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Einleitung 1

1. Einleitung

Enterohdmorrhagische Escherichia coli (EHEC), die zum Pathovar der Shigatoxin-
bildenden E. coli (STEC) gehoren, 16sen beim Menschen himorrhagische Kolitiden (HC)
aus, die sich zu lebensbedrohlichen Erkrankungen wie dem Hadmolytisch-Urdmischen
Syndrom (HUS) entwickeln konnen (107). Hauptvirulenzfaktor der EHEC sind die
Shigatoxine (Stx1 und Stx2 mit Varianten). Zielzellen dieser Toxine sind v.a.
Endothelzellen (233). Untersuchungen, die die Induktion von Apoptose und die
Modulation der Wirkung von Interferonen bei humanen B-Zellen durch Stx1 beschreiben
(125, 130), lassen auch Lymphozyten als potentielle Zielzellen erscheinen. Es wird sogar
ein ursdchlicher Zusammenhang zwischen der Aktivierung mukosaler Lymphozyten im
Darm und der Ausbildung von HUS vermutet (74).

Der Mensch infiziert sich mit STEC v.a. durch die orale Aufnahme von mit
Wiederkduerkot verunreinigten Nahrungsmitteln. Da es keine spezifische Therapie fiir das
STEC-bedingte HUS des Menschen gibt, hat die Verhinderung der Infektion grofte
Prioritdt. Eine Expositionsprophylaxe ist jedoch schwierig, da weltweit bis zu 60 % der
Rinder den Erreger mit dem Kot ausscheiden (40). Rinder infizieren sich bereits in den
ersten Lebenstagen durch geringste Infektionsdosen (8). Nach der Besiedlung des Darms
kommt es zur Persistenz. Die Tiere scheiden den Erreger lebenslang aus (64). Die fiir die
Bekidmpfung entscheidende Frage, warum STEC in der Lage sind, Wiederkéduer persistent
zu infizieren und welche bakteriellen Faktoren dabei eine Rolle spielen, ist bisher noch
nicht beantwortet. Bei Schafen ist die Fihigkeit der STEC zur Persistenz mit der Féhigkeit
zur Bildung von Stx assoziiert (33). Da Stx1 auf bovine Lymphozyten des peripheren
Blutes (PBMC) wirken kann und die Proliferation dieser Zellen behindert (141), konnte ein
immunmodulatorischer Effekt von Stx1 auf das Darm-assoziierte Immunsystem des
Rindes der Persistenz der Infektion Vorschub leisten. Die Bestitigung dieser Hypothese
setzt voraus, dass die an bovinen PBMC erhobenen Befunde auf die funktionell erheblich

differenten Lymphozyten aus der Darmschleimhaut iibertragbar sind.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, den Einfluss von Stx1 auf die
Zusammensetzung und die Funktion boviner intraepithelialer Lymphozyten (IEL) zu
untersuchen. Zu diesem Zweck wurde eine Methode zur Gewinnung vitaler IEL aus dem
Ileum adulter Kiihe etabliert. Die Zellen wurden ex vivo hinsichtlich der Expression des

Stx-Rezeptors bzw. der Bindung der B-Untereinheit von Stx1 charakterisiert und die
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Wirkung von gereinigtem Stx1 auf die Proliferation, die Aktivitdt ,Natiirlicher

Killerzellen* und die Zytokingen-Expression der IEL in vitro untersucht.
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2. Literaturiibersicht

2.1 Funktion und Bedeutung lokaler Lymphozyten im Darm

Schleimhéute sind die Barriere des Korpers zur AuBBenwelt. Sie regulieren den Gasaustausch,
die Absorption von Néhrstoffen, den Fliissigkeitshaushalt des Korpers und die Sekretion von
Enzymen. Gleichzeitig kommt ihnen aber auch wegen ihrer exponierten Lage eine essentielle
Bedeutung in der Abwehr von Krankheitserregern zu. Pathogene versuchen die
Schleimhautbarriere zu iliberwinden oder zumindest an der Mukosa zu adhédrieren. Die
mukosalen Oberflichen des Gastrointestinaltraktes werden also nicht nur permanent mit
Nahrungsantigenen und Produkten der Mikroflora konfrontiert, sie miissen diese auch von
pathogenen Eregern und von diesen gebildeten Molekiilen unterscheiden konnen.

Das Verstindnis der immunologischen Zusammenhdnge der Infektabwehr an diesen

Oberfldachen kann neue Ansétze zur Therapie infektioser Darmerkrankungen er6ffnen.

2.1.1 Histologischer Aufbau des Darms

Der Verdauungstrakt von Sdugetieren besteht aus vier Schichten. Die duflere Begrenzung
bildet ein einschichtiges Plattenepithel, die Tunica serosa. Ihre glatte Oberflidche stellt die
Beweglichkeit des Verdauungstraktes im Korper sicher. Sie ist einer Muskelschicht, der
Tunica muscularis, aufgelagert, die von einer duBleren Langsmuskelschicht, dem Stratum
longitudinale, und einer inneren Ringmuskelschicht, dem Stratum circulare gekennzeichnet
ist. In diese Muskelschichten eingelagert findet man den Plexus myentericus, dessen Funktion
die nervale Regulation der Darmperistaltik ist. Die bindegewebige Tela submucosa trennt die
Tunica muscularis von der Tunica mucosa, der luminalen Begrenzung des Darmes. Die
Tunica mucosa besteht ihrerseits wieder aus drei Schichten. Die Lamina muscularis mucosae
trennt die Tunica mucosa von der Submucosa. Dartiber liegt die Lamina propria mucosae. Sie
besteht aus lockerem Bindegewebe, Blut- und Lymphgefédf3en, Driisen sowie lymphatischen
Zellen. Die luminale Epithelzellschicht wird als Lamina epithelialis mucosae bezeichnet

(101).
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2.1.2 Immunologische Kompartimente

Der menschliche Gastrointestinaltrakt hat eine Oberfliche von 400m?® das 200fache der
Hautoberflache. Innerhalb dieses Gewebes befinden sich mehr Immunzellen als im gesamten
restlichen Korper (146). Die Organisation des Darmschleimhautimmunsystems ist in Abb. 1

dargestellt.

Einzeln liegende Lymphozyten kommen im Darmschleimhautimmunsystem an zwei
verschiedenen Orten vor. Entweder halten sie sich als intraepitheliale Lymphozyten (IEL)
diffus verteilt an den basolateralen Oberfldchen der intestinalen Epithelzellen oder innerhalb
der Lamina propria auf. Zusétzlich kommen im Gastrointestinaltrakt organisierte lymphoide
Strukturen vor. Jedes dieser immunologisch aktiven Kompartimente erfiillt unterschiedliche

Aufgaben in der Infektabwehr und in der Erhaltung der Homdostase.

2.1.2.1 GALT (= gut-associated lymphoid tissue)

Lymphatische Gewebe des Gastrointestinaltraktes konnen aus solitdren Lymphfollikeln und
Ansammlungen von Lymphfollikeln bestehen (101). Im Diinndarm werden diese
Ansammlungen von Lymphfollikeln als Peyer'sche Platten (PP) bezeichnet, im Kolon und
Rektum als lymphatische Plaques (58). Bei der Maus wurden zusitzlich im Diinn- und
Dickdarm kleine Ansammlungen von Lymphozyten (<10° Zellen) an der Basis der Mikrovilli
identifiziert und als ,,Cryptopatches” bezeichnet (103). Beim Menschen wurden auch
Lymphozyten-gefiillte Mikrovilli beschrieben (142). Im Gegensatz zu den klassischen
sekunddren lymphatischen Geweben wie Milz und Lymphknoten sind die lymphatischen
Gewebe des Gastrointestinaltraktes nicht von einer Kapsel umgeben und es fiihren keine
afferenten Lymphbahnen zu den Follikeln (58). Die Lymphfollikel liegen in der Submucosa
direkt unter der Lamina muscularis mucosae. Sie bestehen aus einem Keimzentrum mit
proliferierenden B-Zellen, einigen CD4" Zellen und mit phagozytierten apoptotischen
Lymphozytenkernen gefiillten Makrophagen. Auflen wird das Keimzentrum umlagert von
kleinen Lymphozyten, die zu einem groflen Teil IgA und IgD auf ihrer Oberfliche tragen. In
der Interfollikuldrzone sind dicht von Lymphozyten umlagerte hochendotheliale Venolen
(HEV) zu finden (58). Diese sind die Eintrittspforte von aus dem Blut in die Follikel
migrierenden Lymphozyten (244). Die PP des adulten Rindes bestehen zu 45 % aus T-Zellen
und zu 25 % aus B-Zellen (152). Das Verhiltnis CD4":CDS8" Zellen betrigt 1:1 (169). Sowohl

vom Schaf als auch vom Rind ist bekannt, dass ihre B-Zellen in den Peyer'schen Platten
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reifen konnen (67, 169). Fiir das Schaf konnte nachgewiesen werden, dass die PP im Jejunum
v.a. der Induktion der mukosalen Immunitét dienen (66), wahrend die Bedeutung der ilealen
PP in der antigenunabhingigen Diversifikation des Immunglobulin-Repertoirs liegt (188). Die
Follikel werden bei allen Spezies von spezialisierten Zellen des Epithels bedeckt, die als
Dome-Region oder als Follikel-assoziiertes Epithel (FAE, sieche auch Abb. 1) bezeichnet
werden. Jedes FAE ist ausschlieBlich einem Follikel zugeordnet. Es grenzt die Follikel vom
Lumen ab und Dbesteht neben der Epithelzellschicht aus  verschiedenen
Lymphozytenpopulationen. Diese kommen oft gruppiert vor und sind in ihrer
Zusammensetzung nicht identisch mit den IEL der Zotten. Zusétzlich sind dendritische Zellen
und Makrophagen zu finden (58). Innerhalb der Epithelschicht befindet sich eine besondere
Form von Epithelzellen, die M-Zellen. Diese Zellen machen speziesabhidngig einen
unterschiedlichen Prozentsatz des FAE aus. Beim Menschen betrdgt der Prozentsatz M-Zellen
an den Zellen des FAE ca. 10 % (165), beim Kaninchen 30-50 % (96) und bei Kalb und
Schwein sind im Bereich des distalen Ileums nahezu alle Zellen des FAE auch M-Zellen
(206). Aufgabe von M-Zellen ist der Transport von Antigen aus dem Darmlumen auf die
basolaterale Seite der Zelle. Diese basolaterale Seite ist zu einer Tasche eingestiilpt, so dass
nur ein schmaler Zytoplasmasaum das Darmlumen von den unter den M-Zellen liegenden
Lymphozyten und Makrophagen trennt. In der Ndhe der apikalen Membran finden sich
Vesikel mit hellem Lumen (155). M-Zellen transportieren Makromolekiile und feste Antigene
in Vesikeln. Bei diesem Transport scheint es sich um eine Transzytose zu handeln (45, 110).
Der Mangel an Lysosomen in M-Zellen gewihrleistet, dass das Antigen unbeschédigt an der
basolateralen Membran durch Exozytose abgegeben werden kann (58). Untersuchungen
haben ergeben, dass die ,.tight junctions* zwischen den M-Zellen und ihren Nachbarzellen
dicht geschlossen sind, so dass ein parazelluldrer Transport ausgeschlossen bzw. als
unbedeutend bezeichnet werden kann (57, 128). Die Transzytose wird erleichtert durch die
verglichen mit klassischen Enterozyten schwach ausgebildeten aggregierten Mikrofilamente
an der Basis der M-Zellen (166). Es kommt jedoch auf der basolateralen Seite im Gegensatz
zu klassischen Epithelzellen zu keiner Antigen-Prédsentation. Das Antigen mufl im Anschluf3
an die Transzytose noch bis zu den Keimzentren transportiert werden (174).

Die apikale Seite der M-Zellen zeichnet sich durch eine unregelmiflige Oberflache aus. Beim
Menschen befinden sich sogenannte Mikrofalten auf ihrer Oberfliche (164, 166), bei
Kaninchen und Schweinen sind weit verzweigte Mikrovilli unterschiedlicher Dicke zu finden
(57, 230). M-Zellen von Kilbern tragen stumpfe, dicht gepackte Mikrovilli, die eine

unregelmiflige Form aufweisen (230). Es wird vermutet, dass die unregelmiBige
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Oberflachenstruktur eine Adhdrenz von Makromolekiilen oder Mikroorganismen erleichtert.
So binden bestimmte Bakterien bevorzugt an die Mikrovilli von M-Zellen. Dies ist fiir
Escherichia coli (E. coli) (83, 84), Vibrio cholerae (167) und Shigella flexneri (171) beim
Kaninchen gezeigt worden. Auch Typl Reoviren (250) und Salmonella enterica subspezies
typhimurium (30, 99) binden im Mausmodell bevorzugt an die apikale Membran von M-
Zellen. Beim Rind wurde ein dhnliches Verhalten von Astroviren und Bredaviren beschrieben
(251). Der Adhidsion von infektiosen Mikroorganismen an M-Zellen liegt i.d.R. ein
spezifischer Mechanismus zugrunde. Hierbei bindet das Reovirus Typl iiber ein virales
Hamagglutinin (250), Vibrio cholerae dagegen iiber ein duBeres Membranprotein, ein
fukosespezifisches Adhésin (253). Shigella flexneri und RDEC-1 (ein aus dem Kaninchen
isolierter enteropathogener E. coli-Stamm, O15:NM) konnen sich nur dann an M-Zellen
heften, wenn sie ein bestimmtes Pilusplasmid tragen (83, 236). Zusétzlich existiert eine IgA-
vermittelte Adhdrenz (109, 175), die dem Wirt eine verstirkte Immunantwort gegen bereits
bekannte Erreger ermoglicht. Erreger, die bereits einmal eine Immunantwort ausgeldst haben,
werden im Lumen durch sIgA gebunden und erneut im Gewebe présentiert, so dass ein

,Boostereffekt™ ausgeldst wird (13, 168).

2.1.2.2 LPL (= Lamina popria lymphocytes)

In der Lamina propria befindet sich ein groBBes Reservoir vereinzelt liegender Lymphozyten.
80 % aller immunglobulinproduzierenden Immunozyten des Korpers befinden sich in diesem
immunologischen Kompartiment (beim Menschen 10" Zellen/m Darm (20)). Dabei sind in
der Lamina propria deutlich mehr Plasmazellen als B-Zellen zu finden (58). Die B-Zellen
dieser Region gelangen nach Stimulation in den Lymphfollikeln {iber afferente Lymphbahnen
in die regionalen Lymphknoten und rezirkulieren anschlieBend im Blut. Die Zellen werden
spiater v.a. wieder im Darm, aber auch an den Schleimhéduten der Milchdriise, des
Urogenitaltraktes, in der Lunge und in der Trénendriise wiedergefunden. Diese Tatsache wird
mit dem Konzept des ,common mucosal immune system™ beschrieben. Aufgabe der
aktivierten B-Zellen ist die Produktion von Antikdrpern. Im Bereich der Schleimhéute wird
beim Menschen v.a. sekretorisches IgA (= sIgA) und IgM (= sIgM) gebildet (18). Bei adulten
Rindern dagegen wird kaum IgM produziert, sondern stattdessen IgA und IgG in etwa
gleicher Menge ins Darmlumen sezerniert (156). SIgA zeichnet sich einerseits durch seine
hohe Resistenz gegeniiber enzymatischem Verdau aus, andererseits ist es im Gegensatz zu
IgM und IgG nicht in der Lage, das Komplementsystem zu aktivieren und so eine Entziindung

auszulosen (18). Diese Eigenschaft ermdglicht die Eliminierung vieler Antigene, ohne eine
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entzlindliche Reaktion hervorzurufen. Die in der Lamina propria produzierten Antikorper
konnen sowohl an bereits in die Schleimhaut eingedrungene Antigene binden, als auch von
Enterozyten in das Darmlumen transloziert werden und im Lumen Antigene neutralisieren
(18). Von groBer Bedeutung fiir die Erhaltung der Homdostase ist ihre Féhigkeit, bakterielle
Toxine zu neutralisieren (11) und so Entzlindungen und schweren Schiddigungen des
Gastrointestinaltraktes vorzubeugen. IgA wird als Monomer von den Zellen produziert und
anschliefend iiber eine sogenannte J-Kette zu einem Dimer verbunden. Diese Dimere, von
denen vermutet wird, dass sie Antigene besser agglutinieren kdnnen als Monomere, binden an
den secretory component Rezeptor (SC-Rezeptor), der konstitutiv von klassischen
Enterozyten auf der basolateralen Membran exprimiert wird und mit hoher Affinitét
polymerisierte Immunglobuline wie IgA und IgM bindet. Diese werden anschlieend durch
den Enterozyten in das Darmlumen transloziert und dort unter Spaltung des Rezeptors
freigesetzt (19). Hierbei wird auch ein Teil des Rezeptors, die sogenannte sekretorische
Komponente (SC), in das Lumen abgegeben. Dieser Teil des Rezeptors hat sich im Laufe der
Transzytose fest mit den Immunglobulinen verbunden. Er schiitzt Antikorper, insbesondere
slgA, vor Proteolyse. Die SC kann auch ohne vorhergehende Transzytose vom in der
Epithelzelle verbleibenden C-terminalen Ende des Rezeptors abgespalten und in das
Darmlumen freigesetzt werden. Das ca. 80 kD gro3e Molekiil stabilisiert die Struktur von
sIgM und scheint eosinophile Granulozyten aktivieren zu konnen (119). Wird die SC in hohen
Konzentrationen in das Darmlumen abgegeben, kann sie die Adhdrenz von Enterotoxischen
Escherichia coli (ETEC) an Epithelzellen verhindern (60).

Ca. 30 % der Zellen der Lamina propria sind T-Zellen. Das Verhiltnis der CD4":CD8" Zellen
entspricht mit 2:1 etwa dem des Blutes (91). Ein groBler Teil dieser Zellen befindet sich in
einem aktivierten Zustand und zeichnet sich durch eine hohe Expression des IL-2-Rezeptors
und von MHC 1I aus. Auf mitogene Stimulation reagieren diese Zellen mit einer verstarkten
Transkription von IL-2 (255). T-Zellen der Lamina propria von Menschen, Primaten und
Nagern zeigen nahezu ausschlieSlich den Phénotyp von Gedéchtniszellen. Sie besitzen,
verglichen mit T-Zellen aus dem Mesenteriallymphknoten, die ein Gemisch aus naiven und
bereits differenzierten T-Zellen darstellen, die ausgeprigte Fahigkeit zur Produktion von
Zytokinen wie IL-2, Interferon-y und besonders IL-4 und IL-5. Gleichzeitig proliferieren sie
in Anwesenheit von IL-2 stark (93). Die CD4" Zellen zeigen einen deutliche T-Helferaktivitt
(93). Es wird vermutet, dass ithre Hauptfunktion die Modulation von B-Lymphozyten zu

Immunglobulin-produzierenden Zellen ist (58). Die CD8" Zellen, die nahezu alle die o Kette
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des T-Zell-Rezeptors exprimieren, zeigen hdufig den Phénotyp von zytotoxischen T-Zellen

und seltener eine Antigenexpression, die auf eine Suppressoraktivitdt schlieen 148t (92).

2.1.2.3 IEL (= intraepitheliale Lymphozyten)

Die intestinale Mukosa besitzt spezielle Immunzellen, die intraepithelialen Lymphozyten, die
eingestreut an der basolateralen Membran der Epithelzellen liegen. Wegen der dicht
geschlossenen ,.tight junctions® der Epithelzellschicht haben sie keinerlei Kontakt zum
Darmlumen. Beim Menschen kommen auf 100 Enterozyten im Diinndarm bis zu 20 IEL, im
Dickdarm sind es nur etwa 5. Sie zeichnen sich durch einen ungewdohnlichen Phénotyp aus
(49, 76). Diese Tatsache hat u.a. zu der Vermutung gefiihrt, intestinale IEL konnten auch
auBerhalb des Thymus reifen. Die T-Zell-Population der IEL besteht sowohl aus Zellen, die
die af Kette des T-Zell Rezeptors (TcR) exprimieren, als auch aus 8" T-Zellen. Bei vielen
Spezies kommt die Subpopulation, die die Y Kette des TcR trigt, zu einem auffallend hohen
Prozentsatz innerhalb der IEL vor (207). Nahezu alle aff T-Zellen sind, wie die meisten T-
Zellen des Korpers, thymisch gereift (102), d.h. die unreifen T-Zellen, die zu diesem
Zeitpunkt phéanotypisch weder CD4 noch CD8 exprimieren, wandern aus dem Knochenmark
in den Thymus. Im Anschluf3 an eine Differenzierungsphase werden die Zellen zunéchst der
positiven Selektion unterworfen, in der alle Zellen, die kein korpereigenes MHC erkennen,
eliminiert werden. In der folgenden negativen Selektion werden die Zellen, die eine besonders
hohe Affinitit an korpereigenes MHC, das ein korpereigenes Peptid présentiert, zeigen,
apoptotisch (104). Die verbleibenden Zellen verlassen den Thymus in gereifter Form und
exprimieren neben dem CD3-T-Zell-Rezeptorkomplex entweder CD4 oder CD8. Es wird
vermutet, dass die Reifung von T-Zellen auch extrathymisch, z.B. im Gastrointestinaltrakt
stattfinden kann (121). Die extrathymische Reifung wird v.a. durch die Tatsache belegt, dass
v& T-Zellen ebenso wie CD8ao” T-Zellen (240) im Gegensatz zu den klassischen aff T-
Zellen auch in athymischen Mausen als IEL nachweisbar sind (7). Bei der Maus wird in den
neu entdeckten ,,Cryptopatches® der Ort der intestinalen extrathymischen Reifung vermutet
(103). Die lokale Reifung von Lymphozyten setzt Mechanismen voraus, die der positiven und
negativen Selektion im Thymus gleichen, um autoreaktive Vorgénge durch extrathymisch
gereifte IEL zu verhindern (102). Poussier ef al. konnten eine positive und negative Selektion
nicht nur in Miusen mit physiologischer Thymusfunktion, sondern auch in athymischen
Maiusen nachweisen, weshalb man davon ausgehen kann, dass auch im Darm eine Form der

Selektion stattfindet (176). IEL besitzen z.T. eigene Signaltransduktionswege. Wahrend bei



10 Literaturiibersicht

thymisch gereiften peripheren T-Zellen der CD3-T-Zell-Rezeptorkomplex u.a. elementar aus
den CD3¢ und CD3n Polypeptiden besteht, nutzen CD8aio.” IEL neben der CD3(¢-Kette auch
das FceRIy-Polypeptid (68). Handelt es sich bei den CD8 ao” T-Zellen um af T-Zellen, so
ist flir ihre positive Selektion die Anwesenheit von MHC I essentiell, sind es dagegen y5 T-
Zellen, reifen diese lokal unabhingig von MHC I und MHC 11 (116).

90 % der humanen IEL sind CD45R0", d.h. es handelt sich um Ged#chtniszellen. Nur 10 %
der Zellen zeigen mit einer Expression von CD45RA" den Phinotyp naiver T-Zellen (205).
Wiéhrend im Blut und in den peripheren lymphatischen Organen des Menschen etwa 95 % der
T-Zellen die af Kette des TcR tragen und nur 5 % die y5 Kette (207), betrigt der Anteil y5"
T-Zellen innerhalb der IEL mit 5-15 % im Diinn- und bis zu 40 % im Dickdarm einen
deutlich hoheren Prozentsatz (102). Bei der Maus stellen die yd T-Zellen 50 % der IEL-
Population (254). Der prozentuale Anteil der yd T-Zellen an den Gesamt-T-Zellen im
peripheren Blut des Rindes liegt mit 20-40 % deutlich hoher als bei Mensch oder Maus (127).
Im Gegensatz zu diesen ist somit der Anteil an Y0 T-Zellen im Diinndarm des Kalbes mit 23-
27 % durchaus vergleichbar mit den Blutwerten (241). Wahrend im Blut nahezu alle yd T-
Zellen zusitzlich zum T-Zell Rezeptor 1 (TcR1) auch die Antigene WC1 und N2 auf ihrer
Oberflache exprimieren, sind diese Molekiile nur auf etwa 7-8 % (WC1), bzw. 8-9 % (N2) der
bovinen Lymphozyten in Duodenum, Jejunum und Ileum zu finden. Betrachtet man den
Diinndarm des Rindes, tragen ca. 86 % der Zellen im Duodenum, 72 % der jejunalen IEL und
65 % der ilealen Zellen das Antigen CD3. B-Zellen konnen v.a. im Ileum (15,2 %)
nachgewiesen werden, im Jejunum (5,8 %) und Duodenum (2,1 %) ist der Anteil deutlich
niedriger. Der prozentuale Anteil der CDS" Zellen liegt im Ileum bei 28,2 %, der der CD4"
Zellen bei 5,8 %. Im Ileum tragen 23 % der Zellen MHC II, im Jejunum sind es 17 %, im
Duodenum 10 %. Eine Expression von MHC I wurde auf 71 % der Zellen im Diinndarm
adulter Rinder nachgewiesen (149). Die Expression von CD25, der o Kette des IL-2-
Rezeptors, ist im Duodenum am stérksten (23 %) und nimmt zum Ileum hin ab (17 %). 20-
26 % der bovinen y8 T-Zellen exprimieren ACT-2, ebenso wie 24-34 % der CDS" Zellen, so
dass diese Zellen als aktiviert bezeichnet werden kénnen. Eine Koexpression von CD4 und
CD8 konnte beim Rind nur auf 0,7-0,9 % der Zellen gefunden werden (241). Diese
Zellpopulation (CD4 CD8at) kommt bei anderen Spezies in groBerer Zahl vor, bei Miusen
macht sie einen grofen Teil der CD4" Population aus (144). Thr wird wegen ihrer Fihigkeit
zur Produktion von IL-2 und Interferon y und zur Reaktion auf MHC I-Prisentation durch
intestinale Epithelzellen eine bedeutende Rolle in der Infektabwehr zugeschrieben (254).

AuBerdem wird vermutet, dass diese T-Zellen athymisch reifen (69).
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Die Fahigkeit, auf einen Stimulus mit Proliferation zu reagieren, gehort zu den Funktionen
von Lymphozyten. IEL verschiedener Spezies zeigen in vitro ein unterschiedliches Verhalten
auf mitogene Stimulation. Wéhrend porcine IEL auf eine Stimulation mit PHA-P, ConA oder
PWM proliferieren, ist bei murinen IEL keine Aktivierung festzustellen (249). Diese
beginnen erst nach Zugabe von aus der Milz isolierten adhédrent wachsenden Zellen
(Makrophagen oder dendritische Zellen) bei Zusatz von ConA, PHA-P oder LPS in das
Medium zu proliferieren (145). Andere Autoren beschreiben allerdings eine gute Proliferation
muriner IEL auf einen mitogenen Stimulus hin. Dies gilt jedoch nur fiir Thy-1" angereicherte
Zellpopulationen (diese bestehen fast ausschlieBlich aus a3 T-Zellen), nicht aber fiir Thy-1
angereicherte Zellsuspensionen, die sich fast auschlieBlich aus yd T-Zellen zusammensetzen
(235). Bovine IEL proliferieren nach Zugabe von rBolL-2 und ConA (153). Wird rBolL-2
durch rBolFN-al oder rBolFN-y ersetzt, kommt es zu einer Hemmung der Proliferation
(151). IEL konnen also stimuliert werden und reagieren auf exogen zugefiihrte Zytokine.

Sie sind auch in der Lage, in vitro selbst Zytokine zu synthetisieren. So wird von den yo T-
Zellen der Maus sowohl Interferon y als auch IL-5 sezerniert (114). Taguchi et al. konnten
zeigen, dass afy T-Zellen der intestinalen Mukosa diese Zytokine in groBerer Menge zu
produzieren in der Lage sind. Die Zugabe von anti-CD8 Antikdrpern erhohte die
Zytokinproduktion zusitzlich (226). Auch IL-3 wird v.a. von murinen aff T-Zellen (Thy-1")
sezerniert, wiahrend die y0 T-Zellen (Thy-1") auf Stimulation kaum IL-3 synthetisieren (235).
Kulturiiberstinde von porcinen IEL hemmen die virale RNA-Synthese in der Zellkultur.
Dabei geht eine stirkere Inhibition von den Uberstinden ConA stimulierter Zellen aus,
verglichen mit Uberstinden unstimulierter IEL. Die anti-virale Aktivitit und die Tatsache,
dass der Effekt bei pH 2 deutlich abgeschwicht wird, deuten auf eine Produktion von
Interferon y durch IEL des Schweines hin (249). Die IL-2 Produktion durch bovine IEL in
vitro ist beschrieben worden (1). Neuere Untersuchungen belegen, dass IEL noch viele andere
Zytokine, Wachstumsfaktoren und Chemokine synthetisieren. Dies dient u.a. der
Aufrechterhaltung der intestinalen Homoostase. Von intradermalen y6 T-Zellen ist bekannt,
dass sie einen Wachstumsfaktor fiir die Epithelzellen der Haut produzieren, den kertinocyte
growth factor (KGF) (14). Diesem kommt wahrscheinlich eine essentielle Bedeutung in der
Wundheilung zu (94). Auch bei intestinalen Y6 T-Zellen wird die Produktion eines solchen
Wachstumsfaktors vermutet, der fiir die Differenzierung der Zellen in den Krypten von
Bedeutung sein konnte. Diese Vermutung wird getragen von der Tatsache, dass die
Zellteilung der Epithelzellen in yd T-Zell-defizienten Méusen zwar unverdndert ist im

Vergleich zum Wildtyp, diese aber auf dem Weg an die Zottenspitze vermehrt absterben
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(118). Einen weiteren Beitrag zur Erhaltung der Homdostase bilden der von Epithelzellen
gebildete stem cell factor (SCF) und sein Ligand auf IEL c-kit. Die genaue Bedeutung dieser
zweil Komponenten ist noch nicht bekannt. Allerdings hat es sich gezeigt, dass SCF und c-kit
defiziente Méuse deutliche Verdnderungen in der Zusammensetzung der intestinalen IEL-
Population aufweisen. Der Anteil an y6 T-Zellen sinkt drastisch, wéhrend der Prozentsatz
CD4'CD8" T-Zellen ansteigt (177).

Die Antigenerkennung durch IEL findet nicht auf dem Weg der klassischen MHC I-
vermittelten Antigenprésentation statt, sondern liber MHC-verwandte Molekiile wie das
humane CDId (116). Erschwert wird das Verstindnis der Antigenerkennung durch die
Tatsache, dass das T-Zell-Rezeptor-Repertoire im Gegensatz zu dem peripherer Lymphozyten
oligoklonalen Ursprungs ist (116) und deshalb nur die Erkennung weniger, eventuell stark
konservierter Strukturen erlaubt. Das Superantigen von Staphylococcus aureus B, eine
Struktur, die af T-Zellen unabhingig von der Spezifitdt ihres TcR stimuliert, aktivierte die
Thy-1"-Population muriner IEL, nicht aber die Thy-1Population (235). Beziiglich der yd T-
Zellen ist die oligoklonale Expression der 6-Kette bei Adulten spezifisch fiir ein Individuum,
das tiber Jahre Zellen des gleichen Ursprungs in der Darmschleimhaut beherbergt. Innerhalb
einer Population zeigen sich allerdings keine Uberschneidungen, d.h. jedes Individuum trigt
eine spezifische Y0 T-Zell-Rezeptorausstattung (28, 80). Die Struktur des y0 TcR dhnelt eher
der Struktur von Antikorpern als der des af TcR (190). Tanaka et al. konnten zeigen, dass yd
T-Zellen Antigene auch dann erkennen, wenn sie nicht zu Peptiden prozessiert werden (227).
Die Erkennung erfolgt unabhingig von einer MHC I-Prisentation (243). Dies ermdglicht yd
T-Zellen neoplastische oder infolge einer Infektion geschidigte Zellen ohne vorherige AG-
Prozessierung allein durch direkte Bindung an eine bestimmte Oberflichenstruktur oder an
ein bestimmtes Epitop zu erkennen (227). Alle IEL tragen ein bestimmtes Integrin, ogf7, auf
ihrer Oberfldche. Sein natiirlicher Ligand ist das von Epithelzellen exprimierte E-cadherin.
agf7 wird von Zellen v.a. auf Stimulation mit TGF produziert (146). Seine Funktion wird
kontrovers diskutiert. Einerseits wird postuliert, das die Bindung von agf37 an seinen Liganden
IEL unterhalb der Epithelzellen festhélt (146). Andererseits ist zu bedenken, dass E-cadherin
auf Epithelzellen nicht nur eine zentrale Rolle in den Zell-zu-Zell-Kontakten hat, sondern
auch wihrend der Wanderung der Epithelzellen aus den Krypten an die Zottenspitze
exprimiert wird und vermutlich regulatorisch in die Differenzierungsvorginge der
Epithelzellen im Laufe dieser Wanderung eingreift. Die Expression von E-cadherin soll die
Epithelzellen schiitzen vor einer IEL-induzierten Apoptose (63). Die Steuerung der

Eliminierung der Epithelzellen an der Zottenspitze erfolgt vermutlich durch zytolytische yo T-
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Zellen (118) iiber eine Expression von FasL, der an Fas auf den Epithelzellen bindet (102).
Gestlitzt wird diese These durch Beobachtungen am jejunalen Epithel von Rindern. Standen
intraepitheliale yd T-Zellen in engem Zell-zu-Zell-Kontakt zu Enterozyten der Zotten, zeigten
diese fiir apoptotische Zellen charakteristische morphologische Verdnderungen (221).

In vitro Untersuchungen verschiedener Autoren haben gezeigt, dass IEL zytotoxische
Kapazitit haben. Allerdings scheint es speziesspezifische Unterschiede zu geben. Beim Nager
wurde sowohl eine Aktivitdt , Natiirlicher Killerzellen® (NK-Zellen) (Maus) (117, 225), als
auch eine Antigen-vermittelte und eine mitogen induzierbare Zytotoxizitit
(Meerschweinchen) nachgewiesen (5). Godson et al. konnten beim Kalb eine MHC I-
unabhingige Zytotoxizitit feststellen (61). Dagegen tragen beim Menschen 38,9 % der yo T-
Zellen typische Oberflichenantigene fiir NK-Zellen (CD56", CD16"). Diese zeigen aber kaum
zytotoxische Aktivitit. Im Gegensatz dazu exprimieren innerhalb der Lymphozyten des
peripheren Blutes nur 6,4 % die entsprechenden Antigene, sie fallen aber durch eine deutlich
hohere NK-Aktivitdt auf (41). Ein vergleichbares Ergebnis ergab die Untersuchung der NK-
Aktivitdit von Lymphozyten des Schweines. Die Immunzellen des peripheren Blutes zeigten
eine deutliche Zytotoxizitit, IEL dagegen blieben inaktiv. Nach mitogener Stimulierung der
Zellen mit PHA-P konnte jedoch eine verstirkte Zytotoxizitit ermittelt werden (248).

Hoang et al. konnten zeigen, dass IEL aus dem Kolon des Menschen in der Lage sind, die
Proliferation autologer Lymphozyten aus der Lamina propria zu hemmen (77). Auch von IEL
des Rindes ist eine ConA-induzierte Suppressor-Aktivitidt beschrieben worden. Diese ist

abhéngig von der Anwesenheit von Monozyten/Makrophagen (150).

2.2 Shigatoxin

Bakterien der Gattung Escherichia, die Shigatoxin produzieren, werden als STEC bezeichnet.
Das Toxin ist ein wichtiger Virulenzfaktor. Die in dieser Arbeit verwendete Nomenklatur
orientiert sich an dem Vorschlag von Calderwood et al. (25). Danach wird das Shigellentoxin
als Stx bezeichnet, die Toxine von Escherichia coli erhalten arabische Ziffern und z.T. auch
Buchstaben nachgestellt. Stx von Shigella dysenteriae und Stx1 von Escherichia coli
unterscheiden sich auf Proteinebene in nur einer Aminosdure in der A-Untereinheit (89, 105,
159, 162). Die iibrigen Stx sind mit weniger als 60 % Homologie deutlich von Stx und Stx1

zu unterscheiden. Innerhalb der Stx2 Untergruppe besteht eine mindestens 90 %ige-
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Homologie beziiglich Stx2, Stx2c, Stx2d und Stx2e (135). Wahrend Stx chromosomal kodiert
ist, sind die iibrigen Gene fiir Shigatoxine in Prophagengenome integriert (107, 158, 184,
242).

2.2.1 Aufbau

Shigatoxine gehoren zu den heteromeren Proteintoxinen, die aus einer aktiven A-Untereinheit
und einem fiir die Rezeptorbindung verantwortlichen Pentamer von B-Untereinheiten
zusammengesetzt sind. Es bestehen strukturelle Ahnlichkeiten zu dem pflanzlichen Toxin
Rizin sowie dem hitzelabilen Toxin von ETEC und dem Choleratoxin von Vibrio cholerae
(159). Das Holotoxin bildet sich durch spontane Zusammenlagerung der A- und dem
Pentamer der B-Untereinheiten ohne Ausbildung kovalenter Bindungen aus (43, 87). Hierbei
ist die A-Untereinheit asymetrisch mit drei der fiinf B-Untereinheiten verbunden (53). Das
Aj-Fragment ragt in eine von den B-Untereinheiten gebildete =zentral gelegene
ladungsneutrale Pore (15, 53, 189, 216).

Die A-Untereinheit von Stx1 ist ein aus 293 Aminosduren zusammengesetztes Polypeptid (35,
70); jede einzelne B-Untereinheit besteht aus 69 Aminosduren (70, 204). Die stx-Gene
kodieren jeweils fiir die Polypeptidketten, die die Untereinheiten bilden und eine
vorgeschaltete Signalsequenz (35, 89, 203), die bei Ausschleusung in den periplasmatischen
Raum abgespalten wird (44, 89). Die fiinf B-Untereinheiten lagern sich spontan ohne
Ausbildung kovalenter Bindungen zu einem Ring zusammen (180). Zwischen den
Monomeren bildet sich eine Tasche, die an der Rezeptorbindung beteiligt ist (216).

Die A-Untereinheit besteht aus zwei verschiedenen Fragmenten, dem A;- und dem A,-
Fragment. Sie enthélt eine Disulfidbriicke (35) und eine Trypsin-sensitive Schnittstelle. Die
Spaltung der A-Untereinheit in ein A;- und A,-Fragment ist essentiell fiir die Ausbildung der
enzymatischen Aktivitit des A;-Fragmentes (120). Das A,-Fragment blockiert mit seinem C-
terminalen Ende fiir die Aktivitidt der A;-Untereinheit wichtige Bereiche (53). Die Spaltung
der A-Untereinheit erfolgt proteolytisch in Zytosol und Endoplasmatischen Retikulum (56).
Das 27 kDa grofle A;-Fragment kann nach der Abspaltung seine N-Glycosidase-Aktivitit
entfalten. Die Funktion der A,-Untereinheit scheint dagegen ausschlieBlich die Sicherstellung

der Struktur des Holotoxins zu sein, fiir die beide A-Fragmente notwendig sind (6, 35).
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2.2.2 Rezeptor

Der Rezeptor von Stx1 ist Globotriaosylzeramid (Gbs), der immunologisch auch als CD77
bezeichnet wird (90, 124, 193, 237, 238). Gbs gehort wegen der Art der chemischen
Bindungen und der Abfolge der Zucker der Globo-Reihe der Glycosphingolipide an (71). Es
besteht aus einem Trisaccharid, das an ein Zeramid, also ein Sphingosin verbunden mit einer
Fettsdure, gebunden ist. Terminal liegt eine B1-4 glykosidisch mit einer Glukose verbundene
Galabiose. Die Glukose ist an das Zeramid iiber eine B1-glykosidische Bindung an die
endstdndige Hydroxylgruppe des Sphingosins gekoppelt (124, 170). Stx1 erkennt an dem
Rezeptor die endstéindige Galabiose, d.h. zwei a1-4 glykosidisch verbundene Galaktosereste.
Diese werden sowohl in Form eines Disaccharides (193) als auch integriert in
Oligosaccharidketten erkannt (21, 123, 238). Die Bindung an lipidfreie Oligosaccharide
erfolgt eher schwach (212). Sie findet bevorzugt an Molekiile statt, in denen die
Kohlenhydratkette an Lipide oder Proteine gekoppelt ist (123). Das hydrophobe Zeramid liegt
in die Zellmembran eingebettet, die hydrophile Kohlenhydratkette bildet einen nahezu rechten
Winkel und steht aus der Membran heraus (170). Die Prédsentation der Zuckerketten ist
wichtig flir die Affinitit der Bindung des Toxins an den Rezeptor. Gbs ist eine sehr
heterogene Gruppe von Molekiilen. Wéihrend die Kohlenhydratgruppe konserviert ist, kann
sich das Zeramid aus verschiedenen Bestandteilen zusammensetzen. Sphingosin kann durch
Dihydrosphingosin ersetzt werden (71, 170). Die Fettsduren koénnen in vollstindiger,
teilweiser oder nicht hydroxylierter Form vorliegen. Die Affinitét der Bindung von Stx an Gb;
héngt wesentlich von der Lange der Fettsdurekette ab (112).

Gbs wird im Anschlul an eine Stimulation in vifro von allen Subpopulationen boviner
Lymphozyten des peripheren Blutes synthetisiert und auf der Zelloberfliche exprimiert. Es
wird zunédchst nur mit geringer Rezeptordichte exprimiert, bei steigender Kulturdauer und
vermehrter Aktivierung der Zellen jedoch immer stirker. Mit dem zunehmenden
Aktivierungsgrad der PBMC verdndert sich auch die Zusammensetzung der Fettsdureketten
von Gb3 auf den bovinen Zellen. Wihrend zu Beginn der Stimulation noch Fettsduren mit
einer Kettenldinge von 16 C-Atomen vorherrschen, sind nach 4tigiger Kultur v.a.

Fettsdureketten mit 20 und mehr C-Atomen nachzuweisen (140).

2.2.3 Wirkmechanismen

Die Stx konnen verschiedene Wirkungen auf empfangliche Zellen haben. So konnen sie nach

rezeptorvermittelter Internalisierung und Prozessierung ihre N-Glykosidase-Aktivitit
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entfalten und die Proteinbiosynthese der betroffenen Zellen hemmen (22, 24). Die Bindung an
Gbs ruft jedoch nicht zwangsldufig eine Endozytose des Toxins hervor (88). Auch ohne
Aufnahme des Toxins geniigt bei bestimmten Zellen bereits die Bindung der B-Untereinheit
an den Rezeptor um Apoptose auszuldsen (162). Zusitzlich iibt Stx in bestimmten Fillen
einen funktionsmodulierenden Effekt aus.

Grundvoraussetzung fiir die Entfaltung der enzymatischen Aktivitdt des Toxins ist die
endozytotische Aufnahme in die Zelle. Diese Internalisierung erfolgt i.d.R. {iber
Rezeptorbindung in Clathrin-ausgekleideten Gruben (178, 200); es ist aber auch ein parallel
existierender Aufnahmeweg in Zusammenhang mit Caveolin beschrieben (202). Nach
Internalisierung liegt der Toxin-Rezeptorkomplex in einem Endosom vor (197). Dieses
fusioniert mit sauren Vesikeln, so dass ein pH von 5-6 entsteht. Die Endosomen werden durch
Mikrotubuli zum Golgi-Apparat transportiert (98, 194, 197, 199) und zum Endoplasmatischen
Retikulum und der Kernmembran weitergeleitet (97, 195, 200). Je nach Lange der Fettsduren
des Gbs-Molekiils schldgt der Toxin-Rezeptorkomplex einen anderen Transportweg ein (196,
198). Alternativ kann das Toxin nach Internalisierung auch wieder an die Zelloberfldche
transportiert, transzytotisch durch die Zelle geleitet oder in den Lysosomen verstoffwechselt
werden (200). Zur Entfaltung der enzymatischen Toxinwirkung kommt es allerdings nur nach
Transport bis in das ER oder zur Kernmembran. Die Abspaltung des A2-Fragments findet im
Endosom oder im trans-Golgi-Apparat unter Beteiligung der Protease Furin statt (56, 120).
Das Al-Fragment durchtritt die Vesikelmembran des ER, gelangt ins Zytosol (159) und zu
seinen Zielstrukturen, den Ribosomen (47, 197). Die daraus resultierende Hemmung der
Proteinbiosynthese durch Stx wurde bereits zu Beginn der Stx-Forschung nachgewiesen.
Reisberg et al. (185) konnte 1981 in einem zellfreien System zeigen, dass Stx die ribosomale
60S Untereinheit eukaryotischer Zellen hemmt. Diese Untereinheit enthilt drei Teile, eine 58S,
eine 5,8S und eine 28S rRNA Untereinheit. Die Hemmung erfolgt durch Verhinderung der
Bindung der t-RNA an die Akzeptor-Region der ribosomalen RNA (23, 160). Die in vitro-
Gabe von Stx1 oder Stx2 zu Rattenribosomen verursachte die Freisetzung von Adeninbasen
an der Position 4324 der 28S rRNA, woraus man auf die Inaktivierung der 60S Untereinheit
durch Spaltung einer N-glykosidischen Bindung an dieser Stelle schlieBen kann (47). Eine
dhnliche Wirkung wie auf eukaryotische Ribosomen konnte auch an bakteriellen Ribosomen
beobachtet werden. Sie &uflerte sich in einer sinkenden Vermehrungsrate infolge einer
verminderten Proteinsynthese empfianglicher Bakterien, wie z.B. E. coli (209, 220). So kann

durch Produktion von Stx ein Besiedlungsvorteil der STEC gegeniiber anderen
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Kommensalen, deren Wachstum durch Anwesenheit von Shigatoxin gehemmt wird,
entstehen.

Shigatoxine konnen bei verschiedenen Zellen Apoptose auslosen. Der Mechanismus, iiber den
Stx in der Lage sind, den programmierten Zelltod zu induzieren, scheint nicht immer
identisch zu sein. Wihrend bei Verozellen die charakteristische DNA-Fragmentierung nur in
Anwesenheit von Stx1, nicht aber von StxB1 beobachtet werden kann (85, 201, 246), gelingt
die Apoptoseinduktion bei humanen Astrozytomzellen sowohl durch Verwendung des
Holotoxins als auch allein durch Inkubation mit der B-Untereinheit von Stx1 (4). Jones ef al.
beschreiben eine Induktion von Apoptose in HEp-2-Zellen sowohl mit dem Holotoxin als
auch mit seiner B-Untereinheit, die allerdings in wesentlich hoheren Konzentrationen
vorliegen muf3 (100). In transfizierten HeLa-Zellen, die die genetische Information fiir die
Produktion von StxAl oder StxBl tragen, l0st das enzymatisch aktive A-Fragment eine
Nekrose der Zellen aus, die intrazelluldr vorliegende B-Untereinheit jedoch eine Apoptose
(154). Generell scheinen verschiedene zelluldre Faktoren beteiligt zu sein an der Auslésung
des programmierten Zelltodes. Nach Bindung von Stx1 an Gbs auf Burkitt-Lymphom-Zellen
(BL-Zellen) wurde eine erhdhte intrazellulire Ca*'-Konzentration, eine verstirkte Zeramid-
Produktion und ein gestiegenes cAMP-Niveau der Zellen festgestellt. Letzteres fiithrte zur
Aktivierung der cAMP-abhdngigen Proteinkinase A (PKA). Durch Hemmung der
Calciumkanile konnte die Stx1-abhidngige Induktion der Apoptose verhindert werden.
Gleichzeitig war eine Induktion der Apoptose von BL-Zellen durch Zugabe von exogenem
Zeramid, Calciumiono-phoren oder durch Stimulation der intrazelluliren cAMP-Freisetzung
moglich (224). Auch von Verozellen ist eine Beteiligung der PKA bekannt. Zusétzlich wird
die Aktivierung der ebenfalls cAMP-abhingigen Proteinkinase C (PKC) beschrieben (247).
Weder die PKA noch die PKC sind am Eintritt des Toxins in die Zelle oder an seinem
Transport beteiligt. Wichtige Voraussetzung fiir das Auslosen der Apoptose scheint generell
ein erhohter Ca”" und cAMP-Spiegel durch Stx oder StxB zu sein. Kiyokawa e al. stellten in
Ramos BL-Zellen eine Stx1-induzierte sofortige Aktivierung der Kaspasen-3, -7 und -8 fest
und fanden Hinweise auf einen der Fas-vermittelten Apoptose dhnlichen Ablauf der Kaspase-
Kaskade (113). In HeLa-Zellen und Zellen einer Mausfibroblastenlinie (NIH3T3) wurde die
Information fiir StxB1 in das Genom integriert. Ohne Anwesenheit der enzymatisch
wirksamen A-Untereinheit aktivierte StxB1 im Zytoplasma von HeLa-Zellen die Kaspase-
Kaskade, v.a. Kaspase-1 und die Kaspase-3 (154). Wéhrend die Versuche zur Expression von
StxB1 in HeLa-Zellen und die daraus resultierende Apoptose nahelegen, dass nicht die

Bindung mindestens der B-Untereinheit des Toxins an Gbs; das auslosende Ereignis des
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Toxin-abhéngigen programmierten Zelltodes ist, zeigten Jones et al., dass Stx1 zwar bei Gb;
positiven CaCo2 und HEp-2-Zellen apoptotische Verdnderungen induzieren kann, nicht aber
auf Gbs-negativen T84-Zellen (100). Letzere sind allerdings durchaus, vermutlich iiber einen
alternativen Rezeptor, in der Lage, Stx durch einen Monolayer und somit auch durch die
Einzelzelle zu transportieren (3). Diese kontroversen Ergebnisse erkldren sich vermutlich

durch zellspezifische Unterschiede.

2.2.4 Wirkung von Shigatoxinen auf Darmepithel und Lymphozyten

2.2.4.1 Translokation durch epitheliale Monolayer

Die zytotoxische Wirkung von Shigatoxin auf humane Primérkulturen von Kolon- und
[leumzellen ist bereits ldnger bekannt. Diese duflert sich v.a. in einer Reduktion der
Proteinbiosynthese und der DNA-Synthese (147). In der Kultur humaner
Darmepithelzelllinien (T84, CaCo2A) konnte nachgewiesen werden, dass Stx in der Lage
sind, von apikal nach basolateral zu gelangen. Gleichzeitig verbleibt Inulin, eine Substanz, die
die Membranen nur auf parazellulirem Weg passieren kann, in Anwesenheit von Stx auf der
apikalen Seite (3, 172). Bei der Stx-Translokation durch Epithelzelllinien handelt es sich um
einen séttigbaren Effekt. Auch nach 24 Stunden ist keine Beeintrachtigung der Integritét des
Zellrasens festzustellen. Sowohl Stx1 als auch Stx2 sind nach der Translokation vollstindig
biologisch aktiv (2). Die Tatsache, dass die Translokation bei 4 °C drastisch reduziert wird
und der Transport von Stx nahezu vollstindig hemmbar ist durch Zugabe eines Inhibitors der
oxidativen Phosphorylierung (2,4 dinitrophenol), ldsst auf einen energieverbrauchenden
Prozess schlieBen (3). Der Transport erfolgt grundsétzlich effektiver von apikal nach
basolateral als umgekehrt und ist auch nachzuweisen, wenn Stx-produzierende Bakterien den
Zellrasen besiedeln (2). Dass T84-Zellen kein Gbs exprimieren, aber trotzdem Stx durch einen
Monolayer translozieren, weist auf einen Transportmechanismus hin, der an einen

alternativen Rezeptor gekoppelt ist (172).

2.2.4.2 Modulation der Zytokinproduktion von Darmepithelzellen

Bei Shigella dysenteriae Typ 1-Infektionen des Menschen wurden deutlich erhohte
Zytokinkonzentrationen im Stuhl der Patienten gemessen (183). Gleichzeitig waren im

Rektum vermehrt Epithelzellen mit erhohter Zytokinproduktion nachzuweisen (182).
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Untersucht wurden IL-1a, IL-1B, TNF-a, 11-4, IL-6, IL-8, IL-10, Interferon y (IFN y), TNF-
B, TGF-B und GM-CSF (181, 183). Wihrend ein GroBteil der Zytokine in der akuten Phase
der Erkrankung auch die hochsten Konzentrationen im Stuhl erreichten, war IFN 7 erst in der
Konvaleszentenphase erhoht (183).

Die Kultur humaner Het-8-Zellen in Medium, das mit Stx angereichert war, resultierte in der
vermehrten Freisetzung von chemotaktisch wirksamem IL-8 durch die Epithelzellen (229).
Ahnlich wie bei TNF-a, wird auch bei IL-8 eine Induktion iiber den Transkriptionsfaktor NF-
kB vermutet (148). In diesem Versuch zeigte sich keine generelle Hemmung der
Proteinbiosynthese, sondern Stx war in der Lage, die Freisetzung bestimmter, fiir die
Homoostase der Darmschleimhaut und die Induktion einer Immunantwort wichtiger Molekiile
selektiv zu modulieren. Diese Ergebnisse lassen auch eine Beeinflussung der Freisetzung
verschiedenster Zytokine durch Zellen des Gastrointestinaltraktes des Wirtes im Rahmen

einer Shigelleninfektion als mogliches Resultat der Wirkung von Stx erscheinen.

2.2.4.3 Lymphozyten und Monozyten

Gelingt es dem Toxin im Verlauf einer STEC-Infektion die Darmbarriere in biologisch
aktivem Zustand zu iiberwinden, tritt es in direkten Kontakt zu den Immunzellen der
Darmschleimhaut. Eine mogliche Modulation der Immunzellfunktionen konnte fiir den

Verlauf einer STEC-Infektion von entscheidender Bedeutung sein.

2.2.4.3.1 B-Zellen

Bei Menschen sind reife B-Zellen hochempfanglich fiir Stx. Der Shigatoxin-Rezeptor Gbs
wird von reifen pradapoptotischen B-Zellen in den Keimzentren exprimiert (131). Es wird ein
Zusammenhang der Gb;-Expression mit der physiologischen Selektion von B-Zellen in den
Keimzentren vermutet (224). Auch auf B-Zellen des peripheren Blutes kann Gbs induziert
werden. Voraussetzung ist eine langandauernde Bindung von CD40 an einen Liganden, wie
sie bei der Aktivierung von B-Zellen durch CD4" T-Zellen gleicher Spezifitit im
Lymphknoten stattfindet (133). In Gb;~ BL-Zellen resultiert ein Kontakt mit Stx in der
Induktion von Apoptose (130, 224). Mangeney et al. gelang es, die Apoptose auch durch sehr
hohe Konzentrationen von StxB1 auszulosen (130). Dagegen konnten Marcato et al. eine
Apoptose nur durch hohe Konzentrationen rStxB2, aber nicht durch rStxB1 induzieren. Es
gibt Hinweise, dass die Apoptose nur nach Internalisierung von rStxB2 ausgelost wurde

(132). Fiir die Induktion des programmierten Zelltodes ist dementsprechend vermutlich kein
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intaktes Holotoxin notwendig und der Effekt scheint in keinem kausalen Zusammenhang mit
der Hemmung der Proteinbiosynthese durch die A-Untereinheit des Holotoxins zu stehen.
Von dem toxischen Effekt des Toxins scheinen v.a. IgG- und IgA-produzierende B-Zellen
und weniger die IgM- und IgD-Produzenten betroffen zu sein (31). Vermutet wird, dass es
durch die Zerstorung von B-Zellen zu der geringen Produktion von Antikérpern kommt. So
konnten Bitzan et al. bei 3 % der gesunden Kontrollgruppe und lediglich bei 9 % der
Patienten mit O157-assoziiertem HUS Antikorper gegen Stx1 finden (12). Andere
Untersuchungen belegen jedoch eine hohe Seroprivalenz. Bei 70 % der HUS-Patienten
wurden IgG-Antikdrper gegen Stx2 festgestellt (126). Diese Ergebnisse werden gestiitzt von
Untersuchungen, in denen Stx-Antikorpertiter von Stadtbewohnern verglichen wurden mit
denen von Bewohnern bauerlicher Milchviehbetriebe. Bei letzteren wurde durch haufige
Keimexposition in geringen Mengen ein ,,Boostereffekt” erwartet. Tatsdchlich waren im
Serum von 42 % der Bauern, aber nur von 7 % der Stadtbevolkerung Antikorper gegen Stx1
vorhanden (187). In Anbetracht der Ergebnisse erscheint es mehr als fraglich, dass in vivo die
Induktion der Apoptose in B-Zellen des Menschen in einer reduzierten humoralen
Immunantwort resultiert. Die unterschiedlichen Ergebnisse zur Seroprdvalenz konnten
entstehen, weil durch die Patienten im Verlauf einer Infektion unterschiedlich groBe Mengen
an Stx aufgenommen werden. Es ist denkbar, dass in manchen Fillen die absolute
Toxinmenge, wie dies bereits fiir das Tetanustoxin beschrieben ist, ausreicht, einen
biologischen Effekt zu erzielen, aber zu niedrig ist, um eine messbare Antikdrperproduktion
zu induzieren (106).

Auch beim Schwein existieren widerspriichliche Untersuchungen zur Produktion von
Antikorpern im Verlauf einer STEC-Infektion. Christopher-Hennings ef al. untersuchten die
Antikorpertiter gegen injizierte Schaferythrozyten von gnotobiotischen Schweinen, die zuvor
mit einem Stx1-produzierenden STEC und einem szx-negativen EPEC infiziert worden waren.
Sie zeigten, dass die Antikorpertiter der Tiere, die mit dem Stx-Produzenten besiedelt waren,
signifikant niedriger ausfielen als in den EPEC-infizierten Schweinen (29). Da die beiden
Bakterienstimme sich jedoch auch noch in anderen Virulenzfaktoren als der Toxinproduktion
unterschieden, ist dieser Befund nicht zwangslaufig auf eine immunsuppressive Wirkung des
Toxins zuriickzufiihren. Franke et al. bestimmten die Antikdrpertiter an Odemkrankheit
erkrankter Schweine gegen Stx2e in einem Zeitraum von 40 Tagen. Wéhrend am Tag 4 nur
1 % der Tiere IgG Antikorper gegen Stx2 produzierten, waren es am Tag 40 bereits 10 % der

Tiere (52). Die langere Dauer der Stx-Exposition scheint sich auch bei Schweinen positiv auf
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die Bildung von Antikorpern ausgewirkt zu haben, so dass hier ein dhnlicher Effekt wie beim
Menschen vermutet werden kann.

Bei Rindern, die als Reservoirwirt regelméfig Kontakt mit STEC und ihrem Toxin haben,
wird die Bildung von Antikorpern gegen Stx wesentlich hdufiger beobachtet als bei Mensch
oder Schwein (16, 173). Trotzdem konnten Ferens et al. auch hier bei BLV-positiven Rindern
einen hemmenden Effekt von Stxl Holotoxin oder seiner A-Untereinheit auf die
virusinduzierte spontane Proliferation beobachten; die PBMC der BLV-negativen
Kontrollgruppe zeigten keine Beeintrichtigung der Proliferationsrate durch Stx1. Die
verminderte Proliferation war jedoch nicht auf ein vermehrtes Absterben von virushaltigen B-
Zellen zurlickzufiihren (48). Dagegen stellten Menge et al. auch bei BLV-negativen Tieren
eine deutliche Proliferationshemmung von mitogen-induzierten PBMC in Anwesenheit von

Stx1 fest. B-Zellen zeigten sich besonders empfénglich fiir eine Stx1-Wirkung (141).

2.2.4.3.2 T-Zellen

Zu den physiologischen Funktionen von Lymphozyten gehort ihre Fahigkeit, auf eine
immunogene Aktivierung mit klonaler Expansion zu reagieren. In vitro kann dieser Effekt
durch Zugabe mitogener Substanzen simuliert werden.

Humane PBMC =zeigten bei Inkubation mit Stx dosisabhidngig eine deutlich reduzierte
mitogene Stimulierbarkeit durch Phytohdmagglutinin (PHA), die mit einer Hemmung der
Proteinbiosynthese einherging (111).

Beim Rind wiesen Menge et al. eine allgemeine Hemmung der Transformationsrate aller T-
Zellsubpopulationen mitogen stimulierter PBMC durch Stxl nach. In diesen Versuchen
wurde die Population der CDS8o” T-Zellen am deutlichsten inhibiert. Die reduzierte
Transformationsrate ging einher mit einem verminderten Anteil CD77" Zellen. Der Effekt
scheint sich auf stimulierte Zellen zu beschrinken und konnte nicht auf die Induktion von
Apoptose oder Nekrose durch das Toxin zuriickgefiihrt werden (141). Auch die Zugabe
verschiedener Zytokine zum Kulturmedium (TNF-oo und IL-2) beeinflulite den
transformationshemmenden Effekt nicht. Nach Supplementierung des Kulturmediums mit
Interferon-a. wurde der Stx1-induzierte Effekt noch verstdrkt. Da Interferon-o nur dann mit
hoher Affinitdt an seinen Rezeptor binden kann, wenn dieser mit CD77 vergesellschaftet ist,
lag die Vermutung nahe, dass eine hohe Interferon-oo Konzentration den
transformationshemmenden Effekt von Stx1 durch kompetitive Hemmung aufheben konnte.

Diese Theorie wurde im Experiment jedoch nicht bestitigt (139). Die Ergebnisse lassen auf
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eine direkte Beeinflussung der PBMC und nicht auf eine Zytokin-vermittelte
Immunmodulation durch Stx1 schlieBen.

Die Expression von Gb3/CD77 auf T-Zellen ist bisher ausschlieBlich beim Rind beschrieben
worden. Auf frisch isolierten T-Lymphozyten aus dem peripheren Blut von Rindern ist
zunidchst keine Rezeptorexpression festzustellen. Die Prasentation des Rezeptors auf der
Zelloberfliche ist jedoch  durch  mitogene  Stimulation bei  verschiedenen
Lymphozytensubpopulationen induzierbar. Die Rezeptorexpression und die Rezeptordichte
auf den FEinzelzellen ist abhdngig von der Stirke des mitogenen Stimulus und vom
Aktivierungsgrad der Zellen. Ruhende, nicht zu Blasten transformierte PBMC exprimieren
CD77 nicht oder tragen nur wenige Molekiile auf ihrer Oberfliche. Transformierte Zellen
dagegen tragen den Rezeptor in sehr hoher Dichte auf ihrer Oberfliche. Werden die Zellen
mehr als 4 Tage in vitro kultiviert, steigt der Anteil CD77" Zellen mit hoher Rezeptordichte
innerhalb der subvitalen Zellen stark an. Nicht nur die Rezeptordichte sondern auch die
chemische Zusammmensetzung von CD77 dndert sich im Verlauf der Kultur. Wihrend
zundchst Rezeptorstrukturen mit C16-Fettsduren vorherrschen, enthalten die Zellen nach 4
tagiger Inkubation v.a. Rezeptoren bestehend aus C20-Fettséduren (140). Kompetitionsstudien
haben gezeigt, dass bovine Stx1-Rezeptoren zu unterschiedlichen Inkubationszeitpunkten
rStxB1 mit unterschiedlicher Affinitit binden. RStxB1 wurde v.a. zu einem frithen Zeitpunkt
der Stimulation gebunden, zu dem die Expression von CD77 noch niedrig war. Daraus wurde
geschlossen, dass bovine PBMC nur im Friihstadium ihrer Aktivierung empfénglich sind fiir
eine Wirkung von Stx1.

Bovine PBMC sind in vitro in der Lage, Stx1 oder rStxBl zu internalisieren. Fiir die
Reduktion der metabolischen Aktivitit und die Hemmung der Expansion der Zellen zu
Blasten geniigt bereits die Bindung von StxBI1. Allerdings ist dazu eine 50000fach hoéhere

Konzentration verglichen mit der des Holotoxins nétig (213).

Die meisten Daten, die Lymphozyten als Zielzellen von Stx ausweisen, wurden in vitro
erhoben. Sugatani et al. konnten bei Miusen in vivo nachweisen, dass die Anzahl der CD4" T-
Lymphozyten 24 Stunden nach intravendser Applikation von Stx2 in Milz und peripherem
Blut deutlich niedriger war als in den Kontrollgruppen. 45 Stunden nach der Injektion konnte
eine verminderte Anzahl B220" Zellen (entspricht CD20" B-Zellen) in der Milz nachgewiesen
werden. Wurde den Méusen gleichzeitig mit Stx2 auch LPS injiziert, verstirkten sich die
Effekte des Toxins. Bei einer Gabe von Stx2 gefolgt von einer LPS-Injektion wenige Stunden

spater reagierten die Lymphozyten der Milz bis zu 50 % weniger auf LPS als in den
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Kontrolltieren. Ob der Nachweis einer geringeren Anzahl Lymphozyten auf einem
vermehrten Absterbern der Lymphozyten, einer verminderten Proliferation der Zellen oder
aber auf einer Kombination beider Faktoren beruht, war durch dieses Experiment nicht zu
klaren (219).

Die PBMC gnotobiotischer mit STECI1 infizierter Schweine und STEC2 infizierter Kélber,
zeigten im Vergleich zu den Lymphozyten der Kontrollgruppe, eine deutlich reduzierte
Proliferation auf Stimulation mit verschiedenen Mitogenen (ConA, PHA, PWM) (29, 79) und

bestdtigen somit ebenfalls die in vitro erhobenen Daten.

2.2.4.3.3 Monozyten

Durch Modulation der Zytokinfreisetzung von Wirtszellen kdnnen bakterielle Exotoxine in
die interzellulire Kommunikation des Wirtsorganismus eingreifen. Stx gehort zu den
potentesten Modulatoren der Zytokinproduktion (73). Erst die Verdnderung der
Zytokinmuster durch Stx ermdglicht die hohe biologische Aktivitit von kleinen
Toxinmengen, indem Zytokine z.B. die Gbs;-Synthese durch empfiangliche Zellen induzieren
(233).

Stx bewirkt in humanen Monozyten (179) keine Hemmung der Proteinbiosynthese. Im
Gegenteil, sowohl Stx1 als auch Stx2 kdnnen dosisabhingig die Freisetzung der Zytokine
TNF-a, IL-1 (179) und IL-6 (234) aus Monozyten hervorrufen. Die verstirkte Transkription
von TNF-a resultiert aus einer Aktivierung von NF-xB durch Stx1 und der Translokation von
NF-«B und des Transkriptionsaktivatorkomplexes AP-1 in den Zellkern. Fiir die
Signaltransduktion in der humanen monozytiren Zelllinie THP-1 ist die Anwesenheit des
Holotoxins noétig (192). Foster et al. beschreiben eine Abhdngigkeit der Stx1-vermittelten
TNF-o Synthese durch THP-1-Zellen von der Anwesenheit einer enzymatisch aktiven A-

Untereinheit des Toxins (51).

2.3 STEC-Infektionen beim Rind

STEC-Infektionen konnen bei Kélbern bis zu einem Lebensalter von 3 Wochen Erkrankungen
ausldsen. So traten bei experimentellen Infektionen von Kélbern mit einem STEC O157:H7-

Stamm profuse, z.T. auch blutige Durchfille auf (38). Von entscheidender Bedeutung fiir die
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Pathogenese war die Fahigkeit des STEC-Stammes das Protein Intimin zu synthetisieren.
Dieses Protein wird zusammen mit anderen Virulenzfaktoren durch den bakteriellen ,,locus of
enterocyte effacement™ codiert und ermdglicht die aktive Anheftung von Bakterien an die
Darmschleimhaut des Wirtes unter Ausbildung von attaching and effacing-Lisionen (A/E).
Bakterien, die diese Fahigkeit nicht besaBlen, konnten auch keine Krankheitssymptome
hervorrufen (40). Entsprechend waren bei erkrankten Kélbern histologisch A/E-Lisionen im
Bereich von Ileum, Zakum, Kolon und Rektum verbunden mit hochgradiger Entziindung des
umliegenden Gewebes nachzuweisen. Der Verlauf der Infektion war abhingig vom
Lebensalter der Tiere. Wurden Kélber im Alter von etwa 12 Stunden bzw. von 30-36 Stunden
experimentell mit dem gleichen O157:H7-Stamm infiziert, erkrankten 18 Stunden p.i. Tiere
beider Altersgruppen, aber bei den élteren Kélbern waren die histologisch nachweisbaren
A/E-Léasionen deutlich reduziert (38). Eine vergleichbare Altersabhingigkeit ist auch fiir E.
coli-Isolate anderer Serovare beschrieben worden (72, 129, 252). Allerdings konnten Dean-
Nystrom et al. auch zeigen, dass sogar 3-4 Monate alte Kilber, die bis zum Zeitpunkt der
Inokulation mit 10" CFU eines O157:H7-Stammes ausschlieBlich mit Milchaustauscher
erndhrt wurden, vier Tage p.i. A/E-Lésionen im Bereich von Rektum und Zakum aufwiesen
(39). Die Zeitspanne, in der Kélber empfianglich fiir STEC-Infektionen sind, hingt demnach
auch von der Art der Erndhrung ab. Bislang gibt es keinerlei Hinweise, dass Stx an der
Pathogenese dieser auch nach natiirlicher Infektion auftretenden Erkrankung der Kailber
beteiligt sein konnte. So konnte die orale Gabe von Kolostrum, das Antikorper gegen Stxl
enthielt, die Tiere nicht vor einer Erkrankung schiitzen. Ausserdem waren 3 Tage p.i. bei
STEC-infizierten Kélbern, die Durchfall entwickelten, keine Schiddigungen von
Endothelzellen, den Hauptzielzellen von Stx bei anderen Spezies, festzustellen (38).

Veterindrmedizinische Bedeutung hat die STEC-Infektion erwachsener Rinder, da diese Tiere
neben anderen Hauswiederkduern das Reservoir der humanpathogenen STEC darstellen (2,
9). Offensichtlich sind STEC gut an den Wiederkduer adaptiert, denn verglichen mit anderen
E. coli Pathotypen (ETEC und EPEC) verbleiben sie deutlich langer im Darm der Tiere (33)
und werden intermittierend ausgeschieden (108). Bei experimentell infizierten adulten
Rindern konnten weder klinische Symptome festgestellt noch pathologisch-histologische
Befunde erhoben werden (34). Es ist bislang noch unbekannt, weshalb STEC in der Lage
sind, Wiederkduer persistent symptomlos zu infizieren und welche bakteriellen Faktoren
hierbei eine Rolle spielen. Bisherige Untersuchungen haben gezeigt, dass Lymphozyten zu
den Zielzellen von Stx1 beim Rind gehdren und es gibt viele Hinweise auf eine

immunmodulierende Wirkung des Toxins auf Immunzellen (sieche Kapitel 2.2.4.3). Allerdings



Literaturiibersicht 25

induziert Stx offensichtlich keine generelle Immunsuppression, denn die Tiere produzieren
Antikorper gegen Stx (173) und sind auch gegeniiber anderen STEC-Antigenen
immunkompetent (239). Somit wirkt sich wahrscheinlich ein immunmodulatorischer, die
Persistenz der bovinen STEC-Infektion begilinstigender Effekt des Stx, nur auf die
Schleimhaut des infizierten Darmabschnittes aus. Aufgrund ihrer grossen rdumlichen Nihe zu
den auf der Schleimhaut sich bildenden STEC-Mikrokolonien sind IEL die ersten

Immunzellen, auf die das luminal gebildete Stx einwirken konnte .
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3. Eigene Untersuchungen

3.1 Material und Methoden

3.1.1 Charakterisierung des verwendeten Shigatoxin 1

Shigatoxin 1 wurde nach Produktion durch das bovine STEC-Feldisolat 2403 (STECI,
Serotyp rauh:H-) (245) affinitidtschromatographisch wie von Menge beschrieben (137)
aufgereinigt und der Endotoxingehalt der konzentrierten Toxinldsung durch Passage iiber
eine Detoxigel®-Siule reduziert. Das Toxin wurde bei -80 °C in aliquotierter Form
gelagert und je Aliquot maximal 2 mal aufgetaut. Die verwendete Toxincharge enthielt
nominal 50000 CDs¢/ml Stx1. Sie wurde je nach Bedarf durch Verdiinnen in Medium oder
NaCl-Losung (Verozellen) auf die gewiinschte Endkonzentration eingestellt. Alle im
Folgenden angegebenen CDso-Werte wurden ausgehend von der oben genannten
Konzentration der Toxincharge berechnet. Zur Uberpriifung der Toxizitit dieser
Toxincharge wurden Verozellen parallel zu einem IEL-Versuch in unregelmédfigen
Abstdnden in einem modifizierten Test nach Gentry und Dalrymple (1980) eingesetzt (59).
In jede Vertiefung einer Mikrotiterplatte wurden drei Komponenten mit einem Volumen
von je 50 pl pipettiert. Die erste Komponente enthielt ein Aliquot der zu testenden
Toxincharge verdiinnt in NaCIl-Losung (0,89 %). Sie wurde logarithmisch verdiinnt (log10
Verdiinnung). Als Positivkontrolle wurde SDS-Losung (1 % in NaCl-Losung) verwendet,
als Negativkontrolle NaCIl-Losung. Die zweite Komponente enthielt das Zellkulturmedium
1. Als dritte Komponente wurde eine Zellsuspension mit 4 x 10* Verozellen in die
einzelnen Vertiefungen der Mikrotiterplatte gegeben. In die duBleren Vertiefungen wurden
je 100 ul NaCl-Losung als Verdunstungsschutz pipettiert.

Jeder Test wurde im Dreifachansatz angesetzt und immer eine Positiv- und eine
Negativkontrolle mitgefiihrt. Die Inkubation der Platten erfolgte bei 37 °C, 5 % CO, und
Wasserdampfsittigung im Brutschrank. Alle 24 h wurden die Platten mikroskopisch
kontrolliert. Nach Ablauf der Inkubationsdauer von 4 Tagen erfolgte die Auswertung des
Tests. Zytotoxische und zytostatische Effekte wurden kolorimetrisch unter Verwendung

eines Farbstoffes quantifiziert, der nur von lebenden Zellen reduziert wird. Dieser
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Farbstoff, ein Tetrazoliumsalz, 3-(4,5-Dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium-
bromid (MTT), wird von Dehydrogenasen in aktiven Mitochondrien zu lilafarbenem
Formazan umgesetzt (65). Der im MTT-Test bestimmte Parameter wird als
Stoffwechselaktivitit bezeichnet. Der Test wurde in der Modifikation nach Tada et al.
durchgefiihrt (223). Am Ende der Inkubationsdauer wurden je Ansatz 25 ul der MTT-
Stammldsung (5 mg/ml in PBS) in die Vertiefung der Mikrotiterplatte pipettiert und die
Platte unter kontinuierlichem Schwenken inkubiert (4 h, 37 °C). Zum Abstoppen der
Reaktion durch Zerstérung der Zellen und zum Ldsen des in wéBriger Losung unldslichen
Formazans erhielt jede Vertiefung 100 ul SDS-HCI-Losung (10 % in 0,01N HCI) mit

anschlieBender Fortsetzung der Inkubation iiber Nacht.
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log10-Verdiinnungsstufe von Stx1 (1:25 vorverdiinnt)

Abb. 2: Titration von Stxl auf Verozellen; gezeigt wird die Abhingigkeit der relativen
Stoffwechselaktivitit von Verozellen (y-Achse) von der Stx1-Konzentration (x-Achse, log10-
Verdinnung); n = 21 Bestimmungen aus 7 Testansdtzen, Mittelwerte =

Standardabweichungen

Die Messung der Extinktionsdifferenzen OD,ps (540 nm als Testwellenlinge, 690 nm als
Referenzwellenldnge) in den einzelnen Vertiefungen erfolgte mit einem Titertek

Multiskan® MCC/340 Plattenphotometer (Fa. Flow).
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Die Stoffwechselaktivitit der untersuchten Zellen wurde in Bezug zur Positiv- (ODj,) und
Negativkontrolle (ODy¢g) in der jeweiligen Mikrotiterplatte angegeben. Dabei diente die
folgende Formel der Ermittlung der relativen optischen Dichte (OD):

ODrel = (ODabs - ODpos)/(ODneg - ODpos) X 100

Die Abbildung 2 veranschaulicht die Mittelwerte aller wihrend dieser Arbeit
durchgefiihrten Aktivitdtskontrollen der verwendeten Stx1-Charge. Die daraus abgeleitete
durchschnittliche toxische Dosis der unverdiinnten Toxinpréparation zum Zeitpunkt der
Verwendung bei IEL-Versuchen betrug 109125 CDsy/ml. Die tatsdchliche
Toxinkonzentration lag damit {iber der in den Vorversuchen bestimmten Konzentration
von 50000 CDsp/ml. Da bei dem verwendeten Testsystem Abweichungen um den Faktor 2
als geringfiigig betrachtet werden konnen, beziehen sich die Konzentrationsangaben fiir
Stx1 in dieser Arbeit durchgéingig auf die urspriinglich in den Vorversuchen ermittelte
Konzentration.

Ein Limulus-Amébozyten-Lysat-Test (LAL-Test, Fa. BioWhittaker, Inc.) wurde
freundlicherweise durchgefiihrt von Frau Annette Bickenbach, Zentrum fiir Innere
Medizin, Justus-Liebig-Universitdt Giefen, und ergab einen Endotoxingehalt von 166
pg/ml in der Stx1-Stammldsung der verwendeten Charge. Die Stx1-Toxincharge wurde in
den Versuchen mit IEL und PBMC 1:250 mit endotoxinfreiem Zellkulturmedium

verdiinnt, so dass sich eine Endotoxin-Endkonzentration von 0,664 pg/ml ergibt.

3.1.2 Charakterisierung der rekombinanten B-Untereinheit von Stx1 (rStxB1)

Die rekombinante B-Untereinheit von Stx1 (rStxB1) wurde von einem mit dem Plasmid
pSUI108 transformierten E. coli K12-Stamm DH5a [pSU108] (218) (zur Verfiigung
gestellt von Frau Kirsten Niebuhr) produziert und sdulenchromatographisch in geringfiigig
modifizierter Form nach der von Niebuhr beschriebenen Methode von Frau Ivonne Stamm,
Institut fiir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere der Justus-Liebig-Universitét
GieBen, aufgereinigt (157, 213). Es wurde ausschlielich rStxB1 einer Charge verwendet,
das in einer Konzentration von 410,8 ng/ml vorlag. Der durch Frau Annette Bickenbach im
LAL-Test (Fa. BioWhittaker Inc.) bestimmte Endotoxingehalt betrug 595 pg/ml. Die
rStxB1-Stammlésung wurde mit PBS zu einer Endkonzentration von 30 pg/ml verdiinnt

und in Bindungsstudien eingesetzt.
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3.1.3 Aufreinigung und Biotinylierung monoklonaler Antikorper

Es wurden ca. 1,01 antikorperhaltiger Zellkulturiiberstand der Zelllinien IL-A 29, IL-
A 105, IL-A 111 und J11 produziert (siche Kapitel 3.1.4.3). Die einzelnen
antikdrperhaltigen Uberstinde wurden hinsichtlich ihrer Bindungseigenschaften auf
bovinen Leukozyten iiberpriift. Zu diesem Zweck wurden von adulten Kiithen aus der
Medizinischen Veterindrklinik IT der JLU GieBen 2 ml Vollblut entnommen und mit
Gerinnungshemmern vermischt. 200 pl des Blutes wurden mit 5 ml Erythrozyten-Lyse-
Reagenz versetzt, 5 Minuten in Zentrifugenréhrchen bei RT inkubiert und anschlieend
abzentrifugiert (150 x g, 7 min, Raumtemperatur (RT)). Der Uberstand wurde dekantiert
und das verbleibende Zellpellet in 1200 pl PBS-Puffer resuspendiert. Es wurden je 50 pl
dieser Suspension in eine Vertiefung einer Mikrotiterplatte (V-Form, Fa. Greiner)
eingesetzt. Eine Zweifarbenfluoreszenz wurde wie in Kapitel 3.1.5.4 beschrieben
durchgefiihrt und diente als Qualititskontrolle. Wenn die Markierung von
Oberflachenantigenen durch die Zellkulturiiberstainde mit denen von Vergleichsantikorpern
iibereinstimmten, erfolgte die Aufreinigung der Kulturiiberstinde affinitéts-
chromatographisch unter Verwendung einer Protein G Sepharose 4 FF-Sdule (Fa.
Amersham Biosciences, 2,6 cm innerer Durchmesser, 20 cm Linge); die Hohe des
Gelbettes betrug 12 cm. Es wurden sowohl die Zellkulturiiberstinde als auch sdmtliche
verwendeten Puffer vor der Benutzung mit Hilfe eines Sterilfilters (Fa. Milipore,
Porengrofe 0,2 pm) sterilfiltriert und in einem Exsikkator entgast. Die Sdule wurde
zundchst unter Verwendung einer FPLC-Anlage der Fa. Amersham Biosciences mit
Laufpuffer dquilibriert und anschlieBend mit antikdrperhaltigem Uberstand und Laufpuffer
zu gleichen Teilen iiber Nacht beladen. Die Laufgeschwindigkeit betrug 0,8 ml/min.
Anschliefend wurde die Sdule mit Hilfe des Laufpuffers (100 %) gewaschen, bis der
Durchfluss eine OD,gp von 0 erreicht hatte. Die Elution erfolgte anschlieBend unter
Verwendung eines Glycin-HCI-Puffers (0,2 M, pH 2,5), der im Verhéltnis von 4:1 mit
Laufpuffer vermischt wurde. Der Elutionspeak wurde in verschiedenen Fraktionen

aufgefangen und je ml Eluat mit 65 pl Tris-Losung (1 M, pH 9) neutralisiert.

Je 1 ul der einzelnen Fraktionen wurde mit 49 pl PBS verdiinnt, auf bovine Leukozyten
gegeben und als Zweifarbenfluoreszenz vorbereitet. Nur Fraktionen, die im

Durchflusszytometer ein korrektes Signal zeigten, wurden weiterverwendet.
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Die affinitdtschromatographisch aufgereinigten monoklonalen Antikdrper wurden mit
Hilfe einer Amicon-Filterzelle, Filter 10YCO05 Diaflo Ultrafiltration Membranes oder des
Centriprep 30 concentrators der Fa. Amicon nach Angaben des Herstellers in NaHCO;-
Puffer (50 mM, pH 8,5) umgepuffert. Dabei konnte die Proteinkonzentration um den
Faktor 5-6 erhoht werden.

Die Bestimmung des Proteingehaltes der einzelnen Fraktionen erfolgt unter Verwendung
des BCA-Protein-Assay® der Fa. Pierce nach Herstellerangaben. Aus 1,01
Hybridomzellkulturiiberstand konnten 7,6 mg (IL-A 105), 4,6 mg (IL-A 29), 3,5 mg (IL-
A 111)und 2,16 mg (J 11) Gesamtprotein gewonnen werden.

1 mg Sulfo-NHC-Lc-Biotin (Fa. Pierce) wurde in 1 ml A. bidest. gelost und von dieser
Stammldsung sofort 37,5 pl/mg Protein zu der antikdrperhaltigen Losung gegeben. Nach
2-stiindiger Inkubation auf Eis wurde iiberschiissiges Biotin mit der Amicon-Filterzelle,
Filter10 (IL-A 105 und IL-A 29) oder mit einem Centricon 10 (IL-A 111 und J 11) entfernt
und die antikorperhaltigen Lésungen gegen PBS (pH 7,4) umgepuffert.

Die so gewonnenen antikorperhaltigen Losungen wurden mit Hilfe eines DynaGard-
Sterilfilters, PorengréBe 0,2 um, sterilfiltriert und bei —20 °C aufbewahrt. Der optimale
Verdiinnungsfaktor der spiteren Gebrauchslésung wurde auf Leukozyten des peripheren
Blutes des Rindes mit Hilfe der Durchflulzytometrie (sieche Kapitel 3.1.6.4) bestimmt. Die
Gebrauchslosungen wurden entweder frisch in PBS, pH 7,4 angesetzt oder in sterilem

PBS-BSA (1 %), pH 7,4 iiber mehrere Monate bei 4 °C aufbewahrt.

3.1.4 Zellkulturmethoden

3.1.4.1 Verozellen

Verozellen wurden in Plastik-Zellkulturflaschen (Fa. Nunc) bei 37 °C, Wasserdampft-
sattigung und 5% CO, im Brutschrank kultiviert. Als Kulturmedium wurde das
Zellkulturmedium 1 verwendet. In regelmiBigen Abstinden wurden die Kulturen geteilt.
Hierzu wurde das Medium abgenommen, der Zellrasen mit 10 ml Hepes-Puffer gespiilt
und die Flissigkeit entfernt. AnschlieBend wurden je 5 ml Trypsin und Hepes-EDTA-
Puffer (0,2 %) in die Flasche pipettiert, leicht geschwenkt und die Flasche fiir 10-15

Minuten im Brutschrank inkubiert. Die Ablosung der Zellen wurde nach dieser Inkubation



Material und Methoden 31

mikroskopisch kontrolliert und die Zellsuspension in ein 50 ml-Rohrchen (Fa. Greiner)
iiberfiihrt. Die Zellkulturflasche wurde mit 10 ml Medium gewaschen und diese Fliissigkeit
der Zellsuspension hinzugefiigt. In einem Zentrifugationsschritt (7 min, 202 x g, RT)
wurden die Zellen pelletiert, anschlieBend der Uberstand dekantiert und die Zellen in 5 ml
Medium resuspendiert. Hiervon wurde ein Aliquot in die Zellkulturflasche zuriickgegeben,

mit Medium auf 10 ml aufgefiillt und die Zellen wieder im Brutschrank kultiviert.

3.1.4.2 BL-3-Zellen

Die Zellen der bovinen, leukdmischen Lymphoblasten Zelllinie BL-3 (ECACC-Nr.
86062401) wurden in Plastikflaschen (Fa. Greiner) bei 37 °C, Wasserdampfsattigung und
5% CO; kultiviert. Als Medium diente das Zellkulturmedium 2. Zweimal wdochentlich
wurden die Zellen in einem Verhéltnis von 1:10 bis 1:20 geteilt und die verbleibende

Zellsuspension erneut mit Medium aufgefiillt.

3.1.4.3 Hybridomzellen

Die Kultivierung von Hybridomzellen erfolgte in Petrischalen (Fa. Greiner) bei 37 °C, 5 %
CO,; und Wasserdampfsittigung im Brutschrank. Als Néhrmedium diente das
Zellkulturmedium 1. Zur Massenproduktion von mAk wurden die Hybridomzellen in einer
Zelldichte von 10°/ml in Roux-Flaschen ausgebracht und bis zum Absterben der Zellen
kultiviert. Die durch Zentrifugation (3291 x g, 10 min, 20 °C) gewonnenen Uberstinde
wurden bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert. Zur Gewinnung von Uberstinden
fiir die chromatographische Aufreinigung von Antikorpern wurden die Zellen in Medium

kultiviert, das mit 2% Ultroser®HY anstelle von 10 % FCS supplementiert wurde.

3.1.4.4 Isolierung und Kultur von bovinen PBMC

Von adulten weiblichen Rindern der Rasse Deutsch-Schwarzbunt der Lehr- und
Forschungsstation ,,Oberer Hardthof* der Justus-Liebig-Universitit GieBen wurde Vollblut
durch Punktion der Vena jugularis gewonnen und zur Gerinnungshemmung sofort mit Na-
Zitratlosung vermischt. Je 20 ml Zitratblut wurden mit 17 ml PBS-EDTA-Puffer gemischt
und vorsichtig tiber 12 ml Ficoll-Paque® in einem 50 ml Zentrifugenr6hrchen (Fa.
Greiner) geschichtet. AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation von 45 Minuten bei

800 x g mit ungebremstem Auslauf. Die PBMC-enthaltende Interphase und die Ficollphase



32 Material und Methoden

wurden abpipettiert, in neuen Rohrchen mit dem 3-fachen Volumen an PBS-EDTA-Puffer
gut gemischt und erneut zentrifugiert (249 x g, 8 min). Nach dem Dekantieren der
Uberstinde wurden die Zellen mit 10 ml Erythrozyten-Lyse-Reagenz versetzt und 5 min
inkubiert. Nach erneutem Zentrifugieren (202 x g, 7 min) folgten je ein Waschschritt in
PBS-EDTA und mit PBS. AnschlieBend wurden die Zellen in 3 ml Zellkulturmedium 5
aufgenommen und die Zellzahl durch Auszdhlung eines Aliquots der Zellsuspension
vermischt mit Trypanblau-Losung in einer Neubauer-Ziahlkammer bestimmt. Die Zellen
wurden in einer Dichte von 2,5 x 10° Zellen/150 pl pro Vertiefung in einer vorbereiteten
Mikrotiterplatte (F-Form, Fa. Nunc) ausplattiert und bei 37°C, 5% CO; und
Wasserdampfsittigung im Brutschrank iiber 96 Stunden inkubiert. Die Stimulation erfolgte
durch Zugabe von 5 pg/ml PHA-P. Die gesamte Priparation der Zellen wurde bei

Raumtemperatur durchgefiihrt.

3.1.5 Gewinnung boviner IEL

3.1.5.1 Herkunft des Probenmaterials

Die Materialgewinnung erfolgte am GieBener Schlachthof. Dort wurden 30-50 cm des
distalen Ileums adulter weiblicher Rinder der Rasse Deutsch-Schwarzbunt entnommen. Es

lagen keine Angaben iiber Haltung, Fiitterung oder Nutzung der Tiere vor.

3.1.5.2 Vorversuche zur Optimierung der Methodik

Vorversuch 1

Ziel des ersten Vorversuchs war es, eine Methode zu finden, die die Isolierung moglichst
vieler Zellen mit einem hohen Anteil an Leukozyten ermdglicht. Deshalb wurden
verschiedene Priparationsformen und der EinfluB unterschiedlicher Puffer miteinander
verglichen.

Es wurden ca. 50 cm distales Ileum auf dem GieBener Schlachthof entnommen und mit
Hilfe einer Pinzette die luminale Seite nach auflen gezogen. Das Darmstiick wurde unter
flieBendem kaltem Wasser von Darminhalt befreit und fiir 15 Minuten in PBS mit 1mM
Dithiothreit (DTT) bei Raumtemperatur inkubiert. Aus dem Uberstand wurde eine Probe

zur Identifizierung abgeloster Zellen entnommen.
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Tabelle 1: Aufbereitung der verschiedenen Probensticke zur vergleichenden Analyse

unterschiedlicher Inkubationsbedingungen

Inkubationsbedingungen

Probe Puffer Puffer- Vortexen Puffer-
wechsel zusatz
1. Darmstiick PBS-AB-EDTA, alle 10 - I mM DTT
abgebunden 15 ml Minuten
2. Darmstiick PBS-AB-EDTA, alle 10 - -
abgebunden 15 ml Minuten
3. Darmstiick PBS-AB-EDTA, alle 10 vor jedem Puffer- 1 mM DTT
abgebunden 15 ml Minuten wechsel 15 s
4. Darmstiick PBS-AB-EDTA, alle 10 vor jedem Puffer- -
abgebunden 15 ml Minuten wechsel 15 s
5. Darmstiick PBS-AB, 15 ml alle 10 vor jedem Puffer- -
abgebunden Minuten wechsel 15 s
6. Mukosa PBS-AB-EDTA, - - 1 mM DTT
20 ml
7. Mukosa PBS-AB-EDTA, - - -
20 ml
8. Mukosa PBS-AB-EDTA, - 3 Minuten 1 mM DTT
20 ml
9. Mukosa PBS-AB-EDTA, - 3 Minuten -
20 ml
10. Mukosa PBS-AB, 20 ml - 3 Minuten -

Anschliefend wurde das Ileum in 10 jeweils 5 cm lange Stiicke geschnitten. Die Hélfte der

Stiicke wurde mit PBS gefiillt und an beiden Enden abgebunden. Die restlichen Stiicke

wurden der Linge nach aufgeschnitten und mit Hilfe eines seitlich in einem Winkel von

45 ° vorwirtsbewegten Objekttrigers die Mukosa von der darunterliegenden Tela

submucosa getrennt. Mit einem Messer wurde die Mukosa dann in Quadrate einer

Kantenlinge von ca. 3 mm geschnitten. Die Darm- bzw. Mukosastiicke wurden
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anschlieend in 50 ml Zentrifugenrohrchen verbracht und 30 Minuten bei 37 °C wie in
Tabelle 1 beschrieben behandelt.

AnschlieBend wurden alle Uberstinde entnommen bzw. die durch Pufferwechsel
entstandenen Uberstiinde der abgebundenen Darmstiicke eines Ansatzes vereinigt, iiber
Nylonwatte filtriert und die gewonnene Zellzahl durch Auszdhlung eines Aliquots der
Zellsuspension gemischt mit Trypanblau-Losung in einer Neubauer-Zihlkammer
bestimmt. Der Anteil von Leukozyten an der Gesamtzellsuspension wurde
durchflusszytometrisch anhand der Oberfldchenexpression von Antigenen bestimmt (siche
Kapitel 3.1.6.4). Die Analyse des Prozentsatzes PI positiver Zellen innerhalb der
Gesamtzellsuspension ermoglichte eine Aussage lber die Vitalitit der gewonnenen

Zellsuspension.

Vorversuch 2

Die Auswertung der Parameter Zellzahl, Vitalitit und Zellzusammensetzung des
Vorversuchs 1 lieB es sinnvoll erscheinen, drei der angewandten Methoden genauer
miteinander zu vergleichen. Fiir den zweiten Inkubationsschritt (ohne DTT) wurde bei
allen drei Methoden PBS-AB-EDTA als Puffer benutzt.

Das Probenmaterial wurde wie unter Kapitel 3.1.5.1 beschrieben entnommen, im
Schlachthof mit einer Pinzette die luminale Seite nach auflen gezogen und unter
flieBendem kalten Wasser von Darminhalt befreit. Der 15 Minuten dauernde Transport ins
Labor erfolgte in 500 ml PBS (8 °C) in einem Erlenmeyerkolben (1000 ml). Dort wurde
das Ileum in PBS unter Zusatz von 1mM DTT fiir 20 Minuten bei 37 °C im
Schiittelwasserbad inkubiert. AnschlieBend wurden drei verschiedene

Inkubationsbedingungen vergleichend untersucht:

1. Darm abgebunden, Inkubation fiir 25 Minuten in 150 ml PBS-AB-EDTA-Puffer in
einem Erlenmeyerkolben (500 ml)

2. Darm abgebunden, Inkubation fiir 15 Minuten in 150 ml PBS-AB-EDTA-Puffer in
einem Erlenmeyerkolben (500 ml), anschlieend 2 Minuten gevortext

3. Mukosa abgelost und in Stiicke zerschnitten, Inkubation fiir 20 Minuten in 3
Zentrifugenrohrchen (50 ml, Fa. Greiner) mit jeweils ca. 45 ml PBS-AB-EDTA-

Puffer, anschliefend 3 Minuten gevortext
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Die gewonnenen Zellsuspensionen wurden iiber Nylonwatte filtriert, die Filtrate in
Zentrifugenrdhrchen (50 ml, Fa. Greiner) aufgefangen und zentrifugiert (202 x g, 7 min,
RT). Nach Dekantieren des Uberstandes wurden alle Zellen eines Inkubationsansatzes in
40 ml PBS-EDTA resuspendiert und zentrifugiert (202 x g, 7 min, RT).

Nach erneutem Dekantieren der Uberstinde wurden die einzelnen Zellpellets in 25 ml
Percoll der Dichte 6=1,06088 g/ml (Dichte eingestellt mit PBS-EDTA-Puffer)
resuspendiert und in einem Zentrifugenrohrchen (50 ml, Fa. Greiner) auf 10 ml Percoll der
Dichte 06=1,08928 g/ml (Dichte eingestellt mit PBS-EDTA-Puffer) geschichtet.
AnschlieBend wurde die zellhaltige Suspension mit 10 ml L-15 Leibowitz-Medium
tiberschichtet und die R6hrchen zentrifugiert (804 x g, 20 min, RT, Beschleunigung Stufe 3
von 9 moglichen, Verzogerung Stufe 1 von 9 moglichen). Wéahrend dieser
Dichtegradientenzentrifugation bildeten sich drei verschiedene zellhaltige Schichten aus,
die anschlieBend alle getrennt geerntet wurden. Die oberste Zellschicht (a) befand sich
zwischen L-15 Leibowitz-Medium und Percoll der Dichte 6=1,06088 g/ml. Die zweite
Zellschicht (b), in der die IEL vermutet wurden, war zwischen Percoll der Dichte
6=1,06088 g/ml und Percoll der Dichte 6=1,08928 g/ml zu finden.

Unterhalb von Percoll der Dichte 6=1,08928 g/ml konnten pelletierte Zellen (c) geerntet
werden. Alle geernteten Zellen wurden zentrifugiert (202 x g, 7 min, RT), die Uberstiinde
dekantiert, in 40 ml PBS-EDTA-Puffer resuspendiert und erneut zentrifugiert (202 x g,
7 min, RT). AnschlieBend wurden die Zellen in jeweils 35 ml PBS-EDTA-Puffer
resuspendiert, die Zellzahl durch Auszéhlung eines Aliquots der Zellsuspension vermischt
mit Trypanblau-Losung in einer Neubauer-Zihlkammer bestimmt und die

Oberflédchenexpression von Antigenen im Durchflusszytometer analysiert.

Vorversuch 3

Die Auswertung des Vorversuchs 2 zeigte, dass durch Ablésen der Mukosa eine grof3e
Anzahl vitaler Zellen zu gewinnen war. Allerdings entsprach der Phinotyp der Zellen nicht
der aus der Literatur bekannten Antigenexpression von IEL. Deshalb wurde diese
Praparationsmethode nochmals vergleichend zu einer weiteren Methode, die ebenfalls ein
mechanisches Herauslosen der Zellen durch vortexen beinhaltet, untersucht.

Das Ileum wurde wie bereits beschrieben entnommen, ins Labor transportiert und dort
unter Zusatz von DTT in PBS-Puffer inkubiert (sieche Vorversuch 2). AnschlieBend wurde
das Darmstiick in zwei ca. 15 cm lange Teile geschnitten und entweder in ca. 0,5 cm breite

Streifen zerschnitten oder die Mukosa wie unter Vorversuch 1 bereits beschrieben von der
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Submukosa getrennt. Das erhaltene Material wurde in jeweils drei mit 40 ml PBS-AB-
EDTA-Puffer gefiillte Zentrifugenréhrchen (50 ml, Fa. Greiner) gegeben und fiir 20
Minuten im Schiittelwasserbad bei 37 °C unter Schwenken inkubiert. Anschlieend
wurden die Rohrchen bei maximaler Drehzahl fiir 2 Minuten gevortext. Die nachfolgende
Aufreinigung der Zellen erfolgte wie bereits unter Vorversuch 2 beschrieben. Es wurden
die Oberfldchenexpression von Antigenen der drei verschiedenen Zellfraktionen des
Dichtegradienten und der relative Anteil epithelialer Zellen an der Gesamtzellmenge der

einzelnen Fraktionen durchflusszytometrisch ermittelt.

Vorversuch 4

Die Analyse der Ergebnisse des Vorversuchs 3 liel die Methode, [leum in ca. 0,5 cm breite
Streifen zu schneiden, als geeignet erscheinen, eine gro3e Menge vitaler IEL zu gewinnen.
Um die Reproduzierbarkeit dieser Methode und die Funktionalitit der isolierten Zellen zu
tiberpriifen, wurden noch weitere drei Priaparationen von unterschiedlichen Tieren, wie in
Vorversuch 3 beschrieben, durchgefiihrt. Die zwischen den beiden Percollphasen
lokalisierten Zellen wurden anschlieBend beziiglich der Oberflichenexpression von
Antigenen analysiert und in einem Test auf die Aktivitit , Natiirlicher Killerzellen*

eingesetzt.

3.1.5.3 Praparation ilealer IEL fiir weiterfiihrende Untersuchungen

Die in den Vorversuchen ermittelte Methode der Isolation von IEL wurde fiir die
weiterfilhrenden Untersuchungen leicht modifiziert und dann fiir alle Versuche wie folgt
durchgefiihrt:

Auf dem Gielener Schlachthof wurde von adulten, weiblichen Schlachtrindern der Rasse
Deutsch-Schwarzbunt ca. 30-50 cm Ileum entnommen, der Darminhalt herausgestrichen,
der Darm duBerlich von Fett befreit, einmal der Lénge nach durchgeschnitten und
restlicher Darminhalt mit kaltem Leitungswasser abgespiilt. Der 10miniitige Transport ins
Labor erfolgte in gekiihltem PBS-Puffer (8 °C). Dort wurde das Gewebe bei 37 °C im
Schiittelwasserbad in PBS-Puffer mit 1 mM 1,4 DTT (Fa. Roth) zur Auflosung des Mukus
unter bestdndigem Schwenken fiir 25 Minuten in einem Erlenmeyerkolben (1000 ml)
inkubiert. Anschlieend wurde der Darm unter Schonung der Peyer’'schen Platten in ca. 0,5
cm breite Streifen geschnitten. Diese wurden in drei mit je 35 ml PBS-AB-EDTA-Puffer
gefiillte 50 ml-Réhrchen (Fa. Greiner) verbracht und bei 37 °C fiir 20 Minuten im
Schiittelwasserbad geschwenkt. Um die Ablosung der oberen Epithelzellschicht zu
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unterstiitzen, wurden die 50 ml-Réhrchen ergénzend fiir je zwei Minuten bei maximaler
Drehzahl gevortext. Die entstehende Zellsuspension wurde iiber zuvor mit 15 ml PBS-AB-
EDTA-Puffer befeuchtete sterile Nylonwatte (Fa. Biotest) gegeben, um grobe Gewebereste
zu entfernen. Die Watte wurde mit weiteren 10 ml PBS-AB-EDTA-Puffer gewaschen. Das
Filtrat wurde erneut in drei 50 ml-Réhrchen aufgefangen, zentrifugiert (8 min, 202 x g,
RT) und der Uberstand dekantiert. Die Trennung der IEL von den anderen im Filtrat
vorkommenden Zellen erfolgte iiber eine Dichtegradientenzentrifugation. Hierzu wurde
Percoll (6=1,124g/1, Fa. Biochrom) fiir jeden Versuch frisch mit PBS-EDTA-Puffer in
zwei verschiedenen Dichten angemischt. Die Losungen hatten eine Dichte von 6=1,08928
g/ml und 6=1,06088 g/ml. In ein 50 ml-Rohrchen (Fa. Greiner) wurden zunédchst 10 ml der
Percolllosung hoherer Dichte gegeben und diese mit den in 25 ml Percolllésung geringerer
Dichte resuspendierten Zellen iiberschichtet. Anschlieend wurden 10 ml L-15 Leibowitz-
Medium {iber die zellhaltige Phase geschichtet. Die Trennung erfolgte in einem
Zentrifugationsschritt (20 min, 804 x g, RT, Beschleunigung Stufe 3 von 9 moglichen,
Verzogerung Stufe 1 von 9 mdglichen). Die IEL befanden sich nach der Zentrifugation
zwischen den beiden Percollphasen unterschiedlicher Dichte und wurden vorsichtig
geerntet. Nach zwei weiteren Waschschritten mit je 25 ml PBS-EDTA-Puffer
(Zentrifugation 7 min, 202 x g, RT) wurde die Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammer
ermittelt, die Zellen nochmals zentrifugiert (7 min, 202 x g, RT) und abhédngig vom
Verwendungszweck der IEL auf die jeweils benétigte Zelldichte in Zellkulturmedium 3
bzw. Zellkulturmedium 4 eingestellt.

Um beurteilen zu konnen, welche Zellschichten sich durch diese Methode 16sen, wurden
bei 10 Préparationen jeweils Teile der untersuchten Proben direkt im Schlachthof bzw.
direkt nach Préparation entnommen und in 32 %igem Formalin fixiert. Diese Stiicke
wurden anschliefend freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. E. Burkhardt aus dem Institut
fiir Veterindr-Pathologie der Justus-Liebig-Universitit Gieflen als Paraffinschnitt nach
Standardmethoden aufgearbeitet, histologische Objekttrigerpriparate hergestellt und diese
mit Himatoxylin-Eosin gefarbt.

Die Préparation von IEL aus dem Zidkum oder Kolon erfolgte nach dem identischen

Isolationsschema.
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3.1.6 Phénotypische Untersuchungen an IEL

Die durchflusszytometrischen Messungen wurden mit einem EPICS™ Elite Analyser der
Fa. Beckman-Coulter durchgefiihrt. Dieser war ausgestattet mit einem 488 nm Argonlaser
und einer Filterkombination von 488 nm, 525nm, 575nm und 630nm. Die
Grundeinstellungen der Messprotokolle wurden in Vorversuchen ermittelt, abgespeichert
und fiir alle weiteren Messungen verwendet. Die Negativkontrolle wurde fiir jeden
Versuch neu bestimmt. Es wurden jeweils 5000 Ereignisse je Probe gemessen und diese
Ereignisse als ,,Gesamtzellen* definiert. Die IEL wurden anhand des ermittelten Vorwirts-

und Seitwirtsstreulichtes verschiedenen Populationen zugeordnet.

3.1.6.1 Morphologie der isolierten Zellsuspension

Nach Préparation der Zellen wurden diese hinsichtlich ihrer Gréfe (=Vorwirtsstreulicht,
FS) und Granularitdt (= Seitwértsstreulicht, SS) untersucht. Es gab nur eine distinkte
Population. Abbildung 3 veranschaulicht die Zuweisung eines Aquisitionsfensters zu
dieser Population. Die Zellen sind charakterisiert durch dhnliche GroBe und Granularitit,
belegt durch ein vergleichbares Verhalten im Vorwérts- und Seitwértsstreulicht des
Durchflusszytometers. Die Ansammlung sehr kleiner und kaum granulierter Partikel
unterhalb des Aquisitionsfensters enthdlt neben toten Zellen auch Zelltriimmer. Eine
zuverldssige Analyse dieser Bestandteile ist nicht mehr moglich. Deshalb werden diese

Partikel von der weiteren Untersuchung ausgeschlossen.
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TULS

Vorwirtsstreulicht

u] 1023
Seitwirtsstreulicht

Abb. 3: Durchflusszytometrisch bestimmte Morphologie der untersuchten Zellsuspension.
Darstellung des den Lymphozyten anhand der Parameter Vorwirts- und Seitwirtsstreulicht

zugewiesenen Agisitionsfensters, reprisentative Darstellung einer Zellpriparation

3.1.6.2 Verwendete monoklonale Antikorper

Fir den Nachweis von oberflichenexprimierten Antigenen wurden verschiedene
Antikorper verwendet, die in Tabelle 2 dokumentiert sind. Sie lagen z. T als
Aszitesfliissigkeit (Antikdrper bezogen von VMRD, Inc.) und teilweise als
Zellkulturiiberstand (ZK-Uberstand) (siehe Kapitel 3.1.4.3) vor. Die Hybridomzelllinie
13C4 wurde von ATCC (CRL 1794) bezogen. Die murinen Hybridomzelllinien IL-A 43,
IL-A 11, IL-A 57, IL-A 105, IL-A 29, IL-A 30, IL-A 65, IL-A 24, IL-A 88, IL-A 118, J11,
IL-A 111, IL-A 77, IL-A 79 und IL-A 96 wurden freundlicherweise von J. Naessens PhD.,
International Livestock Research Institute, Nairobi, Kenia zur Verfiigung gestellt.

Die Zellkulturiiberstinde der Linien IL-A 105, IL-A 111, IL-A 29 und J11 wurden
aufgereinigt und biotinyliert. Sie lagen als konzentrierte Antikdrperlosung in PBS vor
(siehe Kapitel 3.1.3). Bei bovinem Zytokeratin handelt es sich um ein intrazellulédres

Antigen.

3.1.6.3 Probenvorbereitung fiir die Dreifarbenfluoreszenz

Es erfolgte die gleichzeitige Detektion von zwei Oberflichenantigenen und eine

Untersuchung auf die Durchldssigkeit der Zellmembran fiir PI.
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10.
11.
12.

13

14.
15.

16.

Einsetzen von 2.5x 10° Zellen/Vertiefung in eine Mikrotiterplatte (V-Form, Fa.
Greiner)

Zentrifugation (137,5 x g, 7 min, 4 °C), dekantieren des Uberstandes

Resuspendieren des Zellpellets in je 50 ul antikdrperhaltiger Fliissigkeit (siche Tabelle
2)

Inkubation fiir 30 Minuten auf Eis im Dunkeln

Zentrifugation (137,5xg, 7min, 4°C), dekantieren des Uberstandes und
resuspendieren der Zellen in 100 ml PBS-BSA-Azid, Zentrifugation (137,5 x g, 7 min,
4 °C), dekantieren des Uberstandes

Zugabe des ersten sekundéren, mit FITC konjugierten, Antikorpers (anti-Maus I1gG, -
Ketten spezifisch, Fa. Medac, 1:100 verdiinnt in PBS-BSA-Azid) in 50 ul PBS-BSA-
Azid mit 2 pg/ml PI

Inkubation fiir 30 Minuten auf Eis im Dunkeln

Zentrifugation (137,5 x g, 7 min, 4 °C), dekantieren des Uberstandes, resuspendieren
des Zellpellets in 150 pl eines unspezifischen IgG Antikorpers, Klon 1E8 (erkennt den
C-Terminus des Alpha-Toxins von Clostridium perfringens), Inkubation fiir 30
Minuten auf Eis im Dunkeln

Zentrifugation (137,5 x g, 7 min, 4 °C), dekantieren des Uberstandes, Zugabe des
zweiten priméren Antikorpers als antikorperhaltige Fliissigkeit (siehe Tabelle 2)
Inkubation fiir 30 Minuten auf Eis

Zentrifugation (137,5 x g, 7 min, 4 °C), dekantieren des Uberstandes

Waschen der Zellen in 100 pl PBS-BSA-Azid, Zentrifugation (137,5 x g, 7 min, 4 °C),

dekantieren des Uberstandes

. Zugabe des zweiten sekundiren, mit PE konjugierten, Antikrpers (anti-Ratte IgM, p-

Ketten spezifisch, Fa. Immunotech, 1:200 verdiinnt in PBS-BSA-Azid oder
Streptavidin-PE, Fa. dianova, 1:100 verdiinnt in PBS-BSA-Azid), geldst in 50 pul PBS-
BSA-Azid mit 2pg/ml PI

Inkubation fiir 30 Minuten auf Eis

Zentrifugation (137,5 x g, 7 min, 4 °C), dekantieren des Uberstandes und anschlieBend
zweimaliges Waschen der Zellen in je 100 pul PBS-BSA-Azid

Aufnehmen der Zellen mit je 50 pl PBS-BSA-Azid, liberfiihren in ein Mefr6hrchen
mit 200 ul PBS-BSA-Azid, Messung
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Tabelle 2: Herkunft und Verdinnung der verwendeten monoklonalen Antikérper gegen

Oberflichenantigene sowie gegen Zytoskelettbestandteile boviner Zellen

verwendete Antikorperlosung/

2,5x 10° Zellen

erkanntes Zelllinie/Material
Antigen
CD2 IL-A 43/ZK-Uberstand
CD3 MM1A/Maus-Aszites
CD4 IL-A 11/ZK-Uberstand
CD6 IL-A 57/ZK-Uberstand
CD8a IL-A 105/ZK-Uberstand
CDS§p BATS82A/Maus-Aszites
TcR1-N12 CACT61A/Maus-Aszites
TcRI1-N7 CACTBS81A/Maus-Aszites
TcR1-N6 CACTB6A/Maus-Aszites
WCl1 IL-A 29/ZK-Uberstand
oberfl. IgM IL-A 30/ZK-Uberstand
CD21 IL-A 65/ZK-Uberstand
Meo.Diff.Ag IL-A 24/ZK-Uberstand
CD44 IL-A 118/ ZK-Uberstand
MHC I IL-A 88/ZK-Uberstand
MHC II J11/ZK-Uberstand
ACT2 CACT26A/Maus-Aszites
CD25 IL-A 111/ZK-Uberstand
CD71 IL-A 77/ZK-Uberstand
wC8 IL-A 79/ZK-Uberstand
WC9 IL-A 96/ZK-Uberstand
Zytokeratin C-11/ZK-Uberstand FITC-konj.
CD77 38.13/aufg. ZK-Uberstand
anti-StxB1 13C4/ZK-Uberstand

50 pl ZK-Uberstand
50 pl (1:100 in PBS-BSA-Azid)
50 u ZK-Uberstand
50 pl ZK-Uberstand
50 ul ZK-Uberstand; biotinyliert
50 ul (1:50 in PBS-BSA-Azid)
50 pul (1:500 in PBS-BSA-Azid )
50 pul (1:300 in PBS-BSA-Azid)
50 pl (1:300 in PBS-BSA-Azid)
50 ul (1:700 in PBS-BSA-Azid)
50 ul ZK-Uberstand; biotinyliert
50 pl (1:400 in PBS-BSA-Azid)
50 u ZK-Uberstand
50 pl ZK-Uberstand
50 ul ZK-Uberstand
50 ul ZK-Uberstand
100 ul ZK-Uberstand
50 ul ZK-Uberstand; biotinyliert
50 l (1:400 in PBS-BSA-Azid)
50 pl (1:400 in PBS-BSA-Azid)
50 ul ZK-Uberstand; biotinyliert
50 pl (1:400 in PBS-BSA-Azid)
50 ul ZK-Uberstand
50 ul ZK-Uberstand
50 pl ZK-Uberstand
50 pl (1:40 in PBS-BSA-Azid )
50 ul (1:10 in PBS-BSA-Azid )
50 pl (45 pg/ml in PBS-BSA-Azid)

aufg. = aufgereinigt
Mo.Diff.Ag = Makrophagendifferenzierungsantigen

oberfl. = oberflichenstindiges

CD = Cluster of differentiation
WC = Workshop cluster

konj. = konjugiert
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3.1.6.4 Probenvorbereitung fiir die Zweifarbenfluoreszenz

Fir die Zweifarbenfluoreszenz wurde die Inkubationszeit der Zellen in den Schritten 4 und

7 auf 20 Minuten verkiirzt, die Schritte 8-14 entfallen. Im Schritt 6 wurden alle genannten

sekundédren Antikorper bzw. das Streptavidin-PE-Konjugat eingesetzt.

3.1.6.5 Probenvorbereitung fiir Bindungsstudien im Rahmen einer Zwei- bzw. Drei-

farbenfluoreszenz

Fiir Bindungsstudien wurde die Probenvorbereitung zur Dreifarbenfluoreszenz wie folgt

modifiziert.

wok wD

10.

11

12.

Einsetzen von 2,5x 10° Zellen/Vertiefung in eine Mikrotiterplatte (V-Form, Fa.
Greiner)

Zentrifugation (137,5 x g, 7 min, 4 °C), dekantieren des Uberstandes

Resuspendieren des Zellpellets in je 50 ul PBS-BSA-Azid mit 30 pg/ml rStxB1
Inkubation fiir 30 Minuten auf Eis im Dunkeln

Zentrifugation (137,5xg, 7min, 4°C), dekantieren des Uberstandes und
resuspendieren der Zellen in 100 ul PBS-BSA-Azid, Zentrifugation (137,5 x g, 7 min,
4 °C), dekantieren des Uberstandes

Resuspendieren des Zellpellets in je 50 ul PBS-BSA-Azid mit 45 pg/ml anti-StxB1
Inkubation fiir 30 Minuten auf Eis im Dunkeln

Zentrifugation (137,5 x g, 7 min, 4 °C), dekantieren des Uberstandes, resuspendieren
der Zellen in 100 ul PBS-BSA-Azid, Zentrifugation (137,5x g, 7 min, 4 °C),
dekantieren des Uberstandes

Zugabe des ersten sekundéren, mit FITC konjugierten, Antikorpers (anti-Maus IgG, -
Ketten spezifisch, Fa. Medac, 1:100 verdiinnt in PBS-BSA-Azid) in 50 pul PBS-BSA-
Azid mit 2 pg/ml PI

Inkubation fiir 30 Minuten auf Eis im Dunkeln

. Zentrifugation (137,5 x g, 7 min, 4 °C), dekantieren des Uberstandes, resuspendieren

des Zellpellets in 150 pl eines unspezifischen IgG Antikorpers, Klon 1ES8 (erkennt den
C-Terminus des Alpha-Toxins von Clostridium perfringens), Inkubation fiir 30
Minuten auf Eis im Dunkeln

Zentrifugation (137,5x g, 7 min, 4 °C), dekantieren des Uberstandes, Zugabe des
zweiten primdren Antikorpers als antikorperhaltige Fliissigkeit (siehe Tabelle 2)
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13. Inkubation fiir 30 Minuten auf Eis

14. Zentrifugation (137,5 x g, 7 min, 4 °C), dekantieren des Uberstandes

15. Waschen der Zellen in 100 ul PBS-BSA-Azid, Zentrifugation (137,5 x g, 7 min, 4 °C),
dekantieren des Uberstandes

16. Zugabe des sekundiren, mit PE konjugierten, Antikorpers (anti-Ratte IgM, u-Ketten
spezifisch, Fa. Immunotech 1:200 verdiinnt in PBS-BSA-Azid oder Streptavidin-PE,
Fa. dianova, 1:100 verdiinnt in PBS-BSA-Azid), gelost in 50 ul PBS-BSA-Azid mit 2
png/ml PI

17. Inkubation fiir 30 Minuten auf Eis

18. Zentrifugation (137,5 x g, 7 min, 4 °C), dekantieren des Uberstandes und anschlieBend
zweimaliges Waschen der Zellen in je 100 pl PBS-BSA-Azid

19. Aufnehmen der Zellen mit je 50 pul PBS-BSA-Azid, {liberfiihren in ein Mefr6hrchen
mit 200 pul PBS-BSA-Azid, Messung

War nur die Bindung von rStxB1 an die Zellen Gegenstand der Untersuchung, entfielen die

Schritte 11-17.

3.1.6.6 Nachweis intrazelluliren Zytokeratins

Zum Nachweis intrazelluldren Zytokeratins wurden 2,5 x 10° Zellen/Vertiefung in eine
Mikrotiterplatte (V-Form, Fa. Greiner) eingesetzt und zunichst fixiert und anschlieend
permeabilisiert. Die Fixation erfolgte iiber einen Zeitraum von 30 Minuten bei RT in
100 pl 2 % Paraformaldehyd (PFA) (50 ul PBS + 50 pl Fixierungsreagenz mit 4 % PFA in
PBS). AnschlieBend wurden die Zellen zentrifugiert (7 min, 4 °C, 137,5xg), der
Uberstand dekantiert, die Pellets in je 100 pl PBS-BSA-Azid resuspendiert und erneut
zentrifugiert (7 min, 4 °C, 137,5 x g). Nach Dekantieren des Uberstandes wurden die
Zellpellets in 100 pl Permeabilisierungsreagenz (Digitonin 0,005 % in PBS)
aufgenommen, iiber 10 Minuten bei RT inkubiert und zentrifugiert (7 min, 4 °C,
137,5 x g). Es folgte eine zweimalige Waschung der Zellen in je 100 pul PBS-BSA-Azid.
AnschlieBend wurden die Zellen in 50 pl PBS-BSA-Azid mit FITC-konjugiertem anti-
Zytokeratin Antikorper resuspendiert, iiber 30 Minuten auf Eis inkubiert und zentrifugiert
(7 min, 4 °C, 137,5 x g). Der Uberstand wurde dekantiert und die Zellen noch zweimal mit
PBS-BSA-Azid gewaschen und in MeBrohrchen iiberfiihrt.
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3.1.7 Funktionelle Untersuchungen an IEL

3.1.7.1 Bestimmung der induzierten Transformation nach in vitro Kultur

IEL wurden iiber drei Tage bei 37°C, 5% CO, und Wasserdampfséttigung in
Zellkulturmedium 3 supplementiert mit verschiedenen Stimulantien in Mikrotiterplatten
(F-Form, Fa. Nunc) im Dreifachansatz inkubiert. Kontrollansitze enthielten 200 U/ml
rekombinantes humanes IL-2 (rhulL-2) und die in Tabelle 3 aufgefiihrten Stimulantien. In
den Ansédtzen mit Stx1 waren zusitzlich 200 CDso/ml Stx1, in den Anséitzen mit Stx1 und
anti-StxB1 je 200 CDso/ml Stx1 und 1,5 pg/ml anti-StxB1 enthalten. Toxin und anti-StxB1
wurden mindestens 90 Minuten vor der Zellzugabe bei RT miteinander vorinkubiert.

Nach drei Tagen wurden die Zellen geerntet, in MeBrohrchen fiir die Zytometrie verbracht
und dort mit 200 pl PBS-BSA-Azid gemischt. Bis zum Zeitpunkt ihrer Messung wurden
die Proben auf Eis gelagert. Im Durchflusszytometer wurden sie anhand ihres Vorwiérts-
und Seitwértsstreulichtes charakterisiert. Es waren eine subvitale Population, eine
Population der vitalen non-Blasten und eine Population der zu Blasten transformierten
Zellen zu unterscheiden (siche Abb. 4), deren relativer Anteil an der Gesamtmenge der

Zellen bestimmt wurde. Insgesamt wurden 5000 Zellen pro Ansatz analysiert.

vitale, zuBlasten
transformierten Zellen

vitale non-Blasten \

A.j

;' subvitalenon-Blasten

Vorwirtsstreulicht

0 1023
Seitwértsstreulicht

Abb. 4: Durchflusszytometrische Charakterisierung von IEL-Suspensionen anhand des
Vorwirts- und des Seitwirtsstreulichtes. Darstellung der den vitalen non-Blasten bzw. Blasten

zugewiesenen Aquisitionsfenster; repriasentative Darstellung einer Zellpraparation
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Tabelle 3: Ubersicht Uber die verschiedenen untersuchten Stimulantien und Angabe der

verwendeten Konzentrationen

Stimulans Konzentration Stimulans Konzentration
ConA 2,5 pg/ml PHA-P und 2,5 pg/ml
PMA 20 ng/ml
PWM 2,5 pg/ml ConA und 2,5 pg/ml
Ionomycin 500 ng/ml
PHA-P 2,5 pg/ml PWM und 2,5 pg/ml
Ionomycin 500 ng/ml
PMA und 5 ng/ml PHA-P und 2,5 ng/ml
Ionomycin 500 ng/ml Ionomycin 500 ng/ml
PWM und 2,5 pg/ml
PMA 20 ng/ml

3.1.7.2 Untersuchung der Antigenexpression von IEL in Abhingigkeit von Stx1 oder

Stx1 und anti-StxB1 nach in vitro Kultur und Datenanalyse

IEL wurden iiber drei Tage kultiviert (siche Kapitel 3.1.7.1). Als Stimulans wurde in allen
Ansdtzen PHA-P (c = 2,5 pg/ml) verwendet. Im Anschluss an die Inkubation wurde die
Oberflichenexpression von Antigenen durchflusszytometrisch untersucht. Der Nachweis
der Oberfachenantigene erfolgte wie in Kapitel 3.1.5 beschrieben.

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms SigmaStat, Version 2.03,
der Fa. SPSS. Da die Daten nicht normalverteilt waren, wurde eine logl10 Transformation
durchgefiihrt. Ergab die anschlieBende einfaktorielle Varianzanalyse mit MeBBwiederholung
einen Unterschied zwischen den verschiedenen Ansdtzen von <0,05, wurde eine

Signifikanzanalyse unter Verwendung des Student-Newman-Keuls-Testes durchgefiihrt.
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3.1.7.3 Durchflusszytometrische Messung der NK-Aktivitiit

3.1.7.3.1 Priparation von Zielzellen

Um durchflusszytometrisch eine Unterscheidung der Zielzellen von den Effektorzellen zu
ermOglichen, wurden die als Zielzellen verwendeten BL-3-Zellen leicht modifiziert nach
der Methode von Chang et al. (26) am Vortag des Versuches mit dem Farbstoff 3,3'-
Dioctadecyloxacarbocyanin-Perchlorat (DiO, Molecular Probes) markiert. Hierzu wurden
1 x 10° Zellen in 2 ml Medium, erginzt mit 10 pl DiO (c¢(DiO) = 2,5 mg/ml in DMSO),
resuspendiert und in einem 50 ml Zentrifugenrohrchen (Fa. Greiner) fiir 4 Stunden im
Wirmeraum bei 37 °C unter kontinuierlichem Schwenken (120 rpm) inkubiert.
Anschliefend wurden die Zellen zweimal in je 10 ml PBS gewaschen (Zentrifugation 7
Minuten, 202 x g, RT), in 2 ml Zellkulturmedium 2 resuspendiert und iiber Nacht bei
37 °C, 5 % CO; und Wasserdampfsittigung im Brutschrank inkubiert. Kurz vor Ansetzen
des NK-Testes erfolgte nochmals eine dreimalige Waschung der BL-3-Zellen und nach
Einstellung der Zellzahl mit Hilfe der Neubauer-Zéhlkammer wurden die Zellen erneut in

2 ml Medium pro 1 x 10° Zellen aufgenommen.

3.1.7.3.2 Durchfiihrung des NK-Aktivititstests mit frisch isolierten IEL

In verschiedenen  Verdinnungsstufen (1 x 10°  Zellen/Vertiefung, 3,3 x 10’
Zellen/Vertiefung, 1,1 x 10° Zellen/Vertiefung, 3,7 x 10* Zellen/Vertiefung und 1,2 x 10*
Zellen/Vertiefung) wurden je 200 pl frisch isolierte IEL, suspendiert in Zellkulturmedium
3 als Effektorzellen im Dreifachansatz in eine Mikrotiterplatte (F-Form, Fa. Nunc, 96
Vertiefungen), ausgesit. AnschlieBend wurden zu jedem Ansatz 1 x 10* DiO-geféirbte BL-
3-Zellen, suspendiert in 20 pl Zellkulturmedium 2, als Zielzellen zugegeben, so dass
I[EL:BL-3 in einem Verhiltnis von 100:1, 33:1, 11:1, 3,7:1 und 1,2:1 vorlagen. Zur
Kontrolle des normalen Zelltodes der Zielzellen dienten DiO-gefirbte BL-3-Zellen, die in
20 pl Zellkulturmedium 2 resuspendiert und in zusétzlichen 200 pl Zellkulturmedium 3
inkubiert wurden (Negativkontrolle). Nach 18 h bei 37°C, 5% CO, und
Wasserdampfsittigung wurde der Aktivitdtstest durch Verbringen der Proben auf Eis
abgestoppt. Die Zellen wurden aus der Platte entnommen und in je 200 pl PBS mit 2 pg/ml
PI suspendiert (4 °C).
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3.1.7.3.3 Durchfiihrung des NK-Aktivititstests nach Stx1-Exposition der IEL

IEL wurden direkt nach Priparation in einer Multischale (6 Vertiefungen, Fa. Nunc) bei
37°C, 5% CO, und Wasserdampfsittigung in einer Konzentration von 2,5x 10°
Zellen/150 pl Kulturmedium in einem Gesamtvolumen von 5-10 ml Kulturmedium im
Brutschrank inkubiert. In drei verschiedenen Ansédtzen wurden die Zellen mit NaCl, mit
200 CDsp/ml Stx1 oder mit 200 CDsp/ml Stx1 und 1,5 pg/ml anti-StxB1 (Stx1 und anti-
StxB1 wurden 90 Minuten bei RT vorinkubiert) versetzt. Nach 24 Stunden wurde in dem
Ansatz mit Stx1 aber ohne anti-StxB1 das verbleibende freie Toxin durch Zugabe von 1,5
ug/ml anti-StxB1 und eine zweistlindige Inkubation bei 37 °C und 5 % CO; inaktiviert.
Der NK-Aktivitétstest wurde anschlieBend wie in Kapitel 3.1.6.3.2 beschrieben angesetzt.
Um den Erfolg der Inaktivierung des Toxins zu iiberpriifen und sicherzustellen, dass die
gemessene Lyse von Zielzellen auf einer NK-Aktivitidt der IEL und nicht auf einer StxI-
induzierten Lyse der BL-3-Zellen beruhte, wurden zwei zusétzliche Kontrollen mitgefiihrt.
BL-3-Zellen wurden wie in der Negativkontrolle in insgesamt 220 pl Medium (200 pl
Zellkulturmedium 3 + 20 pl Zellkulturmedium 2 mit DiO-fluoreszenzmarkierten BL-3-
Zellen) kultiviert. Eine Kontrolle enthielt mit 200 CDso/ml Stx1 supplementiertes
Zellkulturmedium 3 und demonstrierte die Stxl-induzierte Lyse der BL-3-Zellen. Das
Medium der anderen Kontrolle wurde mit 200 CDs¢/ml Stx1 und 1,5 pg/ml anti-StxB1
versetzt. Die Messergebnisse dieser Kontrolle wurden mit denen der Negativkontrolle
verglichen und belegten die vollstindige Neutralisierung der Stxl-induzierten BL-3

Zelllyse durch anti-StxB1.

3.1.7.3.4 Durchflusszytometrische Messung und Datenanalyse

Pro Einzelprobe wurden 2500 BL-3-Zellen erfafit und analysiert. In einem ersten
Analyseschritt wurden hierzu die DiO-fluoreszenz-markierten BL-3-Zellen identifiziert.
Ein zweiter Analyseschritt ermoglichte die Bestimmung des Anteils Pl-positiver Zellen
unter den DiO"-Zellen. Dieser beschreibt den Anteil lysierter Zielzellen. Die NK-Aktivitit
berechnet sich aus der Differenz der Mittelwerte der Pl-positiven Zellen aus den
Testansdtzen und der Negativkontrolle. Die Negativkontrolle entspricht dabei der

spontanen Zelllyse.
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3.1.7.4 Nachweis der Transkription boviner Zytokingene

Die Isolierung der RNA, die reverse Transkription und anschlieBende Polymerase-
Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) erfolgte modifiziert nach de Gruijl et
al. (36).

3.1.7.4.1 Inkubation von IEL zur Untersuchung des Einflusses von Stx1 auf die

Transkription von Zytokingenen in vitro

IEL von 6 Tieren wurden in Zellkulturmedium 4 resuspendiert. Von jedem Tier wurden die
Zellen in einem unstimulierten und in einem stimulierten Kontrollansatz (c(PHA-P) = 2,5
ng/ml) sowie jeweils vergleichend in einem Ansatz mit Stx1 (¢ (Stx1) = 200 CDs¢/ml)
inkubiert. Die Zellzahl betrug in allen Ansitzen 2,5 x 10° Zellen/100 ul Zellkulturmedium.
Jeweils 15 ml dieser Zellsuspension wurden fiir 4,5 Stunden bei 37 °C, 5 % CO; und
Wasserdampfsittigung in Petrischalen (Fa. Greiner) inkubiert.

Nach 4 Stunden wurde die Anzahl lebender Zellen innerhalb der einzelnen Ansétze durch
Auszdhlen in der Neubauer-Zdhlkammer unter Verwendung von Trypanblau-Lésung
bestimmt, nach Ablauf der 4,5 Stunden 1 x 10’ Zellen entnommen und in 50 ml
Zentrifugenréhrchen (Fa. Greiner) iiberfiihrt. Waren weniger als 1 x 10" lebende Zellen
vorhanden, wurde die gesamte Zellsuspension geerntet. Die Zellen wurden zweimal in 20
ml PBS (4 °C) gewaschen (Zentrifugation 7 min, 600 x g, 4 °C), dann in 1 ml PBS (4 °C)
resuspendiert, in ein zweifach autoklaviertes Reaktionsgefdl (2 ml Safe-Lock, Fa.
Eppendorf) verbracht und zentrifugiert (5 min, 12000 x g, 4 °C). AnschlieBend wurde der
Uberstand dekantiert und die Zellen in je 2000 ul RNAzol™ (Fa. Wak-Chemie)

resuspendiert. Diese Suspension wurde maximal drei Tage bei —80 °C eingefroren.

3.1.7.4.2 Isolierung von Gesamt-RNA
Die in RNAzol™® (Wak-Chemie) suspendierten und bei —80 °C eingefrorenen IEL

wurden bei Raumtemperatur aufgetaut, 200 ul Chloroform zugegeben und beide Losungen
30 Sekunden durch Vortexen gut miteinander vermischt. Anschliefend wurden die
verschiedenen Ansdtze 5 Minuten auf Eis inkubiert, bis eine deutliche Trennung in eine
blaue und eine klare Phase sichtbar wurde. Die Reaktionsgefdle (2 ml Safe-Lock, Fa.
Eppendorf) wurden in einer vorgekiihlten Eppendorf-Zentrifuge (5804R, Rotor Typ F45-
30-11) bei 4 °C und 12000 x g fiir 15 Minuten zentrifugiert, dann die klare obere Phase

abgenommen und in ein weiteres zweimal autoklaviertes 2 ml Reaktionsgefdl} tiberfiihrt.



Material und Methoden 49

Etwa das gleiche Volumen Isopropanol wurde zugegeben, die einzelnen Reaktionsgefilie
geschwenkt, bis keine Schlieren mehr zu sehen waren, und erneut fiir 15 Minuten auf Eis
inkubiert. Im Anschluf3 an eine erneute 15miniitige Zentrifugation bei 4 °C und 12000 x g
wurden die Gefaf3e dekantiert, die Pellets in 1 ml Ethanol 75 % aufgenommen und erneut 5
Minuten bei 4 °C und 12000 x g zentrifugiert. Das Ethanol wurde abgegossen und der
Waschschritt mit 1 ml Ethanol 75 % wiederholt. Verbleibende Ethanoltropfen wurden von
den Winden des Gefiles mit Hilfe einer autoklavierten Pipettenspitze entfernt und die
Gefille 30 Minuten bei RT offen unter ein Zellstofftuch gelegt, bis der restliche Ethanol
verdunstet war. Das Pellet wurde entsprechend der erwarteten RNA-Menge in 60-80 pl
Wasser fiir die Molekularbiologie (Fa. Carl Roth GmbH) aufgenommen und der
Nukleinsduregehalt in einem Photometer (Fa. Beckmann, DU® 640) bestimmt. Hierzu
wurden 10 pl Aliquots der Proben 1:35 in A. bidest. verdiinnt und bei verschiedenen
Wellenldngen (A =260 nm, A=280nm und A=320nm) gegen eine Kontrolle (10 pl
Wasser fiir die Molekularbiologie 1:35, verdiinnt mit A. bidest.) gemessen. Anhand der
Messergebnisse konnte der RNA-Gehalt der einzelnen Ansédtze mit Hilfe der folgenden
Formel errechnet werden: (OD,6p-OD3p0) X 40 x Verdliinnung = RNA-Gehalt in ng/ul. Je
250-500 ng RNA vermischt mit 2 pl Ladepuffer (loading dye, Fa. MBI Fermentas) wurden
in einem 0,7 %igen Agarosegel mit 0,002 % Ethidiumbromid (Agarose und
Ethidiumbromid geldst in TAE-Puffer) elektrophoretisch iiber 45 Minuten bei 60 Volt
(Kammer Fa. Keutz, Modell Mini) aufgetrennt. Seitlich der Nukleinsduren wurde ein
DNA-Groflenmarker (Fa. MBI Fermentas) gemischt mit 2 pl Ladepuffer bei jeder
Auftrennung mitgefithrt. Als Laufpuffer diente TAE-Puffer. Die Analyse der
gelelektrophoretischen Auftrennung ermoglichte eine Beurteilung hinsichtlich DNA-
Kontaminationen oder einer Fragmentierung der isolierten RNA.

Abb. 5 dokumentiert die gelelektrophoretische Auftrennung von RNA aus IEL. Es sind
keine Kontaminationen mit DNA zu sehen. Die RNA zeigt ein typisches 3-Bandenmuster.
Die auf dem gelelektrophoretischen Bild dargestellte RNA besteht fast ausschlieBlich aus
ribosomaler RNA. In der oberen Bande stellt sich die 28S rRNA, in der mittleren die 18S
rRNA und in der unteren Bande die 5,8 S rRNA sowie alle kleinen Fragmente, wie z.B. die
small nuclear RNA dar. Die mRNA macht lediglich 1 % der Gesamt-RNA aus und ist
wegen ihrer variablen Grof3e nicht einer bestimmten Bande zuzuordnen. Sie befindet sich
im Bereich zwischen der mittleren und der unteren RNA-Bande im Gel. Die verbleibende

RNA wurde entweder sofort in die Transkriptionsreaktion eingesetzt, oder in Aliquots zu
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1 ug RNA in 50 pul Wasser fiir die Molekularbiologie unter Zugabe von 5 ul 3M Natrium-
Acetat und 100-125 pl Ethanol 99 % bei -20 °C maximal 1 Woche eingefroren.

21226 b
P

4268 b
P

2027 bp
—p

1375 bp

5148 bp

3530 bp

Abbildung 5: Gelelektrophoretische Auftrennung von jeweils 250 ng RNA in einem 0,7 %igen

Agarosegel nach Isolierung aus IEL, Inkubationszeit = 4,5 h, repriasentative Darstellung

Legende Abb. 5: Spur 1
Spur 2
Spur 3
Spur 4

Spur 5

Spur 6

TLambda DNA/Eco RI + Hind III Marker

RNA aus unstimuliertem Kontrollansatz

RNA aus Ansatz unstimulierter Zellen inkubiert mit 200
CD,,/ml Stx1

RNA aus Ansatz mit 2,5 pg/ml PHA-P (stimulierter
Kontrollansatz)

RNA aus Ansatz mit 2,5ug/ml PHA-P und 200
CD.,/ml Stx1

Lambda DNA/Eco RI + Hind I1I Marker
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3.1.7.4.3 Reverse Transkription

Sofern die RNA zuvor eingefroren war, wurden die exakt 1 pug RNA enthaltenden Aliquots
30 Minuten bei 12000 x g und 4 °C (Eppendorf Zentrifuge 5804R, Rotor Typ F45-30-11)
abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen, das Pellet mit 500 ul Ethanol 75 %
gewaschen und anschlieBend 5 Minuten bei RT und 14000 x g erneut zentrifugiert
(Eppendorf Zentrifuge 5804R, Rotor Typ F45-30-11). Der Uberstand wurde dekantiert, die
verbleibenden Tropfen mit Hilfe einer autoklavierten Pipettenspitze aus dem
Reaktionsgefdl (2 ml Safe-Lock, Fa. Eppendorf) entfernt und das Gefill 30 Minuten
gedffnet unter ein Zellstofftuch gelegt, bis alle Ethanolreste verdunstet waren. Das
verbleibende Pellet wurde in 13 pul Wasser fiir die Molekularbiologie aufgenommen.
Ebenso wurde verfahren, wenn das 1 ug RNA enthaltende Volumen nach der RNA-
Aufreinigung in mehr als 13 pl Volumen geldst war. Anderenfalls wurde das RNA-haltige
Volumen mit Wasser fiir die Molekularbiologie auf 13 ul aufgefiillt. Die RNA wurde in
PCR ReaktionsgefdBle (200 pl, Fa. Nerbe) iiberfiihrt, mit 2 pl Oligo d(T)-Primern (= 0,5
ug, Fa. Applied Biosystems) versetzt und 5 Minuten bei 70 °C im Cycler (Perkin-Elmer,
GeneAmp PCR-System 9600) inkubiert. AnschlieBend wurden die Reaktionsgefile auf
Eis gelagert. Das Reaktionsvolumen wurde durch Zugabe von 14 pl Wasser fiir die
Molekularbiologie, 5 pl M-ML-V 5x Puffer (Fa. Promega), 5 ul ANTP-Mix (= 0,05 pmol
je Nukleotid, Fa. MBI Fermentas) und 1 pl M-MLV RT (H’) (= 200 U, Fa. Promega) auf
40 pl Gesamtvolumen je Ansatz ergidnzt. Zusétzlich zu den oben beschriebenen Ansitzen
wurden von den verschiedenen Proben auch Kontrollen auf das Vorhandensein
genomischer DNA durchgefiihrt. In diesen Féllen wurde die reverse Transkriptase durch
1 ul Wasser fiir die Molekularbiologie ersetzt. Alle Reaktionsgemische wurden im Cycler

(Fa. Perkin Elmer, GeneAmp PCR-System 9600) nach folgendem Protokoll behandelt:

37 °C 60 Minuten
94 °C 2 Minuten
4°C oo

AnschlieBend wurden die Proben entweder bei —20 °C eingefroren oder sofort in die

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) eingesetzt.
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3.1.7.4.4 Polymerase-Kettenreaktion

Jeder Ansatz sowie die entsprechende Kontrolle auf genomische DNA wurde auf die

mRNA-Expression von 5 verschiedenen Zytokinen (IL-2, IL-4, IL-8, IL-10 und

Interferon y) und eines konstitutiv exprimierten Gens (GAPDH) untersucht. Die

Basenfolge der Primer ist in Tabelle 5 dargestellt.

Je Primerpaar wurden spezielle Vorgemische (sogenannter ,,Mastermix‘) angesetzt, die

auller der cDNA alle zur Detektion eines spezifischen Transkriptionsproduktes notigen

Substanzen enthielten.

Tabelle 5: Basenfolge der Primer, die zur Detektion der Zytokingene bzw. des konstitutiv

exprimierten Gens in die PCR eingesetzt wurden und erwartete Linge der Amplifikate der

PCR
Primer Basenfolge 5 bis 3" Ende Lange des Amplifikats
GAPDH Forward'  |-ATC ACT GCC ACC CAG- 149 bp
GAPDH Reverse'  |-CAT GCC AGT GAG CTT-

IL-2 Forward' -TCT TGC ATT GCA CTA ACT CT- 425 bp

IL-2 Reverse' -GCT TTG ACA AAA GGT AAT CC-

IL-4 Forward' -GCC ACT TCG TCC ATG GAC AC- 311 bp

IL-4 Reverse' -TCC CAA GAG GTC TCT CAG CG-

IL-8 Forward® -GCA GTT CTG TCA AGA ATG AG- 236 bp

IL-8 Reverse” -GGA TCT TGC TTC TCA GCT C-

IL-10 Forward' -TGT TGC CTG GTC TTC CTG- 411 bp

IL-10 Reverse' -TCT CTT CAC CTG CTC CAC-

Interferon y Forward' |-GCT TTA CTG CTC TGT GTG CT- 441 bp

Interferon vy Reverse'

-GACTTC TCT TCC GCT TTC TG-

"beschrieben von Gohin ez a/. (62)

*beschrieben von Morsey ef al. (143)

Der in Tabelle 6 dargestellte Mastermix wurde anschlieBend durch Zugabe von exakt 1 ul

cDNA (aus der Transkriptionsreaktion) ergidnzt. Um eine mogliche Kontamination der
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verwendeten Substanzen erkennen zu konnen, wurde je Primerpaar eine Kontrolle

mitgefiihrt, die anstatt cDNA 1 ul A. bidest. enthielt.

Tabelle 6: Zusammenfassung der im Mastermix pro PCR-Ansatz enthaltenen Substanzen

Substanz verwendetes verwendete Bezugsquelle
Volumen (in pl) Menge
A. bidest. 13,8 - -
10x Puffer fiir 2,0 - Applied Biosystems
Amplitaq Polymerase
(mit MgCl,)
Primer Forward 1,0 0,02 pmol MWG Biotech AG
Primer Reverse 1,0 0,02 umol MWG Biotech AG
AmpliTaq Polymerase 0,2 1U Applied Biosystems
dNTP 1,0 4 nmol je Nukleotid Fa. MBI Fermentas

AnschlieBend wurde das gesamte Probenvolumen (20 pl) gevortext, 10 Sekunden mit
10000 x g bei RT zentrifugiert und im Cycler (Fa. Perkin Elmer, GeneAmp PCR-System
9600) die Zielsequenz nach folgendem Protokoll amplifiziert:

94 °C 15 sec

94 °C 30 sec

55°C 30 sec 35x
72 °C 90 sek

72 °C 5 min

4°C o0

Zur Visualisierung der erhaltenen Amplifikate wurden 18 pl der PCR Produkte mit 2 pl
loading dye gemischt und in die dafiir vorgesehenen ,,Taschen® im Agarosegel (2 % in
TAE-Puffer mit 0,002 % Ethidiumbromid) gegeben. Seitlich der PCR-Produkte wurden je
10 pl bestehend aus 1 pl GroBenmarker (GeneRuler™ 100 bp DNA-Ladder, Fa. MBI
Fermentas) gemischt mit 1 pl loading dye und 8 ul TAE-Puffer in die Taschen pipettiert.
Als Laufpuffer wurde TAE-Puffer verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte
bei 100 V iiber 60 Minuten.
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Anschliefend wurden die Banden mit Hilfe von UV-Licht visualisiert, mit einem

Fotodokumentationssystem (Fa. Herolab) aufgenommen und als Dateien im tiff-Format in

digitaler Form gesichert.

7 9 10 11 12 13 14

Abb. 6: Gelelektrophoretische Auftrennung der bei Einsatz spezifischer Primer amplifizierten

PCR-Produkte, unstimulierte Zellen, Inkubationszeit = 4,5 h, reprisentative Darstellung

Legende zu Abb. 4:  Spur 1

100 bp Marker, GeneRuler™

Spur 2-7 Amplifikate unstimulierter IEL

Spur 2
Spur 3
Spur 4
Spur 5
Spur 6
Spur 7

cDNA nach Einsatz spezifischer Primer fir GAPDH
cDNA nach Einsatz spezifischer Primer fir IL.-2
cDNA nach Einsatz spezifischer Primer fir IL.-4
cDNA nach Einsatz spezifischer Primer fur IL-8
cDNA nach Einsatz spezifischer Primer fir IL.-10

cDNA nach Finsatz spezifischer Primer fiir Interferon y

Spur 8-13 Amplifikate unstimulierter IEL, inkubiert mit 200 CD5,/ml

Spur 8

Spur 9

Spur 10
Spur 11
Spur 12
Spur 13
Spur 14

Stx1

cDNA nach Einsatz spezifischer Primer fir GAPDH
cDNA nach Einsatz spezifischer Primer fir IL-2

cDNA nach Einsatz spezifischer Primer fiir I1L.-4

cDNA nach Einsatz spezifischer Primer fiir I1.-8

cDNA nach Einsatz spezifischer Primer fur IL.-10
cDNA nach Einsatz spezifischer Primer fir Interferon y

100 bp Marker, GeneRuler™
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Wie die Abb. 6 zeigt, wiesen die in der PCR erhaltenen Amplifikate die erwarteten Groflen
auf, so dass von einer spezifischen Bindung der Primer an die DNA ausgegangen werden

konnte.

3.1.7.4.5 Untersuchung des Einflusses von Stx1 auf die Transkription von Zytokin-

genen durch PBMC und IEL in vitro

Die Untersuchung der Neutralisierbarkeit der Stxl-induzierten Anderungen der
Zytokintranskription von IEL und von PBMC durch Zugabe von anti-StxB1l in den
Inkubationsansatz wurde unter modifizierten Bedingungen durchgefiihrt. Bei der
Untersuchung von IEL mit der unter 3.1.6.4.2 beschriebenen Methode traten haufig
Probleme mit der Stabilitdt der mRNA auf. Die unten dargestellte Methode reduzierte die
Probleme deutlich, u.a. durch eine wesentlich kiirzere Isolationszeit der RNA. An dieser
Stelle werden nur die Unterschiede zur bereits beschriebenen Methode dargelegt. PBMC
wurden wie unter 3.1.4.4 beschrieben isoliert und iiber 4,5 Stunden unter Zugabe von
5 ug/ml PHA-P in einer 6 Loch-Platte inkubiert. PBMC und IEL wurden parallel in
Kontrollansitzen bzw. mit 200 CDs¢/ml Stx1 bzw. 200 CDs¢/ml Stx1 und 1,5 pg/ml anti-
StxB1 angesetzt und wie beschrieben geerntet. Im Anschlufl an die Reinigung der Zellen
von Mediumresten wurden sie jedoch nicht in RNAzol™, sondern in 350 ul RLT-Puffer
(Qiagen) je 5 x 10° Zellen aufgenommen und bei -70 °C fiir maximal 3 Tage eingefroren.
Die Isolation von Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe des Qiagen RNeasy Mini-Kits nach
Angaben des Herstellers. Die einzelnen Ansétze wurden unter wiederholtem Vortexen
aufgetaut und die Proben durch mehrmaliges Aufziehen in eine 2 ml Spritze (Durchmesser
der Kaniile = 0,7 mm) homogenisiert. Die nachfolgenden Schritte erfolgten, wenn nicht
anders angegeben, bei Raumtemperatur. Es wurden 350 pl Ethanol 70 % zugegeben und
die Suspension vorsichtig durch Pipettieren vermischt. Jede Probe wurde auf eine RNeasy-
Saule gegeben und mit einer Tischmikrozentrifuge (Hettich Mikro 20) 15 Sekunden bei
13000 x g zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen, jede Sdule mit 700 ul Waschpuffer
RWI1 gefiillt und erneut zentrifugiert (15sek bei 13000 x g). Jede Sdule wurde
anschlieBend zweimal mit je 500 ul RPE-Puffer gewaschen (Zentrifugation erster
Waschschritt = 15 Sekunden bei 13000 x g; Zentrifugation zweiter Waschschritt = 2
Minuten bei 13000 x g), bevor die RNA von der Sdulenmatrix eluiert werden konnte. Zu
diesem Zweck wurde zunidchst die Sdulenmembran mit 50 ul RNase-freiem Wasser
befeuchtet, 1 Minute bei 13000 x g zentrifugiert und dieser Schritt nochmals mit 30 pl
RNase-freiem Wasser wiederholt. Die in je 80 pl RNase-freiem Wasser geloste RNA
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wurde anschlieBend auf Eis gelagert und der Nukleinsdure-Gehalt photometrisch wie
bereits fiir die IEL beschrieben ermittelt. Die Qualititskontrolle erfolgte mittels einer
gelelektrophoretischen Aufreinigung (siche IEL, Kapitel 3.1.6.4.2). Bei zufriedenstellender
Qualitdt der RNA wurden eventuell vorhandene Kontaminationen mit DNA, die im
Agarosegel sichtbar wurden, mit Hilfe eines DNase-Verdaus beseitigt. Zu diesem Zweck
wurde zu der RNA 10 pl DNase Puffer (10fach) in depc-Wasser gegeben, die Suspension
mit 60 U DNasel (in 8 pl) supplementiert und das Volumen mit RNase-freiem Wasser auf
100 pl ergénzt. Die Inkubation erfolgte im Wasserbad bei 37 °C iiber 45 Minuten.
AnschlieBend wurden 5 ul SDS-Losung 0,1 % zugegeben, das Enzym durch kurzes (2 sek)
Vortexen mechanisch geschddigt und in den folgenden 2 Minuten bei Raumtemperatur
durch SDS vollstindig zerstort. Die RNA-haltige Suspension wurde durch 10 ul 3 M
Natrium-Azetat-Losung (pH 4,6) und 200-250 pl Ethanol 99 % erginzt, kurz gevortext
und 5 Sekunden abzentrifugiert und dann zum Fillen der Nukleinséuren iiber Nacht bei -
20 °C eingefroren.

Das Auftauen der RNA und die reverse Transkription erfolgte wie bereits unter 3.1.6.4.3
beschrieben. Die Polymerase-Kettenreaktion wurde in leicht modifizierter Form wie unter
3.1.6.4.4 Dbeschrieben durchgefiihrt. Die Modifikation bestand in einem verdnderten
GAPDH-Primer (GAPDH Forward: -GGG AAG CTC GTC ATC AAT GG-; GAPDH
Reverse: -GCG TGG ACA GTG GTC ATA AGT C-), so dass eine Amplifikatlinge von
347 bp erwartet wurde, und einem wie folgt gednderten Protokoll zur Amplifikation der

Zielsequenzen:

94 °C 2 min

94 °C 15 sec

55°C 30 sec 35x
72 °C 1 min

72 °C 5 min

4°C 0

3.1.7.4.6 Datenanalyse

Der Vergleich der Grofe und Extinktion der verschiedenen Banden wurde mit Hilfe des
easywin 32 Computerprogramms der Firma Heralab durchgefiihrt. Die Emission der
GAPDH-Bande wurde in jedem Ansatz als 100 % definiert. In den Abbildungen 17-21 ist
die Emissionsstirke der Zytokin-/Chemokinbanden relativ zu der der GAPDH-Bande
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dargestellt. Die Abbildungen 22-25 zeigen die relative Emissionsstirke (bezogen auf
GAPDH) der Zytokin-/Chemokinbanden im Verhéltnis zur fiir die Mediumkontrolle des
jeweiligen Ansatzes ermittelten Emission. Eine Verédnderung der Transkription um weniger
als 10% wurde im gesamten Ergebnisteil als ,,nicht nachweisbar® bezeichnet, eine
Verinderung von 10 — 20 % als ,,geringfiigig®, eine Anderung der Transkription um 20 —
50 % als ,deutlich® und eine dariiber hinausgehende als ,erheblich® veridnderte

Transkription bezeichnet.
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3.2 Ergebnisse

3.2.1 Etablierung und Optimierung der Priparation boviner ilealer IEL

Vorversuch 1

Um herauszufinden, welche Puffer, Inkubationszeiten und Aufbereitungen des
Probenmaterials geeignet sind moglichst vitale IEL zu isolieren und die Kontamination von
Lymphozyten durch Zellen anderen Ursprungs zu minimieren, wurden verschiedene Puffer
und Aufbereitungsmethoden miteinander verglichen. In Tabelle 7 ist dargestellt, wieviele
Zellen insgesamt isoliert wurden und wieviele Zellen der Gesamtzellsuspension als
Epithelzellen bzw. Monozyten/Makrophagen identifiziert werden konnten. Zusitzlich wurde
die Expression von Lymphozytenoberflichenantigenen innerhalb der verschiedenen
Versuchsansitze bestimmt; die Zusammensetzung der Zellsuspension ermdglicht
Riickschliisse, ob es sich bei den gewonnenen Immunzellen um intraepitheliale Lymphozyten
oder um Lymphozyten aus der Lamina propria mucosae handelt. Wahrend Lymphozyten aus
der Lamina propria mucosae v.a. immunglobulinproduzierende Plasmazellen sind und die T-
Zellen zur Hilfte aus CD4" Helferzellen bestehen, findet man intraepithelial wenig B-Zellen
und die Anzahl der CD8"-Zellen ist deutlich hoher als der Prozentsatz an CD4 -Zellen (siche
Kapitel 2.1.2.2 und 2.1.2.3).

Zusitzlich wurde die Vitalitit der Zellen im gewdhlten Aquisitionsfenster (siehe Kapitel

3.1.6.1) untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 dargestellt.

Das zu untersuchende Stiick Ileum eines Tieres wurde aufgeteilt und entweder mit seiner
mukosalen Seite nach auflen gezogen, mit PBS gefiillt und an beiden Enden abgebunden
(Ansatz 1-5) oder die Mukosa isoliert und in Stiicke geschnitten (Ansatz 6-10). Beide
Methoden wurden mit drei verschiedene Pufferlosungen (PBS-AB-EDTA mit 1mM DTT:
Ansatz 1, 3, 6, 8; PBS-AB-EDTA: Ansatz 2, 4, 7, 9 und PBS-AB: Ansatz 5, 10) durchgefiihrt
und zusétzlich der Erfolg mechanisch unterstiitzten Herauslosens von Zellen aus dem

Gewebeverband (vortexen, Ansatz: 3, 4, 5, 8, 9, 10) untersucht (siehe Kapitel 3.1.5.2).
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Tabelle 7: Darstellung der gewonnenen Zellmenge bei unterschiedlicher Probenaufbereitung von

Teilen eines Darmstiickes ohne vorherige Aufreinigung der gewonnenen Zellsuspension tber

einen Dichtegradienten, n = 1 pro Art der Probenaufbereitung

Art der Probenaufbereitung’

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Parameter
Zellzahl' 17 17 10 6,3 49 56 38 32 29 24
Zytokeratin™? 2,9 5,5 3,6 3,6 3,5 2,5 73 16,7 5,7 2,6
M@ .Diff. AG™ 0,9 1,3 0,8 0,8 3.4 0,3 1,1 0,8 1,4 0,1

''x 10° Zellen absolut

? bezogen auf die gesamte durchflusszytometrisch analysierte Zellsuspension

3 als Marker fur Epithelzellen

4 Erlduterung siehe Text im Kapitel 3.1.4.2

Tabelle 8: Darstellung der Verteilung der IEL-Subpopulationen und der Vitalitat der Zellen ex

vivo bei unterschiedlicher Probenvorbereitung von Teilen eines Darmstiickes ohne vorherige

Aufreinigung der gewonnenen Zellsuspension tber einen Dichtegradienten, n = 1 pro

Probenaufbereitung

Anteil positiver Zellen an IEL' in % nach Probenaufbereitung

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Parameter
CD4" 4,9 8,1 3,6 2,6 33 7,7 10,9 12,5 11,3 19,4
CDS8a" 1,4 1,4 1,7 1,7 1,3 6,5 3,5 9,3 5,8 0,8
TcR1-N12" 6,1 5,4 7,7 11,1 12,3 7,2 5,9 9,8 7,7 4,7
CD21" 2,2 5,3 0,0 0,0 0,1 1,3 6,2 0,5 0,3 1,3
PI"? 62 58 41 47 65 55 88 37 60 55

! bezogen auf die Zellen im Aquisitionsfenster

> Wert der jeweils ersten Messung der Immunphinotypisierung eines Ansatzes, gerundet auf

ganze Zahlen
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Die Auswertung dieses Versuches lieB noch kein endgiiltiges Urteil iiber die Qualitdt der
einzelnen Methoden zu. Ein weiterer Vorversuch sollte kldren, welche Art der
Probenvorbereitung geeignet ist, IEL zu isolieren. Als Puffer diente in den folgenden
Versuchen PBS-AB-EDTA, weil er die Gewinnung einer ausreichenden Zellmenge

gewihrleistete.

Vorversuch 2

Es wurden sowohl Ansdtze mit abgebundenem Darm als auch mit isolierter Mukosa
untereinander verglichen. Die Aufreinigung der Zellen erfolgte im Anschluf} an die Isolierung
iiber eine Dichtegradientenzentrifugation. Um festzustellen, ob die gewéhlten Dichten des
Trennmediums von & = 1,06088 g/ml und & = 1,08928 g/ml geeignet sind, bovine IEL von
anderen, gleichzeitig isolierten Zellen wie Darmepithelzellen oder Granulozyten zu reinigen,
wurden alle in der Dichtegradientenzentrifugation erhaltenen Zellfraktionen miteinander
beziiglich ausgewéhlter Parameter verglichen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 dargestellt.
Sie zeigt, dass aus dem Ileum besonders viele Zellen gewonnen werden konnten, wenn die
Mukosa zuvor von den iibrigen Bestandteilen der Darmwand getrennt wurde. Verglichen mit
den Zellen der anderen Ansétze war die Membranintegritit (gemessen an der Durchldssigkeit
fiir den Farbstoff PI) der aus isolierter Mukosa gewonnenen Zellen gut erhalten. Dies betrifft
insbesondere die Zellen, die zwischen den beiden Percollfraktionen lokalisiert vorlagen. Der
Anteil aufgereinigter Monozyten/Makrophagen und Epithelzellen war in diesen Ansédtzen am
niedrigsten. Allerdings wurden auch kaum CD4", CD8a." oder TcR1-N12" T-Lymphozyten
isoliert. Die Zellen bestanden v.a. aus CD21" B-Zellen. Aus dem Ansatz mit abgebundenem
Darm, der nicht gevortext wurde, waren nur wenige Zellen zu isolieren. Zusétzlich war der
Anteil PI" Zellen besonders hoch. Nahezu die Hilfte der isolierten Zellen waren
Epithelzellen. Die restlichen Zellen der Suspensionen der einzelnen Fraktionen bestanden aus
CDS8a." Zellen mit geringeren Anteilen von TcR1-N12°, CD4" und CD21" Zellen. Wurde der
abgebundene Darm gevortext, resultierte dies in einer leicht erhdhten Gesamtzellzahl
verglichen mit dem nicht gevortexten Stiick abgebundenen Darmes. Die Zellen wiesen in
allen untersuchten Fraktionen der Dichtegradientenzentrifugation weniger PI" Zellen auf, als
die nicht gevortexten Zellen, aber mehr, als in den aus isolierter Mukosa gewonnenen Zellen.
Auch bei dieser Form der Probenvorbereitung war ungefdhr die Halfte der Zellen als
Epithelzellen zu identifizieren. Die Zusammensetzung der Lymphozyten war vergleichbar mit

der aus den nicht gevortexten Darmabschnitten isolierten Immunzellen.
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Tabelle 9: Vergleichende Analyse von drei verschiedenen Priparationsmethoden fiir bovine IEL
und der Trennung von Zellen unterschiedlicher Dichte mit Hilfe einer Dichtegradienten-

zentrifugation, n = 1 Bestimmung aus 1 Priparation eines Tieres

Ansatz/Fraktion
1 2 3
a b c a b c a b c
Parameter (%)
Zellzah!' 0,8 3,0 0,8 0,9 15,0 7,0 58,0 200,0 47
P13 89 54 58 53 40 36 47 28 34

Zytokeratin®? 60,8 442 53,0 64,1 44,5 455 752 384 577
MZ.Diff. AG® 69 7,8 11,9 113 134 104 6,6 47 44

CD8o*™ 138 17,7 102 63 156 69 40 36 22
CD4" 30 40 40 23 64 44 30 49 2.8
TcR1-N12" 81 78 50 63 76 25 34 34 11
cp21™ 59 75 44 242 185 7.3 403 394 172

''x 10°absolut

? ermittelt im Durchflusszytometer, Wert der jeweils ersten Messung der Immunphinotypi-
sierung eines Ansatzes, gerundet auf ganze Zahlen
’ Prozentsatz positiver Zellen bezogen auf die Gesamtmenge analysierter Zellen

* Prozentsatz positiver Zellen bezogen auf die Zellen im Aquisitionsfenster

Legende zu Tabelle 9:
1. Darm abgebunden und mit PBS-Puffer geftllt, Inkubationszeit = 25 Minuten

2. Darm abgebunden und mit PBS-Puffer gefillt, Inkubationszeit = 15 Minuten, anschlieBend 2

Minuten gevortext

3. Mukosa abgelost, Inkubationszeit = 20 Minuten, anschliefend 3 Minuten gevortext

a  Zellschicht geerntet zwischen L.-15 Medium und Percoll der Dichte & = 1,06088 g/ml
b Zellschicht geerntet zwischen den Percollschichten der Dichten & = 1,06088 g/ml und
£ = 1,08928 g/ml

¢ Zellpellet geerntet unterhalb der Percolllosung der Dichte & = 1,08928 g/ml



62 Ergebnisse

Vorversuch 3

Obwohl die Zellzusammensetzung der durch Abldsen der Mukosa von der Lamina propria
mucosae und Vortexen im Anschluss an die Inkubationszeit gewonnenen Zellen nicht der aus
der Literatur bekannten typischen Zusammensetzung von ilealen IEL entsprach, wurde diese
Methode nochmals, diesmal im Vergleich mit in Streifen geschnittenen Stiicken des Ileums,
ndher untersucht. Grund war die hohe Zahl isolierter Zellen und die geringe Durchléssigkeit
der Zellmembran dieser Zellen fiir PI sowie die geringe Kontaminationsrate mit epithelialen
Zellen.

Die in der Tabelle 10 dargestellten Ergebnisse dieses Versuches zeigten trotz der
unterschiedlichen Probenaufbereitung keine deutlichen Unterschiede. Fiir das Zerschneiden
des Ileums in Streifen sprach der geringere Anteil an isolierten Zytokeratin" Epithelzellen und

die insgesamt schnellere und somit fiir die Zellen schonendere Handhabung.

Vorversuch 4

Es wurde angestrebt, das Ileum wegen der oben genannten Vorteile dieser
Priparationsmethode wie schon im Vorversuch 3 beschrieben, in Streifen zu schneiden. Um
die Reproduzierbarkeit dieser Methode zu untersuchen und festzustellen, ob die isolierten IEL
geeignet sein wiirden in die geplanten Untersuchungen eingesetzt zu werden, wurden die
Proben in drei aufeinander folgenden Versuchen identisch aufbereitet und die Zellen
anschlieBend phénotypisch und funktionell charakterisiert. Die Ergebnisse der
phénotypischen Untersuchungen sind in Tabelle 11 dargestellt. Der Prozentsatz toter Zellen
wurde wie bereits beschrieben fiir jede Versuchsreihe einmal bei Messung der ersten Probe
bestimmt. Es ergab sich ein Durchschnittswert von 33 % mit einem Maximalwert von 55 %
und einem Minimalwert von 15 %.

Die Fahigkeit der Zellen auf den Zusatz eines Mitogens mit Transformation zu reagieren
wurde bei den Zellen aus zwei der drei Préparationen untersucht. Die Auswertung erfolgte
mikroskopisch. Hierbei iiberlebten die Zellen eine dreitdgige Inkubation mit ConA (¢ = 2,5
ug/ml) und zeigten auch eine geringe Neigung typische Zellanhdufungen zu bilden, die eine
Proliferation der Zellen signalisieren. Diese Zellansammlungen waren bei Stimulation mit
PHA-P (¢ = 2,5 pg/ml) deutlicher ausgepragt.

Die Fahigkeit ,,Natiirlicher Killerzellen* fremde Zielzellen zu lysieren wurde im Rahmen von

2 der 3 Préiparationen ermittelt und nachgewiesen. Sie ist in der Abbildung 7 dargestellt.
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Tabelle 10: Vergleichende Analyse von zwei verschiedenen Priparationsmethoden fir bovine
IEL und der Trennung von Zellen unterschiedlicher Dichte mit Hilfe einer

Dichtegradientenzentrifugation, n = 1 Bestimmung aus 1 Priparation eines Tieres

Ansatz/Fraktion
4 5

a b c a b c
Parameter (%)
PI" Zellen' 84 65 40 76 61 50
Zytokeratin 3,7 6,3 13,4 10,6 29,1 19,7
M@ .Diff. AG™ 13,4 14,1 32 10,3 14,1 6,5
CD8a*? 7,4 7,5 0,7 6,1 5,7 1,3
CD8p*’ - 3.9 - - 2,8 -
CD4"? 2,0 3,1 1,0 1,8 1,8 -
oberfl. IgM*? 50 2,4 0,3 2,9 7,6 2,0
TcRI-N12* 3 258 13,3 3,1 18,7 11,4 4,5
wcCi1*? - 1,2 - - 1,1 -

ermittelt im  Durchflusszytometer, Wert der jeweils ersten Messung der
Immunphinotypisierung eines Ansatzes, gerundet auf ganze Zahlen
? Prozentsatz positiver Zellen an den Gesamtzellen einer Fraktion
’ Prozentsatz positiver Zellen an den Zellen im Aquisitionsfenster

- nicht untersucht

Legende Tabelle 10:

4. Ileum in Streifen zerschnitten
5. Mukosa isoliert
a Zellschicht geerntet zwischen L.-15 Medium und Petcoll der Dichte & = 1,06088 g/ml

b Zellschicht geerntet zwischen den Percollschichten der Dichten & = 1,06088 g/ml und
€ =1,08928 g/ml

c Zellpellet geerntet unterhalb der Percolllsung der Dichte & = 1,08928 g/ml
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Tabelle 11: Oberflichenexpression verschiedener Antigene durch Zellen im Aquisitionsfenster ex
vive, geerntet zwischen den Percolllésungen der Dichten & = 1,06088 g/ml und & = 1,08928

g/ml, n = 3 Bestimmungen aus 3 Priparationen von 3 Tieten

Anteil positiver Zellen an IEL (%)

Antigen Mittelwert in % Standardabweichung
CD44" 6,5 3,0
CcD2" 26,8 7,5
CD3" 35,4 7,2
CD4" 7,2 3,2
CDS8o." 19,4 4,1
oberfl. IgM" 12,3 7,1
TcR1-N12" 6,5 3,1
TcR1-N7" 2,1 1,8
TcR1-N6" 1,2 0,4
WCl1* 1,0 0,7
MHC IT° 34,3 7,7
CD71" 19,5 6,2
CD25" 2,3 1,2
ACT2" 20,1 10,0
M@ Diff. AG" 0,4 0,1
Zytokeratin+ 29.6 274
CD77" 9,7 6,1

Drei Experimente nach identischen Préparationsbedingungen zeigten eine tolerierbare
Kontamination von IEL mit Zellen anderen Ursprungs. Die Zellausbeute und Funktionalitat
erwies sich als ausreichend fiir die durchzufiihrenden Versuche, so dass diese Methode leicht

modifiziert zur Zellisolierung in den folgenden Versuchen als Standard beibehalten wurde.
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Abb. 7: Darstellung der Aktivitit ,,Nattrlicher Killerzellen® von IEL, n = 5 Bestimmungen je
Ansatz (Verhiltnis Effektorzellen:Zielzellen) aus 2 Priparationen von 2 Tieren, Inkubationszeit =

18 Stunden

3.2.2 Histologische Beurteilung des Probenmaterials

Um tiiberpriifen zu konnen, ob es sich bei den isolierten und untersuchten Lymphozyten
hauptséchlich um intraepitheliale Zellen handelte und nicht um Zellen aus der Lamina propria
oder aus Lymphfollikeln des Darms, wurden direkt im Anschluss an die Entnahme des Ileums
im Schlachthof und nach Isolation der Zellsuspension Darmstiicke entnommen und in
Formalin fixiert. Die fixierten Proben wurden anschlieBend histologisch zu Hadmatoxylin-
Eosin gefdrbten Paraffinschnitten aufgearbeitet.

Ein Vergleich des Aufbaus der Darmschleimhaut der Abbildung 8 A und 8B zeigt das Abldsen
der hochprismatischen Lamina epithelialis mucosae von der darunterliegenden Lamina
propria. Dieses Ablosen erfolgte unvollstindig, teilweise blieben nicht abgeloste Stiicke
Darmepithel zuriick. Die Lamina propria blieb erhalten. Vergleichbare Ergebnisse ergab die
mikroskopische Untersuchung vor und nach Pridparation von allen 10 untersuchten

Ileumstiicken.
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Abb. 8: Lichtmikroskopische Darstellung eines reprisentativen Stiickes Ileumschleimhaut,
Probenmaterial fixiert direkt im Anschluss an die Entnahme (A); vergleichbares Darmstiick nach

Abschluss der Isolation von IEL (B); VergroB3erung 400fach

3.2.3 Phinotypische Charakterisierung boviner IEL

3.2.3.1 Expression von Oberflichenantigenen bei ilealen IEL ex vivo

Die Zellen im Aquisitionsfenster (sieche Abb. 3, Kapitel 3.1.5.1) wurden hinsichtlich der
Expression von verschiedenen Leukozytenantigenen auf ihrer Oberfliche untersucht, um die
prozentuale Verteilung der verschiedenen Lymphozytensubpopulationen innerhalb der
praparierten Zellen aufzukldren. Dabei wurde besonderer Wert auf die genaue
Charakterisierung der yo T-Zellen gelegt, denen in der Mukosa eine besondere Bedeutung
zukommt (siche Kapitel 2.1.2.3).

Die isolierten IEL bestanden v.a. aus CD3" T-Zellen. Sie konnten zu einem Grofteil durch
den Nachweis der Expression von CD6 als reife T-Zellen identifiziert werden. Zusétzlich
trugen die liberwiegende Anzahl der Zellen das Antigen CD2 auf ihrer Oberfliche, das von
af T-Zellen exprimiert wird. Die T-Zellpopulation bestand insbesondere aus CD8" Zellen,
wobei eine Diskrepanz von 8 % zwischen den CDSo” und CDSB" Zellen zugunsten der

CD8o." Zellen festzustellen war. Ca. 1/5 (13,3 %) der T-Zellen waren CD4" Zellen.
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Tabelle 12: Oberflichenexpression von Leukozytenantigenen durch IEL im Aquisitionsfenster ex

vivo, n = 10-24 Bestimmungen aus 5-12 Priparationen von 5-12 Tieren

Antigenexpression Mittelwert in % Variationsbreite in %*
MHC I" 94,6 86,2-98.9
CD44" 63,6 54,1-85,1
CcD2" 53,2 29,5-75,5
CD3" 61,0 39,4-87,1
CD4" 13,3 3,3-28,0
CD6" 48,6 26,3-72,9
CD8a” 33,4 17,4-62,6
CDSB" 25,4 7,8-61,3
TcR1-N12" 15,7 8,0-25,8
TcR1-N7" 3,2 0,2-8,7
TcR1-N6" 2,6 0,2-4,6
wC1* 2,6 0,5-5,3
ACT2" 42,8 28,4-61,2
CD25" 6,1 2,9-33,5
CD71" 8,1 1,1-19,7
MHC IT° 14,7 4,4-52,5
wCs* 0,1 0,0-0,5
wWC9* 11,3 2,5-31,1
CD21" 11,6 0,6-33,6
oberfl. IgM" 9,6 0,3-34,0

* gibt den gemessenen Minimal- bzw. Maximalwert an

Eine Oberflichenexpression der o Kette des IL-2 Rezeptors (CD25) und des
Transferrinrezeptors (CD71) wurde auf weniger als 10 % der Zellen detektiert. Ein weiteres,
von aktivierten T-Zellen exprimiertes Antigen, WCS, konnte auf IEL kaum nachgewiesen
werden. Im Gegensatz dazu wurde ACT2, ein gewebespezifischer Aktivierungsmarker, von
nahezu der Hilfte der isolierten Zellen exprimiert (42,8 %). WC9, das auf verschiedenen B-
und T-Zellsubpopulationen sowie auf Monozyten/Makrophagen und Granulozyten zu finden

ist, wurde von ca. 10 %, MHC II von ca. 15 % der Zellen auf der Oberfliche exprimiert.
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11,6 % der isolierten Zellen waren CD21" B-Zellen, eine etwa gleich groBe Anzahl Zellen trug
oberfldchenstindiges IgM, das ausschlieBlich auf B-Zellen nachgewiesen werden kann.

Der Anteil der TcR1-N12" y8 T-Zellen betrug 15,7 %. Sie setzten sich aus verschiedenen
Subpopulationen wie den TcR1-N7", den TcR1-N6" und den WC1" Zellen zusammen. Eine

genauere Differenzierung der v T-Zellen ist in Tabelle 13 dargestellt.

Tabelle 13: Differenzierung der 8 T-Zellen in die verschiedenen Subpopulationen ex vivo, n = 8-9
Bestimmungen aus 4-5 Priparationen von 4-5 Tieren; die Gesamtheit der TcR1-N12" y8 T-Zellen

wurden als 100% definiert

Antigenexpression Mittelwert in % aller Variationsbreite
16 T-Zellen in % *
TcR1-N12"CD8a’ 31,8 22,5-48,1
TcRI-N12'CD8p" 18,3 7,3-38,9
TcRI-N12"'WC1" 18,1 2,8-27,2

* gibt den gemessenen Minimal- bzw. Maximalwert an

Die prominenteste Population war die der CD8a' yd T-Zellen, die mehr als 30 % der
gesamten Population von y8 T-Zellen ausmachte. Deutlich weniger Zellen waren CD8B"; sie
hatten einen etwa gleichen Anteil an der Gesamtpopulation der y& T-Zellen wie die WCI"
Zellen. Die Populationen der TcR1-N6" und TcR1-N7" Zellen wurden nicht beziiglich der
Koexpression von dem Antigen TcR1-N12 untersucht. Es zeigte sich aber, dass
durchschnittlich 53 % (Variationsbreite = 11,8 %-100,0 %) der TcRI1-N6" Zellen ebenfalls
das Antigen TcR1-N7" auf ihrer Oberfliche exprimierten. Die genaue Zusammensetzung der

vd T-Zellen unterlag starken individuellen Schwankungen.

3.2.3.2 Aktivierungszustand ilealer IEL-Subpopulationen ex vivo

Um den Aktivierungszustand der Zellen zum Zeitpunkt ihrer Gewinnung zu kennen, wurden
die Zellen auf die Oberfldchenexpression der im aktivierten Zustand héufig exprimierten
Antigene MHC II (Ergebnisse in Tabelle 14) und CD71 (Ergebnisse in Tabelle 15) untersucht

und die aktivierten Zellen den verschiedenen Lymphozytensubpopulationen zugeordnet.
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Tabelle 14: Ubersicht tiber die Expression von MHC 11 durch IEL-Subpopulationen ex vivo, n =

0-12 Bestimmungen aus 3-6 Praparationen von 3-6 Tieren

Antigenexpression Mittelwert MHC II" Zellen in Variationsbreite in %*

% aller Zellen einer

Subpopulation
MHC II" CD2" 3,1 0,8-6,3
MHC II" CD3" 3,5 0,7-6,9
MHC II" CD4" 18,0 4,2-442
MHC II" CD6" 4,6 0,8-9,2
MHC II" CD8o." 5,9 1,1-10,8
MHC II" CD8B" 5,8 0,3-16,0
MHC II" TcR1-N7" 24,8 6,3-50,0
MHC II" WC1" 28,8 10,0-66,7
MHC II" WC9" 36,5 4,3-78,6
MHC II" CD21" 87,7 78,6-99,2

* gibt den ermittelten Minimal- bzw. Maximalwert an

Wie erwartet koexprimierten nahezu alle CD21" B-Zellen auch MHC II. Zusitzlich befanden
sich unter den MHC II" Zellen Vertreter aller IEL T-Zell-Subpopulationen wie CD4, CDS8aL,
CDS8P und yd T-Zellen. Wihrend ein groBer Teil der T-Zellen MHC II auf weniger als 6 %
der jeweiligen Subpopulation exprimierte, trugen die CD4" Zellen als Vertreter der af T-
Zellen und die TcR1-N7" bzw. WC1" Zellen als Subpopulationen der y8 T-Zellen MHC II zu
18 %-28,8 % auf ihrer Oberfliche. Etwa 1/3 der aktivierten WC9" T-Zellen koexprimierten
zusitzlich MHC II.

Die Expression des Transferrinrezeptors CD71 konnte, wie schon die von MHC II, sowohl
auf B-Zellen als auch auf verschiedenen T-Zell-Populationen nachgewiesen werden.
Insgesamt exprimierten jedoch nur 4,9 % der CD3" T-Zellen dieses Antigen. Weder aus der
Population der CD4 " noch aus der der CD8a." oder der CD8B" Zellen trugen mehr als 7,8 %
den Rezeptor auf ihrer Oberfliche. Im Gegensatz dazu war auf den beiden untersuchten
Subpopulationen der y8 T-Zellen (TcR1-N7" bzw. WC1" Zellen) eine Oberflichenexpression
bei mindestens 17,3 % der Zellen zu detektieren. Ahnlich wie schon beziiglich der Expression

von MHC 1I festgestellt, konnte auch auf den WC9" Zellen eine Expression von CD71 durch
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ca. 1/3 der Zellen nachgewiesen werden. Auf B-Zellen konnte ebenfalls eine Expression von

CD71 durch ungeféhr 1/3 der Zellen belegt werden.

Tabelle 15: Ubersicht tber die Expression des Transferrinrezeptors CD71 durch IEL-Subpopu-

lationen ex vzvo, n = 6-10 Bestimmungen aus 3-5 Priaparationen von 3-5 Tieren

Antigenexpression Mittelwert CD71" Zellen in Variationsbreite in %*

% aller Zellen einer

Subpopulation

CD71" CD3" 49 1,8-10,8
CD71" CD4" 7.8 2,1-13,3
CD71" CD6" 7,4 2,1-13,4
CD71" CDS8a." 6,1 1,3-18,2
CD71" CD8B" 2,3 0,8-4,2

CD71" TcR1-N7" 17,3 2,6-50,0
CD71"WC1* 19,6 2,9-50,0
CD71" WC9* 35,2 20,3-50,6
CD71" CD21" 32,9 12,5-69,1
CD71" oberfl. IgM" 25,9 9,1-50,0

* gibt den ermittelten Minimal- bzw. Maximalwert an

3.2.3.3 Vergleich der Zusammensetzung von IEL aus Ileum, Zikum und Kolon

Das Ileum ist der immunologisch aktivste Teil des Gastrointestinaltraktes (101). In diesem
Darmkompartiment ist die Anzahl IEL je Enterozyt besonders hoch (49), so dass leicht eine
ausreichende Zahl IEL gewonnen werden kann. STEC kommen beim Rind jedoch bevorzugt
im Dickdarm vor, dringen aber auch bis in das Ileum vor (64). Um herauszufinden, ob die an
ilealen IEL gewonnenen Daten auch auf die Lymphozyten aus dem Kolon und Zikum
iibertragbar sind, wurden IEL aus allen drei Darmabschnitten isoliert und vergleichend auf die

Expression von Oberflichenantigenen untersucht.
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Abb. 9: Vergleichende Darstellung der Oberflichenexpression verschiedener Antigene durch IEL
isoliert aus Ileum, Kolon und Zikum ex vivo, n = 6 Bestimmungen aus 3 Priparationen von 3

Tieren, dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichungen

Die Expression von Oberflichenantigenen durch IEL aus verschiedenen Darmabschnitten
zeigt nur geringe Variationen. Wahrend die Expression der Antigene in Kolon und Zékum
sich nicht voneinander unterscheiden, sind im Ileum mehr CD21" B-Zellen nachzuweisen als
in den beiden Dickdarmabschnitten. Wihrend die Anzahl der CD3" T-Zellen nahezu gleich
ist, ist der Anteil reifer CD6" T-Zellen sowie der CD8" und der TcR1-N12" v8 T-Zellen im
Ileum niedriger als im Dickdarm, der Anteil an CD4" Zellen ist dagegen leicht erhoht. Die
Expression von ACT2 ist im Ileum verglichen mit den beiden Dickdarmkompartimenten um
fast 20 % reduziert. Trotzdem exprimieren iiber 70 % der Zellen dieses Antigen. Ein etwa
gleicher Prozentsatz der IEL aller untersuchten Kompartimente exprimierte den StxlI-

Rezeptor CD77.
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3.2.4 Expression des Stx1-Rezeptors durch bovine IEL ex vivo

3.2.4.1 Expression von CD77
Im Anschluss an die Isolierung wurden ileale IEL auf die Expression des Stx1-Rezeptors
CD77 untersucht. Insgesamt exprimierten 14,9 % + 6,8 % der Zellen im Aquisitionsfenster

(Mittelwert + Standardabweichung, n = 12 Bestimmungen aus 6 Préparationen von 6 Tieren)

CD77 auf ihrer Oberfléiche.

Tabelle 16: Ubersicht iiber die Expression des Stx1-Rezeptors CD77 durch IEL-Subpopu-

lationen ex vzvo, n = 4-12 Bestimmungen aus 2-6 Priparationen von 2-6 Tieren

Antigen- Mittelwert CD77" Variations- Mittelwert der ~ Variationsbreite
expression Zellen in % aller breite in %* mittleren der mittleren
Zellen einer Sub- Fluoreszenz- Fluoreszenz-
population Intesitit intesitat™®
CD77 CD3" 223 14,0-37.5 2,67 1,08-6,07
CD77" CD4" 20,0 9,8-28,2 1,53 0,61-6,85
CD77 CDS8a." 38,7 23.7-52,7 3,28 2,33-4,24
CD77 CDSB" 18,2 10,6-31,3 2,84 1,53-5,04
CD77" TcR1-N7* 47.8 25,9-91,7 5,30 0,81-10,00
CD77" WC1* 43,9 15,4-70,0 4,58 0,60-11,90
CD77" WC9" 21,0 11,5-36,7 2,17 0,72-6,45
CD77 CD21" 30,2 0,0-50,0 1,00 0,70-1,36
CD77" oberfl. 16,9 12,5-27,8 0,89 0,40-1,27
IgM"
CD77" MHC 1" 28.4 20,8-48.1 1,50 0,93-1,96
CD77" CD25° 25,8 0,0-46,7 2,40 0,60-8,87
CD77" ACT2" 29.3 17,2-47,2 3,78 1,64-5,98
CD77" CD44" 23,3 16,5-32,1 2,52 1,97-3,24

* gibt den ermittelten Minimal- bzw. Maximalwert an
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Wie die Tabelle 16 zeigt, wird CD77 prinzipiell von allen IEL-Subpopulationen zu einem
gewissen Anteil exprimiert. Durchschnittlich exprimierten ca. 20-30 % aller Zellen der
Subpopulationen den Stx1-Rezeptor. Die einzige Ausnahme bilden die y0 T-Zellen. Deutlich
mehr als 40 % der TcR1-N7" und der WC1" Subpopulation exprimiert CD77. Auch der
Prozentsatz der CD77'CD8o T-Zellen, die zumindest teilweise auch TcRI1-N12
koexprimieren (sieche Kapitel 3.2.3.1, Tabelle 13), war mit ca. 38 % erhoht. Die mittlere
Fluoreszenzintensitit, die eine Aussage iiber die Rezeptordichte auf den Einzelzellen
ermdglicht, liegt bei maximal 2,5. Allerdings ist die mittlere Fluorszenzintensitit von
MHCII", oberflichenstindigem IgM" und CD21" Zellen, also einer Population, die sich fast
ausschlieBlich aus B-Zellen zusammensetzt, mit maximal 1,5 deutlich niedriger als bei
anderen Populationen. In einem &dhnlichen Bereich bewegt sich die mittlere
Fluoreszenzintensitit der CD4" T-Zellen. Im Gegensatz zu diesen CD77 in geringer Dichte
exprimierenden Populationen tragen die Subpopulationen der CD8o." (nicht aber die CD8B"
Zellen), TcR1-N7", WC1" und ACT2" Zellen den Stx1-Rezeptor mit einer hoheren Dichte auf

ithrer Oberfliche als die meisten untersuchten Zellpopulationen.

3.2.4.2 Bindung der rekombinanten B-Untereinheit von Stx1 (rStxB1)

Nachdem die Expression von CD77 nachgewiesen werden konnte, wurde untersucht, ob die
Zellen auch in der Lage waren, rStxB1 an ihrer Oberfldche zu binden.

Insgesamt konnten 7,9 % der Zellen mit einer Variationsbreite von 5,7 %-11,5 % rStxB1
binden (n = 10 Bestimmungen aus 5 Préparationen von 5 Tieren). Die Abbildung 10
veranschaulicht die Bindung von rStxB1 an verschiedene IEL-Subpopulationen.
Durchschnittlich 2,1 % der untersuchten Zellen waren CD8c.” Zellen und banden gleichzeitig
rStxB1 an ihrer Oberflache (Variationsbreite 1,0 %-2,9 %). 1,8 % der Zellen zeichneten sich
durch eine Oberflichenbindung von rStxB1 bei gleichzeitiger Expression von TcR1-N12"
aus (Variationsbreite 0,9 %-2,9 %). Da diese beiden Populationen jedoch nicht die gesamte
Menge rStxB1" Zellen abdecken, ist anzunehmen, dass auch andere IEL-Subpopulationen in
der Lage sind rStxB1 zu binden. Auffallend ist, dass die Populationen der Zellen, die CD77
exprimieren und die der Zellen, die rStxB1 binden, sich {iberschneiden, aber nicht identisch
sind. Neben den durchschnittlich 4,6 % (Variationsbreite 2,1 %-7,7 %) der Zellen, die CD77"
und gleichzeitig rStxB1" sind, gibt es sowohl Zellen, auf deren Oberfliche ausschlieBlich die
Expression von CD77 nachgewiesen wurde, als auch Zellen, die in der Lage sind rStxB1 zu

binden ohne dass eine Expression von CD77 detektiert werden konnte.
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Abb. 10: Bindung von rStxB1 an verschiedene IEL-Subpopulationen ex vivo, durchflusszyto-
metrische Analyse, dargestellt am Beispiel eines reprisentativen Tieres, n = 8-10 Bestimmungen

aus 4-5 Praparationen von 4-5 Tieren

3.2.5 Wirkung von gereinigtem Stx1 auf ausgewihlte Funktionen boviner ilealer

IEL in vitro

3.2.5.1 Wirkung auf Vitalitit und Transformation von IEL

Die Proliferation von Lymphozyten als Reaktion auf eine Stimulation ermoglicht die klonale
Expansion und eine effektive humorale oder zellulire Immunantwort (95). Es ist bekannt,

dass Stx1 die Proliferation boviner PBMC hemmt (213).
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Abb. 11: Prozentsatz von A vitalen Blasten und B vitalen non-Blasten in IEL-Kulturen nach
Inkubation mit Stx1 (c (Stx1) = 200 CDso/ml) oder Stx1 und anti-StxB1 (c(anti-StxB1) = 1,5 pg/ml)
bezogen auf die jeweiligen Kontrollansitze ohne Toxin, Inkubationszeit = 3 Tage, n = 15
Bestimmungen aus 5 Tieren und 5 Priparationen, dargestellt sind die Mittelwerte + mittleren

Standardfehler

Legende zu Abb. 11:

1. ConA 2,5 pg/ml 6. PHA-P 2,5 pg/ml + PMA 20 ng/ml
2.PWM 2,5 ug/ml 7. ConA 2,5 ng/ml + Ionomycin 500 ng/ml
3. PHA-P 2,5 pg/ml 8. PWM 2,5 pg/ml + Ionomycin 500 ng/ml

4. PMA 5 ng/ml + Ionomycin 500 ng/ml 9. PHA-P 2,5 ug/ml + Ionomycin 500 ng/ml
5.PWM 2,5 ug/ml + PMA 20 ng/ml
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Um festzustellen, ob das Toxin eine vergleichbare Wirkung auf die Vitalitit und die
Transformationsfahigkeit boviner IEL hat, wurden diese nach Kultivierung mit und ohne Stx1
bzw. anti-StxB1 unter Zusatz von 9 verschiedenen Stimulantien durchflusszytometrisch
hinsichtlich ihrer Morphologie untersucht. Die Zellen wurden anhand ihrer GroBe und
Granularitit den Populationen der vitalen non-Blasten, der vitalen Blasten und der subvitalen
Zellen zugeordnet (siche Abb. 4, Kapitel 3.1.7.1).

Wie die Abb. 11 zeigt, reduzierte sich unabhidngig vom Stimulus sowohl der Prozentsatz der
vitalen non-Blasten als auch der zu vitalen Blasten transformierten Zellen der Kulturen in
Anwesenheit von Stx1. Dieser Effekt lie§ sich durch Prainkubation des Toxins mit anti-StxB1
teilweise neutralisieren. Von insgesamt 45 Messungen (9 verschiedene Stimulantien
untersucht auf den Zellen von 5 verschiedenen Tieren, Messungen jeweils im Dreifachansatz)
war nur in 4 Einzelmessungen keine Reduktion, sondern eine geringfiigige Erhohung der
Anzahl Zellen im Aquisitionsfenster der vitalen non-Blasten festzustellen. Im
Aquisitionsfenster der Blasten war nur in einem Fall keine Reduktion durch Stxl
nachzuweisen. Aufgrund der hohen Standardabweichung wurde auf eine statistische

Auswertung verzichtet.

3.2.5.2 Wirkung auf Vitalitit und Transformation einzelner IEL-Subpopulationen

Bei der Bestimmung der Transformationsrate ergaben sich hohe individuelle Schwankungen.
Deshalb erschien es sinnvoll, den Anteil der verschiedenen Subpopulationen an den insgesamt
detektierten Zellen getrennt voneinander zu analysieren. Insgesamt befanden sich nach
3tigiger Kultur deutlich mehr Zellen im Aquisitionsfenster der vitalen non-Blasten als im
Aquisitionsfenster der zu Blasten transformierten Zellen (siche auch Abb. 4, Kapitel 3.1.7.1).
Wie in Abb. 12 dargestellt, zeigt die Populationsverteilung innerhalb dieser zwei Aquisitions-
fenster dhnliche Tendenzen. In beiden Aquisitionsfenstern befinden sich wenige B-Zellen und
CD4" Zellen. Dagegen machen die CD8" Zellen einen GroBteil beider Zellpopulationen aus.
Die Anzahl der CD8a." und der CD8B" Zellen ist nahezu identisch. Neben den CD8" Zellen
ist v.a. die Population der Y0 T-Zellen in den beiden Aquisitionsfenstern nachzuweisen. Sie
besteht aus mindestens drei verschiedenen Subpopulationen, die sich gleichermaflen in den
Aquisitionsfenstern der vitalen non-Blasten und der zu Blasten transformierten Zellen
befinden. Im Gegensatz zu der Situation ex vivo tragen nach Kultur deutlich mehr Zellen
CD25" als CD71" auf ihrer Oberfliche. ACT2 bleibt das von den meisten Zellen exprimierte

Aktivierungsantigen.
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Die Abb. 12 zeigt den prozentualen Anteil der verschiedenen IEL-Subpopulationen an allen
untersuchten Zellen in An- und Abwesenheit von Stxl bzw. Stx1 und anti-StxB1. Der
Prozentsatz aller untersuchten Subpopulationen war deutlich reduziert in den Ansétzen mit
Stx1. Diese Reduktion war in einigen Féllen signifikant. AuBer bei einer Subpopulation, den
WC1" ¥ T-Zellen, konnten Signifikanzen nur bei Zellen aus dem Aquisitionsfenster der
vitalen Blasten nachgewiesen werden. Anti-StxB1 neutralisierte die Wirkung des Toxins in
den meisten Fillen ganz bzw. teilweise. In einigen Féllen blieb die erwartete Neutralisation
aus oder die Zugabe von anti-StxB1 fiihrte sogar zu einer verstirkten Reduktion einer

Lymphozytensubpopulation.
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Abb. 12: Vergleich des prozentualen Anteils verschiedener IEL-Subpopulationen an der
Gesamtpopulation in den untersuchten Aquisistionsfenstern nach Inkubation mit Stx1 (¢ (Stx1)
= 200 CDy,/ml) oder Stx1 und anti-StxB1 (c(anti-StxB1) = 1,5 pg/ml) mit Kontrollansitzen;
Inkubationszeit = 3 Tage, Stimulans = PHA-P 2,5 ng/ml, n = 6-8 Bestimmungen aus 4 Tieren
und 4 Priparationen, bzgl. CD77 n = 56 Bestimmungen aus 4 Tieren und 4 Priparationen;

dargestellt sind geometrische Mittelwerte und Streufaktoren
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3.2.5.3 Wirkung auf CD77" Zellen in den einzelnen IEL-Subpopulationen

In Anwesenheit von Stx1 kann eine deutliche Reduktion der CD77-Expression beobachtet
werden (siche Abb. 12). Die folgende Tabelle dokumentiert die CD77-Expression von IEL
unterschiedlicher Subpopulationen nach 3tigiger Kultur.

Die Tabelle 17 zeigt, dass alle untersuchten IEL Subpopulationen nach einer dreitéigigen
Inkubation den Stx1-Rezeptor unterschiedlich stark auf ihrer Oberfliche exprimieren.
Wihrend die Subpopulationen der CD4", CD21" Zellen sowie vitale WC1" und TcR1-N7"
Blasten den Rezeptor zu 50% oder mehr auf ihrer Oberfliche tragen, liegt der Anteil CD77"
Zellen der anderen Subpopulationen ca. zwischen 17 % und 38 %. Die Expression wird in

Anwesenheit von Stx1 von nahezu allen Subpopulationen reduziert.
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Tabelle 17: Einfluss von Stx1 auf die CD77-Expression der verschiedenen Leukozytensub-
populationen der vitalen Blasten und der vitalen non-Blasten, Inkubationszeit = 3 Tage, n = 8
Bestimmungen aus 4 Priparationen von 4 Tieren, ¢(Stx1) = 200 CDy/ml, c(anti-StxB1) = 1,5

ug/ml, dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung, c(PHA-P) = 2,5 pg/ml

prozentualer Anteil CD77" Zellen an den Zellen einer Subpopulation im

Aquisistionsfenster nach Inkubation mit:

Medium Stx1 Stx1 + anti-StxB1
Antigen MW + s* MW =+ s* MW =+ s*
CD77°CD4"
vitale Blasten 73,3 +29,7 71,1 £274 85,7+ 16,1
vitale non-Blasten 50,7 +£30,8 42,11 £28,5 68,0 +27,1
CD77'CD8a"
vitale Blasten 38,8 +20,4 343+ 14,2 39,0 + 16,0
vitale non-Blasten 18,2+ 13,0 10,1 +4,1 18,3 +38,5
CD77°CDS8B"
vitale Blasten 38,6179 20,4+9,3 394+128
vitale non-Blasten 16,9+ 11,0 10,1 +£4,2 19,1 +9,1
CD77°CD21"
vitale Blasten 98,2 +5,17 87,5+354 100,0 £ 0,0
vitale non-Blasten 65,0 +22.8 74,5 £ 23,9 87,1 £23.8
CD77"WC1"
vitale Blasten 60,8 + 26,2 45,0 £ 38,2 52,5+ 31,6
vitale non-Blasten 31,7+ 17,6 28,8+ 21,4 68,5 + 33,7
CD77 TcR1-N7"
vitale Blasten 49,6 £ 23,4 24,0 £20,7 48,1 £ 26,7
vitale non-Blasten 38,4 +20,1 248 £13,7 53,8 +27,2
CD77°ACT2"
vitale Blasten 33,3+22,1 9,6 £6,7 48,1 £13,2
vitale non-Blasten 16,9 £13,0 44+23 15,6 £ 8,8

*MW = Mittelwert, s = Standardabweichung
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Wihrend diese Reduktion bei einigen Subpopulationen sehr deutlich ausfillt (vitale Blasten:
CDSB’, CD21", WC1", TcR1-N7", ACT2"; vitale non-Blasten: CD4", CD8a.", CDSpB", TcR1-
N7°, ACT2"), ist bei anderen Subpopulationen nur eine geringe Verringerung der CD77
Expression festzustellen (vitale Blasten: CD4", CD8a.", vitale non-Blasten: WC1"). Lediglich
bei der Population der CD21" B-Zellen, die sich im Aquisitionsfenster der vitalen non-Blasten
befinden, ist eine verstirkte Expression des Rezeptors nachzuweisen. Die durch Inkubation
der TEL mit Stx1 hervorgerufene verdnderte Expression des Stx1-Rezeptors auf den
verschiedenen Subpopulationen ldsst sich durch Prdinkubation von Stx1 mit anti-StxB1 in den

meisten Fallen neutralisieren.

3.2.5.4 Untersuchungen zur neutralisierenden Wirkung von anti-StxB1

In den oben dargestellten Versuchsreihen hat sich gezeigt, dass 1,5 pg/ml anti-StxB1, die
ausreichen den zytotoxischen Effekt von 200 CDsy/ml Stx1 fiir Verozellen vollstindig zu
neutralisieren (siche Abb. 2, Kapitel 3.1.1), die Wirkung von Stx1 auf IEL nur teilweise
aufheben. Ahnliches beobachteten bereits Stamm et al. (214) bei bovinen PBMC. Die
Autoren konnten dariiber hinaus zeigen, dass der auch hier verwendete monoklonale
Mausantikorper 13C4 die Bindung des Toxins nicht prinzipiell verhindert, sondern bei hohen
Antigen-Antikorper-Verhéltnissen die Bindung des Toxins sogar verstirken kann. Deshalb
wurde in Analogie zu den Versuchen von Stamm et al. (214) untersucht, ob und bei welcher
Toxinkonzentration eine vollstindige Neutralisation der Stx1-Wirkung auf bovine IEL
einsetzt. Dazu wurde vor der Zugabe zu Lymphozytenkulturen Stx1 in verschiedenen
Konzentrationen von 200 CDso/ml bis 3,13 CDso/ml mit einer konstanten Menge anti-StxB1
(1,5 pg/ml) inkubiert. Als Messparameter wurde der Anteil zu Blasten transformierter Zellen
bzw. der Anteil CD77 -Blasten am Ende der Inkubation gewihlt. Abbildung 13A und 13B
zeigt, dass 1,5 pg/ml anti-StxB1 die Wirkung von Stx1 auf die ausgewéhlten Parameter bei
PBMC vollstindig verhindern konnte. Bei IEL stellte sich jedoch heraus, dass die verwendete
Konzentration anti-StxB1 zwar die von 200 CDso/ml Stx1 verursachte drastische Reduktion
des Anteils an Blasten fast vollstindig neutralisiert (Abb. 14A), die Wirkung des Toxins auf
den Anteil der CD77-Blasten wird jedoch selbst in der niedrigsten eingesetzten

Konzentration von Stx1 nur etwa zur Hélfte aufgehoben (Abb. 14B).
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Legende zu Abb. 13:  []  Positivkontrolle 1,5 ug/ml anti-StxB1, kein Stx1
B Negativkontrolle 200 CD50/ml Stx1, kein anti-StxB1
B Stxl log 2 verdiinnt, anti-Stx1 konstant 1,5 pug/ml

Abb. 13: Neutralisierbarkeit verschiedener Stx1-Konzentrationen durch anti-StxBl;
Messparameter ist die Transformation von PBMC A) zu Blasten sowie B) die CD77-Expression
boviner Blasten, Inkubationszeit PBMC = 4 Tage, c(anti-StxB1) = 1,5 pg/ml; c¢(Stx1) log 2
verdinnt, Ausgangskonzentration = 200 CD,,/ml, Endkonzentration 3,13 CD,,/ml, c((PHA-P) =
5 pg/ml. Durchflusszytometrische Analyse der morphologisch als Blasten charakterisierten
Zellen; untersucht wurde n = 1 Tier, die Werte sind Ergebnis einer Dreifachbestimmung (A,

dargestellt ist der Mittelwert + Standardabweichung) bzw. einer Einfachbestimmung (B)
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Legende zu Abb. 14:  []  Positivkontrolle 1,5 ug/ml anti-StxB1, kein Stx1
B Negativkontrolle 200 CD50/ml Stx1, kein anti-StxB1
B Stxl log 2 verdiinnt, anti-Stx1 konstant 1,5 pug/ml

Abb. 14: Neutralisierbarkeit verschiedener Stx1-Konzentrationen durch anti-StxB1;
Messparameter ist die Transformation von IEL A) zu Blasten sowie B) die CD77-Expression
boviner Blasten, Inkubationszeit IEL. = 3 Tage, c(ant-StxB1) = 1,5ug/ml; c(Stx1) log 2
verdinnt, Ausgangskonzentration = 200 CD,,/ml, Endkonzentration 3,13 CD,,/ml, c((PHA-P) =
2,5 pg/ml. Dutchflusszytometrische Analyse der morphologisch als Blasten charakterisierten
Zellen; untersucht wurde n = 1 Tier, die Werte sind Ergebnis einer Dreifachbestimmung (A,

dargestellt ist der Mittelwert + Standardabweichung) bzw. einer Einfachbestimmung (B)
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3.2.5.5 Wirkung von Stx1 auf die ,,Natiirliche Killerzell-Aktivitat“ der IEL

»Natlirliche Killerzellen (NK-Zellen) gehoren zur zelluldren Sofortabwehr des Korpers und
sind wichtiger Bestandteil der gastrointestinalen Abwehr eindringender Erreger. Sie
tiberpriifen die MHC I Expression von Zellen und lysieren solche, die kein, zu wenig oder
kein korpereigenes MHC I auf der Oberfliche tragen (10). Die NK-Aktivitit boviner
Lymphozyten wurde sowohl von PBMC (138) (unter Verwendung des identischen
Testsystems) als auch von aus Kélbern isolierten intestinalen Lymphozyten (61)
dokumentiert.

Um festzustellen, ob Stx1 nicht nur die Transformation von IEL zu Blasten beeintrachtigt,
sondern auch andere Funktionen von IEL beeinflusst, wurde die Aktivitdt ,,Natiirlicher
Killerzellen* untersucht. Zunichst wurde iiberpriift, ob IEL adulter Rinder in vitro eine mit
dem gewéhlten Testsystem nachweisbare Aktivitit von NK-Zellen besitzen. Gemessen wurde
die Lyse von fluoreszenzfarbstoffmarkierten Zielzellen in Abhidngigkeit von dem Verhiltnis
Effektorzellen:Zielzellen. Als Negativkontrolle wurde jeweils die spontane Lyse der
Zielzellen bestimmt.

Wihrend der Prozentsatz der lysierten Zielzellen in den niedrigen Verhéltnissen
Effektorzellen:Zielzellen sich nicht von dem Prozentsatz spontan lysierter Zielzellen
unterscheidet, zeigt sich etwa ab einem Verhéltnis von 33:1 ein gesteigerter Prozentsatz
lysierter ~ Zielzellen. Dieser Trend setzt sich bei einem  Verhdltnis von
100 Effektorzellen:1 Zielzelle fort, so dass bei diesem Verhéltnis ein Prozentsatz von 53,9 %
lysierter Zielzellen verglichen mit einer spontanen Lyse von 29,9 % gemessen werden konnte
(siche Abb. 15).

Um einen Effekt von Stx1 auf die Aktivitét ,,Natiirlicher Killerzellen® des Rindes nachweisen
zu koénnen, wurden diese Zellen fiir 24 Stunden mit Stx1 bzw. Stx1 und anti-StxB1 inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen in den Funktionstest eingesetzt und nach weiteren 18
Stunden die durchflusszytometrische Analyse vorgenommen. Die Ergebnisse sind in Abb. 16

dargestellt.
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Abb. 15: Abhingigkeit der Aktivitdt ,,Natirlicher Killerzellen® ilealer IEL adulter Rinder vom
Verhiltnis Effektorzellen (IEL): Zielzellen (BL3), gemessen am Prozentsatz lysierter Zielzellen; n

= 6 Bestimmungen aus 2 Tieren und 2 Priparationen, Inkubationszeit = 18 Stunden
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Abb. 16: NK-Aktivitit von ilealen IEL bei steigendem Verhiltnis Effektorzellen:Zielzellen in An-
und Abwesenheit von Stx1 bzw. Stx1 und anti-StxB1; ¢(Stx1) = 200 CD,,/ml, c(anti-StxB1) =
1,5 pg/ml, n = 15 Bestimmungen aus 5 Tieren und 5 Priparationen, Inkubationszeit = 24

Stunden Priinkubation in An- und Abwesenheit von Stx1 + 18 Stunden Testdauer = 42 Stunden
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Trotz 24stiindiger Prdinkubation vor Durchfiihrung des Testes war noch immer eine NK-
Aktivitdt der Zellen nachzuweisen. Der Prozentsatz lysierter Zielzellen betrug bei einem
Verhiltnis von 100 Effektorzellen: 1 Zielzelle 42,7 % verglichen mit einer spontanen Lyse
der Zielzellen von 20,2 %. Wurden die Effektorzellen {iber 24 Stunden mit Stx1 bzw. Stx1
und anti-Stx1 priinkubiert, konnte kein Einfluss des Toxins auf die Aktivitit ,,Natiirlicher

Killerzellen* nachgewiesen werden.

3.2.5.6 Wirkung von Stx1 auf die Transkription von Zytokingenen durch IEL

Die Regulation der Immunantwort basiert entscheidend auf der Differenzierung der CD4" T-
Zellen zu Tyl- (fiir die zellvermittelte Immunitit) und Ty2-Zellen (fiir die humorale
Immunitét) und den von diesen Zellen produzierten Zytokinen (95). Die oben dargestellten
Untersuchungen haben gezeigt, dass bovine CD4'-IEL weniger stark als andere
Subpopulationen den Stx1-Rezeptor exprimieren. Von Stx1 ist jedoch bekannt, dass es
vielfiltige Wirkungen auf Zellen haben kann und so z.B. auch ohne messbare
Zellschadigungen zu verursachen die Zytokinproduktion modifiziert (179). Dieser Effekt
kann als Teil einer ,,ribotoxic stress response‘ bereits wenige Stunden nach Zugabe von Stx1
zu Zellen messbar sein (229). Um den EinfluB von Stx1 auf die Steuerung der intestinalen
Immunantwort weitergehend zu analysieren, wurde deshalb auch die Transkription von
jeweils zwei Tyl-spezifischen (IL-2, Interferon y) bzw. Ty2-spezifischen Zytokinen (IL-4, IL-
10) nach mehrstiindiger Inkubation boviner IEL mit gereinigtem Stx1 untersucht. Zusitzlich
wurde die mRNA-Produktion des fiir Granulozyten chemotaktischen Chemokins IL-8 unter
diesen Bedingungen quantifiziert.

In einer ersten Untersuchungsreihe wurden 6 IEL-Priparationen iiber 4,5 h in An- und
Abwesenheit von gereinigtem Stx1 inkubiert. Um einen Eindruck zu erhalten, ob sich ruhende
Zellen anders verhalten als aktivierte, wurden sowohl unstimulierte als auch stimulierte
(c(PHA-P) = 2,5 pg/ml) Zellen untersucht. Abbildung 17 zeigt, dass unstimulierte IEL unter
dem Einfluf von Stx1 (200 CDsy/ml) gleichviel oder nur geringfiigig weniger IL-2-
spezifische mRNA bildeten als Zellen, die nur mit Medium inkubiert wurden. Stimulierte IEL
bildeten in Abwesenheit von Stx1 trotz erheblicher Unterschiede zwischen den Préparationen
im Durchschnitt mehr IL-2-mRNA als unstimulierte. Der Zusatz von Stx1 zu stimulierten
Zellen fiihrte in 3 von 6 Priparationen zu einer unterschiedlich starken Reduktion der IL-2-

mRNA-Synthese, in einem Fall zu einer geringfiigigen Erh6hung.
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Abb. 17: Einfluss von Stx1 auf die Transkription von Interleukin 2 durch bovine IEL;
unterschiedliche Symbole kennzeichnen IEL verschiedener Tiere, Inkubationszeit = 4,5 Stunden,
c(Stx1) = 200 CD50/ml, Stimulans = 2,5 pg/ml PHA-P, n = 6 Bestimmungen aus 6 Pripara-

tionen von 6 Tieren

Ein iiberwiegend hemmender Einflu von Stx1 lie sich auch auf die Transkription des
Interferon y-Gens feststellen (Abb. 18). Bei den unstimulierten Zellen der meisten Tiere war
eine geringfiigig bis deutliche Reduktion der Interferon y mRNA-Synthese nachzuweisen. Bei
den Zellen zweier Tiere dagegen konnte kein Einflu von Stx1 auf die Transkription von
Interferon y festgestellt werden. Im Vergleich zu den unstimulierten Zellen war die
Transkription von Interferon y durch die IEL nach Stimulation in drei Féllen deutlich erhoht.
Die Zellen eines Tieres produzierten unabhingig von der An- oder Abwesenheit eines
Stimulans gleichviel Interferony mRNA, die Zellen eines weiteren Tieres produzierten
geringfiigig weniger, die eines dritten erheblich weniger Interferon y mRNA als die Zellen des
vergleichbaren Ansatzes ohne Stimulans. Durch Zusatz von Stx1 zu den stimulierten Zellen
reduzierten die IEL von 2 der 6 Tiere deutlich bis erheblich die Transkription von
Interferon y. Die Zellen von zwei weiteren Tieren zeigten eine unverdnderte, die von zwei

anderen Tieren eine geringfligig gesteigerte Interferon Yy mRNA Produktion.
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Abb. 18: Einfluss von Stx1 auf die Transkription von Interferon?y durch bovine IEL;
unterschiedliche Symbole kennzeichnen IEL verschiedener Tiere, Inkubationszeit = 4,5 Stunden,
c(Stx1) = 200 CD50/ml, Stimulans = 2,5 pg/ml PHA-P, n = 6 Bestimmungen aus 6 Pripara-

tionen von 6 Tieren

Vergleicht man die mRNA Synthese von IL-4 in den Ansdtzen unstimulierter Zellen mit und
ohne Toxin, so ldsst sich bei 5 von 6 Tieren eine deutliche bis erhebliche Zunahme der IL-4
mRNA in den Ansdtzen mit Stxl feststellen. Nur bei den Zellen eines Tieres ist keine
Veranderung der Transkription von IL-4 durch Stx1 nachzuweisen. Die Stimulation der
Zellen mit PHA-P resultiert bei den Zellen der meisten Tiere in einer unverdnderten Synthese
von IL-4 mRNA. Bei den Zellen zweier Tiere konnte jedoch eine deutliche Steigerung der IL-
4 mRNA Produktion nachgewiesen werden. Durch Zugabe von Stx1 zu diesen Ansdtzen war
bei den IEL von drei Tieren eine deutliche bis erhebliche Steigerung der IL-4 mRNA
Synthese festzustellen. Die Zellen von weiteren drei Tieren zeigten eine durch die Zugabe von

Stx1 unverdnderte Transkription des IL-4 Gens (siche Abb. 19).
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Abb. 19: Einfluss von Stx1 auf die Transkription von Interleukin 4 durch bovine IEL;
unterschiedliche Symbole kennzeichnen IEL verschiedener Tiere, Inkubationszeit = 4,5 Stunden,
c(Stx1) = 200 CD50/ml, Stimulans = 2,5 pg/ml PHA-P, n = 6 Bestimmungen aus 6 Pripara-

tionen von 6 Tieren

Die mRNA-Produktion von IL-10 bei unstimulierten Zellen blieb bei 3 von 6 Tieren auch
nach Zusatz von Stx1 zum Medium unverdndert (dargestellt in Abb. 20). Die Zellen zweier
Tiere verminderten die Transkription des IL-10-Gens deutlich, in den Zellen eines Tieres
konnte dagegen deutlich mehr IL-10 mRNA nachgewiesen werden. Auch der EinfluB3 der
Stimulation auf die Transkription des IL-10-Gens zeigte keine eindeutigen Trends. Wéhrend
bei den Zellen zweier Tiere in Anwesenheit von PHA-P deutlich bzw. erheblich mehr IL-10
mRNA synthetisiert wurde, war bei den Zellen von zwei anderen Tieren kein Einfluf3 der
Stimulation auf die IL-10 Transkription nachweisbar. Bei zwei weiteren Tieren konnte eine
geringfiigige Reduktion der IL-10 mRNA-Produktion festgestellt werden. Der Zusatz von
Stx1 zu den stimulierten Zellen resultierte bei 5 von 6 Tieren in einer unverdnderten IL-10

Transkription, nur die Zellen eines Tieres verringerten die IL-10 mRNA-Synthese erheblich.
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Abb. 20: Einfluss von Stx1 auf die Transkription von Interleukin 10 durch bovine IEL;
unterschiedliche Symbole kennzeichnen IEL verschiedener Tiere, Inkubationszeit = 4,5 Stunden,
c(Stx1) = 200 CD50/ml, Stimulans = 2,5 ng/ml PHA-P, n = 6 Bestimmungen aus 6 Pripara-

tionen von 6 Tieren

Interleukin 8 ist v.a. fiir seine chemotaktische Wirkung auf Granulozyten bekannt. Wie in
Abb. 21 zu sehen, wird es von den meisten unstimulierten IEL produziert, nur bei den Zellen
zweier Tiere ist nahezu keine IL-8 mRNA nachzuweisen. Auf Zugabe von Stxl zum
Kulturmedium reagierten die Zellen zweier Tiere mit einer deutlich bis erheblich reduzierten
Synthese von IL-8 mRNA. Im Gegensatz dazu war bei den Zellen von zwei weiteren Tieren
ein deutlicher Anstieg der IL-8 mRNA Produktion festzustellen. Bei den Zellen eines Tieres
konnte keine Verdnderung der I1I-8 mRNA Synthese nachgewiesen werden. Die stimulierten
IEL aller Tiere produzierten IL-8 mRNA in einem gewissen Mal}. Die Zugabe von Stx1 zum
Kulturmedium stimulierter Zellen resultierte in nahezu allen Féllen in einer geringfiigig bis
erheblichen Reduktion der IL-8 mRNA-Produktion. Nur bei den Zellen eines Tieres blieb die
mRNA-Synthese auch nach Zugabe von Stx1 unverédndert.
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Abb. 21: Einfluss von Stx1 auf die Transkription von Interleukin 8 durch bovine IEL;
unterschiedliche Symbole kennzeichnen IEL verschiedener Tiere, Inkubationszeit = 4,5 Stunden,
c(Stx1) = 200 CD50/ml, Stimulans = 2,5 ng/ml PHA-P, n = 6 Bestimmungen aus 6 Pripara-

tionen von 6 Tieren

In einer weiteren Versuchsreihe wurden 4 IEL-Praparationen untersucht. Eine Modifikation
der Methode der RNA-Extraktion erhohte die Stabilitit der mRNA vor der eigentlichen
Quantifizierungsreaktion.

Da in den vorherigen Versuchen die Wirkung von Stx1 bei stimulierten Zellen deutlicher
ausfiel als bei unstimulierten IEL, wurden ausschlieBlich PHA-P stimulierte Zellen analysiert.
Fiir jeden Ansatz (Mediumkontrolle, Stx1 oder Stx1 + anti-StxB1) wurde der Anteil der
Emission der einzelnen Zytokin/Chemokin- Bande an der Emission der GAPDH-Bande
errechnet und die Ergebnisse dieser Berechnung der Mediumkontrollen anschlieend als
100 % definiert. Die in Abb. 22 dargestellten Werte driicken die Ergebnisse der Ansétze mit
Stx1 bzw. Stx1 + anti-StxB1 relativ zu den Werten der Mediumkontrollen aus. Sie erlauben

die Beurteilung der Neutralisierbarkeit der Wirkung von Stx1 durch anti-StxB1.
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Abb. 22: Einfluss von Stx1 (c(Stx1) = 200 CD.,/ml) bzw. Stx1 und anti-StxB1 (c(anti-StxB1 =
1,5 pg/ml) auf die Bildung von zytokin-/chemokispezifischer mRNA durch IEL, Inkubationszeit
= 4,5 Stunden, ¢(PHA-P) = 2,5 ng/ml, n = 4 Bestimmungen aus 4 Priparationen von 4 Tieren,
unterschiedliche Symbole kennzeichnen IEL verschiedener Tiere, Ergebnisse der relativen

GAPDH-Expression bezogen auf die Mediumkontrolle
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Fortsetzung Abb. 22

Im Vergleich zu den Ansétzen mit Stx1 + anti-StxB1 fiihrte Stx1 in drei der untersuchten
Priaparationen zu einer unterschiedlich stark ausgepréigten Steigerung des Gehaltes an 1L-2
mRNA, wéhrend in einer weiteren Praparation eine erhebliche Reduktion beobachtet werden
konnte (siche Abb. 22). Sowohl bei Interferon y mRNA als auch bei IL-4 mRNA war in zwei
Ansédtzen mit Stx1 eine deutliche bzw. erhebliche Steigerung, bei zwei weiteren eine
geringgradige bis deutliche Reduktion zu beobachten. IL-10 mRNA konnte nur in zwei
Priparationen nachgewiesen werden. Hier fiihrte Stx1 zu einer deutlichen Reduktion der IL-
10 mRNA Synthese. IL-8 mRNA wurde bei drei Priparationen in Ansédtzen mit Stx1 im
Vergleich zu Ansdtzen mit Stx1 + anti-StxB1 in unterschiedlichem Male reduziert
nachgewiesen. Insbesondere bei der Quantifizierung der mRNA von IL-10 und IL-8 ist
allerdings festzustellen, dass die bestimmte mRNA-Menge in Ansétzen mit Stx1 + anti-StxB1
zum Teil erheblich von der Menge in den Kontrollansdtzen abweicht (siehe Differenz zu
100 %). Dieser Effekt ldsst sich teilweise auf eine nur partielle Neutralisation der
Toxinwirkung zuriickfiihren. Bei einigen IEL-Priparationen jedoch scheint die Anwesenheit

des Antikorpers die Wirkung des Toxins verstirkt oder in das Gegenteil verkehrt zu haben.
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3.2.6 Wirkung von gereinigtem Stx1 auf die Transkription von Zytokingenen
durch PBMC

Ziel dieser Arbeit war es u.a. aufzuklédren, ob sich die bisher an bovinen PBMC erhobenen
Befunde zur immunmodulatorischen Wirkung von Stx1 auch auf Immunzellen der enteralen
Schleimhaut {ibertragen lassen. Die oben beschriebenen Ergebnisse von ilealen IEL weisen in
vielen Punkten groBe Ahnlichkeit mit den Ergebnissen von PBMC auf. Weitergehende
Untersuchungen zum Wirkmechanismus von Stx1 auf bovine Lymphozyten kdnnen somit
auch mit Blutlymphozyten durchgefiihrt werden. Diese sind leichter zu gewinnen und zu
kultivieren. AuBerdem hatte sich bei der Etablierung der Methodik der RNA-Extraktion
bereits gezeigt, dass die aus PBMC gewonnene RNA {iber eine deutlich hohere Stabilitdt
verfligt als die aus IEL isolierte. Da die Wirkung von Stx1 auf die Transkription von
Zytokingenen bei PBMC noch unbekannt war, wurden entsprechende Untersuchungen auch
mit PBMC-Priparationen durchgefiihrt. Bei frisch priparierten PBMC ist im Gegensatz zu
IEL jedoch kein StxI-Rezeptor nachweisbar. Dieser kann erst nach Kultivierung und
Stimulation der Zellen auf der Oberflache der Zellen detektiert werden. Deshalb wurde die
Bildung zytokin-/chemokinspezifischer mRNA nicht nur nach 4,5 Stunden Inkubationszeit
mit Stx1 sondern auch nach 24 Stunden Inkubation mit dem Toxin bestimmt.

Auch bei PBMC war festzustellen, dass die mRNA-Menge in den Ansdtzen mit Stx1 + anti-
StxB1 zum Teil erheblich von der Menge in den Kontrollansédtzen abweicht (siehe Differenz
zu 100 %). Abb. 23 zeigt, dass trotz des fehlenden Rezeptors auch bei PBMC bereits nach 4,5
Stunden ein Effekt von Stx1 auf die Transkription von Zytokingenen nachgewiesen werden
kann. Im Hinblick auf IL-2-, Interferon y- und IL-4-spezifische mRNA reduziert Stx1 die
Synthese mehr oder weniger deutlich im Vergleich im Vergleich zu PBMC, die mit Stx1 +
anti-StxB1 inkubiert wurden. IL-10-spezifische mRNA war nur bei zwei PBMC-
Priparationen nachweisbar, die auf Stx1 gegensitzlich reagierten. Dieser Effekt war auch
nach 24 Stunden in gleicher Weise, aber deutlicher ausgeprigt, nachweisbar (Abb. 24).
Dagegen enthielten einige PBMC-Préparationen nach 24stiindiger Inkubation mit Stx1 mehr

IL-2-, Interferon y- und IL-4-spezifische mRNA als nach Inkubation mit Stx1 + anti-StxB1.
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Abb. 23: Einfluss von Stx1 (c(Stx1) = 200 CD.,/ml) bzw. Stx1 und anti-StxB1 (c(anti-StxB1 =
1,5 ng/ml) auf die Bildung von zytokinspezifischer mRNA durch PBMC, Inkubationszeit = 4,5
Stunden, ¢(PHA-P) = 2,5 pg/ml, n = 3 Bestimmungen aus 3 Priparationen von 3 Tieren, untet-
schiedliche Symbole kennzeichnen PBMC verschiedener Tiere, Ergebnisse der relativen

GAPDH-Expression bezogen auf die Mediumkontrolle
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mRNA-Transkription (% GAPDH relativ zur Mediumkontrolle)
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Abb. 24: Einfluss von Stx1 (c(Stx1) = 200 CD.,/ml) bzw. Stx1 und anti-StxB1 (c(anti-StxB1 =
1,5 pg/ml) auf die Bildung von zytokinspezifischer mRNA durch PBMC, Inkubationszeit = 24
Stunden, ¢(PHA-P) = 2,5 pg/ml, n = 3 Bestimmungen aus 3 Priparationen von 3 Tieren, untet-
schiedliche Symbole kennzeichnen PBMC verschiedener Tiere, Ergebnisse der relativen

GAPDH-Expression bezogen auf die Mediumkontrolle
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Abb. 25: Einfluss von Stx1 (c(Stx1) = 200 CD.,/ml) bzw. Stx1 und anti-StxB1 (c(anti-StxB1 =
1,5 pg/ml) auf die Bildung von spezifischer IL-8 mRNA durch PBMC, Inkubationszeit = 4,5
Stunden bzw. 24 Stunden, c(PHA-P) = 2,5 ug/ml, n = 3 Bestimmungen aus 3 Priparationen von
3 Tieren, unterschiedliche Symbole kennzeichnen PBMC verschiedener Tiere, Ergebnisse der

relativen GAPDH-Expression bezogen auf die Mediumkontrolle

Dass bezogen auf die Gesamtheit aller Zellen der PBMC-Préparationen Stx1 die Synthese von
Zytokin-mRNA nicht gédnzlich blockiert, sondern moglicherweise nur verzogert, deutet sich
insbesondere bei IL-8-spezifischer mRNA an (Abb. 25). Wihrend nach 4,5-stlindiger
Inkubation mit Stx1 in allen drei Prdparationen weniger IL-8 mRNA nachweisbar ist als in
den Kontrollansitzen, enthalten die Stx1-behandelten Zellen nach 24 Stunden mehr dieser
mRNA Spezies. Bei einer Prédparation (nicht in der Abb. dargestellt) war weder in der
Mediumkontrolle noch im Ansatz mit Stx1 + anti-StxB1 IL-8-spezifische mRNA
nachweisbar. Nach Inkubation mit Stx1 konnte aber eine relative Transkription von 13,5 %

GAPDH gemessen werden.
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4. Diskussion

Noch ist keine Therapie der STEC-induzierten Erkrankungen beim Menschen bekannt.
Deshalb kommt der Prévention der Infektion eine besondere Bedeutung zu. Voraussetzung
einer erfolgreichen Reduktion der Durchseuchung des Reservoirwirtes Rind mit
humanpathogenen STEC ist das Verstindnis der Ursachen der Persistenz von STEC im
Gastrointestinaltrakt der Rinder. Die Tatsache, dass bei adulten Tieren keine offensichtlichen
Merkmale einer Entziindung festgestellt werden konnen, stiitzt die These, dass STEC wie
Kommensalen im Wiederkduerdarm leben (210). Obwohl histologisch keine Anzeichen einer
Entziindung nachgewiesen werden konnen, ist die Situation aber nicht mit der Abwesenheit
entzlindlicher Reaktionen gleichzusetzen. Auch unter physiologischen Bedingungen befindet
sich der Darm in einem Zustand der Entziindung. Die Entziindung ist durch eine Ansammlung
von Leukozyten in den intraepithelialen und subepithelialen Kompartimenten charakterisiert.
Allerdings ermdglichen komplizierte Regulationsmechanismen die Unterscheidung zwischen
pathogenen, die Mukosa schiddigenden Erregern, und Kommensalen (50). E. coli-Keime
werden bei Sdugetieren zur physiologischen Mikroflora gerechnet (134, 208) und gehdren zu
den ersten Bakterien, die den Darm von Neugeborenen besiedeln. Auch E. coli-Stimme des
STEC-Pathovars besiedeln Kélber bereits in den ersten Lebenswochen (211). Sie besitzen im
Gegensatz zu Kommensalen viele Virulenzfaktoren, die es thnen ermdglichen, die Funktionen
von Epithelzellen zu beeinflussen und charakteristische histopathologische Lisionen, das
sogenannte ,attaching and effacing® (A/E), hervorzurufen. Der Grad der Verdnderungen 1af3t
es unwahrscheinlich erscheinen, dass keiner dieser Virulenzfaktoren im adulten Wirt eine
iiber die ,,physiologische Entziindung* hinausgehende Immunreaktion induziert (208).
Trotzdem gelingt es den STEC in adulten Wiederkduern, die Induktion einer ,,pathologischen
Entziindung* zu verhindern und ein homdostatisches Milieu zu schaffen, das letztendlich eine
Persistenz der Bakterien ermdglicht. Seit bekannt ist, dass experimentell infizierte Schafe
STEC-Stdimme lidnger ausscheiden als stx™ EPEC-Stamme (33), werden die Stx zu den
bakteriellen Faktoren gezéhlt, die fiir die Kontrolle einer Entziindungsreaktion in Frage
kommen. Unterstlitzt wird diese These von der Tatsache, dass bovine Lymphozyten aus dem
peripheren Blut (PBMC) im Rahmen ihrer Aktivierung Gbs/CD77-Molekiile auf ihrer
Oberfldache exprimieren, von denen bestimmte Isoformen als funktionelle Stx1-Rezeptoren
identifiziert werden konnten (140, 214). Uber die Bindung an den Rezeptor hemmt Stx1 die
Proliferation boviner PBMC in vitro (139, 141). In vivo besiedeln STEC v.a. Zédkum und
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Kolon von Rindern, dringen aber auch bis in das Ileum vor (64). Am Fulle der Epithelzellen
lokalisierte intraepitheliale Lymphozyten sind somit die einzigen Immunzellen im Korper, die
sich in unmittelbarer Ndhe zu STEC befinden. Sollten IEL wie PBMC funktionelle Stx1-
Rezeptoren exprimieren und eine vergleichbare Sensitivitit fiir eine Wirkung des Toxins
besitzen, erscheint die Vermutung, Stx1 trage zur Kontrolle der Entziindungsparameter im
Darm bei, begriindet. Um dieser Frage nachzugehen wurden in dieser Arbeit IEL aus dem
Ileum adulter Rinder ex vivo phédnotypisch charakterisiert. /n vitro wurde anschlieend der
Einfluss von gereinigtem Stx1 Holotoxin auf verschiedene Funktionen von IEL untersucht.

Die isolierten IEL exprimierten den Stx-Rezeptor ex vivo und waren sensitiv fiir eine Wirkung
des Toxins nach Inkubation mit Stx1 in vitro. IEL aus Ileum, Zikum und Kolon sind
phénotypisch, auch beziiglich der Expression von CD77, sehr dhnlich. Auch wenn der
experimentelle Beweis noch aussteht, kann man vermuten, dass die Sensitivitdt der IEL fiir
Stx1 sich nicht auf ileale Lymphozyten beschrinkt. 60 % aller T-Zellen des Korpers befinden
sich in der Mukosa des Diinndarms (146). Es erscheint mehr als wahrscheinlich, dass die
Wirkung von Stx1 auf eine so grole Zahl von Immunzellen auch Verdnderungen im
Gesamtorganismus hervorruft. Tatsdchlich konnten Hoffmann et al. im Anschluss an eine
STEC-Infektion von Kilbern eine reduzierte Proliferationsfahigkeit der von diesen Tieren
isolierten PBMC feststellen (79), obwohl die bovine STEC-Infektion auf den
Gastrointestinaltrakt beschrinkt ist und nur in wenigen Féllen Bakterien in den drainierenden

Lymphknoten nachgewiesen werden konnen (34).

Bovine IEL exprimierten, im Gegensatz zu PBMC des Rindes, bereits ex vivo Gbs/CD77.
Allerdings zeigte sich, dass der Nachweis von CD77 auf IEL mit dem monoklonalen
Antikorper anti-CD77 nur bedingt Riickschliisse auf die Expression von funktionellem Stx1-
Rezeptor durch die Zellen erlaubte. Unlédngst wurde nachgewiesen, dass der gegen humanes
CD77-Antigen gerichtete Antikorper auch beim Rind eine homologe Struktur erkennt, die zur
Familie der Globotriaosylzeramid-Molekiile gehort und Stx-Rezeptoren auf humanen und
bovinen Zellen darstellt (140, 214). Entsprechend wurden bei der Untersuchung boviner IEL
CD77" Zellen gefunden, die rStxB1 banden. Es fanden sich aber auch Zellpopulationen, die
entweder CD77 exprimierten oder rStxB1 binden konnten. Ursache hierfiir sind vermutlich
unterschiedliche Isoformen von Gbs, die zu verschiedenen Zeitpunkten der Aktivierung auf
der Oberfliche exprimiert werden. Auf bovinen PBMC wurden diese verschiedenen
Isoformen bereits nachgewiesen (140). Die biochemische Analyse zeigte, dass PBMC zu

Beginn ihrer Aktivierung v.a. Gbs-Molekiile mit kiirzeren Fettsdureketten exprimierten (C16).



Diskussion 101

Gleichzeitig banden sie rStxB1 mit hoher Affinitit. Mit Hilfe des anti-CD77-Antikdrpers war
zu diesem Zeitpunkt jedoch kaum CD77 nachzuweisen. Im Laufe der Aktivierung in vitro
synthetisierten die Immunzellen vermehrt Gbs; mit langeren Fettsdureketten. Gleichzeitig
konnte CD77 bei sinkender Affinitdt von rStxB1 an den Rezeptor vermehrt nachgewiesen
werden (214). Man kann deshalb vermuten, dass der CD77 detektierende monoklonale
Antikorper und die B-Untereinheit von Stx]1 mit unterschiedlicher Affinitit an die
verschiedenen Isoformen des Rezeptors bei bovinen IEL bindet.

Die Expression von CD77 beschriankte sich nicht auf eine bestimmte Subpopulation der IEL,
sondern wurde von allen Populationen gezeigt. Bestimmte Teilpopulationen der yo T-Zellen
(TcR1-N7', WC1") exprimierten CD77 zu einem hdéheren Prozentsatz und mit groBerer
Antigendichte. Verglichen mit anderen intraepithelialen T-Zellen exprimierten die Zellen
dieser beiden Teilpopulationen auch die Antigene MHC II und CD71 vermehrt. Sie wiesen
somit einen aktivierten Phénotyp auf. Auch bei CD8a’ Zellen fiel ex vivo ein erhdhter
Prozentsatz CD77" Zellen mit groBer Rezeptordichte auf. Diese Zellen kdnnten sowohl zu den
afy T-Zellen als auch zu den yd T-Zellen gehoren. 31,8 % aller Y8 T-Zellen exprimierten
CD8a, nur 18,3 % CDS8p auf ihrer Oberflache. Der unterschiedliche Nachweis dieser beiden
Teilketten des CD8-Rezeptors deutet auf die Existenz von CD8awa.” Zellen innerhalb der yd T-
Zellen hin. In Anbetracht der Tatsache, dass neben den CD8o." Zellen ausschlieBlich yd T-
Zellen einen verstiarkten Anteil CD77" Zellen aufwiesen, liegt es nahe zu vermuten, dass
besonders der Teil der CD8a" Zellen, der zu den y8 T-Zellen gehdrt und vermutlich das
Homodimer CD8aa exprimiert, CD77 in grofler Dichte auf der Zelloberfléche trigt.

Der Nachweis von CD77 auf der Oberfliche boviner IEL belegt, dass die Zellen grundsétzlich
zur Synthese von Gbs-Molekiilen in der Lage sind und moglicherweise in einem bestimmten
Stadium ihrer Aktivierung auch Isoformen mit hoher Affinitdt fiir Stx1 exprimieren. Der
Nachweis, dass bovine intraepitheliale TcR1-N12" und CD8o’ Zellen ex vivo die B-
Untereinheit von Stx1 an ihrer Oberfldche binden, ldsst vermuten, dass Stx1 verstdrkt auf yo
T-Zellen und auf CD8aa.” T-Zellen (die als T-Zell-Rezeptor sowohl die aff als auch die y§
Kette exprimieren konnen) wirken. Die Funktion dieser Zellen im Gastrointestinaltrakt ist
noch nicht abschlieBend geklirt. Bei der Maus wurde nachgewiesen, dass CD8ao.” IEL iiber
CD8a an das auf der Oberfliche von Epithelzellen exprimierte und dem MHC verwandte
Antigen TL binden und dadurch direkt aktiviert werden. Dies bedeutet, dass diese Zellen
CD8o nicht ausschlieBlich als Korezeptor nutzen (122) und somit fir CD8" Zellen
,wuntypische® Aufgaben iibernehmen konnten (55). Teitelbaum et al. identifizierten in Ratten

intraepitheliale intestinale CD8ao.” Zellen, die Suppressor-Funktionen ausiibten (228). y8 T-
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Zellen werden noch weitere Funktionen zugeordnet. Es gibt Hinweise, dass sie an der
Beseitigung infizierter oder beschidigter Epithelzellen beteiligt sind (17). Gleichzeitig sollen
sie durch die Produktion von Wachstumsfaktoren die Erneuerung der Epithelzellschicht
steuern und so die intestinale Homoostase unterstiitzen (118). Zusétzlich sind yo T-Zellen in
der Lage unabhingig von MHC-Molekiilen unprozessierte Antigene auf der Oberfliche von
Mikroorganismen zu erkennen (27) und unterstiitzen die IgA-Produktion an mukosalen
Oberflichen (54). Eine Schidigung oder Hemmung dieser Zellen durch Stx1 konnte fiir die
Bakterien deshalb in mehrfacher Hinsicht von Vorteil sein. Einerseits wiirde die lokale
Abwehrreaktion des Wirtes unterdriickt, andererseits wiirde eine Verzogerung der
physiologischen Erneuerung der Epithelbarriere eine ldngere Besiedelung der Epithelzellen

durch STEC ermoglichen.

Im Gegensatz zu der unterschiedlichen zelluldren Verteilung der Stx-Rezeptoren auf bovinen
IEL ex vivo, war nach Inkubation der Zellen {iber drei Tage in vitro in Anwesenheit von Stx1
unabhéngig vom Stimulans und davon, ob die entsprechende IEL-Subpopulation ex vivo
Gb3/CD77 mehr oder weniger stark exprimierte, eine reduzierte Transformation zu Blasten
festzustellen. Da die Zellen im Aquisitionsfenster der vitalen Blasten als proliferierende
Zellen angesehen werden konnen [Menge, personliche Mitteilung], erscheint es legitim eine
Hemmung nicht nur der Transformation zu Blasten, sondern auch der Proliferation von IEL in
Anwesenheit von Stx1 zu postulieren. Gleichzeitig verringerte sich der Anteil vitaler non-
Blasten. Da diese Zellen nicht in das Aquisitionsfenster der vitalen Blasten iibergehen und
auch keine Zellteilung durchfiihren [Menge, personliche Mitteilung], ist anzunehmen, dass sie
apoptotisch werden. Wéhrend nach Inkubation von PBMC mit Stxl keine vermehrte
Apoptose festzustellen war (141), ist eine solche Wirkung des Stx1 im Falle der IEL nicht
vollstidndig auszuschlieBen.

Wegen der hohen Standardabweichungen bei den Untersuchungen zur induzierten
Transformation nach in vitro Kultur mit Stx1 wurde keine statistische Auswertung
durchgefiihrt. Die hohen Standardabweichungen beruhen v.a. auf den geringen
Transformationsraten in den Kontrollansdtzen. Von intraepithelialen Lymphozyten wird
speziesiibergreifend berichtet, dass sie schwierig zu stimulieren sind (145, 151, 248). Als
Erklarung wird hiufig angefiihrt, dass es sich um bereits ausdifferenzierte Zellen handelt. An
5 Tieren wurde die Vitalitit und die durch 9 verschiedene Stimulantien induzierten
Transformation von IEL in An- und Abwesenheit von Stx1 untersucht. Von diesen 45

Messungen, die jeweils im Dreifachansatz durchgefiihrt wurden, war nur in 4 Messungen
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keine Stx1-induzierte Reduktion des Anteils der non-Blasten und nur bei einer Messung keine
reduzierte Transformation festzustellen. Diese ,,untypischen” Messungen erfolgten alle bei
dem gleichen Tier, so dass bis auf diese Ausnahmen grundsétzlich eine Stxl-induzierte
Reduktion der Transformation und des Prozentsatzes der vitalen non-Blasten festgestellt
wurde. Die phénotypische Untersuchung der Zellen nach Kultivierung in An- und
Abwesenheit von Stx1 {iber 3 Tage zeigte eine Reduktion der Zellen im Aquisitionsfenster
der vitalen Blasten und der vitalen non-Blasten unabhéngig von der IEL-Subpopulation. Diese
Ergebnisse deuten an, dass Stx1 nicht selektiv bestimmte Funktionen der IEL beeinflusst,
sondern generell auf alle Lymphozyten wirkt, wie dies fiir PBMC bereits gezeigt werden

konnte (139).

Wihrend NK-Zellen beim Menschen durch die Expression von Oberflaichenmolekiilen
(CD3'CD56") eindeutig charakterisiert sind (10), konnten beim Rind bisher sowohl
CD3"CD8a." als auch CD3'CD8o." NK-like Zellen identifiziert werden (81). Trotz der starken
CD77-Expression bei CD8o." IEL war nach Inkubation mit Stx1 allerdings eine unverinderte
Aktivitdt der ,Natiirlichen Killerzellen festzustellen. Wie bereits oben beschrieben,
exprimieren bovine PBMC verschiedene Isoformen des Stxl-Rezeptors. Wéhrend im
Frithstadium der Aktivierung v.a. Rezeptoren mit hoher Affinitdt fiir rStxB1 exprimiert
werden, verschiebt sich der Schwerpunkt im Lauf einer fortschreitenden Aktivierung der
Zellen in Richtung der Rezeptorisoform mit hoherer Affinitdt fiir den monoklonalen anti-
CD77 Antikorper (214). Man geht allgemein davon aus, dass NK-Zellen sich in einem
Zustand permanenter Aktivierung befinden (10). Da sie nicht durch die Anwesenheit eines
spezifischen Antigens aktiviert werden miissen, befinden sich die NK-Zellen unter den
bovinen IEL vermutlich bereits seit ldangerem in einem aktivierten Zustand und exprimieren
folglich Gb3/CD77-Isoformen, die nur mit geringer Affinitit rStxB1 binden. Die Funktion
bereits aktivierter NK-Zellen zihlt deshalb wahrscheinlich nicht zu den Abwehrmechanismen,

die von Stx1 im Darm des Rindes supprimiert werden.

Das Zytokinmilieu innerhalb der IEL scheint eher von den Tyl-spezifischen Zytokinen IL-2
und Interferon y dominiert zu werden als von den Ty2-spezifischen Zytokinen. Die mRNA
von IL-4, dem klassischen Zytokin der Ty2-Zellen, war bei unstimulierten IEL nach 4,5
Stunden in vitro-Kultur nur bei einem Tier in geringem Malle nachzuweisen. Insgesamt fallt
auf, dass innerhalb der untersuchten Tiere bereits in den Kontrollansidtzen ohne Stx1 starke

individuelle Unterschiede beziiglich der Produktion von mRNA eines bestimmten Zytokins
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bestanden. Dank der dem Schlachtvorgang vorausgehenden Lebendbeschau und der
anschlieenden Untersuchung der Schlachtkérper kann davon ausgegangen werden, dass die
Spendertiere zum Zeitpunkt der Schlachtung klinisch gesund waren. Trotzdem kdnnten
unterschiedliche Haltungs- und Fiitterungsformen sowie individuelle Eigenschaften der
verschiedenen Tiere unterschiedliche Aktivierungszustinde der isolierten IEL bedingt haben.

Die Zugabe von Stx1 zum Kulturmedium resultierte hinsichtlich der Produktion von zytokin-
spezifischer mRNA nicht in einer einheitlichen Reaktion der Zellen auf das Toxin. Beziiglich
der Zytokine IL-2, Interferony und IL-10 reagierten die Zellen verschiedener Tiere
unterschiedlich. Wahrend bei IL-2 und Interferony ein eher hemmender Effekt auf die
Transkription dieser Gene festzustellen war, wurde die mRNA-Synthese von IL-10 nach
Zusatz von Stx1 individuell erhoht oder reduziert. Ein einheitlicheres Bild ergibt sich dagegen
bei der Quantifizierung der Produktion von IL-4 mRNA durch IEL nach Inkubation mit Stx1.
In Anwesenheit des Toxins produzierten IEL in 8 von 12 verschiedenen Ansétzen (n = 12
Ansidtze von 6 Tieren; je Tier 1 Ansatz mit unstimulierten und 1 Ansatz mit stimulierten
Zellen) vermehrt IL-4 mRNA. Die Zellen von 4 weiteren Tieren zeigten eine unverinderte
Produktion der IL-4 mRNA. Ursache der verstirkten Synthese von IL-4 mRNA durch IEL in
Anwesenheit von Stx1 konnte die Aktivierung von Ty2-Zellen sein. Allerdings gehdren Stx
zu einer Gruppe von Toxinen, deren wichtigster Mechanismus die Hemmung der Ribosomen
der Wirtszellen ist. Diese Toxine bewirken, bevor sie durch Hemmung der Ribosomen den
Tod der Wirtszelle verursachen, als ,,Sofortreaktion® die als ,,ribosomale Stress-Antwort*
(,,ribotoxic stress response‘) bezeichnete verstirkte Transkription bestimmter Gene (86). In
humanen PBMC induzieren Toxine, die die Aktivitdt von Ribosomen hemmen, die Synthese
von IL-4 (215). Dies geht einher mit einer reduzierten Expression von Interferon y. Demnach
konnte die Induktion von IL-4 durch Stx1 bei bovinen IEL die Induktion von Apoptose
ankiindigen. Bei der Beurteilung dieser in vitro-Befunde muss bedacht werden, dass nur ein
Messzeitpunkt untersucht wurde. Andere Messzeitpunkte konnen zu anderen Ergebnissen
fiihren. So wurde die Synthese zytokinspezifischer mRNA bei bovinen PBMC durch
24stiindige Inkubation mit Stx1 anders beeinflusst als nach 4,5 Stunden. Insbesondere die
Transkription des IL-8 Gens, die nach 4,5 Stunden Inkubation mit Stx1, wie auch bei IEL,
reduziert wurde, war nach 24 Stunden verstiarkt nachzuweisen. Man kann vermuten, dass die
in den ersten Stunden einer STEC-Infektion hervorgerufenen Verdnderungen des
Zytokinmilieus eher als eine ,Sofortreaktion” zu betrachten sind, wihrend sich bei
chronischer Einwirkung des Toxins ein anderes Milieu einstellt, das den Ubergang der

Infektion zur persistenten Kolonisierung widerspiegelt.
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IL-4 beeinflusst als klassisches Ty2-Zytokin Immunreaktionen in Richtung einer Ty2-
Antwort (95). Im Darm reguliert IL-4 aber auch verschiedene Funktionen der Epithelzellen.
So konnten Colgan et al. nach der Prdexposition von humanen intestinalen Epithelzellen in
vitro zwar eine vermehrte $2-Integrin abhiangige Adhésion von Granulozyten an das Epithel
feststellen, die Migration der Granulozyten durch den epithelialen Monolayer ging jedoch
zuriick (32). Die durch IEL kontrollierte Migration von Granulozyten ist Teil der lokalen
Immunreaktion gegen Bakterien, die den Darm besiedeln (222). Eine Induktion von IL-4
durch Stx1 konnte somit dazu beitragen, die Migration von Granulozyten in das Darmlumen
zu verhindern und die Kolonisierung des Darmepithels durch STEC zu erleichtern. Dariiber
hinaus produzieren bovine Kolonepithelzellen in vitro nach Inkubation mit Stx1 weniger
chemoattraktive Substanzen als unbehandelte Kontrollzellen (46). Nach Inkubation mit Stx1
war bei stimulierten IEL eine verminderte IL-8-spezifische mRNA-Synthese festzustellen. Da
IL-8 auf neutrophile Granulozyten chemoattraktiv wirkt (232), konnte die reduzierte
Produktion dieses Chemokins in vivo synergistisch zu der gesteigerten IL-4 Produktion
wirken. Es ist jedoch zu bedenken, dass Kulturiiberstinde von IEL nach 4,5 Stunden
Inkubation mit Stx1 auf bovine Granulozyten in gleichem Mafle chemoattraktiv wirken wie
Kulturiiberstdnde nach Inkubation ohne Stx1 (46). Dies konnte bedeuten, dass sich die Stx1-
induzierten Verdnderungen nach 4,5 Stunden Inkubation zwar auf Ebene der mRNA
niederschlagen, nicht aber auf Proteinebene, denn die Stxl-abhdngige Modulation des
Zytokinmilieus wurde mit Hilfe der semiquantitativen rt-PCR nachgewiesen. Mit dieser
Methode lassen sich zwar sehr sensitiv und innerhalb weniger Stunden Verdnderungen auf der
Ebene der Transkription eines Gens und der Produktion der spezifischen mRNA ermitteln,
aber es ist bekannt, dass diese nur teilweise auf die Proteinebene iibertragen werden konnen.
Es wiére aber auch moglich, dass neben IL-8 noch weitere chemotaktisch wirksame
Substanzen in die IEL-Kulturiiberstinde abgegeben werden, auf deren Synthese Stx1 nicht
oder andersartig einwirkt und wodurch der Effekt der reduzierten IL-8 Synthese wieder
aufgehoben wird.

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass die verwendete Menge anti-StxB1 nicht immer in
der Lage war, die durch Stx1 ausgelosten Effekte vollstindig zu neutralisieren. Die
Konzentrationen von Stx1 (200 CDsy/ml) und anti-StxB1 (1,5 pg/ml) wurden aus zuvor
durchgefiihrten Experimenten mit Stx1 an Verozellen und bovinen PBMC {ibernommen.
Sowohl bei Verozellen als auch bei PBMC neutralisierte anti-StxB1 in den genannten
Konzentrationen vollstindig die Wirkung von Stx1. Die nur teilweise zu erzielende

Neutralisation des Stx1-Effektes bei IEL scheint demnach nicht auf einem relativen Mangel
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an anti-StxB1 zu beruhen. Wire dies der Fall, miisste eine Verringerung der Toxinmenge bei
gleichbleibender Menge anti-StxB1 eine vollstindige Neutralisation hervorrufen (vergl. Abb.
14). Dies ist jedoch nicht der Fall. Untersucht man verschiedene Parameter, féllt auf, dass bei
PBMC, nicht aber bei IEL, eine vollstindige Neutralisation des transformationshemmenden
Effektes von Stx1 nachweisbar ist. Auch die durch Stx1 reduzierte Expression von CD77
wurde bei PBMC vollstindig, bei IEL nur teilweise neutralisiert. Beziiglich der in
Anwesenheit von Stx1 verdnderten Transkription von Zytokingenen lie8 sich der Effekt
dagegen nicht nur bei IEL, sondern auch bei PBMC lediglich teilweise neutralisieren.

Das Stx1 wurde affinitdtschromatographisch gereinigt. Trotz der anschlieBenden Passage iiber
eine Detoxigel®-Saule ergab die Untersuchung im Limulus-Amodbozyten-Lysat-Test, dass die
Stx1-Stammlosung 166 pg/ml Endotoxin enthielt. Eingedenk der Verdiinnung mit
Zellkulturmedium ergibt sich eine Endkonzentration von 0,664 pg/ml Endotoxin in den
Kulturmedien von PBMC und IEL. Lymphozyten konnen durch LPS stimuliert werden.
Humane T-Lymphozyten werden durch 1 ug/ml LPS zur Produktion von Interferon y mRNA
angeregt (231). Murine IEL proliferieren bei Zugabe von 10 ng/ml LPS (42). Fiir bovine IEL
liegen noch keine Daten vor, jedoch ist die verbleibende Endotoxinkonzentration mit 0,664
pg/ml im Kulturmedium sehr niedrig. Die Stimulation humaner Monozyten, die als besonders
empfindlich fir LPS gelten, wird mit 10 ng/ml durchgefiihrt (191). Auch ist zu bedenken,
dass die Konzentration Endotoxin bei weiterer Titration des Toxins mit jeder
Verdiinnungsstufe reduziert wird, so dass sich dessen Effekt abschwichen miisste (vergl.
Abb. 14). Die fehlende Neutralisation bleibt aber innerhalb einer Titrationsreihe konstant, so
dass ein Einfluss von LPS auf die Zellen ausgeschlossen werden kann.

Die fehlende Neutralisationsfahigkeit von anti-StxB1 konnte vielmehr mit spezifischen
Eigenschaften des Antikdrpers bzw. mit StxI1-anti-StxB1-Komplexen und einer selektiven
Wirkung auf die verschiedenen untersuchten IEL-Subpopulationen in Verbindung stehen. So
befinden sich Fc-Rezeptoren auf dendritischen Zellen und NK-Zellen (95), wurden aber auch
auf Lymphozyten, Thrombozyten (37) und intestinalen intraepithelialen T-Zellen
nachgewiesen (161). Fc-Rezeptoren binden bevorzugt und mit hoher Affinitét
Immunglobuline, die bereits Antigene gebunden haben. Ursache ist vermutlich eine durch die
Bindung des Antigens hervorgerufene Konformationsianderung, die die Bindung des Antigen-
Antikorper-Komplexes an den Fc-Rezeptor erleichtert. Die Bindung dieser Komplexe an den
Rezeptor induziert eine Signaltransduktionskaskade, die sowohl eine Aktivierung, als auch
eine Suppression der Immunzelle zur Folge haben kann (37). Beim Rind kommen

verschiedene Fc-Rezeptoren auf Lymphozyten aus dem peripheren Blut vor (163). Ohno et al.
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haben bereits darauf hingewiesen, dass murine yo T-Zellen aus dem Darm einen besonderen
Fc-Rezeptor exprimieren (161). Bislang sind keine Vergleiche der Fc-Rezeptoren von PBMC
und [EL beim Rind bekannt; es wire aber denkbar, dass die von den yd T-Zellen oder anderen
darmspezifischen IEL nach Bindung des Stxl-anti-StxBl-Komplexes ausgeldste
Signaltransduktion zu der fehlenden ,Neutralisationsfiahigkeit“ von anti-StxB1 beitragt.
Weiterhin ist zu beriicksichtigen, dass Stamm et al. (214) nachweisen konnten, dass anti-
StxB1 konzentrationsabhingig die Bindung von rStxB1 an bovine PBMC auch verstirken
kann. Weiterhin vermuten die Autoren, dass die Wirkung von Stx1 auf bovine Lymphozyten
nicht nur auf einer Internalisierung des Holotoxins in das Zytosol mit nachfolgender
Inaktivierung der Ribosomen beruht, sondern auch auf einer durch die Bindung des Toxins an
CD77 auf der Zelloberfliche eingeleitete Signaltransduktionskaskade. Letzteres kann
moglicherweise bei den hier dargestellten Versuchen mit IEL in den verwendeten
Konzentrationsverhiltnissen zwischen Stx1 und anti-StxB1 nicht vollstindig verhindert

werden.

Bei der Gewinnung der IEL ist es schwierig festzustellen, ob es sich bei den untersuchten
Immunzellen ausschlieBlich um intraepithelial gelegene Zellen handelt. Allerdings zeigt die
histologische Untersuchung des Ileums vor und nach der Isolation der Zellen, dass die obere
Epithelschicht von der darunterliegenden Lamina propria mucosae gerade angeldst wird,
wihrend die Lamina propria erhalten bleibt. Auch entspricht die Zusammensetzung der
isolierten Zellen den Ergebnissen, die Waters et al. an den IEL 4-8 Wochen alter Kilber
erhoben haben (241).

Die Dichtegradientenzentrifugation ermoglichte eine Trennung von Zellen anhand ihrer
GroBe und ihres Gewichtes. Uber 70 % der isolierten Zellen innerhalb des Aquisitionsfensters
konnten anhand der Expression von Oberflichenmolekiilen als Lymphozyten identifiziert
werden. Die {iibrigen Zellen bestanden zu durchschnittlich 4 % aus Zellen epithelialen
Ursprungs und 1 % der Zellen konnten als Monozyten/Makrophagen erkannt werden. Bei
24 % der isolierten Zellen war mit Hilfe der vorhandenen Antikdrper keine Zuordnung zu
einer bestimmten Zellpopulation moglich. Ob Dendritische Zellen (Dendritic Cells, DC) im
Darmepithel vorkommen, ist noch umstritten. Neuere Veroffentlichungen lassen ihre
Anwesenheit jedoch vermuten und beschreiben sogar aktive Prozesse der DC in der
Infektabwehr (186). Beim Rind sind bisher zwei verschiedene Populationen von DC
beschrieben worden, die MyD1™ und die MyD1" DC (82). MyD1" DC wurden in den hier

dokumentierten Untersuchungen durch den monoklonalen Antikérper IL-A 24 erkannt, nicht
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jedoch die Population der MyD1~ Zellen. In der afferenten Lymphe befinden sich v.a. MyD1"
DC. Die Zusammensetzung der DC in der afferenten Lymphe erlaubt allerdings noch keine
Aussage iiber den Phinotyp der DC im Darm. Ahnlich wie IEL kénnten sie besondere
Aufgaben versehen und sich deshalb auch phinotypisch unterscheiden. Auch der Phénotyp
boviner NK-Zellen ist noch nicht endgiiltig charakterisiert. Es ist nicht auszuschlieBen, dass
auch NK-Zellen existieren, die sich phinotypisch von den oben genannten CD3"CD8a." bzw.
CD3CD8a” NK-like Zellen unterscheiden und die somit nicht mit den verwendeten
Antikorpern detektiert werden kdnnen.

Die ,,Kontamination* der Lymphozyten mit Zellen ungeklarten Ursprungs wirft die Frage auf,
wie grof3 der Anteil dieser Zellen und ihrer Interaktion mit Stx1 an den beobachteten Effekten
war. Die genaue Darstellung der Expression und Koexpression von Oberflachenantigenen der
untersuchten Zellen stellt sicher, dass die Daten zur Proliferation der IEL Lymphozyten
zugeordnet werden konnen. Allerdings sind Wechselwirkungen aller kultivierten Zellen

miteinander und mit Stx1 im Zeitraum der Inkubation nicht auszuschlief3en.

Die intestinale Homoostase ist abhédngig von einer Vielzahl Faktoren. Sie wird reguliert durch
ein enges, fein aufeinander abgestimmtes Netzwerk, an dem neben Epithel- und Immunzellen
auch Endothel-, Mesenchym- und Nervenzellen sowie Bestandteile der extrazelluldren Matrix
beteiligt sind (50). Die Verdnderung nur eines dieser vielen Parameter beeinflusst
zwangsldufig die Regulation aller beteiligten Komponenten. Diese Arbeit hat gezeigt, dass
funktionelle Stx1-Rezeptoren beim Rind nicht nur auf intestinalen epithelialen Zellen
nachgewiesen werden konnen (78, 136), sondern auch von intraepithelialen Lymphozyten in
der Darmschleimhaut exprimiert werden. Somit konnte tatsdchlich das Stx von den STEC
dazu genutzt werden, die intestinale Homdostase in ihrer Anwesenheit aufrechtzuerhalten. In
Anbetracht des komplexen Netzwerkes, das fiir die Aufrechterhaltung der intestinalen
Homoostase verantwortlich ist, erscheint es aber auch naheliegend, dass Stx gemeinsam mit
anderen Faktoren der STEC wirkt. Hierfiir kimen Lipopolysaccharid, Lymphostatin und
Intimin in Frage (75, 115, 217), die ebenfalls {iber immunmodulatorische Eigenschaften
verfiigen. Auch wenn dies in zukiinftigen Untersuchungen noch bewiesen werden muss,
wiirde eine vielschichtige Interaktion von STEC mit ihrem Wirt fiir eine gut regulierte
Kommunikation sprechen, die in der Kontrolle von Entziindungsreaktionen resultiert, das
Fehlen histopathologischer Schiden erklart und die Persistenz der bovinen STEC-Infektion

ermoglicht.
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5. Zusammenfassung

Persistent infizierte Rinder sind das wichtigste Reservoir fiir humanpathogene Shigatoxin-
bildende E. coli. Da Lymphozyten aus dem peripheren Blut von Rindern sensitiv fiir
Shigatoxin 1 (Stx1) sind, sollte in dieser Arbeit der Frage nachgegangen werden, ob Stx1 iiber
eine Modulation der spezifischen Immunzellen in der intestinalen Mukosa die Persistenz der
bovinen STEC-Infektion begiinstigt. Zu diesem Zweck wurden intraepitheliale Lymphozyten
(IEL) aus dem Ileum von Rindern ex vivo beziiglich ihrer Oberfldchenantigene charakterisiert.
Insbesondere wurden die Zellen durchflusszytometrisch auf die Expression von StxlI-
Rezeptoren (Gbs/CD77) sowie die Féhigkeit zur Bindung der B-Untereinheit des Toxins
untersucht und die Zusammensetzung der IEL-Subpopulationen mit der aus Zékum und
Kolon verglichen. In vitro wurde der Einfluss von gereinigtem Stx1 auf die Transformation
ilealer IEL zu Blasten und die Aktivitit Natiirlicher Killerzellen ermittelt. Schlielich wurde
die Transkription verschiedener Zytokingene, die fiir eine Tyl- bzw. Ty2-Immunantwort
typisch sind bzw. chemotaktische Eigenschaften haben, in An- und Abwesenheit von Stx1
unter Verwendung einer semiquantitativen rt-PCR miteinander verglichen.

Bovine IEL exprimierten sowohl direkt nach ihrer Isolierung als auch nach 3tigiger
Inkubation den Stx1-Rezeptor Gbs/CD77 auf allen IEL-Subpopulationen. Die Expression
funktioneller Stx1-Rezeptoren wurde durch die Fahigkeit zur Bindung von rStxB1 bestitigt.
Die Zusammensetzung der IEL in Zakum und Kolon unterschied sich nur geringfiigig von der
ilealer IEL. Letztere wiesen einen geringfiigig hoheren Anteil von B-Zellen und CD4" T-
Zellen zu Lasten der CD8" und der y§ T-Zellen auf. In allen untersuchten Darmabschnitten
konnten jedoch Gbs/CD77" IEL nachgewiesen werden. In Anwesenheit von Stx1 zeigten die
IEL eine verminderte Vitalitit und Transformationsrate. Obwohl bestimmte IEL-
Subpopulationen nach 3 Tagen Inkubation mit Stx1 Gbs/CD77 zu einem héheren Prozentsatz
exprimierten als andere (CD4", CD21"), waren alle Zellen gleichermaBen von der StxI-
induzierten Reduktion der Transformation und des Anteils vitaler non-Blasten betroffen. Stx1
beeinflusste die Natiirliche Killerzell-Aktivitdt boviner IEL zwar nicht, hatte aber eine
modulierende Wirkung auf die Produktion von spezifischer Zytokin-mRNA. Der Effekt von
Stx1 auf die Transkription von IL-2, IL-10 und Interferon y war bei IEL-Priparationen von
verschiedenen Tieren individuell unterschiedlich. Allerdings konnte sowohl bei

unstimulierten als auch bei PHA-P-stimulierten Zellen in der Mehrzahl der Préparationen
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nach Inkubation mit Stx1 eine verstirkte Transkription von IL-4 nachgewiesen werden.
Gleichzeitig wurde die Produktion von IL-8 mRNA reduziert.

Bei der persistenten intestinalen Infektion von Rindern mit STEC stellen Zellen der lokalen
spezifischen Immunabwehr somit Zielzellen fiir Stx1 dar. Da IEL Bestandteil des komplexen
regulatorischen Netzwerks der intestinalen Mukosa sind, konnte Stx1 von den STEC dazu
genutzt werden, die intestinale Homdostase auch in Anwesenheit pathogener
Mikroorganismen aufrechtzuerhalten und damit sowohl histopathologisch nachweisbare

Schidden zu vermeiden als auch die Persistenz der bovinen STEC-Infektion zu ermdglichen.
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6. Summary

Persistently infected ruminants are the main reservoir of Shiga toxin-producing E. coli which
can be pathogenic for humans. Since bovine PBMC are sensitive to Shiga toxin (Stx1), the
goal of this study was to investigate if modulation of intestinal intraepithelial lymphocytic
function by Stx1 supported persistent bovine STEC infection.

The expression of cell surface antigens on isolated ileal IEL was examined using flow
cytometry. The expression of the toxin receptor Gbs/CD77, the binding of rStxB1 to IEL, and
differences between the lymphocyte subpopulations of ileum, cecum and colon were all
investigated. The influence of Stx1 on the ileal IEL transformation to blast cells and the
activity of natural killer cells were also examined by flow cytometry. Additionally, the
transcription of Tyl or Ty2 cytokines/chemokines, and the chemotactic properties of these
molecules were investigated in the absence and presence of Stx1 by semiquantitative rt-PCR.
After three days of in vitro incubation with Stx1, all bovine IEL subpopulations expressed
Gbs/CD77 on their surfaces. The binding of rStxB1 on some IEL subpopulations proved that
the receptor was functional. When ileal IEL were compared to IEL isolated from cecum and
colon, no significant differences in the composition of lymphocyte subpopulations were
observed. Ileal IEL revealed a marginal increase in CD4" T-cells and B-cells in combination
with a decrease in CD8" and y8 T-cells. Independent of their source, all IEL expressed
Gbs/CD77 on their surface. After incubation with Stx1, CD77 was also still expressed on
every IEL subpopulation analysed, but the percentage of cells that had transformed to blast
cells and the viability of these cells was markedly decreased compared to the control.
Although some IEL subpopulations expressed CD77 at a higher percentage than the other
subpopulations analyzed (CD4", CD21"), the Stx1-dependent decrease of transformed blast
cells and viable non-blast cells could be detected in each lymphocyte subpopulation.

The transcription pattern of selected cytokine/chemokine genes was changed in the presence
of Stx1. This modulation was heterogeneous for interleukin 2, interleukin 10 and interferon v,
suggesting a correlation to the individual state of activation of every animal studied.
Interestingly, the transcription of the interleukin 4 gene was increased in most resting and
activated cells while the transcription of interleukin 8 was decreased.

In contrast to the Stxl-induced changes in gene transcription and transformation obtained

from IEL, the activity of natural killer cells was not influenced by the toxin.
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IEL, as a component of the local intestinal specific immune defence, seem to be a potential
target for Stx1. Since IEL are a part of the complex regulatory network of the intestinal
mucosa, it seems possible that STEC utilise Stx1 to maintain the intestinal homeostasis. This
may prevent the histopathologic damage caused by pathogenic bacteria and allow persistent

STEC infection in ruminants.
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7. Anhang

7.1 Reagenzien

Reagenz Bezugsquelle Artikel-Nr.
1,4 Dithiothreit (DTT) Carl Roth GmbH 6908.2
3-(4,5-Dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5- Sigma-Aldrich Chemie GmbH M2128
diphenyl-tetrazoliumbromid (MTT)
3,3 -Dioctadecyloxacarbocyanin- Molecular Probes D-275
Perchlorat (DiO)
Agarose D-1 low EED Pronadisa 8016
Amplitaq® DNA Polymerase Applied Biosystems N808-0161
(mit 10fach Puffer)
Anti-ACT2, bovin VMRD, Inc. Klon
CACT26A
Anti-CD3, bovin VMRD, Inc. Klon MM1A
Anti-CD8p, ovin VMRD, Inc. Klon
BAT82A
Anti-CD77, Klon 38.13 Coulter Immunotech Diagnostics  IM0175
Anti-TcR1-N6, bovin VMRD, Inc. Klon
CACTB6A
Anti-TcR1-N7, bovin VMRD, Inc. Klon
CACTBSI1A
Anti-TcR1-N12, bovin VMRD, Inc. Klon
CACT61A
BSA (bovines Serumalbumin) Serva Electrophoresis GmbH 11930
Fraktion V
Concanavalin A (ConA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH C-2010
Digitonin Sigma-Aldrich Chemie GmbH D1407
DNTP-Mix MBI Fermentas RO181
EDTA Serva Electrophoresis GmbH 11280

Ethidiumbromid
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EZ-Link™ Sulfo-NHC-Lc-Biotin
Ficoll-Paque®
FITC-konjugierter Ziege Anti-Maus
IgG, (y-Ketten-spezifisch)
Fotales Kdlberserum (FKS)
GeneRuler™ 100 bp DNA-Ladder
mit loading dye
Gentamycin-Losung

HEPES

Ionomycin Calcium Salz

Lambda DNA/EcoRI+HindIIl
Marker, 3 mit loading dye
Leibowitz's L-15 Medium
L-Glutamin (200 mM)
Merkaptoethanol

M-MLV RT (H)

(mit Sfach Puffer)

Monoklonaler FITC-konjugierter
Anti-Pan Zytokeratin Antikorper,
Klon C-11

Nylonwatte

Oligo d(T)-Primer, 50uM
Penizillin/Streptomycin-Lsg.
Percoll®

Phorbol-myristat-acetat (PMA)
Phytohdmagglutinin P (PHA-P)
Pokeweed Mitogen (PWM)
Propidiumjodid

RNAzol™®

R-Phycoerythrin-konjugiertes
Streptavidin

Pierce
Amersham Pharmacia Biotech

Medac GmbH

Life Technologies GmbH
MBI Fermentas

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Biomol Feinchemikalien GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
MBI Fermentas

Life Technologies GmbH
Life Technologies GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Promega

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Biotest AG, Dreieich

Applied Biosystems

Life Technologies GmbH
Biochrom AG

Orpegen Pharma
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
WAK-Chemie, Medical GmbH

dianova GmbH

21335
17-0840-03
M30101

8211
SM0241

G-1272
5288
10634
SMO0191

41300-021
25030-024
63689
M368B

F-3418

830034
N808-0128
15140-114
L-6145
340332
L-8754
L-9379
P-4170
WAK-CS-
105
016-110-084
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R-Phycoreythrin-konjugierte Ziege-
Anti-Ratte [gM-F(ab"),-Fragmente
(u-Ketten-spezifisch)

RPMI 1640-Medium

RPMI 1640-Medium mit
stabilisiertem Glutamin

SDS (Dodezylsulfat Natriumsalz)
Spezifische Primer

(Zytokine, GAPDH)
Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan
(Tris)

Trypsinlosung 0,25%
Ultroser®HY

Wasser fiir die Molekularbiologie,

depc behandelt

7.2 Puffer, Medien und Losungen

Puffer und Losungen

NaCl-Losung (0,89%)
NaCl
A. bidest.

Na-Zitratlosung (3,8%)
Na-Zitrat x 2 H,O
A. bidest.

PBS 10-fach Losung
NaCl

KCl

KH,PO4

Na,HPO4 x 2 H,O

Coulter-Immunotech-

Diagnostics

Life Technologies GmbH
Biochrom AG

Serva Electrophoresis GmbH

MWG-Biotech AG

Carl Roth GmbH

Life Technologies GmbH

Life Technologies GmbH
Carl Roth GmbH

1625

51800-035
FG 1215

20763

4855

25050-022
66029-018
T-143.1

0,89 ¢
ad 100 ml

380 g
ad 100 ml

100,00 g
2,50 g
250¢g
18,00 g
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A. bidest.

PBS (pH 7,4)
PBS 10-fach Lsg.
A. bidest

PBS-AB-Puffer (pH 7,4)
PBS 10-fach Lsg.
Penicillin/Streptomycin
Gentamycin

A. bidest

PBS-BSA-Puffer (pH 7,4)
BSA
PBS

PBS-BSA-Azid-Puffer (pH 7,4)
BSA

NaNj3

PBS

PBS-EDTA 10-fach- Losung (pH 7,4)
NaCl

KCl1

KH,PO4

Na,HPO4 x 2 H,0O

Na,-EDTA x 2 H,0O

A. bidest.

PBS-EDTA-Puffer (pH 7,4)
PBS-EDTA 10-fach-Lsg.
A. bidest.

ad 1000 ml

100 ml
ad 1000 ml

100 ml

100000 U Penicillin; 100 g Streptomycin
500 pg

ad 1000 ml

1,00 g
ad 100 ml

1,00
0,01 g
100 ml

80,00 g
2,00 g
2,00g

1420 g

20,00 g

ad 1000 ml

100 ml
ad 1000 ml
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PBS-AB-EDTA-Puffer (pH 7,4)
NaC

KCl

KH,PO4

Na,HPO4 x 2 H,O

Na,-EDTA x 2 H,O

Glucose

Penicillin/Streptomycin
Gentamycin

A. bidest.

Trypanblau-Losung
Trypanblau
NaCl-Lsg.

Erythrozyten-Lyse-Reagenz
NH4CI

NaHCO;

Na-EDTA 2 H,O

A. bidest.

HEPES-Puffer (pH 7.4)
NaCl

KCl1

HEPES

Glucose

A. bidest

18,00 g

0,20 g

0,20 g

142 ¢

0,75 g

1,00 g

100000 U Penicillin; 100 g Streptomycin
500 pg

ad 1000 ml

0,20
1000 ml

8,26 ¢
1,09 g
0,037 g
ad 1000 ml

8,00 g
0,30 g
2,38¢g
2,00 g
ad 1000 ml

HEPES-EDTA-Puffer (0,2% in HEPES-Puffer, pH 7.4)

Na-EDTA x 2 H,O
HEPES-Puffer

2,00 g
ad 1000 ml
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Permeabilisierungsreagenz
Digitonin

PBS

Fixierung
PFA
PBS

Glycin-HCL-Puffer (pH 2,5)
Gycin
A. bidest.

Laufpuffer (pH 7,0)
Na,HPO4 x 2 H,O
NaH,PO4 x 2 H,O
A. bidest.

Tris-Losung (pH 9,0)
Tris

A. bidest

NaHCOQO3-Puffer (pH 8,5)
NaHCO3
A. bidest

3M Natrium-Azetat-Losung -
CH3;COONa
A. bidest.

SDS-Losung
Dodezylsulfat Natriumsalz

NaCl-Lsg.

0,005 g
ad 100,0 ml

4,00 g
100,0 ml

0,75 g
100 ml

8,73 g
6,01 g
ad 1000 ml

121,14 g
1000 ml

0,42 g
100 ml

24,60 g
100 ml

1,00 g
100 ml
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SDS-HCI-Losung
Dodezylsulfat Natriumsalz
HCI IN

A. bidest.

0,5 M EDTA-Loésung (pH 8,0)
Na,-EDTA x 2H,0
A. bidest

TAE-Losung 50-fach
Tris-Base

Eisessig

0,5 M EDTA-Lsg., pH 8,0
A. bidest.

TAE-Puffer

TAE-Lsg. 50fach
A. bidest.

Zellkulturmedien

Zellkulturmedium 1
RPMI 1640

FKS
Penizillin/Streptomycin
Glutamin-Lsg. 200 mM

Zellkulturmedium 2

RPMI 1640 mit stabilisiertem Glutamin
L-15

FKS

Penizillin/Streptomycin
Mercaptoethanol (1mM)

100,00 g
10,0 ml
ad 1000 ml

18,66 g
ad 1000 ml

24228 g
57,1 ml
100,0 ml
ad 1000 ml

200,0 ml
ad 10000 ml

880,0 ml

100,0 ml

1000 IE/1,0 g geldst in 10 ml
10,0 ml

56,0 ml

23,0 ml

20,0 ml

100 IE/100 mg geldst in 1,0 ml
0,3 ml
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Zellkulturmedium 3

RPMI 1640 mit stabilisiertem Glutamin
FKS

Penizillin/Streptomycin
Zellkulturmedium 4

RPMI 1640 mit stabilisiertem Glutamin
FKS

Penizillin/Streptomycin

Zellkulturmedium 5

RPMI 1640 mit stabilisiertem Glutamin
FKS

Mercaptoethanol (1mM)

890,0 ml
100,0 ml
1000 IE/1,0 g geldst in 10 ml

790,0 ml
200,0 ml
1000 IE/1,0 g gelost in 10 ml

900,0 ml
100,0 ml
3,0ml
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