromid (MTT) Taufkirchen

7-Amino-Actinomycin D Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH A-9400

Accutase Fa. PAA Laboratories GmbH, Colbe L11-007

Agarose Fa. Serva Electrophoresis GmbH, 11404
Heidelberg

Amphotericin B Fa. PAA Laboratories GmbH, Colbe P11-001

Amplitag® DNA-Polymerase, Applied Biosystems, Carlsbad, N808-0161

10 x Puffer und 25 mM MgCl, Kalifornien, USA

Blut-Agar (Basis) Fa. Merck KGaA, Darmstadt 1.10886

BSA Fa. Serva Electrophoresis GmbH, 11930
Heidelberg

DNase T und 10 x Puffer Amersham Bioscience 27-0514-02

EDTA-Disodium Fa. Serva Electrophoresis GmbH, 11280
Heidelberg

Ethanol Fa. Merck KGaA, Darmstadt 1.00983

Ethanol 99 % Fa. Merck KGaA, Darmstadt 1.00983.1011

Ethidiumbromid Fa. Serva Electrophoresis GmbH, 21251

Heidelberg
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Reagenz Bezugsquelle Artikel-Nr.
Ethidiumbromid 1%-ige Lésung Fa. Serva Electrophoresis GmbH, 21251
Heidelberg
Ficoll-Paque™ Plus GE Healthcare 17-1440-03
Fotales Kélberserum (FKS), dialysiert Fa. PAA Laboratories GmbH, Cdélbe A15-245
GeneRuler™ 100 bp DNA ladder Fa. Fermentas GmbH, St. Leon-Rot SM0241
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus Fa. Fermentas GmbH, St. Leon-Rot SM0242
Gentamicin Fa. Biochrom AG, Berlin A2710
IMDM Medium (mit 4 mM stab. L- Fa. Invitrogen, Karlsruhe 21056-023
Glutamin, 3,024 mg/l NaHCO;, ohne
Phenolrot)
Isopropanol Fa. Merck KGaA, Darmstadt 1.09634.2511
Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid Fa. Fermentas GmbH, St. Leon-Rot #R0392
(IPTG)
Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker Fa. Fermentas GmbH, St. Leon-Rot SM0191
MgCl, (50mM) Fa. PAN-BIOTECH GmbH, Aidenbach  MB-1101000
M-MLV RTase (H) Fa. Promega GmbH, Mannheim M 3683
M-MLV RTase Puffer Fa. Promega GmbH, Mannheim M 5313
NaCl Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, 3957.2
Karlsruhe
NH4-Mix (10 x PCR-Puffer) Fa. PAN-BIOTECH GmbH, Aidenbach  MB-1101000
Novitec® Verotoxin ELISA-Test Fa. HISS Diagnostics GmbH, Freiburg 710096
(Verotoxine 1 & 2)
Nukleotide, dNTP Fa. PAN-BIOTECH GmbH, Aidenbach  PAN 739026
Nylonwolle Fa. Biotest AG, Dreieich 830034
Oligo d(T) 1 Primer Applied Biosystems, Carlshad, N808-0128
Kalifornien, USA
PANScript Polymerase (5 U/ul) Fa. PAN-BIOTECH GmbH, Aidenbach  MB-1101000
PCR Primer Fa. MWG Biotech AG, Ebersberg -
Penicillin/Streptomycin (100 x) Fa. PAA Laboratories GmbH, Cdélbe P11-010
Percoll® Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH P-1644
Phytoh&dmatogglutinin P (PHA-P) Fa. Orpegen-Pharma, Heidelberg 34008480
Polymyxin B »Pfizer« Pfizer GmbH, Karlsruhe -
Ribonuclease Inhibitor (RNasin) Fa. Fermentas GmbH, St. Leon-Rot E00312
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Reagenz Bezugsquelle Artikel-Nr.

RNase-free DEPC behandeltes Wasser Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, T 143.2
Karlsruhe

RNase-free DNase Set Fa. QIAGEN, Hilden 79254

RPMI 1640 Medium (mit 2mM stab. L-  Fa. PAN-BIOTECH GmbH, Aidenbach ~ P04-18500

Glutamin und 2.0 g/l NaHCO,)

Salzsaure Fa. Merck KGaA, Darmstadt 1.00319.2500

SDS (Natriumdodecylsulfat) Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, 2326.2
Karlsruhe

SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard- Fa. Invitrogen GmbH, Karlsruhe LC5925

Marker

Serva Blue G Fa. Serva Electrophoresis GmbH, 35050
Heidelberg

Shrimp Alkaline Phosphatase Amersham Bioscience E70092Y

Trypanblau Dr. G. Gribler & Co., Leipzig -

Trypsin (10x) Fa. PAA Laboratories GmbH, Cdlbe L-11-001

-Mercaptoethanol Fa. Flucka tber Sigma-Aldrich Chemie 63689
GmbH, Miinchen

Tab. 24: Verwendetes Verbrauchsmaterial

Artikel Bezugsquelle Artikel-Nr.

30 ml AnalysegefaR fur Ultraschall- Fa. Greiner Bio-One GmbH, 668102

Lysate Frickenhausen

30 ml Spritze Fa. Becton Dickinson Braunschweig -
GmbH, Braunschweig

60 ml Spritze Fa. Becton Dickinson Braunschweig -
GmbH, Braunschweig

15 ml Plastikréhrchen Fa. Greiner Bio-One GmbH, 188261
Frickenhausen

50 ml Plastikréhrchen Fa. Greiner Bio-One GmbH, 227261
Frickenhausen

Detoxi-Gel™ Endotoxin Removing Gel ~ Fa. Pierce, Uber Fa. Thermo Scientific, 20344

Einmalkantlen 18 x 1,5 Unlock

Einmalkaniilen Neoject ®, 17G x 2™

Nidderau

Fa. HMD Healthcare Limited, Horsham,
U.K.

Fa. DISPOMED WITT oHG,
Gelnhausen
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Artikel Bezugsquelle Artikel-Nr.

Einmal-Kiivette (1,5 ml, halbmikro) Fa. Brand GmbH & Co. KG, Wertheim 759015

Einmal-Sterilfilter, 0,22 um PVDF Fa Carl Roth GmbH & Co. KG, P 6661
Karlsruhe

Gebrauchsfertige Filtereinheit Rotrand Fa. Schleicher & Schuell (iber Fisher 10462200

FP 30/0,2 CA-S Scientific GmbH, Nidderau

Kanilen, Sterican® (0,6 x 25 mm) Fa. Braun Melsungen AG, Melsungen 4657667

Mikrowell-Platten, 96-Loch, Flachboden Fa. Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden 167008

Mikrowell-Platten, 96-Loch, V-Form Fa. Greiner Bio-One GmbH, 651101
Frickenhausen

Multipipettenspitzen 5-200pl Fa Carl Roth GmbH & Co. KG, 8156.1
Karlsruhe

PCR-GefaRe Fa. Nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe 04.022.1100

Petrischalen, steril, 60 mm Fa. Greiner Bio-One GmbH, 628102
Frickenhausen

Pipettenspitzen blau, gelb, kristall Fa. Ratiolab GmbH, Dreieich 2100611

Pipettenspitzen Mehrkanal 20-300pl, Fa. Eppendorf AG, Hamburg 0030000897

2-200l

Polysterol-Einmalpipetten, 1, 5, 10 ml Fa. Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden 159609

QIAGEN Plasmid Mini Kit/Midi Kit Fa.QIAGEN, Hilden 12123/12143

QIAquick PCR Purification Kit Fa.QIAGEN, Hilden 28106

QIAEX Il Gel Extractions Kit Fa.QIAGEN, Hilden 20021

%JickChange Site-Directed Mutagenesis Fa. Stratagene, Amsterdam, NL #200518

it

RNeasy® Mini Kit Fa.QIAGEN, Hilden 74106

Reaktionsgefal 1,5/2,0 mi Fa. Eppendorf AG, Hamburg 0030120.086

Vorfilter Millex® GV Fa. Millipore, Uber Fisher Scientific, 3422407
Nidderau

Zellkultur-Flaschen 80 cm? Fa. Nunc GmbH & Co. KG, Wieshaden 17 8905

118



XI Anhang

4 Verwendete Puffer und Medien

4.1 Puffer, Losungen und Medien fur Zellkulturtechniken

Annexin-V — Bindungspuffer-Konzentrat (10 x, pH 7,4)

Hepes/NaOH (pH 7,4)
NaCl

CaCl,

A. dest.

Annexin-V — Bindungspuffer (1 x)

Annexin-V Bindungspuffer 10 x Konzentrat
A. dest.

Citratlosung (3,8 %)
Nas-Citrat x 2 H,0O
A. dest.

Erythrozythen-Lyse-Puffer
NH;-Cl

NaHCO;

Na,EDTA x 2 H,0O

A. dest

HEPES — Puffer-Stammldsung (10 x, pH 7.4)

NaCl

HEPES

KCI
D-Glucose-Monohydrat
A. dest.

HEPES — Puffer (1 x, pH 7,4)
HEPES — Puffer Stammlésung (10 x)
A. dest.

119

2,283 g
8,182 g
0,277 g

100,0 ml

10,0 ml
ad 100,0 mi

38,04
1000,0 ml

8,26 g

1,099
0,037 g
1000 ml

80,09
23,89
3¢

22 g
1000,0 ml

100,0g
ad 1000,0 ml
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HEPES-Puffer + EDTA (0,1 %)
HEPES — Puffer-Stamml6sung 10 x
Na,-EDTA x 2 H,O

A. dest.

MTT-Stammldsung
MTT
PBS-Puffer (1 x)

NaCl-Lésung (0,89 %)
NaCl
A. dest.

PBS — Stammlésung 10 x (pH 7,4)
NaCl

KCI

KH,PO,

Na,HPO4 x 2 H,O

A. dest.

PBS — Puffer (pH 7.4)
PBS 10 x Stammldsung
A. dest.

PBS —AB — EDTA Puffer (pH 7,4)
NaCl

KCI

KH,PO,

Na;HPO4 x 2 H,0

Na,-EDTA x H,0O
D-Glucose-Monohydrat

Penicillin (10000 IE/ml)/Streptomycin (10000 pg/ml)-Ldsung

Gentamicin
A. dest.

PBS/BSA (1 %)
BSA

100,0 ml
10g
ad 1000,0 ml

059
100,0 ml

8,949
1000,0 ml

100,0 ¢
259
2549

18,09
1000,0 ml

100,0 mi
ad 1000,0 mi

8,09
0,29
0249
1,429
0,759
11¢9

10 ml

2,5 ml
1000,0 ml

10,0 g
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PBS — Puffer (1 x)

PBS — EDTA — Stammlésung 10 x (pH 7,4)
NaCl

KCI

KH,PO,

Na,HPO4 x 2 H,O

Na—-EDTA x H,0O

A. dest.

PBS — EDTA — Puffer (pH 7,4)
PBS - EDTA 10 x Stammldsung
A. dest.

SDS-L6sung (1 %ig in NaCl)
Na-Dodecylsulfat
NaCl-Lésung (0,89 %)

SDS-L6sung (10 %ig, 0,01 n HCI)
Na-Dodecylsulfat

HCI 1N

A. dest.

Trypanblau-L8sung
Trypanblau
NaCl-Lésung (0,89 %)

Trypsin-Lésung (1 x)
Trypsin (10 x)
HEPES-Puffer mit 0,1 % EDTA

Zellkulturmedium 1 = Verozellmedium

RPMI 1640 mit stabilisiertem Glutamin

FKS

Penicillin (10000 IE/ml)/Strepomycin (10000 pg/ml) Losung

Zellkulturmedium 2 = PBMC-Medium
RPMI 1640 mit stabilisiertem Glutamin
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1000,0 ml

80,09
2,09
2,049

142 g

20,0g

1000,0 ml

100,0 ml
ad 1000,0 ml

0549
50 ml

100,0 g
10,0 ml
1000,0 ml

0,29
1000,0 ml

100,0 g
900,0 ml

445,0 ml
50,0 ml
10,0 mi

89,0 ml
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FKS
Penicillin (10000 IE/ml)/Strepomycin (10000 pg/ml)-L6sung
2-R-Mercaptoethanol (1 mM)

Zellkulturmedium 3 = IEL-Medium

RPMI 1640 mit stabilisiertem Glutamin

FKS

Penicillin (10000 IE/ml)/Strepomycin (10000 pg/ml)-Lésung
Amphotericin B (250 pg/ml)

Gentamicin (20 mg/ml)

Zellkulturmedium 4 = Makrophagenmedium I

IMDM ohne Phenolrot

FKS

Penicillin (10000 IE/ml)/Strepomycin (10000 pg/ml)-Lésung
Amphotericin B (250 pg/ml)

2-R-Mercaptoethanol (100 mM)

Zellkulturmedium 5 = Makrophagenmedium II

IMDM ohne Phenolrot

FKS

Penicillin (10000 I1E/ml)/Strepomycin (10000 pg/ml)-L3dsung
Amphotericin B (250 pg/ml)

2-R-Mercaptoethanol (100 mM)

4.2 Puffer fir den ELISA

Woaschpuffer-Gebrauchsldsung
Waschpuffer-Konzentrat (20 x)
A. dest.

122

10,0 ml
1,0 ml
300,0 pl

195,0 ml
50,0 ml
2,5ml
2,5ml
2,5 pg/mi

195,0 ml
50,0 ml
2,5ml
2,5ml
0,5 pl/ml

480,0 ml
10,0 ml
5ml
5ml

0,5 pl/ml

50ml
95,0 ml
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4.3 Puffer und Losungen fir PCRs

Elektrophoresepuffer-Gebrauchslésung (1 x TAE)

Elektrophoresepuffer-Stammlosung (50 x TAE)
A. dest.

Elektrophoresepuffer-Stammlésung (50 x TAE)
Tris

Eisessig

0,5M Na-EDTA x 2H,0 pH 8.0

A. dest.

Ladepuffer (10 x)

Bromphenolblau (Na-Salz)

Xylene Cyanole FF

Glycerin

autoklaviertes A. dest.

aliquotiert (1 ml), Lagerung bei -20 °C

Luria Bertani-(LB-) Medium
Trypton

Hefe-Extrakt

NaCl

A. dest.

NaOH 1 N
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200,0 ml
ad 10 L

242,0 g
57,10 g
100,0 ml
ad 1000 ml

0,259
0,259
30,0g
100 ml

1009
5049

5049

ad 1000 ml
pH ad 8,2
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