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1 Einleitung

Anfang Mai 2011 kam es zu dem gréRten durch enterohdmorrhagische Escherichia coli
(EHEC) verursachten Gastroenteritis-Ausbruch Deutschlands und dem weltweit gréfiten
Ausbruch von Erkrankungsféllen des hamolytisch-urdmischen Syndroms (HUS) [1]. HUS
kann die schwere Folge einer humanen EHEC-Infektion sein, einhergehend mit

Nierenstérungen, neurologischen Symptomen und vereinzelten Todesfallen [2].

Als infektioses Agens wurde ein EHEC-Stamm des seltenen Serotyps O104:H4 identifiziert,
der Virulenzfaktoren von zwei verschiedenen E. coli-Pathotypen vereint: das Shigatoxin (Stx)
Typ 2 von Stx-produzierenden E. coli (STEC) und Charakteristika enteroaggregativer E. coli
(EAEC), wie aggregative Adhasionsfimbrien (AAF), die Fahigkeit zur Biofiimbildung und zur
Synthese verschiedener Zytotoxine. Stx vermittelt im Rind die Fahigkeit der STEC zur
persistenten Kolonisation, wahrend es im Menschen schwere Erkrankungen hervorrufen
kann [3, 4]. Der Infektionsverlauf im jeweiligen Wirt ist folglich abhangig von spezifischen
molekularen Pathogen-Wirt Interaktionen [4]. Das primare Reservoir humanpathogener
STEC sind Rinder [5], wahrend EAEC hauptsachlich in der humanen Population zirkulieren
[6]. Das natirliche Reservoir des Hybridstammes, der den Ausbruch 2011 verursachte, ist
unbekannt. Es wird vermutet, dass er eher an den Menschen als an das Rind adaptiert ist
[7]. Eine Adaption setzt dabei die Méglichkeit zur Ausbildung eines Gleichgewichts zwischen

den Virulenzfaktoren des Pathogens und der Immunantwort des nattrlichen Wirts voraus [3].

Das Ziel dieser Arbeit war die relative Wirtsadaption des Hybridstammes an Mensch und
Rind zu kldren und die Fahigkeit des Hybridstammes zur méglichen, dauerhaften Persistenz
im bovinen Reservoir abzuschétzen. Dazu wurde in-vitro die lokale Interaktion des
Hybridstammes mit intestinalen Epithelzellen von Mensch und Rind untersucht. Hierfur
wurden das Adhasionsvermégen und die Regulation der Virulenzfaktoren bei
Wirtszellkontakt verschiedener E. coli-Pathovare im Vergleich zum Hybridstamm untersucht.
Zudem wurde das proinflammatorische und immunmodulatorische Potential des
Hybridstammes bei Interaktion mit den Darmepithelzellen von Mensch und Rind bewertet.
Das Reaktionsprofil des Hybridstammes bei Interaktion mit den Epithelzellen wurde mit den
Profilen von jeweils bovin und human assoziierten E. coli-Stdmmen verglichen. Auflerdem
wurde das immunmodulatorische Potential des Hybridstammes im Rind untersucht. Dazu
wurde einerseits die Fahigkeit des Hybridstammes zur Aktivierung der angeborenen
Immunitat in-vitro durch indirekte Stimulation von Makrophagen bestimmt. Andererseits
wurde ex-vivo, im Rahmen einer Infektionsstudie mit Kélbern, die relative Fahigkeit des
Hybridstammes zur Hemmung der erworbenen Immunitat im Rind untersucht.



2 Literaturiibersicht

2.1 Escherichia coli als intestinale Krankheitserreger

Menschen und viele Saugetiere tragen Escherichia coli (E. coli)-Bakterien als Teil der
residenten Darmflora, als unsch&adliche oder fakultativ pathogene Mikroorganismen im
Mukus des Kolons [8, 9]. Dennoch gibt es einige E. coli-Typen, die gastrointestinale
Erkrankungen verursachen. Diese intestinalen E. coli-Pathotypen werden in sechs Gruppen
unterteilt: enterotoxische (ETEC), enteropathogene (EPEC), Shigatoxin-produzierende
(STEC), enteroinvasive (EIEC), diffus adhdrente (DAEC) und enteroaggregative E. coli
(EAEC) [6, 8, 9].

Die E. coli-Pathotypen weisen unterschiedliche klinische, epidemiologische, genetische und
phénotypische Profile auf [9]. Die generelle Infektionsstrategie der intestinalen Pathotypen
umfasst (i) die mukosale Kolonisation, (ii) die Evasion der Wirtsabwehr, (iii) die Multiplikation
und (iv) die Schadigung des Wirts [8], dabei weist jeder Pathotyp einzigartige Fahigkeiten bei
der Interaktion mit den eukaryotischen Wirtszellen auf [9].

Pathogene E. coli besitzen Virulenzfaktoren, die h&ufig in mobilen genetischen Elementen
(Transposon, Plasmid, Bakteriophage, Pathogenitatsinsel) kodiert sind und zwischen E. coli-
Stammen und anderen Mitgliedern der Familie der Enterobacteriaceae austauschbar sind
[9]. Neue Kombinationen aus Virulenzfaktoren oder genetischen Elementen kénnen stets im
bakteriellen Genom verankert werden [9]. Der hochgradig virulente Ausbruchstamm von
2011 kombiniert Virulenzeigenschaften von EAEC und einer Untergruppe der STEC, den
sogenannten enterohdmorrhagischen E. coli (EHEC), und stellt einen neuen E. coli-
Pathotypen dar [10, 11].

2.2 STEC/EHEC
2.2.1 Definition

Als STEC, auch Verotoxin-produzierende E. coli genannt, werden alle E. coli-Stamme
bezeichnet, die Shigatoxin (Stx) produzieren [9]. EHEC sind eine Untergruppe der STEC, die
das hamolytisch-urdmische Syndrom (HUS) im Menschen hervorrufen und zu einem tber-
wiegenden Anteil die LEE (locus of enterocyte effacement)-Pathogenitatsinsel enthalten [9].

STEC sind weltweit bedeutende Erreger zoonotischer Erkrankungen. Die Pathogenitat von
zoonotischen Erregern ist meist auf den Menschen begrenzt, wahrend Tiere als Reservoir
fungieren und keine oder nur selten klinische Symptome entwickeln [3, 4]. Bei Menschen
kénnen STEC asymptomatische Infektionen und milde Diarrhé verursachen, EHEC-Stdmme
2



kénnen aber auch lebensbedrohliche Erkrankungen hervorrufen, wie die hamorrhagische
Kolitis (HC) [12, 13] oder HUS [2]. Menschen infizieren sich meist alimentar durch den
Verzehr von mit STEC kontaminierten Nahrungsmitteln (foodborne pathogen) oder fékal-oral
durch direkten Kontakt mit infizierten Menschen oder Tieren [14, 15]. Dabei sind fur einige
EHEC-Stamme (z.B. des Serotyps O157:H7) extrem niedrige Infektinosdosen (10-100 KbE)
nachgewiesen [16].

2.2.2 Reservoire in Sdugetieren

Das Hauptreservoir von STEC und wichtigste Infektionsquelle fir den Menschen stellen Wie-
derkauer [17-19], insbesondere Rinder [2, 5, 12, 20], dar. Adulte Rinder sind haufig asympto-
matische STEC-Trager [3, 14], kénnen aber jahrelang und intermittierend STEC ausscheiden
[21-23]. Nur vereinzelt ist das Auftreten von STEC in jungen Kalbern mit Diarrhé assoziiert
[24]. Dabei beruht die Pathogenitat auf der Fahigkeit, mukosale ,attaching and effacing”

(A/E)-Lasionen zu induzieren, und ist unabhangig vom Stx [25-28].

Das bovine STEC-Reservoir ist gekennzeichnet durch eine hohe Diversitdt der Stdmme mit
mehr als 400 Serotypen (O:H) [2, 29, 30]. Die Mehrheit der hier nachweisbaren STEC-
Stédmme besitzt keine LEE-Pathogenitatsinsel [9]. Der wichtigste EHEC-Serotyp weltweit ist
0157:H7 [31-33], dessen Fahigkeit, menschliche Erkrankungen zu induzieren, Tiere zu
kolonisieren und in der Umgebung zu Uberleben, stark variieren kann [34]. STEC der O-
Gruppe 0157:H7/H- werden auch sporadisch in Rindern detektiert [22].

2.2.3 Relevante Virulenzfaktoren

Der Haupt-Virulenzfaktor von STEC ist das namensgebende, potente Shigatoxin (Stx), ein
Bakteriophagen-kodiertes ABs-Toxin [34-36]. Die pentamere B (,binding“)-Untereinheit [37]
vermittelt die Aufnahme in die Zielzelle und die enzymatisch aktive A-Untereinheit inhibiert
die Proteinbiosynthese [38]. Dabei bindet Stx an Membran-Glykolipide, sogenannte
Globotriaosylceramide (Gbs syn. CD77) [37], und kann in Gbs-exprimierende Zielzellen
eindringen [14, 34, 36, 39]. Stx wird in 2 Typen (Stx1 und Stx2) und etliche Subtypen (Stx1a,
-c, -d, -e und Stx2a bis Stx2g) [40] eingeteilt, die unterschiedlichen Organ- und
Gewebstropismus aufweisen [41, 42]. Stx2 zeigt eine hohere Affinitdt zu Nierenepithelien
[43] und wird epidemiologisch mit einem hoéheren Risiko fir die Entwicklung von HUS
assoziiert [44].

Weitere virulenzassoziierte Gene sind haufig Bestandteil von Pathogenitétsinseln (PAI), das
sind DNS-Abschnitte von meist unter 10 kb L&énge, die Virulenzgene beinhalten [45]. Der
haufig bei EHEC auftretende LEE ist eine chromosale PAIl, die fur ein Typ-lll-
Sekretionssystem (T3SS) kodiert und unter anderem die Gene eae (fir den Adhéasionsfaktor

Intimin) und tir (fir den in die Wirtszelle translozierten Intimin-Rezeptor) beinhaltet [46-48].
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LEE-Produkte vermitteln die Adh&sion von STEC im Kolon unter Ausbildung von A/E-
Lé&sionen in der intestinalen Mukosa vom Wirt. A/E-L&sionen sind gekennzeichnet durch den
Verlust der Mikrovilli-Architektur und fihren zu Veranderungen im Zytoskelett durch die
Akkumulation von polarisiertem Aktin unterhalb der bakteriellen Bindungsstelle und der
Bildung einer sockelartigen Struktur (pedestral-like). Durch die A/E-L&sionen wird eine
proinflammatorische Wirtsantwort induziert [49, 50], wobei insbesondere Intimin die enge
Adhésion an die intestinalen Epithelzellen vermittelt [51] und so eine mukosale, zellulare
Tw1-Immunantwort und intestinale Kryptenhyperplasie stimuliert [52]. Die Mehrzahl humaner
EHEC-Erkrankungen wird von LEE-positiven Stdmmen verursacht [53, 54].

Auch LEE-(eae)-negative Stamme verursachen sporadisch HUS-Ausbriiche [9, 55, 56]. Die
Virulenzplasmide von eae-negativen STEC sind eng verwandt und weisen eine
eigensténdige phylogenetische Entwicklung auf [57]. Meist exprimieren eae-negative STEC
iha, ein Eisen-reguliertes, Adhéasion-vermittelndes Protein [58] sowie pagC [59] und es sind
weitere potentielle Faktoren beschrieben [9, 59]. Neben der Kolonisation intestinaler
Epithelzellen ist bei der Pathogenese LEE-negativer EHEC ein Invasionsmechanismus
involviert [55], der partiell Flagellin-abhangig ist [60]: In-vitro zeigt sich, dass bei der
Interaktion mit intestinalen Epithelzellen humanen Ursprungs (u.a. CaCo-2, HTC-8) einige
LEE-negative STEC-Isolate intrazelluldr in membrangebundenen Vakuolen vorliegen [55,
61].

2.2.4 Erreger-Wirt-Interaktionen bei Infektionen von Mensch und Rind

Ein unterschiedlicher Infektionsverlauf in verschiedenen Wirtsspezies kann der jeweiligen
Fahigkeit zur Kolonisation der wirtsspezifischer Epithelzellen [4, 62], einer wirtsspezifischen
Rezeptorverteilung [63, 64] und/oder einer unterschiedlichen Expression von bakteriellen
Virulenzfaktoren im jeweiligen Wirten geschuldet sein [65]. Stx verursacht im Menschen bei
systemischer Absorption lebensbedrohliche Erkrankungen [2, 9], wahrend es im Rind die

asymptomatische Persistenz der STEC ermdéglicht [34, 66, 67].

Im Menschen - Inflammation und extensive Gewebszerstérung

Im Menschen kolonisieren EHEC den Dickdarm [68] und fiihren dort am stérksten zu
Gewebsveranderungen [33]. Stx vermittelt lokale Schaden, induziert Apoptose und die lokale
und systemische Freisetzung von chemotaktischen Faktoren, wie IL-8 und Zytokinen [9, 69-
71]. Es kommt zur inflammatorischen Wirtsantwort im Darm mit verstarkter Chemotaxis und
Aktivierung von Leukozyten [71-73] (Abbildung 1). Die starke Entziindung schwécht die
Darmbarriere und erleichtert die systemische Absorption von Stx [71, 74]. Die Translokation
von Stx aus dem Darmlumen erfolgt generell Gbs-unabhéngig [74]. Dabei tUberwindet Stx2



die Darmbarriere verstérkt parazelluldar mit Schadigung des Epithels [74, 75] und Stx1 wird

transzellular durch intestinale Epithelzellen transportiert [76].

Stx bindet an humane, Gbs-exprimierende Endothelzellen, induziert zytotoxische Effekte
und Apoptose [67, 71, 77-79] und fihrt zur Zerstérung distaler Organe [14]. Der
Organtropismus zu den Endothelzellen von Niere, Gehirn, Pankreas und Darm [17, 80] ist
durch die Anzahl und Verteilung der Gbs-exprimierenden Gewebe und Zelltypen zu erklaren
[67, 71, 79]. Zellen ohne Stx-Rezeptor sind dagegen resistent gegeniiber dem toxischen
Effekt von Stx [81]. Humane renale Glomerular- und Tubularepithelzellen exprimieren
Gbs. HUS entsteht bei Zerstérung der renalen Epithel- und Endothelzellen durch eine
Kombination aus direkter Toxizitdt von Stx und Induktion lokaler Zytokin- und
Chemokinproduktion. Das fiuhrt zum Verschluss der Mikrogefédle, Thrombozytopenie,
mikroangiopathisch-hdmolytischer Andamie und resultiert in einer renalen Entziindung mit
akutem Nierenversagen [9, 35, 82, 83]. Im Blut von HUS-Patienten zirkulieren verstarkt
inflammatorische Mediatoren wie IL-8, IL-6, TNF-a und MCP-1 als Indikatoren fiir deutliche
Entziindungsreaktionen im Wirt [84-86]. Dabei ist TNF-a ein proinflammatorisches Schlissel-

Zytokin, das Inflammation und mikrovaskulédre Koagulation induziert [87, 88].

Die Bindung von Stx an humane Makrophagen und Monozyten verstérkt die proinflammato-
rische Immunantwort im Darm und beeinflusst die Expression und Sekretion von Zyto- (IL-1,
TNF-a, IL-6) und Chemokinen (IL-8, MCP-1) [70, 72, 89-91]. Die Freisetzung der pro-
inflammatorischen Zytokine IL-1 und TNF-a fUhrt dabei zur Aktivierung humaner Endothel-
zellen mit verstarkter Gbs-Expression und resultiert in einer gesteigerten Empfindlichkeit der
Endothelzellen gegentiber Stx [92, 93]. Humane Granulozyten weisen, im Gegensatz zu
bovinen Granulozyten, Gbs auf und spielen eine zentrale Rolle in der humanen EHEC-
Pathogenese [71, 79]. Stx verstarkt die Transmigration von Granulozyten [94] und
Freisetzung von Superoxid, was zur Schadigung der mukosalen Gewebe beitragt [95]. In
HUS-Patienten verstéarkt TNF-a die Adhasion von neutrophilen Granulozyten an
Endothelzellen und schadigt diese verstarkt durch den Abbau von Fibronektin [96, 97].

Neutrophile Granulozyten transportieren Stx vom Darm zu den Nierengefaen [98].

Auch humane Lymphozyten adharieren verstarkt an Endothelzellen in Gegenwart von Stx,
was u.a. durch die endotheliale Expression von MCP-1 und IL-8 vermittelt wird [99-101]. Stx
induziert Apoptose in humanen B-Zellen (Burkitt lymphoma cells), die hochgradig
empfénglich gegenlber der Stx-Wirkung durch Expression von Gbs auf der Zelloberflache
sind [102, 103]. Dennoch werden bei subklinischer Infektion anti-Stx-Antikérper detektiert
[104] und in HUS-Patienten liegen Antikérper gegen Intimin und anderen LEE-kodierte
Proteine vor [9]. Humane T-Lymphozyten werden nicht durch Stx aktiviert [105].



Im Rind — Immunmodulation und Erreger-Persistenz

Im Rind kolonisieren STEC meist asymtomatisch [106-108]. Dazu modulieren STEC die
Immunantwort durch Beschrankung der intestinalen Entziindung und mukosalen Abwehr [3,
17, 64, 109-111], was eine kommensalenartige Lebensweise im Rind ermdglicht [3]
(Abbildung 1). Im Rind kolonisieren EHEC des Serotyps O157:H7 verstérkt am Ubergang
von rektalem Zylinderepithel zum squamésen Epithels des Anus, der sogenannten ,recto-
anal junction* (RAJ) [112]. Die Adhéasion der EHEC an das bovine Epithel erfolgt initial durch
Flagellen [113], gefolgt von Intimin und Tir. Die bovinen Wirtszellen detektieren die Flagellen
der STEC mit Toll-like-Rezeptoren (TLR), insbesondere TLR5. Primére bovine
Kolonkryptenzellen exprimieren in-vivo TLR1, TLR3, TLR4 und TLR5 [4]. Die Bindung an
TLR5 induziert via MAPK und NF-kB die Expression von proinflammatorischen und
chemotaktischen Mediatoren, wie IL-8, IL-18 und TNF-a [49, 114, 115]. Um die
Aktivierungskaskade innerhalb der Wirtszelle zu unterbrechen und eine frihe Elimination
durch den Wirt zu verhindern, sekretieren STEC sogenannte non-LEE-kodierte Effektoren
(NleB, NleC, NleE und NleH) [49]. So modulieren die Mikroorganismen Uber das
Gleichgewicht zwischen den pro-inflammatorischen extrazellularen Komponenten, wie z.B.
Flagellin, und den anti-inflammatorischen Effektorproteinen (Nle) die bovine Immunantwort
[49]. Weiterhin translozieren die STEC Uber das T3SS weitere LEE-kodierte Effektorproteine,
wie den Intimin-Rezeptor Tir, EspA, EspB oder EspD, in die infizierte Wirtszelle [49, 116,
117]. Die Tir- und Intimin-vermittelte enge Adhé&sion von STEC induziert eine zellulare Ty1-
Immunantwort mit Zytokinsekretion und Chemotaxis von Immunzellen [49]. Stx1 selbst hat
keinen zytotoxischen oder modulatorischen Effekt auf priméare bovine Kolonkryptenzellen
[64]. Nach in-vitro Stimulation mit LPS oder vitalen E. coli exprimieren Kolonkryptenzellen IL-
8, GRO-a, MCP-1, RANTES und IL-10 [4].

Im Gegensatz zum Menschen exprimieren bovine Endothelzellen in-vivo vermutlich kaum
Gbs [67, 71, 79]. Daher kann Stx nicht an die BlutgeféaRe binden, wird nicht endozytiert oder
zu den distalen Organen transportiert [67, 71, 79]. Bovine Granulozyten aus Milch und Blut
exprimieren ebenfalls kein Gbs und sind resistent gegentiber der Bindung und Aktivierung
durch Stx1 [79]. Dennoch infiltrieren Granulozyten die Mukosa des Kolons bei einer STEC-
Infektion, jedoch ohne eine intestinale Entziindung in adulten Rindern zu induzieren [118].

Hingegen bindet Stx1 an mukosale Makrophagen im Rind, die Gbs auf ihrer Oberflache
exprimieren [64]. Durch die Wirkung auf diese Zellen wird die direkte immunsuppressive
Wirkung von Stx auf Lymphozyten verstérkt [119]. Stx1 bindet an mukosale Makrophagen,
hemmt die Expression von Oberflachenmolekiilen (CD14, CD172a) und Aktivierungsmarkern
(CD80, CD86) und induziert eine verstarkte Transkription von IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-a,

IL-8 und GRO-a, aber nicht von IL-12, TGF-8, MCP-1 und RANTES [119]. Neben Stx
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detektieren bovine monocyte-derived Makrophagen (MDM) wahrscheinlich via TLR4 [120]
weitere extrazellulare bakterielle Komponenten wie LPS [49] von STEC O157:H7 [121]. LPS
induziert hier einen Phanotyp, der durch Hochregulation von IL-10- und niedriger IL-12-
Transkription gekennzeichnet ist [122]. Dies kénnte die Ausbildung einer humoralen, Tx2-
lastigen Immunantwort unterstiitzen [123]. Zudem wird die Transkription von TNF- und /FN-

y-induzierenden Genen induziert und die Apoptose der Zellen gehemmt [49].

Stx inhibiert in-vivo die Ausbildung einer zellvermittelten antigenspezifischen Immunitét im
Rind. Stx vermittelt so die Fahigkeit von STEC, die intestinale Mukosa im Rind transient und
asymptomatisch zu kolonisieren [17, 66, 79, 109]. Im Gegensatz zu humanen Lymphozyten
tragen bovine B- und T-Zell-Subpopulationen funktionelle Stx-Rezeptoren (Gbs/CD77) [66].
In-vitro bindet Stx1 an periphere [111, 124] und intraepitheliale Lymphozyten [17, 109] und
hemmt deren Funktion. Dabei inhibiert Stx1 insbesondere die Proliferation Gbs/CD77*
positiver Subpopulationen wie CD8a* T- und B-Zellen [66, 125] in einer frihen
Aktivierungsphase, ohne Zelltod zu induzieren [109, 110]. In dieser friihen Aktivierungsphase
exprimieren bovine Lymphozyten eine Isoform von Gbs/CD77, die eine gesteigerte Affinitat
zu Stx besitzt [66]. Stx1 beeinflusst auch die Zytokingenexpression bei intraepithelialen
Lymphozyten, die vermutlich das primére Ziel von Stx1 im bovinen Darm darstellen [109].
Stx1 induziert eine bis zu 40-fache Hochregulation der Transkription von /L-4, wenn auch /L-
2, IL-10, IFN-y, TGF-B, IL-8 und MCP-1 nicht beeinflusst werden [17]. In-vivo tritt bei der
Infektion von Kélbern mit einem Stx-bildenden E. coli O157:H7-Stamm eine Verzégerung der

Ausbildung einer zelluldren antigenspezifischen Immunitét auf [126].

Die humorale Immunitat scheint im Rind nicht protektiv zu sein, da Antikérper gegenliber
Stx1, Stx2, LPSo1s7, OmpC und H7-Flagellin nicht die EHEC-Kolonisation verhindern [127].
Zirkulierende 1gG und IgA gegen LPS und H7-Flagellin reduzieren allerdings die fékale
Ausscheidung [49, 126, 127].
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2.3 EAEC
2.3.1 Definition

Als enteroaggregative E. coli (EAEC) werden avirulente bis hochgradig virulente E. coli-
Stédmme bezeichnet [9], die kein hitzestabiles (ST) oder -labiles (LT) Enterotoxin der ETEC
bilden, aber eine charakteristische aggregative Adhédsion (AA) auf HEp-2 Zellen, die
sogenannte ,stack-brick” Konfiguration zeigen [8, 130]. EAEC-Stamme werden abhangig
vom Vorhandensein von aggR (siehe unten, Kapitel 2.3.3) in typische und atypische EAEC-

Stédmme eingeteilt [131].

2.3.2 Reservoire in Sdugetieren

EAEC sind weltweit wichtige Ausléser von Diarrhé beim Menschen [132-139] und werden
seit 2002 in den USA als Organismus mit bioterroristischem Potenzial angesehen [140].

EAEC sind weit verbreitet in der menschlichen Population und der Mensch gilt als natirliches
Reservoir [6-8, 134, 140-143]. Bei Tieren werden EAEC dagegen nur vereinzelt gefunden,
daher gelten Tiere nicht als Reservoir [131, 144-146]. In Proben von britischen Nutztieren
und deutschen Schlachtrindern wurden keine EAEC detektiert [143, 145]. Dagegen waren
atypische EAEC-Stamme ohne aggR im Kot von Kalbern, Ferkeln und Pferden auffindbar
[131]. Diese atypischen EAEC wiesen meist andere Serotypen auf als typische humane
Isolate. Weiterhin sind Lebensmittel-assoziierte EAEC-Ausbriiche bekannt [6] und EAEC
konnten aus Lebensmitteln isoliert werden, insbesondere aus Gemdse [147]. Dennoch sind
infizierte Menschen mit schlechter Hygiene die Hauptinfektionsquelle fiur EAEC-
Erkrankungen [148].

Neben subklinischen Infektionen mit intestinaler Kolonisation kénnen EAEC zu wassriger
Diarrhd, gelegentlich auch mit Beimengung von Blut und Mukus fiihren [6, 149]. Eine EAEC-
Infektion induziert eine starke Inflammation, gekennzeichnet durch die fédkale Ausscheidung
von Laktoferrin und proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-8 [150, 151] und IL-1B [152].
Auch bei asymptomatischen Tragern kdnnen histologisch Anzeichen einer milden Enteritis

nachgewiesen werden [150].

2.3.3 Relevante Virulenzfaktoren

EAEC weisen eine heterogene Ausstattung mit Virulenzfaktoren auf, wobei bestimmte
virulenzassoziierte Kombinationen aus chromosomalen Inseln und Virulenzplasmiden
verbreitet sind [6]. Der namensgebende AA-Phanotyp der EAEC-Stdmme ist auf dem EAEC-
spezifischen Virulenzplasmid pAA (55-65 MDa) kodiert [8, 130]. Dieses Plasmid enthalt

zudem Gene flr viele weitere virulenzassoziierte Faktoren, einschlief3lich dem zentralen
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Transkriptionsregulator AggR (aggR), den Enterotoxinen Pet (pef) und EAST1 (astA) sowie
den aggregativen Adhasionsfimbrien (AAF), dem Adhasin Dispersin (aap) und den
Dispersin-Transporter Aat (aat) [6, 153-156].

Die fimbrialen AAF-Adhéasine sind essentiell fur den AA-Phénotyp [132, 157-159] und
befahigen EAEC zur Adhéasion an die Mukosa von Jejunum, lleum und Kolon [160]. AAF
induzieren die Bildung proinflammatorischer Zytokine in Dinn- und Dickdarm [161], 6ffnen
epitheliale tight junctions in Epithelzellmodellen [161, 162] und sind an der Biofilmbildung
beteiligt [9, 132, 157-159]. Jedes EAEC-Isolat besitzt nur die Gene fir einen AAF-Subtyp,
von denen bisher 5 morphologisch und genetisch distinkte AAF-Varianten bekannt sind
(AAF/I-AAF/V) [6, 132, 157, 158, 163]. AggR reguliert die Expression vieler chromosomal
und plasmidkodierter virulenzassoziierter Gene von ,typischen* EAEC wie AAF und
Dispersin [6, 153, 164, 165]. Das Dispersin, auch Antiaggregationsprotein (aap) genannt,
gewahrleistet ladungsabhangig die ordnungsgeméafle Ausdehnung der AAF [6, 166].

Ein weiterer Bestandteil der EAEC-Pathogenese ist die Biofilmbildung, mit entscheidender
Beteiligung der AAF und weiteren nicht identifizierter Faktoren, die ebenfalls durch AggR
reguliert werden [6, 153, 167]. EAEC-Stamme produzieren mehrere Serinprotease-
Autotransporter von Enterobacteriaceae (SPATEs), die an der mukosalen Schadigung und
Kolonisation beteiligt sind [9, 168]. Zum Beispiel induziert die Serinprotease Pic (protein
involved in intestinal colonization) eine Hypersekretion von Mukus, eine Erhéhung der
Anzahl von Becherzellen und weist muzinolytische Aktivitdt auf. Die dicke Mukusschicht
dient den EAEC somit als Nahrstoffquelle, verschafft einen Wachstumsvorteil gegentiber der
Ubrigen intestinalen Mikroflora [169] und tragt zur Protektion vor der Wirtsabwehr und
Antibiotika bei [170].

Die von EAEC zudem sezernierten Entero- und Zytotoxine (Pet, EAST-1, ShET1) rufen eine
inflammatorische Wirtsantwort hervor und tragen zur mukosalen Zytotoxizitat bei [6, 8]. In-
vitro ist die Gewebsschadigung gekennzeichnet durch Kryptendilation, Verlust der Mikrovilli,

wbalooning“ des apikalen Zytoplasmas und Vakuolisierung [6].

2.3.4 Pathogenese EAEC-bedingter Durchfallerkrankungen

Die EAEC-Pathogenese umfasst (i) die starke Adhasion an Epithelzellen im terminalen lleum
und im Kolon, gefolgt von (ii) Biofilmbildung [6, 160, 171], (iii) Sekretion von Entero- und
Zytotoxinen und (vi) der Induktion mukosaler Inflammation mit verstérkte Mukussekretion
und mukosaler Zytotoxizitdt [6, 9, 172]. Bei der EAEC-Infektion ist der direkte
Epithelkontakt von zentraler Bedeutung fur die Aktivierung der angeborenen Wirtsabwehr
[173]. EAEC induzieren durch die AAF-Fimbrien eine starke proinflammatorische

Wirtszellantwort [174], die (wie auch bei EHEC-Stdmmen) durch die Bindung der Flagellen
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(Flagellin FliC) an den TLR5-Rezeptor der Epithelzellen vermittelt wird [161]. Die Bindung an
TLR5 induziert via MAPK und NF-kB die Transkription von proinflammatorischen Zytokinen
und resultiert u.a. in der Sekretion von IL-8, TNF-a, IL-18 und IL-6 [149, 174, 175]. Die
Hochregulation von /L-8 ist ein Leitsymptom der humanen EAEC-Infektionen in-vivo [176]
und in-vitro in CaCo-2-, T84- und HCT-8-Zellen [114, 150, 161, 177]. IL-8 ist ein potentes
proinflammatorisches Chemokin, es st verantwortlich fur die Rekrutierung und
Transmigration von neutrophilen Granulozyten [149] sowie von dendritischen Zellen [175].
Das Zusammenspiel der NF-kB regulierten Zytokine von Epithel- und Immunzellen [178]
resultiert in einer starken entzindlichen Reaktion bei EAEC-Infektionen, die eine Infiltration
mit Leukozyten begunstigt [174]. Die mukosale Immunitdt bei EAEC-Infektionen,
einschlieB3lich der Rolle von T-Zellen, dendritischen Zellen und Makrophagen, ist jedoch noch
nicht vollstandig verstanden [174]. Experimentelle Infektionen von M&usen mit EAEC zeigen,
dass eine friihe, starke inflammatorische Immunantwort zu einer schnelleren Klérung der
EAEC-Infektion fuhrt [174].

2.4 HUS-Ausbruch in Deutschland und Europa 2011

Von Mai bis Juli 2011 kam es zu dem bisher gréf3ten EHEC-Ausbruch in Deutschland und
dem weltweit grofdten Ausbruch mit HUS-Erkrankungsfallen [11, 179]. An diesem Ausbruch
auflergewdhnlich war die hohe Inzidenz von HC- und die hohe Anzahl von HUS-Fallen
(22 %) [1, 144], einhergehend mit schweren neurologischen Symptomen (Enzephalopathie
und epileptische Krampfanfalle) [54]. Weiterhin trat eine atypische Alters- und
Geschlechtsverteilung auf und eine abweichende Inkubationsdauer im Vergleich zu
herkémmlichen EHEC-Infektionen [18]. Insgesamt erkrankten 3.793 Menschen an der
Infektionskrankheit, mit 966 Fallen akuter Gastroenteritis (davon 18 Tote; 0,6 %) und 827
Patienten mit HUS (davon 36 Tote; 4,2 %) [1, 180]. Die Mehrzahl der HUS-Patienten waren
Erwachsene (88 %, mittleres Alter 42 Jahre), wobei Frauen Uberreprasentiert waren (68 %)
[1]. Die Inkubationszeit von der Infektion bis zu Beginn der Durchfall-Symptomatik lag bei
8 + 2 Tagen und war somit verlangert im Vergleich zu Infektionen mit EHEC-Stammen des
Serotyps 0157 (3-4 Tage). Die Latenz zwischen dem Beginn gastrointestinaler Symptome
und dem Beginn des HUS betrug wahrend des Ausbruches nur 5 + 2 Tage und war damit
verkirzt im Gegensatz zu Infektionen mit einem EHEC-Stamm des Serotyps O157 (7 Tage)
[179]. Die auRergewdhnliche Virulenz der Ausbruch-assoziierten Serogruppe 0104 von 2011
[31] ist vergleichbar mit der Virulenz der Serogruppe O157, u.a. durch eine vergleichbare
Letalitatt von 3,4% [31]. Durch epidemiologische Studien, systematische
Lebensmittelriickverfolgung und mikrobiologische Untersuchungen wurde importierter
Bockshornkleesamen aus Agypten als Infektionsquelle identifiziert [1, 181-183].
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2.5 Der EHEC/EAEC-Hybridstamm des HUS-Ausbruches 2011
2.5.1 Definition

Bei dem Ausbruchstamm handelt es sich um einen enteroaggregativen, Stx2 (Subtyp Stx2a)-
produzierenden E. coli des seltenen Serotyps O104:H4 [1, 11, 54, 184]. Dieser hochgradig
virulente Hybridstamm kombiniert damit Virulenzfaktoren und phénotypische Charakteristika
von EAEC und STEC [54].

2.5.2 Verwandtschaft und Vorfahren

Der Hybridstamm ist phylogenetisch nur entfernt verwandt mit Stdmmen konventioneller
EHEC-Serotypen [10, 11, 185, 186], aber eng verwandt mit EAEC und gehdért phylogenetisch
zur klonalen Linie des HUSECO041-Stammes (MLST-Sequenztyp 678) [11, 54, 187]. Der
Hybridstamm besitzt 99,8 % DNS-Sequenzhomologie zu dem EAEC-Stamm 55989, ein stx-
negatives O104:H4-Isolat aus einem HIV-Patienten in Zentralafrika [136, 157, 186]. Der
EAEC-Stamm 55989 und der Hybridstamm gingen wahrscheinlich aus einem gemeinsamen
0104:H4-EAEC-Vorfahren hervor. Hierbei erwarb der Hybridstamm schrittweise
chromosomale und plasmidkodierte Virulenzfaktoren (AAF/l ~83 kb, ESBL-Plasmid [tem, ctx-
M-15] ~90 kb, Stx2-Phage ~58 kb) und verlor die Gene fiir andere Faktoren (AAF/IIl ~75 kb)
[11]. Solche tiefgreifenden chromosomalen Veranderungen kdnnen bereits wahrend der
kurzen Passagezeit durch den Intestinaltrakt entstehen [11].

2.5.3 Relevante Virulenzfaktoren

Der Hybridstamm unterscheidet sich von anderen O104:H4-EAEC-Stdmmen durch seine
Plasmid-Ausstattung (ESBL-, pAA-Plasmid) und weitere STEC-Virulenzfaktoren, wie den
Stx2-kodierenden Prophagen [11, 184, 188].

STEC-assoziierte Virulenzfaktoren

Der Hybridstamm produziert Stx2 des Subtyps Stx2a [11, 40, 54, 184]. Das stx2-Gen des
Hybridstammes weist eine hohe Sequenzhomologie (99 %) mit dem stx2-Gen des O157:H7-
EHEC-Stammes EDL933 auf (GenBank AE005174), da je Untereinheit nur jeweils ein
Nukleotidaustausch vorliegt [54]. Weiterhin ist der Stx2-Prophage im Hybridstamm an
derselben Integrationsstelle (wrbA) lokalisiert, wie bei den EHEC-Stdammen EDL933 [189]
und Sakai (RIMD 059952) [190]. Allerdings zeigen experimentelle Untersuchungen, dass der
Stx2a-Prophage des Hybridstammes vermutlich aus einem bovinen STEC-Isolat entstammt
[29]. Der Transfer des Stx-Phagen in den Hybridstamm kann aus der Umgebung oder im
Darmtrakt des Wirts erfolgt sein [29]. Neben dem STEC Virulenzfaktor Stx2 besitzt der
Hybridstamm noch die Adhasine |ha und Lpf (long polar fimbriae) [54, 191]. Im Gegensatz zu
klassischen EHEC (z.B. E. coli O157:H7) fehlt dem Hybridstamm aber das klassische EHEC-
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Virulenzplasmid (pO157) sowie die Gene (LEE), die den A/E-Mechanismus kodieren [54,
191].

EAEC-assoziierte Virulenzfaktoren

Der Hybridstamm besitzt das EAEC-spezifische Virulenzplasmid pAA, auf dem die
strukturelle Untereinheit der AA-Fimbrie Typ | (aggA), der Transkriptionsregulator AggR und
das Adhasin Dispersin kodiert werden. Aulerdem besitzt der Hybridstamm chromosomal
kodierte EAEC-Virulenzfaktoren, wie das Shigella Enterotoxin 1 (ShET1) und die Serin-
Protease Pic [54, 153, 172, 192, 193]. Die AAF/I-Fimbrien vermitteln das Adh&sionsmuster
und die Fahigkeit zur Biofilmbildung [54]. Es ist die erstmalige Beschreibung dieses
Fimbrien-Typs (AAF/I) bei einem EHEC. Alle bisher beschriebenen Stx-positiven EAEC bzw.
EHEC/EAEC O104:H4 wiesen AAF/IlI-Fimbrien auf. Die Kombination der Adhéasionsfaktoren
(AAF/I, lha, Lpf) kénnte die intestinale Adhasion verstdrken und die systemische Stx-
Aufnahme vereinfachen und so zu der hohen HUS-Inzidenz beigetragen haben [7, 54, 191].
Im Gegensatz zu typischen EAEC besitzt der Hybridstamm drei Proteasen (Pic, SigA und
SepA) [191], aber kein astA-Gen, welches das hitzestabile Enterotoxin EAST1 kodiert und in
HUSECO041 [54] sowie in zwei O104-Isolaten aus Frankreich beschrieben wurde [188].
STEC-Isolate aus Nutzieren besitzen dagegen haufig astA [194].

Austattung mit Resistenzplasmiden

Der Hybridstamm besitzt ein ESBL-Plasmid (pESBL, 88 kb), das bereits in verschiedenen
E. coli-Stammen von Mensch und Tier isoliert wurde und die B-Laktamasen CTX-M15 und
TEM-1 kodiert [10, 184, 195]. Phanotypisch ist der Stamm resistent gegenuber einem breiten

Spektrum von Antibiotika, einschlieRlich Cephalosporinen der 3. Generation [11, 54].
2.5.4 Phénotypische Eigenschaften

In-vitro adhariert der Hybridstamm an humane intestinale Epithelzellen (HCT-8, T84) mit
einem aggregativen Adhé&sionsmuster [54, 152], mit hoher Intensitdt und umgebender
Vakuolisierung der Mikrovilli [152]. Dieser Adhasionstyp entspricht phanotypisch dem
Adhasionsmuster klassischer EAEC [160, 196]. Im Gegensatz zu Infektionen mit dem EAEC-
Stamm 042 bleibt bei der Infektion mit dem Hybridstamm die Barrierefunktion und Integritat
der tight junction-Proteine bei polarisierten, humanen T84-Zellen erhalten [152, 192]. Auch
fur einige STEC-Stamme wurde eine Abnahme der Barrierefunktion (Abnahme des trans-
epithelialen elektrischen Widerstandes, TEER) bei T84-Zellen gezeigt, die nicht durch Stx

alleine induzierbar war [76].

Der Hybridstamm produziert einen stabilen Biofilm in-vitro und in-vivo. Zudem korreliert in-
vivo die stx-Genexpression hochgradig mit der Expression der biofilmassoziierten EAEC-

Virulenzgene (aggR, pgaA), ist aber unabhéngig von der Kolonisationsintensitéat [197]. Die
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Virulenz des Hybridstammes korreliert mit der stx2-Expression im Maus- und
Kaninchenmodell [198] und war am hdchsten bei Hochregulation der Gene fiir Aggregation
und Biofilmbildung, das charakteristisch fur Bakterien in einem Biofilm ist [197]. Der
Hybridstamm exprimiert starker als andere Stdmme einen Biofilm férdernden ,second-
messanger” (c-di-GMP) und ,amyloid curli fibers®, was im Wirt zu einer verstarkten Adhéasion
und Inflammation fiihrt [199].

Durch AAF/I induziert der Hybridstamm ebenfalls eine starke Entziindung im Darm und
bewirkt neben der aggregativen Adhasion eine verstérkte Translokation von Stx2 [192]. Die
mikroaerobe Umgebung im humanen Kolon moduliert die Stx-Freisetzung und erh6ht dessen
Absorption [152]. Der Hybridstamm produzierte Stx2 mit Titern im Verozell-Zytotoxizitatstest
(VeroZT) zwischen 64-1024 im Median 256 [54].

2.5.5 EHEC der Serogruppe 0104 in Mensch und Tier

Stx-produzierende E. coli des Serotyps O104:H4 wurden bisher weltweit nur selten im
Menschen detektiert oder mit HUS-assoziiert [146, 187, 198]. Vor 2011 erfolgte nur
sporadisch die HUS-assoziierte Detektion von O104:H4, u.a. in Deutschland [187, 200],
Frankreich [188, 201, 202], GroRbritannien [203], USA [204], Georgien [146], Japan [205],
Korea [206, 207], Italien [208] und Finnland [146], wobei letztere Infektion Reise-assoziiert in
Agypten erworben wurde [146]. Keine O104:H4-Infektion wurde bis zu diesem Zeitpunkt auf
Lebensmittel zuriick-gefiihrt [146]. Sporadische HUS-Falle zwischen 2001 und 2011 mit dem
Serotyp O104:H4, unbeachtet auf Grund ihrer Seltenheit [188, 209], sind ein Indiz fur
mdgliche Persistenz [188] und endemisches Vorkommen von O104:H4 in Europa [191],
insbesondere in der humanen Population.

STEC-Stdmme mit dem Serotyp O104:H4 wurden noch nie im Tier [11] oder Lebensmitteln
detektiert [146], im Gegensatz zu STEC-Stdmmen mit den Serotypen O104:H7, O104:H12
oder O104:H21, die vereinzelt in tierischen Lebensmitteln oder Wiederkduern detektiert
wurden [11, 146]. Die Serogruppe O104 (wzxo104) wurde in 20,6 % der Rinderkotproben bei
Weidehaltung in den USA gefunden [210] und im Kot europaischer Schlachtrinder [211].
Zudem wurde die Serogruppe O104 (wzxor4) sporadisch in Schaf und Jungrindern, in
kontaminierten Fleischprodukten und Lebensmitteln, einschlieRlich rohem Hackfleisch,
bovinen Schlachtkérpern, Schaffleisch und Milch detektiert [142, 146].

2.5.6 Wirtsadaption des Hybridstammes

Das nattirliche Reservoir klassischer EHEC und damit auch die Hauptinfektionsquelle fiir den
Menschen sind Wiederkauer, v.a. Rinder [2, 12, 20]. Vor und wahrend des Ausbruchs
wurden keine STEC-Stdmme des Serotyps O104:H4 oder typische EAEC-Stdmme (aggR-

positive) in Kotproben von Schlachtrindern in Norddeutschland [143] oder Frankreich [142]
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detektiert. Das schlielt ein seltenes Auftreten oder das Vorkommen in anderen Tieren
jedoch nicht aus [188]. Typische EAEC-Stdmme werden primar aus dem Menschen isoliert
[6, 8, 134, 141], einschliellich der seltenen Serogruppe O104, und der Ausbruch ist
vermutlich keine Zoonose [7]. Daher scheint der Mensch und nicht das Rind als Reservoir

des Hybridstammes in Frage zu kommen [7].

Jedoch vermittelt Stx die Fahigkeit von STEC durch aktive Modulation der zellularen Immun-
antwort die intestinale Mukosa des Rindes persistent zu kolonisieren [17, 79, 109]. Der
Hybridstamm ist fahig zur transienten und asymptomatischen Kolonisierung von
experimentell infizierten Kalbern: Nach experimenteller Infektion zeigt der Hybridstamm zwar
eine verkurzte Ausscheidungsdauer im Vergleich zu einem klassischen STEC-Stamm des
Serotyps 0O157:H7 und den raschen Verlust des pAA-Plasmids mit zunehmender
Infektionsdauer, wird aber langer und in hoéheren Keimzahlen ausgeschieden als ein
avirulenter E. coli-Stamm [212]. Im natlrlichen Wirt bildet sich eine Gleichgewicht zwischen
den Virulenzfaktoren des Erregers und der Immunantwort des Wirtes aus [213]. Jedoch kam
es auch bei den humanen enteralen Infektionen wahrend des Ausbruches zu einem Verlust
des pAA-Plasmids, einhergehend mit dem Verlust des aggregative Phanotyps und
resultierend in einem geringeren Auftreten von HUS [214]. Der Hybridstamm wurde ebenfalls
aus dem Darm infizierter Personen eliminiert, teilweise jedoch erst verzégert nach mehreren
Monaten [215]. HUS-Patienten schieden den Erreger deutlich kirzer (Median 13-14 d) als
nicht-HUS Patienten (Median 33-34 d) aus [215]. Seit dem Ausbruch 2011 gibt es keinen
Hinweis einer endemische Etablierung des Erregers im Menschen in Deutschland [179].
Dennoch wurden Gene, die charakteristisch fur den Hybridstamm sind (stx2, aggR, wzxo1o4,
fliCh4), in Kotproben von Rindern an deutschen Schlachthéfen detektiert [211]. Das natirliche
Reservoir des Hybridstammes ist damit weiterhin unbekannt und die Gefahr eines
vergleichbaren Ausbruches besteht durch potentielle, symptomlose Trager [7] oder die
Entstehung neuer Virulenzgenkombinationen.

2.6 Erreger-Wirt-Iinteraktionen im Darm
2.6.1 Darm als Immunorgan - mukosale Inmunbarierre und Homdostase

Die Darmschleimhaut ist die Hauptinteraktionsflache des Kérpers mit Mikroben und stellt die
erste Verteidigungslinie gegen Pathogene dar [4, 216-218]. Die Herstellung eines Gleich-
gewichts (Homdostase) zwischen der Toleranz gegentiber Kommensalen und Nahrstoffen
und der Immunitat gegenliber Pathogenen stellt eine einzigartige Herausforderung an das
mukosale Immunsystem dar [216, 219, 220]. Die intestinale Homdostase ist eng durch den
Dialog (crosstalk) zwischen kommensalen Mikroorgansimen, intestinalen Epithelzellen (IEC)

und mukosalen Immunzellen reguliert [218, 221]. IEC exprimieren Muster-Erkennungs-
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rezeptoren (PRR = pattern recognition receptors), wie Toll-like Rezeptoren (TLR) und NOD-
like Rezeptoren [217], die bestimmte bakterielle Strukturen, sogenannte MAMPs (microbial-
associated molecular patterns) erkennen. Obwohl beide MAMPs besitzen [222], kénnen IEC
zwischen Kommensalen und Pathogenen diskriminieren [223, 224]. Bei der Abwehr von
Pathogenen sezernieren IEC antimikrobielle Peptide und proinflammatorische Zytokine [225]
sowie submukosal gebildetes Immunglobulin A in das Darmlumen [218, 219] und Chemokine
[226-228] zur Alarmierung der Immunzellen in das unterliegende Gewebe. An der
antimikrobiellen Immunitat und Toleranz gegeniber harmlosen Antigenen sind auch
spezialisierte Immunzellpopulationen fiir die Antigenerkennung und -présentation beteiligt
[216]. In der Epithelschicht sind intraepitheliale Lymphozyten (IEL), hauptséachlich T-Zellen
[216] und dendritische Zellen lokalisiert, die kontinuierlich luminale Antigene erfassen [229].
Die Immunzellen des darmassoziierten lymphatischen Gewebes (GALT, gut-associated
lymphoid tissue) setzen sich zusammen aus einer Anzahl von T-Lymphozyten, einschlieBlich

yd T-Zellen, IgA-bildenden Plasmazellen, Makrophagen und dendritischen Zellen [220].

2.6.2 Intestinale Entziindung — ,,steady state“ und Pathologie

Das hoch dynamische Gleichgewicht zwischen Wirt und Erreger wird durch eine Vielzahl von
molekularen und zelluldren Wechselwirkungen aufrechterhalten [219, 230]. Es stehen die
protektive Immunitat und regulatorische Mechanismen des Wirts der proinflammatorischen
Aktivitdt und der Darmflora gegenuber [216]. Im physiologischen Zustand induziert die
kommensale Darmflora einen basalen Entziindungszustand im Darm [216], gekennzeichnet
u.a. durch die Sekretion von Hitzeschockproteinen und proinflammatorischen Zytokinen.
Dies betrifft Lymphozyten, aber auch intestinale und andere mukosale Zelltypen, deren
steady-state Aktivitdt der einer leichten Entziindung entspricht (low-intesity inflammation)
[216, 231, 232]. Dennoch Uberwiegen bei der Homdostase im Darm die regulatorischen
Mechanismen gegentber den proinflammatorischen Signalen, welche durch das
Immunsystem bei Kontakt mit der normalen Flora induziert werden [216]. So reagiert das
Immunsystem des Wirts nicht gegen harmlose, exogene Antigene [216]. Das Gleichgewicht
kann jedoch verschoben werden, typischer Weise durch Akkumulation proinflammatorischer
Mediatoren, auf Grund unterschiedlicher Genese [216]. Bei der Infektion mit pathogenen
Erregern oder Zerstérung der Darmbarriere kommt es zu einer Erhdhung
proinflammatorischer Mediatoren durch direkten Kontakt der Antigene mit dem Immunsystem
[216, 233]. Auch eine verminderte immunregulatorische Antwort fuhrt zur Entziindung und
paradoxer Weise fiihrt selbst eine verminderte proinflammatorische Aktivitdt im Darm zur
Entziindung, da das verstarkte Wachstum pathogener Mikroorganismen proinflammatorische
Stimuli erhdéht [233]. Wirtsadaption bedeutet, dass die Virulenzfaktoren des Erregers der
Immunantwort des Wirts entgegenwirken und es im nattrlichen Reservoir zur Ausbildung

eines Erreger-Wirt-Gleichgewichts kommt [213].
16



2.7 Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es die relative Wirtsadaption des EHEC/EAEC-Hybridstammes des
Serotyps 0104:H4, der fur den HUS-Ausbruch in Deutschland und Europa im Jahre 2011
verantwortlich war, an Mensch und Rind zu klaren. Damit sollte eine experimentelle
Grundlage fur die Risikoabschatzung geschaffen werden, ob Hybridstdmme dieses Typs
nach Eintrag in die Population bzw. nach genetischer Rekombination zwischen STEC- und

EAEC-Stammen auch Rinder als Reservoir nutzen kénnen.
2.7.1 Arbeitshypothese

,Der Hybridstamm ist besser an den Menschen adaptiert als an das Rind.“

Bei humanen Infektionen scheint eine asymptomatische Kolonisation durch den
Hybridstamm mdglich zu sein. Bei einer Verschiebung des Erreger-Wirt-Gleichgewichts
kénnen jedoch pro-inflammatorische Effekte schwere Erkrankungen hervorrufen. Es wurde
erwartet, dass der Hybridstamm humane Epithelzellen gut kolonisieren kann und dabei ein
Reaktionsprofil mit wenig proinflammatorischer Aktivitdt aufweist, vergleichbar mit dem
Reaktionsprofil anderer, human assoziierter Stdmme. Im Rind hingegen erwarteten wir eine
qualitativ oder quantitativ andere Modulation des Immunsystems, einhergehend mit
geringerer Adhasion an Epithelzellen und starkerer Induktion proinflammatorischer Aktivitat
im Vergleich zu aus Rindern isolierten STEC-Stdmmen. Insgesamt nahmen wir jedoch an,
dass aufgrund der Hybridvirulenz die Regulation der Virulenzfaktoren bei Wirtszellkontakt
weniger ausbalanciert ist als bei Stdmmen, deren Vorkommen stérker an Menschen bzw.
Rinder als Trager gebunden ist. Dies sollte bei der Interaktion mit den wirtspezifischen
Epithelzellen eine tberméaRige Expression der Virulenzfaktoren nach sich ziehen.

2.7.2 Arbeitsansatz

Wir verglichen die Interaktion des Hybridstammes in-vitro mit humanen und bovinen
intestinalen Epithelzellen, jeweils aus Dunn- und Dickdarm, da diese die erste
Verteidigungslinie des Wirts reprasentieren [4, 216-218]. Im jeweiligen Wirtssystem wurde
das Adhasions- und Invasionsvermégen sowie das inflammatorische und
immunmodulatorische Potential des Hybridstammes mit dem Reaktionsprofil von bovin und
human assoziierten Stdmmen klassischer Pathovare verglichen. Weiterhin wurde untersucht,
ob der Hybridstamm die Stx-vermittelte Fahigkeit zur lokalen Immunmodulation im bovinen
Darm besitzt und damit die Grundlage schaffen kénnte, im Darm des Rindes zu persistieren.
Hierzu wurden in-vitro primare bovine Makrophagen stimuliert und die Fahigkeit des
Hybridstammes zur systemischen Immunsuppression im Vergleich zu klassischen EHEC im
homologen Tiermodell untersucht.
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3 Material und Methoden

Alle in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien, Chemikalien, Gerate, Puffer und
Medien sind im Anhang (Kapitel 9.2, ab Seite 175) aufgelistet.

3.1 Bakterienstamme

Die Tabelle 1 listet die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstdmme mit ihren wichtigsten

Eigenschaften auf.

3.2 Permanente Zelllinien

In Tabelle 2 sind die relevanten Eigenschaften der verwendeten Zelllinien, die Herkunft und
die Parameter der Kultivierung zusammengefasst. Adharente, intestinale Epithelzellen von
Mensch und Rind wurden verwendet und als Referenz-Zellsysteme wurden Vero- und HEp-
2-Zellen mitgefuhrt.

3.3 Primer

Die verwendeten Oligodesoxyribonuklotide (primer) wurden von der Fa. Eurofins MWG
Operon, Ebersberg und der Fa. Jena Bioscience GmbH, Jena, hergestellt. Die lyophilisierten
primer wurden gemaf der Herstellerangaben in A. dest. auf eine Konzentration von 100 yM

eingestellt und bei -20 °C gelagert.
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Tabelle 3:

Verwendete Oligodesoxyribonukleotide fiir die konventionelle PCR
zum Nachweis des Pathotyps nach Miiller et al. [243]

. v o Konz. Ampli-
Primername Sequenz (5' - 3") Gen [uM]  kon [bp]
MP3-escV-F ATTCTGGCTCTCTTCTTCTTTATGGCTG escV
MP3-escV-R CGTCCCCTTTTACAAACTTCATCGC escV 04 544
MP3-bfpB-F  GACACCTCATTGCTGAAGTCG bfpB 01 910
MP3-bfpB-R  CCAGAACACCTCCGTTATGC bfpB ’
MP4-stx1A-F CGATGTTACGGTTTGTTACTGTGACAGC stx1
MP4-stx1A-R AATGCCACGCTTCCCAGAATTG stx1 0.2 244
MP3-stx2A-F GTTTTGACCATCTTCGTCTGATTATTGAG stx2
MP3-stx2A-R AGCGTAAGGCTTCTGCTGTGAC stx2 0.4 324
MP2-LT-F GAACAGGAGGTTTCTGCGTTAGGTG elt
MP2-LT-R CTTTCAATGGCTTTTTTTTGGGAGTC elt 0.1 655
MP4-STla-F CCTCTTTTAGYCAGACARCTGAATCASTTG  est-la
MP4-STla-R  CAGGCAGGATTACAACAAAGTTCACAG est-la 0.4 157
MP2-STI-F TGTCTTTTTCACCTTTCGCTC est-Ib
MP2-STI-R CGGTACAAGCAGGATTACAACAC est-Ib 0.2 o
MP2-invE-F  CGATAGATGGCGAGAAATTATATCCCG invE
MP2-invE-R  CGATCAAGAATCCCTAACAGAAGAATCAC invE 0.2 766
MP2-astA-F  TGCCATCAACACAGTATATCCG astA
MP2-astA-R  ACGGCTTTGTAGTCCTTCCAT astA 04 102
MP2-aggR-F  ACGCAGAGTTGCCTGATAAAG aggR 0.2 400
MP2-aggR-R AATACAGAATCGTCAGCATCAGC aggR
MP2-pic-F AGCCGTTTCCGCAGAAGCC pic
MP2-pic-R AAATGTCAGTGAACCGACGATTGG pic 0.2 i
MP2-uidA-F  ATGCCAGTCCAGCGTTTTTGC uidA
MP2-uidA-R AAAGTGTGGGTCAATAATCAGGAAGTG uidA 0.2 1487

Tabelle 4: Verwendete Oligodesoxyribonukleotide fiir gRT-PCR
Primer Name Sequenz (5' - 3') Gen Amplik Referenz
on [bp]

GAPDH-2-forw GCGATACTCACTCTTCTACCTTCG bov. gapdh 82 [244, 245]

GAPDH-2-rev TCGTACCAGGAAATGAGCTTGAC bov. gapdh

IL 8_Rind_forw  CACTGTGAAAAATTCAGAAATCATTG bov. /L-8 107 [246]
TTA

IL 8_Rind_rev CTTCACCAAATACCTGCACAACCTTC bov. IL-8

IL 10_Rind_for GTGATGCCACAGGCTGAGAA bov. IL-10 130 [247]

IL10_Rind_rev  TGCTCTTGTTTTCGCAGGGCA bov. IL-10

TNFa_Rd_for TCTTCTCAAGCCTCAAGTAACAAG bov. tnf-a 103 [246]

TNFa_Rind_rev  CCATGAGGGCATTGGCATAC bov. tnf-a
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Amplik

Primer Name Sequenz (5' - 3) Gen Referenz
on [bp]

TGF-B-Rd-for GGCCCTGCCCTTACATCTG bov. tgf-B 74 [17]

TGF-B-Rd-rev CGGGTTGTGCTGGTTGTACA bov. tgf-8

INFy-Rd-Forw TTCTTGAACGGCAGCTCTGAG bov. IFN-y 126 [246]

INFy-Rd-Rev TGGCGACAGGTCATTCATCA bov. IFN-y

MCP-1-Schf-Forw GCTGTGATTTTCAAGACCATCCT bov. mep-1 69 [248]

MCP-1-Schf-Rev GGCGTCCTGGACCCATTT bov. mcp-1

boGRO-for CGCCTGTGGTCAACGAACT bov. clex-1 83 [244]

boGRO-rev CACCTTCACGCTCTGGATGTT bov. clex-1

RANTES-Rd-forw CATGGCAGCAGTTGTCTTTATCA bov. rantes 76 [120]

RANTES -Rd-rev CTCTCGCACCCACTTCTTCTCT bov. rantes

For IL 12-Gie GCAGCTTCTTCATCAGGGACAT hum. IL-12 87 [245]

Rec IL 12-Gie CCTCCACCTGCCGAGAATT hum. IL-12

11-6-Rd-Forw CTGAAGCAAAAGATCGCAGATCTA bov. IL-6 81 [245]

11-6-Rd-Rev CTCGTTTGAAGACTGCATCTTCTC bov. IL-6

IL-1R-Rd-forw ACCTGAACCCATCAACGAAATG bov. IL-1B8 74 [249]

IL-1B8-Rd-rev TAGGGTCATCAGCCTCAAATAACA bov. IL-18

boiNOS-12-for GGAGTTTTCCCATGCAACCA bov. iINOS2 129 [250]

boiNOS-12-rev ATCCTTGACCCAATAGCTGCC bov. iINOS2

h-F-GAPDH TGGGTGTGAACCATGAGAAG hum. gapdh 76 [251]

h-R-GAPDH GCTAAGCAGTTGGTGGTGC hum. gapdh

h-F-IL 8 TCCTGATTTCTGCAGCTCTGT hum. IL-8 161 [250]

h-R-IL 8 AATTTCTGTGTTGGCGCAGT hum. IL-8

IL-10-hum for GGTTGCCAAGCCTTATCGGA hum. IL-10 191 [252]

IL-10-hum rev ACCTGCTCCACTGCCTTGCT hum. IL-10

hu-F-TNF-alpha  TCTTCTCGAACCCCGAGTGA hum. tnf-a 151 [250]

hu-R-TNF-alpha  CCTCTGATGGCACCACCAG hum. tnf- a

TGFbeta-HU- GGCCCTGCCCCTACATTTG hum. tgf-B 74 [17]

Forw

TGF-beta-HU- CGGGTTATGCTGGTTGTACA hum. tgf-8

Rev2

INFgamma-HU-  CCAACGCAARAGCAATACATGA hum. IFN-y 79 [253]

Forw

INFgamma-HU-  CCTTTTTCGCTTCCCTGTTTT hum. IFN-y

Rev2

MCP1-HU-Forw  GTGCAGAGGCTCGCGAGCTA hum. mcp-1 138 [254]

MCP1-HU-neu- CAGGTGGTCCATGGAATCCTG hum. mep-1

Rev2

huCXCL-1-for AGTGGCACTGCTGCTCCT hum. clex-1 146 [255]

(= GRO-0-F)

huCXCL-1-rev TGGATGTTCTTGGGGTGAAT hum. clex-1

(= GRO-0-R)

RANTES-HU- AACCCAGCAGTCGTCTTTGTCA hum. ccl5 75 [256]

22



Amplik

Primer Name Sequenz (5' - 3) Gen Referenz
on [bp]
Forw (neu, CCL5)
RANTES-HU-neu- CTCCCGAACCCATTTCTTCTCT hum. ccl5
Rev
For IL 12-Gie GCAGCTTCTTCATCAGGGACAT hum. IL-12 87 [245]
Rec IL 12-Gie CCTCCACCTGCCGAGAATT hum. IL-12
h-F-IL 1B TGATGGCTTATTACAGTGGCAATG hum. IL-18 140 [257]
h-R-IL 1B GTAGTGGTGGTGGGAGATTCG hum./IL-18
hu-IL-6F CTGCAGCCACTGGTTCTIGT hum./IL-6 143 [250]
hu-IL-6R CCAGAGCTGTGCAGATGAGT hum. IL-6
GapA_for GTTGTCGCTGAAGCAACTGG gapA 171 [258]
GapA_rev AGCGTTGGAAACGATGTCCT gapA
pic_F3696 CCTGACAGAGGACACGTTCA pic 148 [197]
pic_R3842 TCAACCCCTGTTCTTCCAAC pic
aggR_F486 TTCCGATAAGGTCAGAAACACA aggR 169 [197]
aggR_R654 TGCTGCTTTGCTCATTCTTG aggRrR
iha-f CTGACTAACGCAGCCGCCAG iha 132 mod. nach
[259]
iha-r CCTCCGGTTTTACCCGTACC iha [259]
RT-stx2F CGACCCCTCTTGAACATA StxAZ2a, 106 [260]
-2b. -2¢
RT-stx2R TAGACATCAAGCCCTCGTAT StxA2a,
-2b. -2¢
Erldauterungen bov. = bovin; hum. = human

3.4 Antikorper und Konjugate

Die verwendeten Primarantikdrper sind in der Tabelle 5 aufgefiihrt und die verwendeten

Sekundarantikérper und Konjugate in der Tabelle 6.

Tabelle 5: Verwendete primdre Antikorper

Klon/
Bezeichnung Fluorochrom Isotyp Verteilung auf Zellen Verdiinnung
a-bovin CD4 IL-A11/- Maus/lgG2a T-Helfer-Zellen 1:1.000 (FP)
a-bovin CD8 CC63/Alexa Maus/lgG2a  Zytotoxische T-Zellen  1:500 (FP)
Alexa Fluor ® Fluor ® 647
647
a-bovin CD25 CACT116A/- Maus/IgG1 Aktivierungsmarker 1:500 (FP)
(Interleukin-2 (B- & T-Zellen,
Rezeptor a) Monozyten, Treg)
a-bovin IL-A116/- Maus/lgG3  Aktivierungsmarker, 1:500 (FP)
CD45RO Gedachtniszellen
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Klon/

Bezeichnung Fluorochrom Isotyp Verteilung auf Zellen Verdiinnung
a-bovin CD21 GB25A/- Maus/IgG1 B-Zellen 1:300 (FP)
a-bovin GB21A/- Maus/IgG2b YO T-Zellen, 5 Ketten-  1:300 (FP)
y6TCR1-N24 spezifisch
a-Vimentin Vim 3B4/- Maus/lgG2a, Mesenchymzell- 1:13 (PBS)
kappa marker, 1:500 (PBSx)
Intermediarfilament
a-CD77 38-13 Ratte/IgM unterschiedlich, Gbs- 1:50 (FP)
Rezeptor
a-Zytokeratin/ C-11/FITC Maus/IgG1 Epithelzellmarker, 1:100 (PBS)
pan-FITC Zytokeratin 1:500 (PBSx)
a-Z0-2 -/- Kaninchen/  tight junctions/Zonula  1:1.000 (PBS)
IgG occludens Protein 2
Erlduterungen o = anti; FP = Gebrauchsverdiinnung in FACS-Puffer; PBS =
Gebrauchsverdiinnung in 1x PBS; PBSx = Gebrauchsverdiinnung in
PBS-Tween fiir Westernblot
Tabelle 6: Verwendete Farbstoffe, Konjugate und Sekundarantikdrper
Bezeichnung Fluorochrom/ Enzym Verdiinnung
Ziege-a-Maus-lgG1-405 DyLight™405 1:500 (FP)
Ziege-a-Maus-lgG2a-APC/Cy7 APC/CY7 1:250 (FP)
(Allophycocyanin/cyanine dye7)
Ziege-a-Maus-lgG3-FITC FITC 1:1.000 (FP)
(Fluorescein Isothiocyanat)
Ziege-a-Maus-lgG2b-PerCp Peridinin-Chlorophyll (PerCP)- 1:2.000 (FP)
Komplex
Ziege-a-Maus-lgG1-PE PE (Phycoerythrin) 1:50 (FP)
Ziege-a-Ratte-IlgM-FITC FITC 1:500 (FP)
(Fluorescein Isothiocyanat)
PI Propidium-Jodid 1:1.000 (PBS)
DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindol 1:10.000 (PBS)

a-Kaninchen-lgG (H+L), F(ab‘)2
a-Kaninchen-lgG-AP

a-Maus IgG-AP

dihydrochlorid

Alexa Fluor® 594
Alkalische Phosphatase

Alkalische Phosphatase

1:2.000  (FP)
1:2.000 (PBSx)
1:2.000 (PBSx)

Erlauterungen
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3.5 Bakteriologische Methoden
3.5.1 Anzucht der Bakterien

Die Herstellung des Inokulums fur Infektionsversuche im Zellkulturmodell erfolgte nach der
Methode von Bridger et al. [4].

Herstellung einer Vorkultur (Starterkultur). Vierundzwanzig Stunden vor jedem
Experiment wurden 2-3 Einzelkolonien je E. coli-Stamm von Blutagarplatte (BAP) in 2 ml LB-
Medium (+ 1 % D-Mannose) Gberimpft und bebrutet (18 h, 37 °C, aerob, 180 U/min).

Herstellung des Inokulums (Hauptkultur). Am Testtag wurden die Vorkulturen 1:20 im
jeweiligen Testmedium verdinnt und inkubiert (2 h, 37 °C, 180 U/min). Dann wurden 1.000 pl
der Hauptkultur in 1,5 ml ReaktionsgefaRe (RG) uberfihrt und zentrifugiert (8 min, 6.200 x g,
RT). Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 1 ml 0,89 %ige, sterile NaCl-Lésung
resuspendiert und 500 pl der bakteriellen Suspension fiur die photometrische
Keimzahlbestimmung verwendet (Kapitel 3.5.2). Die bakterielle Suspension wurde fir
Infektionsversuche auf eine Keimzahl von 4 x 108 + 1 x 108 KbE/ml eingestellt. Die Keimzahl

im Inokulat wurde im Tropfplattenverfahren verifiziert (Kapitel 3.5.2).
3.5.2 Keimzahlbestimmung

Photometrische Bestimmung. Die Einstellung der Inokulums erfolgte photometrisch bei
600 nm gegen NaCl-Lésung als Leerwert. Dann wurden 500 pl der bakteriellen Suspension
abzentrifugiert und anschlieBend mit einem berechneten Volumen Testmedium auf die
optische Dichte (OD) von 0,6 eingestellt. Die Formel lautete:

Testmedium [ul] = gemessene OD/0,6 x 500 pl.

Tropfplattenverfahren. Zur Quantifizierung des Keimgehalts (KbE/ml) in einer bakteriellen
Suspension wurde eine log10-Verdinnungsreihe in sterilem 1x PBS angelegt. Je Verdin-
nungsstufe wurden 10 pl im Doppelansatz auf ein BAP aufgetropft und bebritet (18 h, 37 °C,
aerob). Am néchsten Tag wurden die Kolonien auf denjenigen Platten ausgezéhlt, bei denen
je Tropfstelle zwischen 10 und 100 gut abgegrenzte Kolonien gewachsen waren. Die
Keimzahl der Ausgangsbouillon errechnete sich nach folgender Formel:

Keimzahl [KbE/ml] = (Anzahl der Kolonien x 10?) x Verdiinnungsstufe.
3.5.3 Inaktivierung von Probenmaterial

Hitzeinaktivierung. Fur die Verwendung in konventionellen PCR-Analysen wurde das Pro-
benmaterial fir 10 min bei 100 °C im Thermoblock lysiert (Kochlyse). Proben zur
Verwendung in Western Blot-Analysen wurden bei 95 °C fir 10 min inaktiviert. Alle Proben
wurden bis zur weiteren Verwendung bei —20 °C gelagert.
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Inaktivierung durch Polymyxin B. Die Inaktivierung gewonnener Zellkulturiibersténde fur
die Testung im ELISA und Verozell-Zytotoxizitatstest erfolgte durch Zugabe von Polymyxin
B. Die Proben wurden zentrifugiert (10 min, 13.200 x g, RT), der Uberstand in ein neues
1,5 ml Gefal tberfihrt und mit Polymyxin-B-L&sung in einer Endkonzentration von 50 pg/ml
inkubiert (1 h, 37 °C). AnschlieBend erfolgte eine Sterilitdtskontrolle und die inaktivierten
Uberstande wurden bis zur Testung bei -70 °C gelagert.

3.5.4 Negativkontrastpraparation zur Dartstellung im

Transmissionselektronenmikroskop

Mit Phosphorwolframsadure. Einzelkolonien der E. coli-Stamme wurden von BAP
abgenommen und in 100 pl 1x PBS resuspendiert. Die tribe Bakteriensuspension wurde mit
40 pl 2,5 %igem Glutaraldehyd in Kakodylatpuffer (pH 7,2) mit 0,1 mol Dextrose fiir 2 h bei
4 °C fixiert und anschlieRend einer Sterilitdtskontrolle unterzogen. Die nachfolgende
Préparation und die Auswertung am Elelktronenmikroskop erfolgten durch die Arbeitsgruppe
230 ,Pathologie und Pathophysiologie®, Institut fir molekulare Pathogenese des FLI. Dazu
wurde zunachst 40 pl der Suspension auf mit Formvar befilmte, mit Kohle bedampfte, frisch
beglimmte Tragernetze (3 mm Durchmesser, 400 mesh) aus Kupfer gegeben und bei
Raumtemperatur fiir 7 min inkubiert. Uberschiissige Fliissigkeit wurde mit Filterpapier
vorsichtig abgesaugt. Zur Kontrastierung wurden die Netze mit der befilmten Seite auf einen
Tropfen 0,1 %ige Phosphorwolframsédure (PWS) gelegt (10 min, RT). Danach wurde die
Uberschiussige Flussigkeit entfernt, das Praparat getrocknet und im Transmissions-
elektronenmikroskop bei 80 KV durchgemustert und relevante Bereiche mit einer
Plattenfilmkamera fotografiert. Der Plattenfilm wurde entwickelt und die Negative mit dem

Scan Programm Silverfast 8.0 eingescannt [261].

Mit Ammoniummolybdat. Zur verbesserten Darstellung von Flagellen und Fimbrien erfolgte
die Praparation mit Ammoniummolybdat [262]. Die E. coli-Stdmme wurden in 10 ml LB-
Medium angezichtet (18 h, 37 °C, 5 % CO. oder 8 % CO, stehend) und in 0,89 % NaCl-
Lésung gewaschen (300 x g, 5 min, ohne Bremse). Die bakterielle Suspension wurde im
Verhaltnis 1:1 mit Ammoniummolybdat (2 %, pH 7) vorsichtig vermischt und auf Sterilitat
Uberprift. Zur Adsorption der Erreger wurden 40 pl der Suspension fur 2 min auf ein mit
Formvar befilmtes, mit Kohle bedampftes, frisch beglimmtes Trégernetz gegeben. Danach
wurde die Uberschissige Flussigkeit entfernt, das Préaparat getrocknet und die Tragernetze
in einer Hochvakuum-Bedampfungsanlage im 45° Winkel mit Goldpalladium fur 20 sec
besputtert. Die Proben wurden, wie oben beschrieben, im

Transmissionselektronenmikroskop untersucht.
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3.5.5 Herstellung von E. coli-Ganzzelllysaten (GZL)

Fur die PCR-Untersuchung wurden die E. coli-Bakterien angeziichtet, auf eine Keimzahl von
4 x 108 KbE/ml eingestellt und mittels Tropfplattenverfahren verifiziert. AnschlieRend wurde
die Suspensionen aliquotiert, hitzeinaktiviert, auf Sterilitdt gepruft und in einer Pathovar-PCR

eingesetzt.

Fur die Stimulation der PBMC im Rahmen des Kalberinfektionsversuchs wurden GZL in
RPMI 1640-Medium der E. coli-Stamm 123, 86-24N und LB226692 hergestellt. Dazu wurde
eine Vorkultur in 5 ml LB-Medium hergestellt (18 h, 37 °C), zentrifugiert (8 min, 13.000 x g),
in RPMI 1640-Medium auf eine OD von 0,6 eingestellt und die Keimzahl mittels
Tropfplattenverfahren Uberprift. Dann wurde die bakterielle Suspension aliquotiert,
hitzeinaktiviert (10 min, 100 °C), mittles Pathovar-PCR uberpriift und bis zur weiteren
Verwendung bei -80 °C gelagert. Direkt vor der Stimulation der PBMCs wurden die Aliquots
aufgetaut und mit PBMC-Medium auf eine Konzentration von 2 x 10° KbE/ml eingestellt.

3.5.6 Sterilfiltration von Probenmaterial

Durch Sterilfiltration wurden sterile, konditionierte Uberstande von E. coli-infizierten Epithel-
zellen (Kapitel 3.7.1) zur Stimulation von Makrophagen gewonnen. Die Uberstédnde wurden
aufgetaut (37 °C) und zentrifugiert (10 min, 13.000 x g). Die flissige Phase wurde mit einer
Spritze aufgenommen und durch einen Sterilfilter (PorengréRe 0,22 um) in ein neues
Zentrifugationsréhrchen Uberfilhren. Die Uberstande wurden einer Sterilitatskontrolle
unterzogen und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

3.5.7 Sterilititskontrolle

Die Uberpriifung der Sterilitat erfolgte bei allen Proben, die aus dem S3**-Laborbereich ver-
bracht wurden. Dazu wurden 10 pl oder 100 ul der unverdinnten, inaktivierten Probe auf
BAP aufgetropft, inkubiert (18 h, 37 °C) und am nachsten Tag auf Keimwachstum tberpriift.
Wenn Koloniewachstum nachweisbar war, wurde die entsprechende Inaktivierung erneut
durchgefihrt.

3.6 Zellkulturmethoden

3.6.1 Basistechniken fiir Epithelzellkulturen

Kultivierung permanenter Zellen. Die Kultivierung der adhdrenten Zellen erfolgte in sterilen
Zellkulturflaschen (T7s) unter standardisierten Bedingungen (37 °C, 5 % CO2, 95 % Luft-
feuchte) (siehe Tabelle 2).
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Passagieren permanenter Zellen. Die Subkultivierung der adhérenten Zellen erfolgte durch
enzymatischen Verdau mit Trypsin-EDTA-L&sung. Zellspezifische Unterschiede sind in
Tabelle 7 zusammengefasst. Die Aussaat der Zellsuspension erfolgte entweder in einer be-
stimmten Zelldichte fir Infektionsversuche oder zur Erhaltung in einem festen Teilungs-
verhéltnis. RegelmaRig wurden die Zellen kulturell und molekulargenetisch auf
Mykoplasmenfreiheit Uberpriift (Arbeitsgruppe 210 ,Chlamydien und Mykoplasmen®, Dr. C.

Schnee, Institut fir molekulare Pathogenese, Friedrich-Loeffler-Institut, Jena).

Lagerung permanenter Zellen. Fur die Langzeitlagerung wurden die Zellen auf eine Dichte
von 2 x 10° Zellen/ml eingestellt und im Verhéltnis 1:1 mit DMSO-haltigem Einfriermedium a
1 ml in cryotubes vermischt und schrittweise in folgenden Stufen eingefroren: 2 h bei 4 °C,
24 h bei -80 °C, Lagerung bei -196 °C.

Rekultivierung permanenter Zellen. Zur Wiederverwendung der Zellen wurden die cryo-
tubes aufgetaut (37 °C), die Zellsuspension direkt in eine Zellkulturflasche (T2s) Uberfuhrt, bis
zur Adhérenz inkubiert (2 h, 37 °C, 5 % CO2) und anschlieRend das DMSO-haltige Einfrier-
medium durch das jeweils benétigte Kulturmedium ersetzt (Tabelle 2). Empfindliche Zellen
wurden nach dem Auftauen direkt mit Kulturmedium verdiinnt und abzentrifugiert (900 x g,

8 min, RT), anschlieBend erfolgte die Aussaat und Kultivierung in eine Zellkulturflasche (T2s).

3.6.2 Zellzahlbestimmung

Permanente Epithelzellen, Makrophagen und Suspensionszellen. Die Anzahl vitaler
Zellen wurde durch eine Lebend-Tot-Farbung mit Trypanblau (1:10 oder 1:20) und
Auszahlung in einer Neubauer-Zahlkammer (4 x 16 Gruppen-Quadraten) ermittelt. Nach der
Berechnung der Zellzahl wurde die gewiinschte Zelldichte durch Zugabe von Kulturmedium
eingestellt. Die verwendete Formel lautet:

Zellen/ml = Gesamtzahl/ 4 x Verdiinnungsfaktor x 10*.

Primdre Kolonkrypten. Fir die Zahlung der Krypten wurde 20 pl der finalen Krypten-
Suspension (Kapitel 3.6.5) auf einen Objekttrager gegeben, mit einem 18 x 18 mm

Deckgléschen bedeckt und meanderférmig ausgezahlt.
3.6.3 Kultivierung und Vorbereitung der Epithelzellen fiir die Infektionsversuche

Permanente Zellen. Die Aussaat der permanenten Epithelzellen (INT 407, CaCo-2, FKD-
R971) erfolgte in einer Zelldichte von 2x10° Zellen/Kavitat/500 ul in 24-well-
Zellkulturplatten. Nach 48 h erreichten die Dinndarmzellen (INT 407, FKD-R 971) 90-100 %
Konfluenz, CaCo-2-Zellen wurden hingegen 10-14 d bis zur Differenzierung mit Ausbildung
eines Blirstensaums kultiviert. Die Kultivierung der ausgesdten Zellen erfolgte in

antibiotikumfreiem, zell-spezifischen Testmedium unter standardisierten Bedingungen
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(37 °C, 5 % CO,, Wasserdampfsattigung; Tabelle 2). Im Falle der CaCo-2-Zellen erfolgte

jeden 2. Tag ein Mediumwechsel.

Primére Epithelzellen. Primére Kolonkryptenzellen wurden mit einer Dichte von 570 Kryp-
ten/Kavitat in Kollagen-beschichtete 24-well-Zellkulturplatte ausgesat und kultiviert (37 °C,
8 % CO2, 95 % Wasserdampfsattigung). Nach 24 h und jeden 3. Tag wurde das Medium
gewechselt und bei Ausbildung eines konfluenten Zellrasens, ca. am 6. Tag nach Aussaat,
wurden die Kolonkryptenzellen fur Infektionsversuche verwendet.

Vorbereitung der Epithelzellen fiir die Infektionsversuche. Bei allen Epithelzellen erfolgte
24h, 1h und unmittelbar vor der Infektion ein Mediumwechsel mit frischem,
antibiotikumfreien Testmedium (1 ml/Kavitat). AuBerdem wurde die Zellzahl/Kavitat durch

Auszéhlung von zwei représentativen Kavitdten bestimmt.
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3.6.4 Messung des transepithelialen elektrischen Widerstands (TEER)

Fur die TEER-Messung wurden die permanenten Epithelzellen auf Filtereinsatzen (& 12 mm,
Porengréle 0,4 um) kultiviert und jeden dritten Tag das Medium gewechselt. RegelméaRig
Uber 21 Tage wurde der TEER (transepithelial electrical resistance) mit einem EVOM-Gerét
(epithelial voltohmmeter mit STX2-Elektrode) gemessen als indirektes MalR der Fahigkeit
intakte tight junctions und Polarisation auszubilden.

Zu jedem Messzeitpunkt wurde ein Filter ohne Zellen (Leerwert) im jeweiligen Zellkulturmedi-
um gemessen. Der gemessene Zellwiderstand (R [Q]) wurde wie folgt berechnet: Rzejen =
Ruesswert — Rieewert. AnschlieBend wurde der Wert noch auf die Flache des verwendeten
Filters normalisiert: TEER [Qcm?] = Rzeien [Q] X Filteroberflache [cm?].

3.6.5 Gewinnung primérer, boviner Kolonkryptenepithelzellen

Die Gewinnung primérer, boviner Kolonkryptenzellen erfolgte durch eine Kombination aus
enzymatischem Verdau und leichter mechanischer Dissoziation nach Follmann et al. (2000)
[263] mit Modifikationen nach Stamm et al. (2008) [64].

Probengewinnung und Vorbereitung des Kolons. Frisches Darmgewebe (ca. 30 cm/Kalb)
des proximalen Colon ascendens (Ansa proximalis coli) wurde direkt nach der Euthanasie
von klinisch unauffalligen 1-15 Monate alten Kélbern (Holstein Friesian) entnommen. Der
Darminhalt wurde von kranial nach kaudal ausgesteift und anschlieBend der Darmschlauch
in einem Becherglas mit steriler, 0,89 %iger NaCl-Losung (4 °C) 2-4x gereinigt. Sichtbares
Fettgewebe wurde mit einer Schere abgesetzt und der Darmschlauch léngs eréffnet. Der
Mukus wurde durch leichtes Abschaben mit einem sterilen Objekttrager entfernt und das
Darmstiick anschlieBend mit insgesamt 10 Liter steriler, 0,89 %iger NaCl-Lésung (4 °C)
gewaschen. Dann wurde das gewonnene Darmstick in 500 ml eisgekuhltem
Transportmedium ins Labor (max. 10 min) verbracht.

Isolierung der Kolonkrypten Das frische Darmstiick wurde auf einer sterilen Alufolie Uber
Eis ausgebreitet und das Kolonepithel vom unterliegenden Gewebe mit 2 sterilen Objekttra-
gern abgeschabt. AnschlieBend wurde das abgeschabte Gewebe mit Rasierklingen in einer
sterilen Plastik-Petrischale in eiskaltem HBSS homogenisiert und auf acht 50 ml
Zentrifugationsréhrchen verteilt. Die Réhrchen wurden bis zur 50 ml-Marke mit eiskaltem
HBSS aufgefillt und zentrifugiert (5 min, 130 x g, 4 °C). Die oberen Schichten (Zelldetritus
und Einzelzellen) wurden mit dem Uberstand verworfen und das Pellet resuspendiert. Diese
Prozedur wurde 3 bis 4 Mal wiederholt, um den Mukus zu entfernen. Das aus mehreren
Réhrchen vereinigte Gewebepellet wurde dem 1. enzymatischen Verdau in einem

Erlenmeyerkolben zugefuhrt, mit Zugabe von 60 ml Verdau-Lésung je 15 ml Zellpellet und
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nachfolgender Inkubation auf einem Magnetrihrer (100 U/min, 45 min, 37 °C, 8 % CO,,
Wasserdampfsattigung). Dann wurde die Zellsuspension in eine Spritze Gberfihrt und einmal
durch eine Einmalkaniilen mit weitem Durchmesser (18G, 1,2 x 40 mm) und zweimal durch
eine feine Einmalkanile (23G, 0,6 x 25 mm) gepresst. Es folgte ein zweiter enzymatischer
Verdau (100 U/min, 10 min, 37 °C, 8 % CO., Wasserdampfsattigung) und ein Waschschritt in
kaltem HBSS (7 min, 202 x g, 4 °C). Nach diesem Schritt bestand die Zellsuspension aus
Kolonkrypten und Einzelzellen. Um die Krypten zu isolieren, wurde die Suspension vier- bis
funfmal in einem 2 % Sorbitol-Gradienten resuspendiert und zentrifugiert (5 min, 50 x g,
4 °C). Die schweren Krypten waren im lockeren Pellet enthalten und nach jeder
Zentrifugation wurde der Uberstandes mikroskopisch auf die Anzahl freier Zellen untersucht,
bis diese abnahmen. Das finale Kryptenpellet wurde in 20 ml Gibco®DMEM-Medium
resuspendiert.

Kultivierung der Kolonkrypten. Die Aussaat der Krypten erfolgte mit einer Dichte von
300 Krypten/cm?(60.000 - 90.000 Zellen/cm?) in Kollagen beschichtete 24-well-Zellkulturplat-
ten und Trs-Zellkulturflaschen. Die Beschichtung der jeweiligen Kulturgeféafle erfolgte am
Vortag mit Kollagen (0,2 mg/ml Collagen R, 1:10 in 1x PBS, jeweils 28 pl/cm?) und anschlie-
Render Trocknung (2 h, RT, Lamina Flow). Vor der Einsaat der Krypten wurden die Kulturge-
fale mit etwas Erstkulturmedium fur Kolonkrypten befillt und im Brutschrank (37 °C,

8 % CO2) angemessen temperiert.

Die ersten 24 h erfolgte die Kultivierung der Kryptenzellen in Erstkulturmedium mit 10 % FKS
zur verbesserten Anheftung der Krypten (37 °C, 8 % CO2, Wasserdampfsattigung). Bereits
nach 24 h proliferierten erste Epithelzellen um die angehefteten Krypten. Dann wurde der
FKS-Gehalt auf 1 % reduziert und alle 3 Tage das Medium gewechselt, wobei jeweils ein
Rest des konditionierten Mediums im Kulturgefa belassen wurde. Nach ca. 5-6 Tagen war
ein konfluenter Zellrasen ausgebildet. Taglich wurden die proliferierenden Kolonkrypten-
epithelzellen makro- und mikroskopisch auf Kontaminationen und epitheliales Zellwachstum
Uberpriift. Vor Infektionsversuchen wurde zuséatzlich die Zytoskelettausstattung immun-
histologisch bestatigt (Kapitel 3.8.1).

3.6.6 Gewinnung und Kultivierung primérer, boviner Makrophagen

Die Isolation von monocyte-derived macrophages (MDM) aus dem Vollblut von Kélbern
erfolgte nach einem Protokoll von Werling et al. (1998) [264], madifiziert nach Kerner et al.
(2015) [129] und Sobotta (2016) [250].

Isolation primarer Monozyten aus Vollblut. Das Blut wurde durch Punktion der Vena
jugularis von klinisch unauffélligen Jungtieren gewonnen (Holstein-Friesian, Friedrich-

Loeffler-Institut, Jena), in einem sterilen Glasgefalt aufgefangen und 1:5 mit vorgelegtem Na-
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Citrat-Puffer (3,8 %) vermischt. Dann wurden 40 ml Na-Citrat-Blut/Tier in 50 ml-Zentri-
fugationsréhrchen zentrifugiert (20 min, 2.380 x g, RT, Beschleunigung 7, ungebremster
Auslauf) und die buffy-coats entnommen. Je 2 buffy-coats wurden in ein 50 ml
Zentrifugationréhrchen vereint, auf 45 ml mit PBS-EDTA aufgefiillt, zentrifugiert (10 min,
800 x g, RT, Beschleunigung 7, ungebremster Auslauf) und der Uberstand bis auf 5ml
dekantiert. Dieser Waschschritt wurde dreimal wiederholt. AnschlieBend folgte die
Erythrozyten-Lyse; dazu wurden die Zellpellets in Erythrozyten-Lyse-Puffer (45 ml)
resuspendiert und unter vorsichtigem Schwenken inkubiert (10 min). Es folgten ein
Zentrifugationsschritt (10 min, 300 x g, RT, Beschleunigung 7, Bremse 9) und drei Wasch-
schritte mit PBS-EDTA.

Fir die Gradientenzentrifugation (45 min, 800 x g, RT, Beschleunigung 5, ungebremster
Auslauf) wurde das Zellpellet in 25 ml PBS-EDTA-Puffer resuspendiert und auf 20 ml
Lymphozytentrennmedium (Pancoll Animal) aufgeschichtet. Jeweils zwei anschlieRend
gewonnene Interphasen wurden in neue 50 ml Zentrifugationsréhrchen Uberfihrt, bis zur
45 ml Marke mit 0,89 % NaCl-Lésung aufgefiillt und zentrifugiert (8 min, 600 x g, RT,
Beschleunigung 7, Bremse 9). Dieser Waschschritt wurde wiederholt, bis alle Zellpellets
vereint waren (10 min, 300 x g, RT, Beschleunigung 7, Bremse 9). Das finale Zellpellet
(peripheral mononuclear cells) wurde in 10 ml 0,89 % NaCl-Lésung resuspendiert und ein
Aliquot zur Zellzahlbestimmung entnommen (Kapitel 3.6.2). Die restliche Suspension wurde
erneut zentrifugiert (10 min, 300 x g, RT, Beschleunigung 7, Bremse 9) und mit

Makrophagen-Beutelmedium auf eine Zellzahl von 4 x 10° Zellen/ml eingestellt.

Generierung differenzierter Makrophagen. Je 25 ml der mononukledren Zellsuspension
wurden in einen Zellkultur-Teflonbeutel Gberfihrt und kultiviert (37 °C, 5 % CO,, Wasser-
dampfsattigung). In den Teflonbeuteln differenzierten die Monozyten in einer Woche zu
Makrophagen (monocyte derived macrophages, MDM). Die Zellernte erfolgte aus den
Teflonbeuteln zun&chst durch Kuahlung (20 min, 4 °C), gefolgt von zweimaligem
Resuspendieren und Spillung der Beutel mit 25 ml gekuhiter 0,89 % NaCl-Lésung. Die
gewonnenen Zellsuspensionen wurden zentrifugiert (10 min, 300 x g, Beschleunigung 9,
Bremse 9), dann je 2 Zellpellets schrittweise vereint durch Resuspendieren in 0,89 % NaCl-
Lésung (45 ml) und Zentrifugation (10 min, 300 x g, Beschleunigung 9, Bremse 9). Das finale
Zellpellet wurde in 1 bis 5 ml Makrophagen-Kulturmedium resuspendiert und ein Aliquot zur

Zahlung der grofRen, granulierten Zellen entnommen.

Die Makrophagen wurden mit einer Dichte von 2 x 10® Makrophagen/2 ml/Kavitét in eine 6-
well-Zellkulturplatte ausgesat und bis zur Adhé&renz kultiviert (18 h, 37 °C, 5 % CO2, Wasser-

dampfsattigung). Fur die weitere Kultivierung wurden nicht adhadrente Makrophagen durch
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zweimaliges Spulen mit 5 ml 0,89 % NaCl-Lésung entfernt. Die weitere Kultivierung der
adharenten Makrophagen erfolgte in frischem Makrophagen-Kulturmedium ohne
Antibiotikum-Zusatz. Frihestens nach weiteren 24 h Kultivierung wurden die Makrophagen

fir funktionelle Tests verwendet.

Stimulation und Beprobung primarer Makrophagen. Vierundzwanzig Stunden vor Ver-
wendung der adhérenten Makrophagen erfolgte ein Mediumwechsel mit Makrophagen-
Kulturmedium ohne Antibiotikum. Fir die Stimulation wurden die adharenten Makrophagen
zundchst mit 2 ml/Kavitdt 1x PBS gewaschen und dann fur 3 h (37 °C, 5% CO,,
Wasserdampfséttigung) mit je 2 ml/Kavitat der angewérmten, sterilen Uberstande inkubiert.

Nach der Inkubationszeit wurden die Makrophagen erneut gewaschen und mit 350 yl RLT-
Lyse Puffer/Kavitéat lysiert und sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung bis

zur RNS-Isolation und weiteren Verwendung der Proben erfolgte bei -80 °C.

3.6.7 Gewinnung boviner, mononukleérer Zellen aus dem peripheren Blut (PBMC)

Isolation. Die Isolation erfolgte modifiziert nach einem Protokoll von Menge et al. (1999)
[111] aus dem gerinnungsgehemmten Blut experimentell infizierter Kélber (Kapitel 3.10.1).
Das Na-Citrat-Blutgemisch wurde 1:1 in PBS-EDTA-Puffer verdinnt, in 50 ml-
Zentrifugationsréhrchen auf Lymphozytentrennmedium (Pancoll Animal) geschichtet und
zentrifugiert (45 min, 800 x g, 20 °C, ungebremstem Auslauf). Die Zellen aus dem
Interphasering wurden entnommen und mit PBS-EDTA-Puffer vermischt und erneut
zentrifugiert (8 min, 257 x g, RT). Kontaminierende Erythrozyten wurden entfernt durch
Inkubation des Zellpellets in 10 ml Erythrozyten-Lyse-Puffer (2-3 min, RT). Die Zellen wurden
zweimal in PBS-EDTA-Puffer und einmal in 1x PBS gewaschen (7 min, 212 x g, RT). Die
Zellsuspension wurde in PBMC-Medium auf eine Dichte von 2 x 10° Zellen/ml eingestellt.

Stimulation. Die Stimulation der PBMC zur Anregung der Proliferation erfolgte im
Doppelansatz in einer 24-well-Zellkulturplatte fur 5 Tage (37 °C, 5 % CO,, Wasserdampf-
séttigung). Dazu wurde 1:1 die PBMC-Zellsuspension zu dem jeweils vorgelegten Stimulanz
bzw. Medium zugegeben (f.c. 2 x 10° Zellen/2 mI/Kavitat). Als Stimulanzien verwendet
wurden Ganzzelllysate (GZL) der Inokulationsstimme (123, 86-24N?, | B226692). Als
Stimulationskontrolle diente Concanavalin A (ConA) und ein Mediumansatz als
Negativkontrolle. Fir die Stimulation wurden die Stammldésungen der Stimulantien jeweils
frisch aufgetaut (37 °C) und in PBMC-Medium auf die gewiinschte Konzentration eingestellt:
GZL mit 2 x10°KbE/ml  (fc. 1x10°KbE/Kavitdt) und ConA mit 0,67 pg/ml
(f.c. 0,335 pg/Kavitdt). Wahrend der Stimulation wurden die Zellkulturen t&glich
mikroskopisch beurteilt; am Ende der Inkubationszeit folgte die Analyse der Zellen im

Durchflusszytometer.
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3.6.8 Verozell-Zytotoxizitatstest (Vero-ZT)

Die Zytotoxizitdt von Zellkulturiberstdnden wurde durch Endpunkttitration im Vero-ZT
quantifiziert, modifiziert nach der Methode von Gentry und Dalrymple et al. 1980 [265].
Zunéchst wurden Verdiinnungsreihen (log-3 oder log-10) der zu testenden Ubersténde im
Dreifachansatz in Verozellkulturmedium in eine 96-well Mikrotiterplatte (je 50 pl/Kavitat)
vorgelegt. AnschlieRend wurde eine Verozellsuspension mit 4 x 10* Zellen/100 pl/Kavitat
hinzugegeben und die Platte inkubiert (96 h, 37 °C, 5 % COz, Wasserdampfsattigung). Als
Positivkontrolle diente 1 % SDS-Lésung anstelle der Uberstidnde und als Negativkontrolle
Medium zur Beurteilung des ungestorten Zellwachstums. Die Zellvitalitdt der Verozellen
wurde mikroskopisch und photometrisch bestimmt. Fir letzteres wurden die Verozellen mit
MTT-L6sung inkubiert (25 pl/Kavitét, 4 h, 37 °C), der Farbumschlag mit 10 % SDS-L&sung
abgestoppt (24 h, 37 °C) und die optische Dichte (OD) gemessen (Testwellenlange: 540 nm;
Referenzwellenlange: 690 nm). Fur die Auswertung wurden die absoluten OD-Werte der
Dreifachansatze gemittelt und auf die OD-Werte der Positiv- und Negativkontrolle
standardisiert. Es folgte eine logit-log-Transformation und Berechnung der verozytotoxischen
Dosis 50 % (CDso/ml), wie in der Dissertation Fréhlich (2009) [266] beschrieben.

Bei grafischer Darstellung der Titrationskurven ergaben sich bei einigen
Zellkulturiberstédnden Hinweise auf zytotoxische Aktivitdt fir Verozellen (=50 % relative
Zellvitalitét). Die Messwerte lagen aber unterhalb der Nachweisgrenze fir die Berechnung
des CDso-Werts. Diesen Proben wurde ein artifizieller Wert von 2 der Nachweisgrenze

zugeordnet, was einer CDso/ml von 30 entsprach.

3.6.9 LDH-Zytotoxizitats-Assay

Als indirektes Maf der Zellschadigung wurde die Lactat-Dehydrogenase (LDH)-Aktivitat im
Zellkulturiiberstand quantifiziert. Dazu wurde das LDH-Zytotoxizitdts-Assay Kit nach
Herstellerangaben verwendet, mit geringen Modifikationen bei der Auswertung. Ein Kit-
interner LDH-Standard (10.000 pU/ml) wurde im jeweiligen Testmedium mitgefiihrt und die
zu testenden Uberstdnde im Dreifachansatz in eine 96-Well-Mikrotiterplatte (Flachboden)
eingesetzt. Die maximale LDH-Freisetzung der Zellen (Positivkontrolle) wurde durch Zelllyse
mit 1 % Triton X-100 ermittelt und als minimaler Wert die spontane LDH-Freisetzung der
Zellen in einer nicht infizierten Zellkontrolle gemessen (Mediumkontrolle). Weiterhin wurde
das Hintergrund-Signal im jeweiligen Testmedium bestimmt (Leerwert).

Bei der Auswertung wurde der Leerwert von dem mittleren OD-Wert (490 nm) der Dreifach-
bestimmung abgezogen. Die Ergebnisse wurden auf die Mediumkontrolle (100 % Vitalitat)
und die Positivkontrolle standardisiert. Die LDH-Freisetzung wurde in Relation zur LDH-
Freisetzung des avirulenten K12-Stamms C600 angegeben.
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3.7 Infektionsversuche im Zellkulturmodell
3.7.1 Infektion intestinaler Epithelzellen

Unmittelbar vor der Infektion der Epithelzellen in 24-well-Zellkulturplatten erhielten diese
1 ml/Kavitét frisches antibiotikumfreies Testmedium. Die Infektion erfolgte durch Zugabe von
15 pl/Kavitéat frisch hergestellten Inokulats (4 x 108 + 1 x 108 KbE/ml) und 135 ul Testmedium.
Als Negativkontrolle wurde 150 pl des jeweiligen Testmediums je Kavitat zugefugt. Nach der
Infektion ~ wurden die Zellen inkubiert (3h-6h, 37°C, 5% CO, bzw.
Kolonkryptenzellen: 8 % CO2, Wasserdampfsattigung), dabei erfolgte fiir die 6-stiindige
Inkubation ein Waschschritt und ein Mediumwechsel nach 3 h.

Reprasentative Kavitdten des konfluenten Epithelzellmonolayers wurden ausgezahit
(Tabelle 8) und mit 6 x 10° +£2 x 10° KbE/Kavitat inokuliert, dies entsprach einer MOI
(multiplicity of infection) von 20 + 9,3.

Tabelle 8: Ubersicht mittlere Zellzahl/Zellrasen/24-well
Epithelzelle Zellen/Kavitat
FKD-R 971 3x10%+4x10°
INT 407 5x10%+6 x10°
CaCo-2 4x10%+2x10°

Kolonkryptenzelle 2 x 10°+2 x 10*

3.7.2 Gewinnung konditionierter Uberstiande

Nach 3 h und 6 h Koinkubation der Epithelzellen mit E. coli-Stdmmen wurden die konditio-
nierten Zellkulturiiberstdande gewonnen und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C
gelagert. GréRere Volumina konditionierter Uberstande fiir die Stimulation von Makrophagen
wurden durch die Infektion von konfluenten Monolayern in Zellkulturflaschen (T7s) gewonnen.
Diese wurden ebenfalls mit einer MOI von 20 + 9,3 inokuliert. Nach 3 h wurde der Uberstand
gewonnen und das Medium ausgetauscht, nach weiteren 3 h erfolgte eine erneute
Probennahme (6 h). Die gewonnenen Uberstédnde wurden steril filtriert, auf Sterilitat

kontrolliert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

3.7.3 Adhasionsversuch

Fir den Adhasionsversuch wurden die Epithelzellen zusétzlich auf sterilen Deckglasern
(@ 12 mm) kultiviert (Kapitel 3.6.3). Die Giemsa- und FAS-Farbung wurden stets parallel, im
Doppelansatz (2 technische Replikate) und in mindestens 3 Wiederholungen (3 biologische

Replikate) durchgefiihrt. Als Prozesskontrollen dienten die E. coli-Stamme C600, E2348/69
36



und EDL933 sowie unbeimpften Kavitdten. Zusatzlich wurden HEp-2-Zellen als

Referenzsystem mitgefiihrt, die ebenfalls mit 2 x 10° Zellen/Kavitét eingeséat wurden.
3.7.3.1 Giemsa-Féarbung

Durchfiihrung. Die bakterielle Adhdsion wurde mit der Giemsa-Farbung modifiziert nach der
Methode von Cravioto et al. 1979 [267] dargestellt. Die infizierten Epithelzellen (Kapitel 3.7.1)
wurden zweimal fir 3 h inkubiert (37 °C, 5 % CO., Wasserdampfsattigung), mit einem
Waschschritt (3x, 500 pl/Kavitdt, 1x PBS) und Mediumwechsel nach 3 h. Der Zellkultur-
Uberstand wurde jeweils nach 3 h und 6 h gewonnen (Kapitel 3.7.2). Vor der Fixation mit
70 %igem Ethanol (500 pl/Kavitat, 30 min, RT) wurden alle nicht adhérenten E. coli vom
Zellrasen entfernt (4-5x 500 pl vorgewarmter 1x PBS), die fixierten Zellen mit frisch
angesetzter 10 %iger Giemsa-Gebrauchslésung gefarbt (500 pl/Kavitat, 30—45 min, RT) und
anschlielend Uberschissige Farbe mit A. dest. entfernt (2-3x, 1 ml/Kavitdt). Nach
Luftrocknung wurden die Deckgldser entnommen und mit einem Tropfen RotiMount-

Eindeckmedium mit dem Zellrasen nach unten auf einem Objekttrager fixiert.

Auswertung. Die Giemsa-Farbung wurde lichtmikroskopisch (Olimmersion) ausgewertet.
Eine Adhasion lag vor, wenn =10 E. coli/Zelle anhefteten, unabhangig von der Anzahl
betroffener Zellen. Adharente E. coli-Stdmme wurden einem Adhasionsmuster zugeordnet.
Lokale Adhésion (LA) bezeichnet die Adhasion in Mikrokolonien auf der Zelloberflache,
typisch fur EPEC-Stdmme [268]. Autoaggregative Adhasion (AA) ist gekennzeichnet durch
Autoagglutination der E. coli untereinander in einer charakteristischen Schichtung, sowohl
auf der Zelloberflache als auch auf dem zellfreiem Untergrund, typisch fir EAEC [269].
Diffuse Adhéasion (DA) liegt vor, wenn die E. coli auf der gesamten Zelloberflache verteilt sind

und nur kleine Aggregationen und geringe Adharenz auf dem Objekttrager aufweisen [8].

Eine semiquantitative Bewertung der Adhésion erfolge modifiziert nach einer Methode von
Cleary et al. 2004 [270]. In jeweils 3-5 unabhangigen Infektionen wurde die Adhéasionsrate
durch Z&hlen von 100 Zellen in reprasentativen Gesichtsfeldern bestimmt und die
Prozentzahl von Zellen mit adharenten Bakterien festgelegt. Auf Einzelzellebene wurde die
Adhasionsintensitat ebenfalls semiquantitativ ausgewertet durch Zahlen der Anzahl
adhérenter Bakterien an 3 reprédsentative Zellen in 3 reprasentativen Gesichtsfeldern in

mindestens 3 unabhangigen Infektionen im Doppelansatz.

Auch die Zellvitalitdt wurde mikroskopisch beurteilt und der Anteil morphologisch intakter
Zellen wurde in 0 %, 5 %, 25 %, 50 %, 75 %, 95 % und 100 % eingeteilt. Dabei entsprach

100 % Zellvitalitat dem morphologischen Erscheinungsbild der nicht infizierten Zellkontrolle.
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3.7.3.2 Fluorescent-Actin-Staining (FAS)

Durchfiihrung. Die Fluoreszenz-Aktin-Farbung (FAS) wurde gering modifiziert nach einer
Methode von Knutton et al. 1989a durchgefihrt [50]. Bis zum Ende der 6-stiindigen Inku-
bationszeit verliefen Giemsa-Farbung und FAS-Test gleich, allerdings erfolgt beim FAS-Test
die Fixation der Zellen mit 2 %iger Paraformaldehyd (PFA)-Gebrauchslésung (500 pl/Kavitat,
30 min, RT). Nach einem Waschschritt (3x, 500 pl/Kavitat, 1x PBS) wurden die Zellen mit
0,1 % Triton-X 100 permeabilisiert (500 pl/Kavitédt, 5 min, RT) und erneut gewaschen. An-
schlieRend wurden die Deckgldser in den jeweiligen Kavitdten zentriert und mit FITC
(Fluorescein-Isothiozyanat)-Phalloidin-Gebrauchslésung geférbt (20 pl/Kavitdt, 30-60 min,
RT, feuchte Kammer, dunkel). Es folgten zwei Waschschritte (1x PBS, 1 ml/Kavitat, 4 °C)
und die Kernfarbung mit Propidiumjodid (Pl)-Gebrauchslésung (50 pl/Kavitét, 2 min, RT,
dunkel, feuchte Kammer). Nach zwei finalen Waschschritten mit A. dest. (1 ml/Kavitét, 4 °C),
trockneten die Préparate an der Luft unter Lichtausschluss. Dann wurden die Deckgléser
entnommen und mit 1 Tropfen DAPCO-Eindeckmedium mit dem Zellrasen nach unten auf
Objekttragern fixiert.

Auswertung. Die Praparate wurden Uber Nacht bei 4 °C gelagert und am néachsten Tag
mittels Fluoreszenzmikroskopie ausgewertet (F-Aktin (griin), Zellkern/bakterielle DNS (rot)).
Ein Isolat wurde als FAS-positiv eingestuft, wenn pro Zelle mindestens 10 FAS-Signale
vorhanden waren, unabhangig von der Zahl betroffener Zellen. Als FAS-positiver
Kontrollstamm wurde der EPEC-Stamm E2348/69 mitgefihrt und eine Pl-negative Farbe-
Kontrolle.

3.7.4 Herstellung zellfreier Stx-Uberstinde zur Bestimmung der relativen Stx-
Freisetzung

Analog zur Infektion von Epithelzellen wurde das jeweilige Testmedium ohne Epithelzellen
mit den stx-produzierenden E. coli-Stammen und K12-Stamm C600 fur 3 h inokuliert. Die
Uberstande wurden mit Polymyxin-B inaktiviert und im ELISA untersucht. Die Toxin-
Produktion im zellfreien Ansatz wurde zur Bestimmung der basalen, wirtszellunabhéngigen
Stx-Produktion untersucht. Der Korrekturfaktor war der Quotient aus dem mittleren OD-Wert
der Zellkulturiiberstdnde und des jeweiligen epithelzellfreien Ansatzes. Im Vergleich zum
zellfreien Ansatz wurde die Toxin-Produktion bei Zellkontakt als hochreguliert betrachtet ab
einem Faktor von 21,5 und als gehemmt ab <0,5. Werte zwischen 0,5 bis 1,5 wurden als
wenig reguliert durch Zellkontakt im Vergleich zum zellfreien Ansatz bewertet.

3.7.5 Gentamicin-Protektions-Test

Durchfiihrung. Zur absoluten Quantifizierung der bakteriellen Adhasion und Invasion wurde

ein Gentamicin-Protektions-Test modifiziert nach einer Methode von Dibb-Fuller et al. (1999)
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[271] durchgefuhrt. Die Infektion der konfluenten Epithelzelllinien erfolgte in 24-well-
Zellkulturplatten (Kapitel 3.7.1), dabei wurden je E. coli-Stamm 4 Kavitaten infiziert. Analog
zum Adhésionstest erfolgte die Koinkubation fur 3 h und 6 h (37 °C, 5 % CO,, Wasser-
dampfsattigung) mit einem Waschschritt (3x 500 pyl 1x PBS) und Wechsel des Mediums
(1 ml/Kavitat) nach 3 h.

Die koloniebildenden Einheiten (KbE) im Inokulum wund in drei verschieden
Zellkompartimenten (Uberstand, zellassoziiert, intrazellular) wurden durch
Verduinnungsreihen im Tropfplattenverfahren ermittelt. Fir die Bestimmung des Keimgehalts
im Uberstand der Zellkultur wurden die Uberstdnde aus 4 Kavitdten gepoolt. Die Zahl
zellassoziierter KbE setzte sich aus der Zahl adhédrenter und invasiver KbE zusammen. Nach
Ablauf von 3 bzw. 6 h Inkubation wurden nicht adhérente E. coli abgewaschen (3x, 500 pl 1x
PBS), die Zellen mit 0,1 % Triton X-100 (200 pl/Kavitat, 4 min) lysiert, im jeweiligen
Testmedium (800 pl) aufgenommen und ausplattiert. Der Anteil intrazelluldrer Bakterien
wurde bestimmt nach Abtétung der extrazelluldren E. coli mit Gentamicin-Gebrauchslésung
(150 pg/ml, 1 mi/Kavitat, 1 h, 37 °C, 5 % COz), gefolgt von Zell-Lyse und Ausplattieren.

Mindestens 3 biologische Replikate je Wirtszelle und Stamm wurden durchgefiihrt und die
Kontrollstdmme 17-2 und C600 mitgefuhrt. Zur Kontaminationskontrolle wurden nach 6 h
Koinkubation die Kulturiiberstdnde mit der Pathovar-PCR und die verwendeten Medien auf

Sterilitat Gberpruft. Weiterhin erfolgte eine Wachstumskontrolle der Bakterien ohne Zellrasen.

Auswertung. Die Anzahl adhérenter E. coli (KbE) errechnete sich aus der Differenz
zellassoziierter KbE und invasiver KbE. Als tatséchliche Invasion wurde nur bezeichnet,
wenn signifikant mehr als > 1 % des Inokulums intrazellular aufzufinden war [272]. Der In-
vasionsindex errechnete sich nach 3 h als Prozent des eingesetzten Inokulums und nach 6 h
als Prozent der zellassoziierten KbE nach 3 h. Die Gesamtkeimlast je Kavitat addierte sich

aus den KbE der drei Kompartimente: Uberstand, zellassoziiert und intrazellular.

3.7.6 Messung des transepithelialen Widerstands bei Infektion der CaCo-2-Zellen

Die CaCo-2-Zellen wurden auf Filtereinsatzen (& 12 mm, Porengréfe 0,4 um) kultiviert und
Monolayer mit einer Resistenz =400 Q x cm? wurden als polarisiert bewertet. Einen Tag vor
der Infektion wurden bewachsene Filtereinsatze in eine neue 24-well-Zellkulturplatte
Uberfiihrt und mit antibiotikumfreiem Testmedium (1 % D-Mannose) kultiviert. Die Infektion
erfolgt im Doppelansatz mit 7,5 yl Inokulat je Filter zu 500 pl Testmedium. Die TEER-
Messung erfolge in Tripletts je Kavitat, unmittelbar vor der Infektion, nach 3 h und 6 h, dazu
wurde jeweils ein Filtereinsatz ohne Zellen als Leerwert mitgefiihrt und nach 3 h erfolgte ein

Wechsel des Mediums. Der Stamm 123 induzierte als Negativkontrolle keine Verdnderung
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des TEER-Werts und der entsprechende Messwert wurde zum jeweiligen Untersuchungs-
zeitpunkt als 100 % gesetzt. Der EPEC-Stamm E2348/69 diente als Positivkontrolle.

3.7.7 Probengewinnung fiir die Transmissionselektronenmikrokopie

Permanente Epithelzelllinien wurden in 6-well-Zellkulturplatten bis zur Konfluenz kultiviert.
Dabei erfolgte regelmaRig sowie unmittelbar vor der Infektion ein Wechsel des Mediums
(2 ml/Kavitat). Die Dinndarmzellen (INT 407, FKD-R 971) wurden mit 30 pl Inokulum/Kavitat
(MOI 20) infiziert und fiir 3 h inkubiert (37 °C, 5 % CO., Wasserdampfsattigung). Die CaCo-2
Zellen wurden mit dem doppelten Volumen infiziert (60 pl Inokulum/Kavitat, MOI 40) und
verlangert inkubiert (3,5h). Sechs Kavitdten je getestetem E. coli-Stamm (EDL933,
LB226692) und eine Mediumkontrolle wurden fir die Probengewinnung benétigt. Am Ende
der Inkubationszeit wurden die Zellen mit 2,5 %igem Glutaraldehyd in Kakodylatpuffer (pH
7,2) mit 0,1 mol Dextrose (2 ml/Kavitdt, 4°C) fixiet. Nach 2h wurde 1ml
Glutaraldehyd/Kavitdat entnommen und auf Sterilitat geprift. Der fixierte Zellrasen einer
Kavitat wurde mit einem Zellschaber gel6st, in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® Uberfihrt und
zentrifugiert (5 min, 1.500 x g). AnschlieRend wurde der Uberstand vorsichtig entfernt und
die Zellsuspension der ndchsten Kavitdt in das Reaktionsgefal hinzugefugt. Wenn die
Zellpellets der sechs Kavitaten vereint waren, wurde dieses mit Kacodylatpuffer (pH 7,2)
bedeckt und bei 4 °C gelagert.

Die Praparation der Proben fir die transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung
und die Untersuchung erfolgte durch die Arbeitsgruppe 230 ,Pathologie und
Pathophysiologie®, Institut fir molekulare Pathogenese, FLI. Das Zellpellet der jeweiligen
Probe wurde zunédchst in Agarose eingebettet und in 1Tmm? groRe Wurfel geschnitten. Diese
wurden mit Osmium nachfixiert, entwéssert und in Aradite CY212 eingebettet. Nach der
Aushartung wurden 300 nm dinne Semidinnschnitte am Ultracut hergestellt und mit
Toluidinblau geféarbt. In den Semidunnschnitten wurden gezielt Gewebeareale fur die
Ultramikrotomie ausgewahlt. Von diesen wurden 80 nm diinne Ultradiinnschnitte hergestellt
und mit Uranylacetat und Bleizitrat kontrastiert. [261, 273]. Die Proben wurden im
Transmissionselektronenmikroskop bei 80 KV untersucht und die Befunde mit einer
Plattenkamera dokumentiert. Der Plattenfilm wurde entwickelt und die Negative mit dem
Scan Programm Silverfast 8.0 eingescannt [261, 273, 274].

3.7.8 Probengewinnung fiir die Analyse im Western Blot

Zur Gewinnung von Gesamtprotein wurden konfluente Zellrasen in Zellkulturflaschen (T7s)
infiziert (MOl = 20) und fiir 3,5 h inokuliert. Nicht infizierte Zellkontrollen (nur Testmedium)
wurden mitgefuhrt. Nach der Inkubation wurden die Zellen gewaschen (1x PBS), trypsiniert

(2 ml/T7s) und in dem jeweiligen Testmedium aufgenommen (2 ml/T7s). Die Zellsuspensionen
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wurden auf 2x2ml Reaktionsgefdle verteilt, hitzeinaktiviert (95 °C, 10 min), in

Flussigstickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.8 Immunologische Methoden
3.8.1 Immunfirbung zum Nachweis von Zytokeratin und Vimentin

Fiar fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen wurden die Epithelzellen auf sterilen
Deckglasern (@12 mm) in  24-well-Zellkulturplatten  kultiviert. ~Zytokeratin ist ein
Epithelzellmarker [275] und Vimentin das dominante Strukturprotein von mesenchymalen
Zellen [276]. Der konfluente Zellrasen wurde zundchst gewaschen (2x, 500 pl 1x PBS) und
fixiert (2 % PFA-Gebrauchslésung, 30 min, RT). Jedem Arbeitsschritt folgte ein Waschschritt.
Dann wurden die Zellen permeabilisiert (0,1 % Triton X-100, 10 min, RT) und mit 100 %
Methanol (15-30 sek, -20 °C) und mit 100 yl 50 nM NH4Cl (15 min, RT) inkubiert. Die
erste Zellfarbung erfolgte mit 100 pl Gebrauchslésung des PE-gekoppelten anti-Vimentin
Antikérpers (1 h, RT, dunkel). Dazu wurden der anti-Vimentin Antikérper (1:13 in 1xPBS) und
der PE-konjugierte Sekundarantikoérper (1:50 in 1xPBS) préainkubiert (30 min, 4 °C, dunkel).
Unspezifische Bindungen wurden mit 100 pl/Kavitét Blockpuffer (20 min, RT) geblockt und
nachfolgend die Zellen mit 50 yl des FITC-markierten anti-Zytokeratin Antikdrpers (1:100)
gefarbt (1 h, RT, dunkel). Es folgte die Kernfarbung mit 100 yl DAPI-Lésung (1:10.000,
7 min, RT, dunkel) und nach Trocknung wurden die Deckgldser mit einem Tropfen DAPCO-

Eindeckmedium auf einen Objekttrager fixiert und im Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.

3.8.2 CD77/Gbs-Nachweis

Im Durchflusszytometer wurden die Dunndarmepithelzellen (INT 407, FKD-R 971) auf das
Vorkommen des Gbi/CD77-Antigens auf der Zelloberflaiche bzw. intrazellular Gberpriift.
Dafur wurden die Zellen mit Trypsin abgeldst, in FACS-R&hrchen Uberfuhrt
(1 x 108 Zellen/ml) und zentrifugiert (7 min, 4 °C, 150 x g). Zum Nachweis intrazellular
lokalisierten Antigens wurden die Zellen zunéchst fixiert (2 % PFA-Gebrauchslésung, 30 min,
RT) und permeabilisiert (0,1 % Triton X-100 in 1x PBS, 10 min, RT). Jedem Arbeitsschritt
folgte ein Waschschritt, bei dem die Réhrchen mit FACS-Puffer aufgefillt, zentrifugiert
(5 min, 4 °C, 150 x g) und der Uberstand dekantiert wurden. Fir die erste Farbung wurden
jeweils 100 pl der CD77-Antikdrper-Gebrauchslésung (1:50 in FACS-Puffer) zu den Zellen
pipettiert, kurz resuspendiert und inkubiert (15 min, 4 °C, in Dunkelheit). Nach Zugabe von
Blockpuffer (15 min, 4 °C) wurden die Zellen in 100 yl der sekundéaren Antikérperlésung
(anti-IgM-FITC, 1:500 in 1x PBS) inkubiert (15 min, 4 °C, dunkel). Vor der Messung im
Durchflusszytometer erfolgten noch zwei Waschschritte. Als Kontrollen wurden ungeférbte
bzw. nur mit dem Sekundéar-Antikérper behandelte Zellen mitgefiihrt. Fir die durchfluss-
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zytometrische Auswertung wurden Auswertefenster anhand der ungefarbten Kontrollen
ausgerichtet (verwendete Spannung: FSC=165; SSC=300).

3.8.3 Western Blot-Analyse zur Markierung von Zytoskelettausstattung

Einzelne Bestandteile des Zytoskeletts (tight junction-Protein ZO-2, Zytokeratin und
Vimentin) wurden in den Zellen durch Isolation des Gesamtproteins, Auftrennung mittels
SDS-PAGE, Ubertragung auf eine PVDF-Membran und Immunfarbung nachgewiesen.

Proteinisolation. Hitzeinaktivierte Zellkulturproben (Kapitel 3.7.8) wurden zentrifugiert
(5 min, 400 x g, RT), dann je nach GroRe des Zellpellet in 20 pl bis 50 pl NT/NP40-Puffer
aufgenommen, gemischt (mind. 30 sek) und erneut zentrifugiert (20 min, 16000 x g, 4 °C). Im
Uberstand befand sich nun das Gesamtprotein, welches bis zur weiteren Verwendung

bei -80 °C gelagert wurde.

SDS-PAGE. Zunachst wurde ein Polyacrylamidgel hergestellt, das zu 3/4 aus einem
Trenngel mit aufgelagertem Sammelgel bestand. Die Proben (100 pl) wurden mit 50 pl SSB-
Probenpuffer versetzt und fuir 5 min gekocht. Fir den Elektrophorese-Lauf wurde das Gel mit
Anoden-/Kathodenpuffer bedeckt und 10-30 ul der Proben sowie in mindestens einer Spur
ein Standard mit definiertem Molekulargewicht aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei
30 mA, bis die blaue Lauffront das Gelende erreichte. Dann wurde das Gel entnommen, das

Sammelgel entfernt und das Trenngel im Westernblot weiterverarbeitet.

Western Blot. Der Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran erfolgte mit
dem semi-dry-Verfahren in einem elektrischen Feld (12 V, 15 min). Fir den blot wurden
zwischen die Anode und die Kathode zwei Transferpuffer-getrénkte blotting-Filterpapiere,
eine PVDF-Membran, das Trenngel und schliellich wieder zwei getréankte blotting-
Filterpapiere gestapelt. Die PVDF-Membran wurde zuvor in Methanol eingelegt (15 sek) und
in A. dest. gewaschen (2 min). Zunachst wurden freie Bindungsstellen auf der PVDF-
Membran mit Blockierlésung (16-18 h, RT, ab jetzt alle Inkubationsschritte unter Schutteln)
geblockt. Nach dreimaligem Waschen (PBS-Tween, 10 min, RT) wurden die PVDF-Membran
mit den in PBS-Tween verdiinnten Primérantikérper inkubiert (16-18 h, 4 °C oder 2 h, RT).
Nach dreimaligem Waschen (PBS-Tween, 5 min, RT) wurde die PVDF-Membran mit dem
jeweiligen Sekundarantikdrper (PBS-Tween) inkubiert (1,5h, RT). Es folgten zwei
Waschschritte mit PBS-Tween und einer mit Alkalischem Phosphatase-Puffer (je 5 min, RT).
Die Zugabe des Substrats erfolgte in der Immunférbelésung (10-30 min, RT) und wurde
durch Abspulen des blots mit A. dest. beendet, sobald die Reaktionsbanden deutlich blau bis
violett erschienen. AbschlieRend wurde der blot auf Filterpapier getrocknet und das Ergebnis

fotografisch dokumentiert.
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3.8.4 Durchflusszytometrische Untersuchung

Im Rahmen einer Infektionsstudie mit Kalbemn (Kapitel 3.10) wurden PBMC isoliert, in vitro
stimuliert (Kapitel 3.6.7) und auf die Expression von Oberflachenmarkern und Proliferation im
Durchflusszytometer untersucht. Die Antikérperverdiinnungen (Tabelle 5 und Tabelle 6)
wurden in FACS-Puffer (4 °C, in Dunkelheit) angesetzt und die jeweiligen primdren (CD4,
CD25, CD45) und sekundaren Antikérperkombinationen hergestellt. Nach Ablauf der
Stimulation wurden 5x10°-1x10® PBMC in 5 ml-FACS-Réhrchen Uberfiihrt und
gewaschen. Fur einen Waschschritt wurden die FACS-Rohrchen mit FACS-Puffer (4°C)
aufgefiillt, zentrifugiert (5 min, 150 x g, 4 °C) und der Uberstand dekantiert. Die Zellpellets
wurde in 50 pl der verdinnten Primarantikdrperlésung resuspendiert und inkubiert (mind.
20 min, 4 °C, dunkel). Es folgte ein Waschschritt und nachfolgend wurden die Zellen in 50 pl
der Sekundar-Antikdrperlésung resuspendiert und inkubiert (mind. 20 min, 4 °C, dunkel).
Nach einem weiteren Waschschritt wurde das Zellpellet mit dem direkt markierten CD8-
Antikérper resuspendiert und inkubiert (mind. 20 min, 4 °C, dunkel). Nach einem letzten
Waschschritt erfolgte die Messung am Durchflusszytometer BD FACSCanto™, dazu wurden

die Zellen unmittelbar vor der Messung mit Propidiumjodid (1:10.000) versetzt.

Zur Probenanalyse wurde ein BD FACSCanto™ II- Flow Cytometry System eingesetzt.
Dabei wurden bis zu 30.000 Ereignisse mit der BD FACSDiva™ Software gemessen. Die
weitere Auswertung der Daten erfolgte mittels FlowJo_V10 Software.

3.8.5 ELISA

Der Stx-Gehalt in Zellkulturiberstdnden wurde mit dem kommerziell erhéltlichen Sandwich-
ELISA ,RIDASCREEN® Verotoxin“ nach Anweisung des Herstellers bestimmt. Die durch
Polymyxin-B inaktivierten Zellkulturiberstande wurden unverdinnt oder 1:3 verdinnt im
Waschpuffer des ELISAs eingesetzt und parallel mittels stx1/stx2-Duplex-PCR uberprift. Bei
der Auswertung wurden nur Proben mit mindestens der Extinktion der Kit-internen
Negativkontrolle + 0,1 als positiv bewertet. Werte unterhalb dieses Grenzwertes wurden als
negativ (0) gesetzt. Fir eine semiquantitative Aussage wurde der lineare Messbereich des
ELISAs durch Titration einer stark toxischen Probe (E. coli-Stamm 12E0114) ermittelt und
interne Kontrollen (C600/Hep-2 und EDL933/CaCo-2) mitgefuhrt.

3.9 Molekulargenetische Methoden
3.9.1 Préaparation von RNS
Zellernte zur RNS-Gewinnung. Fir die RNS-Gewinnung aus adhérenten Epithelzellen oder

primaren Makrophagen wurde der Zellrasen (max. 1 x 107 Zellen) nach Entfernung des
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Mediums mit 1x PBS gewaschen, die Zellen mit 350 ul RLT-Puffer (1 % B-Mercaptoethanol)
lysiert und sofort in Flussigstickstoff schockgefroren.

RNS-Isolation. Die RNS-Isolation wurde mittels RNeasy® Mini Kit nach Herstellerangaben
(Protokoll: Purification of total RNA from animal cells using spin technology) vorgenommen.
Die eingefrorenen Proben wurden aufgetaut (20 min, 37 °C) und 350 pl Probenmaterial
mittels QIAshredder-Saule (Zentrifugation, 2 min, RT, max. g-Zahl) homogenisiert. Nach
Zugabe von 350 pl 70 %igem Ethanol (-20 °C) wurden 700 pl Lysat auf eine RNeasy® Mini
Saule gegeben und zentrifugiert (30 sek, 8.000 x g). Der Durchfluss wurde verworfen und
nach einem Waschschritt mit 350 yl RW1-Puffer (Zentrifugation 30 sek, 8.000 x g) die DNS
in den Proben durch Zugabe von 80 pyl DNase-Gemisch (DNase I-Stammlésung (ca. 27 U) in
RDD-Puffer [1:7]) verdaut. Nach Inkubation (15 min, RT) folgte ein Waschschritt mit RW1-
Puffer (350 pl, Zentrifugation 15 sek, 8.000 xg) und einer mit RPE-Puffer (500 pl,
Zentrifugation 15 sek, 8.000 x g). Es wurde nochmal RPE-Puffer (500 pl) hinzupipettiert und
zentrifugiert (2 min, 12.600 x g). Die Saule wurde auf ein neues, steriles 1,5ml
Reaktionsgefal aufgesetzt, in das bei der RNS-Isolation aus primdren Zellen (bovine
Kolonkrypten und primare Makrophagen) 1,5 yl RNase Inhibitor (ca. 60 Units) vorgelegt
wurden. Fur die Elution von RNS aus primdren Zellen wurde 30 pl DEPC-Wasser, aus
permanente Zellen 50 uyl DEPC-Wasser direkt auf die Membran pipettiert und zentrifugiert
(1 min, 12.000 x g). Die RNS im Eluat wurde sofort auf Eis gestellt, schockgefroren
(-196 °C), bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert und ein Aliquot (a 2,5 pl) fir die

Konzentrationsmessung der RNS im NanoDrop verwendet.

RNS-Quantifizierung/Qualifizierung. Die Konzentration und Reinheit der isolierten RNS
wurde spektrophotometrisch im NanoDrop bestimmt. Hierzu wurden 1,5 pul auf die
Messeinheit aufgetragen und gegen einen Leerwert (DEPC-Wasser) gemessen.
Einschlusskriterien fiir isolierte RNS waren: Der Quotient aus den Messwerten bei 260 und
280 nm liegt zwischen 1,8-2,0, der Quotient aus den Messwerten bei 260 und 230 zwischen
1,8-2,2.

3.9.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die verwendeten Oligodesoxyribonuklotide (primer) sind in Tabelle 3 und Tabelle 4
aufgelistet. Die PCRs wurden auf Eis pipettiert und mit den jeweiligen Parametern in einem
thermocycler durchgefihrt.

3.9.2.1 stx1/stx2-Duplex-PCR
Ein Reaktionsansatz (30 pl) der stx1/ stx2-Duplex-PCR [243] enthielt 18,3 pl A. dest., 1XNH.-
Mix, 2 mM MgCl, 0,5 uM je Primer, 133 uM je Nukleotid, 0,5 U/ul PanScript-Polymerase und

als template 3 pl Hitzelysat der jeweiligen Bakteriensuspension (Kapitel 3.5.3). Als Positiv-
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kontrolle diente der six7- und stx2-positive E. coli-Stamm EDL933, als Negativkontrolle
wurde anstelle der Bakteriensuspension A. dest. eingesetzt. Die Reaktionsgefafie wurden
kurz zentrifugiert und sofort in den thermocycler gestellt. Die Amplifikation erfolgte nach dem
folgenden Temperaturprofil: Nach 60 sek Denaturierung (95 °C) folgten 34 Zyklen mit jeweils
20 sek Denaturierung (95 °C), 60 sek Anlagerung (55 °C) und 30 sek Verldngerung (72 °C).
Jede Amplifikation wurde mit einem Verldngerungsschritt (5 min, 72 °C) beendet. Die
Auswertung erfolgte in 2 %igen TBE-Agarosegelen nach Ethidiumbromid-Farbung.

3.9.2.2 Pathovar-PCR

Ein Reaktionsansatz (25 ul) der verwendeten Multiplex-PCR [243] setzte sich zusammen aus
einem Multiplex-PCR 5x Master Mix Kit, 3,75 pl (25-100 nM je Primer) Multiprimermix
(Tabelle 3), 15,25yl A. dest. und 1 pl Hitzelysat des jeweiligen Bakterienstammes. Als
Negativkontrolle wurden bei jeder PCR anstelle des Hitzelysats A.dest. und als
Positivkontrolle Hitzelysate von Stdmmen unterschiedlicher Pathovare [EDL933 (EHEC),
E2348/69 (EPEC), 76-5 (EIEC), 17-2 (EAEC)] eingesetzt. Nach kurzer Zentrifugation erfolgte
die Amplifikation im thermocycler nach folgendem Profil: Nach 15 min Denaturierung (94 °C)
folgten anschlieend 29 Zyklen mit jeweils 30 sek Denaturierung (94 °C), 30 sek Anlagerung
(63 °C) und 90 sek Verlangerung (72 °C). Die abschlieRende Verlangerung dauerte 5 min bei
72 °C. Die Auswertung erfolgte ebenfalls mit Elektrophorese von 2 %iger TBE-Agarosegelen.

Agarosegel-Elektrophorese. Die Auftrennung der PCR-Amplifikate und gRT-PCR-Produkte
erfolgte in 2 - 3 %igen Agarosegelen (mit 0,4 ug/ml Ethidiumbromid-Gebrauchslésung) in 1x
TBE-Laufpuffer (ca. 6 V/cm Elektrodenabstand, 45 min). Vor dem Auftragen wurden 5 pl der
PCR-Produkte mit 2 pl Ladepuffer gemischt und als Standard der GeneRuler® 100bp DNA
Ladder Plus oder der GenRuler Low Range DNA Ladder mitgefthrt. Die Auswertung erfolgte
unter UV-Licht im Geldokumentationssystem.

3.9.2.3 real-time quantitative Reverse Transkriptase-PCR (qRT-PCR)
Zur Quantifizierung der Transkription bestimmter Zielgene aus Wirts- und Bakterienzellen
wurde eine two-step qRT-PCR durchgefiihrt. Die zwei Schritte bestanden aus der reversen

Transkription der mRNS, gefolgt von einer Polymerase-Kettenreaktion.

cDNS Synthese. Die cDNS (complementary-DNA)-Synthese aus isolierter RNS erfolgte
unter Verwendung des Omniscript Reverse Transkription-Kits nach Herstellerangaben.
Hierfir wurden 500 ng der isolierten mRNS-Proben in einem Volumen von 24 ul denaturiert
(5 min, 65 °C). Die Umschreibung der Gesamt-RNS (eu- und prokaryotische RNS) in
unspezifische cDNS erfolgte durch Inkubation (60 min, 37 °C) mit reverser Transkriptase. Ein
Reaktionsansatz (40 pl) enthielt 1 uM random Hexanukleotide, 10 Units RNase Inhibitor,

8 Units Reverse Transkriptase, 1xRT-Puffer, 0,5 mM dNTP-Mix und 24 pl der vorverdiinnten
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RNS-templates. Als Kontrolle wurde ein minusRT-Ansatz mit 500 ng RNS verschiedener
Proben aber ohne reverse Transkriptase zu Uberpriifung auf Verunreinigung mit
genomischer DNS mitgefiihrt. AuBerdem wurde das fir die Verdinnung der RNS-Proben
verwendeten A. dest. auf Reinheit kontrolliert. Am Ende wurde die reverse Transkriptase
inaktiviert (5 min, 93 °C) und die cDNS in die nachfolgende qRT-PCR eingesetzt oder bei -
20 °C gelagert.

qRT-PCR. Die Quantifizierung der mRNS-Transkription bestimmter Zielgene wurde mittels
real-time RT-PCR unter Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green | durchgefiihrt.
Fir die quantitative Untersuchung der Genexpression wurde template-cDNS eingesetzt. Die
gRT-PCR-Reaktionen erfolgten in Mikrotiterplatten (MicroAmp® Optical 96-well reaction
plates) in einem 7500 Fast Real-Time PCR System nach Herstellerangaben. Ein qRT-PCR
Reaktionsansatz (25 pl) enthielt 1x SYBR® Green PCR Master Mix Kit (12,5 pl) und als
template entweder 1,25 pl der cDNS fiir die Wirtszellgenexpression oder 2 pyl cDNS fir die
E. coli-Virulenzgenexpression. Eine finale Konzentration von 450 nM je primer war ebenfalls
enthalten (2,25 pl einer primer-Verdinnung (5 pmol/ul)). Jede Reaktion (cDNS-Probe und
primer-Paar) wurde im Doppelansatz durchgefihrt und Negativkontrollen (HO/minusRT-
Ansatz) sowie eine Positivkontrolle (cDNS-Mischung aus mehreren Proben) wurden bei
jedem Durchgang mitgefuhrt.

Das Temperaturprofil fir jede Amplifikationsreaktion beinhaltete 1 Zyklus bei 50 °C fur 2 min,
1 Zyklus bei 95 °C fur 10 Minuten, gefolgt von 40 Zyklen bei 95 °C fur 15 Sekunden und
60 °C fur 1 Minute und Fluoreszenzmessung. Eine Schmelzkurve (Dissoziationsschritt) wur-
de an jede Amplifikation angeschlossen zur Uberpriifung des Vorhandenseins eines spezi-
fischen PCR-Produkts 95 °C (15 sek), 60 °C (1 min), Fluoreszenzmessung, 95 °C (15 sek),
60 °C (1 min). Die Fragmentlange des amplifizierten Produktes wurde auRerdem
stichprobenartig durch Auftragen auf ein 3 %iges TBE-Agarosegel tGberprift.

Die relative Quantifizierung der Zytokingenexpression erfolgte nach der Effizienz-korrigierten
Methode von Pfaffl unter Verwendung der Software REST®O (relative expression software
tool) [277, 278]. Dazu erfolgte die Schatzung der jeweiligen primer-Effizienzen (E) durch
Berechnung der linearen Regression mit dem Programm LinRegPCR (Version 11.0, Heart
Failure Research Center, Academic Medical Center, Amsterdam, Niederlande). Als
Datengrundlage dienten die Amplifikationskinetiken der individuellen Proben jedes einzelnen
PCR-Laufs [279, 280].

Die Wirtszellantwort wurde in Relation zur Genexpression des avirulenten K12-Stamms
C600 angegeben. Bei Signifikanz wurde eine Genexpression ab =2 als Hochregulation,

0,5-2 als wunverdndert und Werte <0,5 als Herabregulation bewertet. Als
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Stimulationskontrollen wurden E. coli-LPS (25 pg/ml) und eine hitzeinaktivierte Suspension
des Hybridstammes (,TotLB226692%) mitgefihrt. Das inaktivierte Inokulat wurde mit
5x10"KbE/ml eingesetzt, um eine vergleichbare Stimulation (KbE/ml) uber die
Inkubationsdauer zu erzielen, wie bei Inokulation mit lebenden E. coli-Bakterien, die mit
6 x 105+ 2 x 10°KbE/Kavitat  eingesetzt  wurden. Dazu wurde zundchst der
Wachstumskoeffizient des Hybridstammes in den Kavitdten von 0-3 h und 3-6 h berechnet
und die daraus resultierende mittlere KbE in den Kavitaten Uber die Inkubationszeitrdume
bestimmt. Diese betrug bei dem Hybridstamm zum Zeitpunkt 0-3h 1,55 x 108
+ 8,55 x 107 KbE/ml und zum Zeitpunkt 3-6 h 1,16 x 108+ 5,44 x 10" KbE/ml.

Die relative Quantifizierung der Virulenzgenexpression der verschiedenen E. coli-Stdmme
wurde mittels der ACT-Methode errechnet, durch Differenzbildung der CT-Werte des Ziel-
und des Referenzgens. Dies ermdglicht die Normalisierung der CT-Werte auf das house-
keeping Gen (interne Kontrolle), den Ausgleich von Variationen in verwendeten cDNS-
Mengen und die Standardisierung des CT-Wertes auf die Bakterienzahl. Eine Genregulation

> 2 wurde als Hochregulation betrachtet.

3.10 Tierexperimentelle Studie
3.10.1 Versuchsaufbau

Die Studie ist ausfuhrlich in der Dissertationsschrift von Dr. Katharina Hamm beschrieben
und wurde unter S3**-Bedingungen in den Raumen der experimentellen Tierhaltung des
Friedrich-Loeffler-Instituts, Insel Riems, durchgefiihrt [212]. Die Kélber (15 Holstein-Friesian-
Kalber, 3-4 Monate, weiblich) wurden in 3 Gruppen a 5 Kalber eingeteilt und rédumlich
getrennt voneinander gehalten. Die experimentelle Infektion der Kélber erfolgte oral via
Pansen-Sonde mit 10'°KbE/ml. Die 1. Gruppe (Negativkontrolle) wurde mit einem
avirulenten Stamm (123, Tabelle 1) infiziert, der im Kalb nicht adhériert. Die 2. Gruppe
(Positivkontrolle) wurde mit einem klassischen EHEC-Erreger des Serotyps O157:H7 (86-
24Na infiziert, der im Rind kolonisieren kann. Kalber der 3. Gruppe wurden mit dem
Hybridstamm (LB226692) infiziert.

3.10.2 Probengewinnung

Zur Untersuchung der zellvermittelten Immunantwort wurden PBMC der Kalber stimuliert und
mittels Durchflusszytometrie analysiert (Kapitel 3.6.7). Die Blutentnahme erfolgte steril durch
Punktion der Vena jugularis in ein geschlossenes, Na-Citrat-haltiges, kommerzielles
Blutentnahmesystem (S-Monovette® mit Multiadapter). Die Beprobung erfolgte am Tag 0 vor

der Inokulation sowie post infectionem nach 7, 14, 21 und 28 Tagen.
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3.11 Statistische Auswertung

Es wurde das Programm IBM® SPSS® Statistics (Softwareversion 19, Firma IBM
Corporation, Armonk, New York, USA) verwendet. Auf Grund des geringen Stichproben-
umfangs (n=3-5) wurden nicht parametrische, exakte Testverfahren angewendet. Fir
unverbundene Proben wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet, fir verbundene Proben
der Wilcoxon-Rangsummen-Test. Als Signifikanzniveau wurde eine zweiseitige, exakte
Signifikanz bewertet bei p-Werten <0,05. Die Datensdtze wurden jeweils nach
verschiedenen Parametergruppen ausgewertet (E. coli-Stamm, Serotyp, Ursprungswirt und
Pathotyp).

Die statistische Auswertung der unterschiedlichen Genexpression in der qRT-PCR erfolgte
gruppenweise unter Verwendung der Software RESTO (relative expression software tool) mit
dem Randomisierungstest [277, 278].

Zur Bestimmung der statistischen Signifikanz des Gentamicin-Protektions-Tests wurde, wie
beschrieben, der Student’s t-test verwendet [272].

Im Rahmen der Kalberinfektionsstudie wurden signifikante Unterschiede zwischen den
Mittelwerten der stimulierten PBMC aus den unterschiedlichen Tiergruppen durch den
Kruskal-Wallis-Test und den post hoc Dunn’s Test berechnet [281]. Dazu wurde das
Programm GraphPad Prism 7 (©2016 GraphPad Software, Inc.) verwendet. Wenn
signifikante Unterschiede vorlagen, wurde zuséatzlich der Mann-Whitney-U Test durchgefiihrt

zum statistischen Vergleich von je 2 Tiergruppen zu jedem Zeitpunkt.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der Zellsysteme und E. co/iStamme
411 Epithelzellmodelle
Bovine Kolonkryptenzellen (PC)

Die isolierten, strumpfartigen Kolonkrypten hefteten sich zlgig an die Kollagen-beschichteten
KulturgefaRe an. Nach 24 h Kultivierung proliferierten bereits deutlich pflastersteinartige
Zellen um die Kolonkrypten (Abbildung 2). Die auswachsenden Kolonzellen proliferierten,
bis ca. am 5.Tag in Kultur ein geschlossener, einschichtiger Zellrasen vorlag. Der
heterogene Zellrasen setzte sich zusammen aus Kryptenresten und umgebenden,

ausgewachsenen Kolonzellen mit pflastersteinartiger Morphologie.

Abbildung 2: Entwicklung von Kulturen primérer, boviner Kolonkryptenzellen
Lichtmikroskopische Aufnahmen frisch praparierter Kolonkrypten (0 h)
und von Primarkulturen boviner Kolonzellen nach 24 h sowie 3 bzw. 4

Tagen in Kultur
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Die Epithelzelldifferenzierung der Kolonkryptenzellen bestétigte sich am 4. Kultivierungstag,
einen Tag vor der Infektion, durch den immunfluoreszenzmikroskopischen Nachweis des
Epithelzellmarkers Zytokeratin und das Fehlen von Vimentin (Abbildung 9). Weiterhin
erfolgte die Detektion von Zytokeratin, Vimentin und des ZO-2-Proteins, ein tight junction

assoziiertes Protein in den Western Blot-Analysen (nicht gezeigt).

Bovine FKD-R 971-Diinndarmzellen

Lichtmikroskopisch  bildete die embryonale FKD-R 971-Zelle einen homogenen,
wirbelartigen, dichten Zellrasen mit spindelférmiger Zellmorphologie aus (Abbildung 4).
Ultrastrukturell stellten sich die FKD-R 971-Zellen undifferenziert dar, mit spindelférmigem
Aussehen und mit nur vereinzelten feinen Mikrovilli auf der Zelloberflache. Die FKD-R 971-
Zellen enthielten einen grofRen Zellkern sowie “multivesicular bodies” und Phagolysosomen
im Zytoplasma. Der lockere, mehrlagige Zellverband setzte sich aus stark Uberlappenden
Zellen zusammen. Beim Wachstum auf festem Untergrund bildeten FKD-R 971-Zellen nur
rudimentare Zellverbindungen aus, ohne deutlich erkennbare Zell-Zell-Kontakte (tight

Junctions) und nur schwach erkennbare Zellpolarisation.

In FKR-R 971-Zellen wurde der Epithelzellmarker Zytokeratin, aber auch Vimentin immun-
fluoreszenzmikroskopisch (Abbildung 9) und bei den Western Blot-Analysen (Abbildung
10) detektiert. Zusatzlich exprimierten FKD-R 971-Zellen das ZO-2-Protein (Western Blot-
Analyse). Bei der Kultivierung auf Filtern bildeten die FKD-R 971-Zellen aber keinen
messbaren Anstieg des transepithelialen elektrischen Widerstandes (TEER-Wert) aus
(Abbildung 11), der als indirektes Maf’ zur Ausbildung funktioneller tight junctions gilt.

Im Durchflusszytometer stellten sich die FKD-R 971-Zellen als einheitliche Population
(GréRe im FSC (forward scatter): 20-100) mit starker Autofluoreszenz dar. Gbs/CD77 konnte
weder auf der Zelloberflache (Abbildung 3) noch intrazellular nachgewiesen werden. Ein
vernachlassigbar schwaches FITC-Fluoreszenzsignal zeigte sich bereits bei den ungefarbten

und sekundédren Antikdrper-Kontrollen.
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Abbildung 3:

Overlay-Darstellung der Gb3/CD77-(FITC)-Markierung von nicht
permeabilisierten Zellen

A FKD-R 971-Zellen

B INT 407-Zellen

Abbildung 4:

Morphologie von FKD-R 971-Zellen
A Lichtmikroskopische Aufnahme des homogenen Zellrasens von auf

Filtern kultivierten Zellen
B Elektronenmikroskopische Aufnahme tUberlappender Einzelzellen mit

rudimentdren Mikrovilli (Pfeile, beispielhaft), ohne deutliche
Zellverbindungen (Pfeilspitze schwarz) oder Polarisation bei
Kultivierung auf Plastikoberflache; Nukleus (N), Mitochondrien

(Pfeilspitze weil3, beispielhaft), Phagolysosom (P)
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Humane INT 407-Diinndarmzellen

Die embryonale INT 407-Zelllinie wies lichtmikroskopisch eine epitheloide Zellmorphologie
auf. Dennoch bildeten die Zellen nur einen I6chrigen Zellrasen aus, der aus Zellinseln und
einer Vielzahl abgerundeter, aufliegender Einzelzellen bestand (Abbildung 5).
Ultrastrukturell bildeten INT 407-Zellen einen maRig polarisierten Zellverband, mit deutlich
epitheloidem, einschichtigem Zellwachstum (Abbildung 6). Die Einzelzellen waren
langsoval, mit einem grofRen, langsovalen Zellkern, der haufig nah der apikalen Oberflache
lokalisiert war. Das Zytoplasma wies viele Mitochondrien, ansonsten aber wenig Organellen
auf. Die INT 407-Zellen zeigten auf der apikalen Membran in variabler Auspragung teils viele
lange, verzweigte und teils kurze, einzelne Mikrovilli. Die tight junctions waren rudimentar,
trotz partiell vollstdndiger Fusion von benachbarten Zellmembranen. Oft lagen INT 407-

Zellen Uberlappend ohne Verzahnung, sogenannte Interdigition, vor (Abbildung 6).

Die Epithelzelldifferenzierung der INT 407-Zellen bestédtigte sich immunfluoreszenz-
mikroskopisch durch das Vorhandensein von Zytokeratin und das Fehlen von Vimentin
(Abbildung 8). In den Zellen wurde bei den Western Blot-Analysen Zytokeratin (Abbildung
10) und ZO-2-Protein detektiert (nicht gezeigt). Ebenfalls lag ein schwaches Signal fir
Vimentin vor (Western Blot-Analyse, Abbildung 10). Bei der Kultivierung auf Filtern bildeten
die Zellen lichtmikroskopisch einen I6chrigen Zellrasen aus und es fehlte ein messbarer
Anstieg des TEER-Werts (Abbildung 11).

Abbildung 5: Lichtmikroskopische Aufnahme des l6chrigen Zellrasens von auf
Filtern kultivierten INT 407-Zellen

Im Durchflusszytometer erwiesen sich die INT 407-Zellen als einheitliche Population (Grofke
im FSC (forward scatter): 10-50) mit starker Autofluoreszenz. Gbs/CD77 war nicht
nachweisbar, weder auf der Zelloberflache noch intrazellulér (Abbildung 3).
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Abbildung 6:

Elektronenmikroskopische Aufnahme der INT 407-Zellen bei
Kultivierung auf Plastikoberflache

A Epithelartiger Zellverband mit unregelmaRigen, teils langen Mikrovilli
(Pfeile, beispielhaft) auf apikaler Seite und rudimentaren tight junctions
(gestrichelter Kreis). Nukleus (N), Mitochondrien (Pfeilspitze wei3,
beispielhaft)

B Zellen mit tight junction (gestrichelter Kreis), Nukleus (N),
Mitochondrien (Pfeilspitze weil}, beispielhaft)
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Humane CaCo-2-Dickdarmzellen

Die CaCo-2-Zellen bildeten einen pflastersteinartigen, heterogenen Zellrasen aus, mit
Kuppelbildung bei Kultivierung auf einer Plastikoberflache (Abbildung 7). Auch
ultrastrukturell wiesen CaCo-2-Zellen Epithelmorphologie auf, gekennzeichnet durch
deutliche Polarisation, kubisch bis hochprismatische Zellmorphologie, Ausbildung von tight
Junctions und einem deutlichen Mikrovillisaum auf der apikalen Seite. CaCo-2-Zellen lagen in
einem einreihigen Epithelzellverband vor. Auffallig war die starke intra- und interzellulare
Vakuolisierung der CaCo-2-Zellen (Abbildung 8).

Die Epithelzelldifferenzierung der CaCo-2-Zellen bestatigte sich durch das Vorhandensein
von Zytokeratin und das Fehlen von Vimentin, immunohistochemisch (Abbildung 9) und bei
Western Blot-Analysen (Abbildung 10). CaCo-2-Zellen exprimierten das ZO-2-Protein. Bei
der Kultivierung auf Filtern bildeten die Zellen einen deutlich polarisierten Phanotyp aus mit
funktionellen tight junctions, gekennzeichnet durch den Anstieg des TEER-Wertes Uber die
Kultivierungszeit (Abbildung 11). Der TEER-Anstieg korrelierte mit der lichtmikroskopischen
Entwicklung des Zellrasens auf Filtern, von kleinen, vereinzelten Zellen, tber Zellhaufen bis
hin zu einem heterogenen, dichten Zellrasen.

Abbildung 7: Lichtmikroskopische Aufnahmen des heterogenen Zellrasens von
auf Filtern kultivierten CaCo-2-Zellen
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Abbildung 8: Elektronenmikroskopische Aufnahmen polarisierter CaCo-2-Zellen
bei Kultivierung auf Plastikoberflachen
A Zellverband aus kubisch bis hochprismatischen Zellen mit
elektronendichten tight junctions (gestrichelter Kreis), Mikrovilli (Pfeil,
beispielhaft) und zahlreichen groRen intra- und interzelluldren Vakuolen
(V, beispielhaft), Nukleus (N)
B Zellen mit Mikrovilli (Pfeil, beispielhaft), feinen Mikrofilamenten (Mf),
elektronendichter tight junction (gestrichelter Kreis), Mitochondrien
(Pfeilspitze wiel3, beispielhaft), Nukleus (N) und multivesicular bodies

(mb)
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FKD-R 971

INT 407

Abbildung 9:
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Zytoskelettausstattung intestinaler Epithelzellen
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen: Zytokeratin =
Epithelzellmarker (griin, FITC); Vimentin = Marker fur Zellen
mesenchymaler Herkunft (rot, PE); Kernfarbung (blau, DAPI)



Abbildung 10:

50 kDa

40 kDa

70 kDa

50 kDa

Nachweis von Zytokeratin und Vimentin in permanenten
Epithelzellen mittels Western Blot

Die GroRe der Banden des M: Molekularmassen-Standards (in Kilodalton,
kDa) wurde am Rand aufgetragen; A: Zytokeratin (Nachweis mit
Antikdrper, der ein bei vielen Zytokeratinen konserviertes Epitop erkennt;
45 — 59 kDa) und B: Vimentin (55 kDa)
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Abbildung 11: Entwicklung des transepithelialen elektrischen Widerstands (TEER)

Darstellung der TEER-Entwicklung von auf Filtern (0,4 um Porengréie)
kultivierten Zelllinien Uber 16 Tage
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4.1.2 Charakterisierung der verwendeten E. coli-Stamme
Uberpriifung der verwendeten E. coli mittels konventioneller PCR

Das Vorhandensein pathovarspezifischer Virulenzgene bei den E. coli-Stdmmen wurde vor

und nach den Infektionsstudien jeweils mittels Pathovar-PCR Uberprift.

Abbildung 12: Pathovar-PCR zum Nachweis von E. coli-Virulenzgenen, modifiziert
nach Miiller et al. (2007) [243], beispielhafte Darstellung
M: Molekularmassen-Standard, 1: E. coli K12 C600, 2: EPEC
E2348/69, 3: EHEC EDL933, 4: avirulenter E. coli 123, 5: EHEC 86-24,
6: EHEC/EAEC LB226692, 7: EAEC 17-2, 8: EAEC 55989, 9: EIEC 76-
5,10: STEC 12E0114, 11: STEC 2403, 12: STEC 12E0111

Der Hybridstamm war, wie erwartet, positiv fur stx2, aggR und pic. Zum Vergleich mit dem
Hybridstamm wurden Typstdmme verschiedener gastrointestinaler E. coli-Pathovare
(EHEC/EAEC, EHEC, STEC, EAEC, EIEC, EPEC) und avirulenter E. coli (avirulenter E. coli-
Stamm 123, K12-Stamm) verwendet. Klassische Vertreter der EAEC wiesen astA, aggR und
zum Teil pic auf, klassische STEC- und EHEC-Stamme waren positiv fir stx7 oder/und stx2
und zum Teil escV. Der avirulente K12-Stamm C600 enthielt keines der getesteten
Virulenzgene, der avirulente E. coli 123 nur das Gen astA. Der EPEC-Stamm besal} bfpB
und escV und der EIEC-Stamm invE.
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Negativkontrastdarstellung im Elektronenmikroskop

In der Negativkontrastdarstellung zeigten der AAF/I-positive Hybridstamm und der AAF/III-
positive EAEC-Stamm 55989 Autoaggregation (Abbildung 13-A, B, C). Bakterien des
EAEC-Stamms 55989 lagerte sich in groen Aggregaten zusammen (Abbildung 13-A).
Hingegen wies der Hybridstamm nur maRig groBe Aggregate von ca. 2-15 Bakterien auf

(Abbildung 13-B) und lag vermehrt vereinzelt vor.

Die Expression der Oberflachenadnexe (Flagellen und Fimbrien) unterschied sich ebenfalls
bei beiden Stammen. Bei dem EAEC-Stamm 55989 waren viele Flagellen, aber wenige
Fimbrien erkennbar. Hingegen wies der Hybridstamm nur wenige Flagellen auf, deren
Anzahl je Einzelzelle zudem noch variierte, und der Ursprung erschien variabel, nicht polar
konzentriert zu sein (Abbildung 13-B, D). Der Hybridstamm zeigte insbesondere in den
Aggregations-Bereichen lange, flexible Fimbrien, die dabei hdufig um den Hybridstamm
gewickelt waren, statt in einer ,Strahlenkranz‘-Anordnung vorzuliegen. Weiterhin waren

vereinzelt Phagen darstellbar (nicht gezeigt).

Beide Stamme zeigten keine morphologischen Verdnderungen nach Anzucht bei
unterschiedlichem CO2-Gehalt (5 % oder 8 %). Dabei wurden die Kultivierungsbedingungen
entsprechend der in-vitro Infektionsstudien gewahlt (37 °C mit 5 % bzw. 8 % CO., stehend).
Zusétzlich wurden die Stdmme von Festkultur (BAP) bei 4 °C untersucht. Dabei zeigten
beide Stdmme Autoaggregation, jedoch waren an der AuRenseite der Aggregate nur

vereinzelt Flagellen und Fimbrien mit variablem Ursprung erkennbar (nicht gezeigt).
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5,0 pm 2,3 pm

Abbildung 13: Negativkontrastdarstellung vom Hybridstamm LB226692 und
EAEC-Stamm 55989 im Elektronenmikroskop
(Erklarung siehe umseitig)
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Abbildung 13

(siehe vorherige Seite)

A Ubersicht eines E. coli-Zellverbandes des Stammes 55989 mit
parallel eng aneinander liegenden Bakterienzellen, sogenannter
Fimbrien-vermittelter Autoaggregation (Pfeilspitzen schwarz,
beispielhaft) und bakterieller Teilungsfigur (Pfeilspitze weil3) (5 % COq,
37 °C, Kontrastmittel 0,1 % Phosphorwolframsaure (PWS)).

B Kleinerer E. coli-Zellverband des Stammes LB226692 mit Fimbrien-
vermittelter Autoaggregation, die praperationsbedingt deutlich zu
erkennen ist (Pfeilspitze schwarz, beispielhaft), vereinzelt sind
Flagellen (Pfeil, beispielhaft) und eine bakterielle Teilungsfigur
(Pfeilspitze weil}) erkennbar (8 % CO2, 37 °C, Kontrastmittel 0,1 %
PWS).

C Stamm LB226692 zeigt Autoaggregation (Pfeilspitzen schwarz,
beispielhaft) und vereinzelt Flagellen (Pfeil, beispielhaft) (8 % COa,

37 °C, Kontrastmittel 0,1 % PWS).

D Hoéhere Auflésung des Stammes LB226692 mit Flagellen (Pfeil,
beispeilhaft) und Fimbrien (weie Struktur in gestricheltem Kreis) (5 %
COg, 37 °C, Kontrastmittel 2 % Ammoniummolybdan (AM)).
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4.2 Interaktion des Hybridstammes mit wirtsspezifischen Epithelzellen in
vitro

Je nach Wirtsursprung bei Isolation wurden die E. coli-Stamme nachfolgend als human oder

bovin assoziiert bezeichnet (Tabelle 1).

4.2.1 Adhasion
Adhdsionsmuster

Der Hybridstamm wies auf den intestinalen Epithelzellen (IEC) von Mensch und Rind ein
autoaggregatives Adhasionsmuster auf (Tabelle 9, Abbildung 14). Generell variierte das
Adhésionsmuster der verschieden E. coli-Stémme bei Kontakt mit den unterschiedlichen
Epithelzellen von Mensch und Rind kaum (Tabelle 9), lediglich die Abgrenzung zwischen
lokaler und diffuser Adhasion war teilweise nicht méglich. Der Hybridstamm induzierte keine
Aktin-Akkumulation (FAS) unterhalb der bakteriellen Anheftungsstelle im Gegensatz zu
klassischen EHEC- und STEC-Stammen (Tabelle 9). In dieser Studie induzierte nur der
EPEC-Stamm E2348/69 eine deutliche FAS-Reaktion. Der Hybridstamm induzierte hingegen
unregelmaRige Zellrander mit ungeordneten Stressfasern und vereinzelt stark geschéadigten
Zellen, die sich stark mit Propidium Jodid (Pi) anfarbten, ahnlich dem EAEC-Stamm 55989.

Tabelle 9: Adhasionsmuster und A/E-L3sionen von E. coli-Stammen auf IEC

intestinale Epithelzellen

HEp-2 FKD-R 971 PC INT 407 CaCo-2
Stamm Muster FAS Muster FAS Muster FAS Muster FAS Muster FAS
LB226692 AA - AA - AA - AA - AA -
55989 AA - AA - AA - AA - AA -
17-2 AA - AA - AA - AA - AA -
EDL933 LA (+) LA (+) LA (+) LA (+) LA (+)
86-24 LA/DA + DA (+) DA/LA (+) DA/LA (+) DA/LLA (+)
12E0114 DA - DA - DA (+) DA - DA -
2403 DA - DA - DA - DA - DA -
12E0111 DA - DA - LA/DA  (+) DA - DA/LA -
E2348/69 LA + LA + LA + LA + LA +
C600 kA - DA - DA - kA - kA -
123 DA - DA - DA - DA - DA -

Erlauterung AA = aggregative Adhasion; kA = keine Adhasion; DA = diffuse Adhéasion;
LA = Lokale Adhasion; + = FAS positive Reaktion, mind. 10 Signale/Zelle,
unabhangig der Anzahl betroffener Zellen; (+) = schwach positive
Reaktion, vereinzelte FAS Signale, aber weniger als 10/Zelle; - = FAS-
negative Reaktion, keine Detektion von Aktin-Akkumulation unterhalb der
bakteriellen Bindungsstelle
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Abbildung 14: Aggregatives Adhasionsmuster des Hybridstammes
Backsteinartiges Adh&sionsmusters des Hybridstammes, dargestellt bei der
Interaktion mit intestinalen Epithelzellen (6 h p.i., Giemsa-Farbung),
OriginalvergréfRerung FKD-R 971, INT 407 und CaCo-2 100x und PC 40x

Adhdsionsrate

Der Hybridstamm adhérierte hochgradig an die untersuchten Wirtszellen, mit Ausnahme der
CaCo-2-Zellen. Das Adhasionsvermégen des Hybridstammes &hnelte dabei human
assoziierten Stdmmen, insbesondere dem EAEC-Stamm 55989 (Abbildung 15). Die human
assoziierten E. coli-Stémme adharierten signifikant starker als bovin assoziierte E. coli-
Stamme (HEp-2-, INT 407-Zellen p <0,024), dabei wurde der Hybridstamm als humanes
Isolat gewertet (Tabelle 16). Der humane EAEC-Stamm 17-2 unterschied sich vom
Hybridstamm durch stérkere Adhasion an CaCo-2-Zellen und die EHEC-Stdmme durch
geringere Adhasion an Kolonkryptenzellen sowie variable Adhasion an humane Zellen
(Abbildung 15).
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Generell adhérierten Vertreter von E. coli-Pathovaren signifikant starker als avirulente E. coli
(Tabelle 15). Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen E. coli-Stammen zeigten
sich nur im Referenz-Zellsystem HEp-2 (Abbildung 15). Die Adhdsion an humane
Dunndarmzellen (INT 407) war stark ausgepragt und dhnelte der an HEp-2-Zellen. Hingegen
war die Adhésion der E. coli-Stamme an differenzierte CaCo-2-Zellen deutlich vermindert,
mit Ausnahme des EPEC-Stamms E2348/69 (Abbildung 15). Der EPEC-Stamm E2348/69

zeigte als einziger Stamm eine starkere Adhasion an humane als an bovine Dickdarmzellen.

Generell zeigten die E. coli-Stamme eine Affinitat fir bovine Zellen, gekennzeichnet durch
die verstérkte Adhéasion der avirulenten E. coli-Stdmme (C600, 123). Insbesondere die
bovinen FKD-R 971-Zelle wurden hochgradig kolonisiert.

Im Gegensatz zu der ausgepragten und homogenen Kolonisation der einzelnen
Dunndarmzellen wurden von den Dickdarmzellen einzelne Zellen stark und andere Zellen
kaum kolonisiert. Dies spiegelte sich in der groRen Streuung der Adhéasionsrate auf den
Dickdarmzellen wieder (Abbildung 15).
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Adhasionsintensitat auf Einzelzellebene

Auf Einzelzellebene zeigte sich deutlich die erhohte Assoziation der E. coli an bovine Zellen,
da jeweils mehr E. coli an bovine Zellen adharierten als an humane Zellen (Tabelle 10). Ins-
besondere die FKD-R 971-Zellen wurden hochgradig von den untersuchten E. coli-Stdmmen
kolonisiert, einschlieRlich der avirulenten Stdmme. Der Hybridstamm (berwucherte die
Wirtszellen vergleichbar mit den human assoziierten EAEC-Stdmmen und dem EHEC-
Stamm EDL933. Auf Einzelzellebene bestétigte sich die reduzierte Adhadsion des
Hybridstammes an CaCo-2-Zellen und die geringe Adhé&sion von EPEC-Stamm E2348/69 an
die bovinen Kolonkryptenzellen.

Tabelle 10: Adhéasionsintensitét je Einzelzelle

Anzahl E. coli pro Einzelzelle
[Mittelwert von 3 ausgezahlten Zellen]

E. coli Gruppe Serovar FKD-R971 PC HEp-2 ::(l)-; CaCo-2
LB226692 EHEC/EAEC 0104:H4 na na na na 20,6
55989 EAEC 0104:H4 na na na na na
17-2 EAEC 03:H2 na na na na na
EDL933 EHEC O157:H7 na na na na 65,0
86-24 EHEC 0157:H7 na 112,2 37,6 40,1 444
12E0114 STEC (stx1) 0156:H25 na 47,7 17,5 16,2 23,3
2403 STEC (stx1) Orough:H- na na 89,5 59,6 56,0
12E0111 STEC (stx2) 0157:H7 na 40,1 50,4 40,1 39,9
E2348/69 EPEC 0127:H6 na 134,0 na na na
C600 K12 Orough- na 10,0 0,0 0,0 0,0
123 Kommensale 043:H28 na 27,9 11,6 12,6 12,3
Erlauterung: na = nicht auszahlbar, da >200 Bakterien je Zelle
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Quantifizierung der Adhdsion im Gentamicin-Protektions-Test

Nach 3 h Koinkubation zeigten sich die meisten stammspezifischen Unterschiede der Adha-
sion auf primdren Kolonkryptenzellen (Abbildung 16). Dabei adhérierten die human
pathogenen E. coli-Stamme signifikant starker als bovin assoziierte Stamme (Tabelle 19).
Der Hybridstamm adhérierte vergleichbar zu den Pathotypen EAEC und EHEC jeweils
signifikant stérker als STEC und Kontrollen (K12, EPEC, EIEC) (Tabelle 20). Der
Hybridstamm adharierte weiterhin signifikant starker als der avirulente E. coli 123 (Tabelle
20). Ahnlich dem EAEC-Stamm 17-2 und dem EHEC-Stamm EDL933 adharierte der
Hybridstamm signifikant stérker als alle weiteren untersuchten E. coli-Stdmme an
Kolonkryptenzellen. Die Adhasion von EPEC-Stamm E2348/69 an Kolonkryptenzellen war
verhéltnismaRig gering. Im Gegensatz dazu adharierte der EPEC-Stamm E2348/69 an
humane CaCo-2-Zellen bereits nach 3 h signifikant erhéht zu STEC-Stamm 12E0114 und
EAEC-Stamm 55989 (Abbildung 16, Abbildung 17).

Nach 6 h Koinkubation traten zusétzlich zu den signifikanten Unterschieden auf den Kolon-
kryptenzellen stammspezifische Unterschiede auf Dinndarmzellen beider Spezies auf
(Abbildung 17). Die human assoziierten E. coli-Stamme adhérierten signifikant stérker an
Dinndarmzellen als bovine Stdmme oder K12 (Tabelle 19); Letzteres traf auch fir
Kolonkryptenzellen zu. Auf Kolonkryptenzellen adhérierte der Hybridstamm vergleichbar zum
EAEC-Pathotyp signifikant starker als STEC und vergleichbar zu den Pathotypen EAEC und
EHEC signifikant starker als K12 und EPEC (Tabelle 20). Auch auf den Dunndarmzellen
adhérierten der Hybridstamm und die EAEC-Stdmme signifikant stérker als STEC. Die
signifikanten Unterschiede der verschiedenen Pathotypen auf den Dinndarmzellen beider
Spezies waren vergleichbar. Die Adhdsion der Stdmme vom EPEC-Pathotyp war weiterhin
gering an Kolonkryptenzellen, im Gegensatz zur signifikant starkeren Adhasion als STEC-
Stadmme auf Dinndarmzellen (Tabelle 20).
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Abbildung 16: Quantitative Bestimmung der Adhé&sion von E. coli-Stammen an verschiedene IEC 3 h p.i.

Dargestellt sind KbE/ml (Mittelwerte + Standardabweichung) von 4-6 unabhangigen Versuchen. Signifikante Unterschiede in den

Signifikant zu Stamm

Mittelwerten sind mit Buchstaben markiert (Mann-Whitney-U-Test, exakte Signifikanz, p < 0,041):

a LB226692, b 55989, ¢ 17-2, d EDL933, e 86-24, f 12E0114, g 2403, h 12E0111, i E2348/69, j C600, k 123, 1 76-5
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Abbildung 17: Quantitative Bestimmung der Adhésion von E. coli-Stammen an verschiedene IEC 6 h p.i.

Dargestellt sind Mittelwerte (+ Standardabweichung) von 4-6 unabh&ngigen Versuchen. Signifikante Unterschiede in den

Signifikant zu Stamm a

LB226692, b 55989, ¢ 17-2, d EDL933, e 86-24, f 12E0114, g 2403, h 12E0111, i E2348/69, j C600, k 123, | 76-5

Mittelwerten sind mit Buchstaben markiert (Mann-Whitney-U-Test, exakte Signifikanz, p < 0,05):
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4.2.2 Invasion (Gentamicin-Protektions-Test)

Alle untersuchten E. coli-Stémme lagen nach 3 h und nach 6 h in einem geringen Umfang
intrazellular in den humanen und bovinen Wirtszellen vor (Tabelle 11). Im Mittel waren nach
3h 0,7 £1,1% der E. coli intrazellular lokalisiert und nach 6 h 1,9 + 2,2 % (Invasionsindex).
Das geringe intrazelluldare Vorkommen des Hybridstammes sowie von dem EHEC-Stamm
EDL933 bestatigte sich in den elektronenmikroskopischen Untersuchungen (Kapitel 4.2.3).
Der Hybridstamm &hnelte insbesondere den human assoziierten EAEC-Stdmmen und dem
EHEC-Stamm 86-24 durch vermehrte intrazellular Lokalisation nach 6 h in humanen
INT 407-Zellen (Tabelle 11). Im Unterschied zum Hybridstamm lagen einige Bakterienzellen
boviner STEC-Isolate deutlich geschitzt vor der Einwirkung von Gentamicin vor (Tabelle
11). Insbesondere der eae-negative STEC-Stamm 2403 und zusétzlich der eae-positive
STEC-Stamm 12E0114 nach 6 h in Dickdarmzellen waren geschitzt vor der Einwirkung von
Gentamicin (Tabelle 11). Der EPEC-Stamm E2348/69 lag als Positivkontrolle ebenfalls
intrazelluldr in den Wirtszellen vor, hingegen zeigte der EIEC-Stamm 76-5 kaum

intrazellulare Lokalisation.

70



(oo

s d ‘Jsej-] s,juepnyS) usballIoA Jen|iazeljul jjoo g usydlbunidsin Jep o, | = jueyiubis uuam ‘Jjoo "J usyeb AlseAul sje =,
‘Bunyolemgeplepuels F Y € Yoeu /j0d 'J UsHDIIZOSSe||9Z Jop |UeZiuazold S|e ‘uslialyeg 9)zinyosab-uoiweiuss = g
‘Bunyolemgeplepuels F swninyoul /oo ‘g usbijlomal sep |yezjuazolid s|e ‘ualepeqg 8)znyoseb-uiweuss = |

Buniajnejug

00'0F0€'0 Z¥'0F9E'0 +S'0FLY'0 €8'1L¥28'C 02'0¥GL'0 9€'0¥€2'0 €0'0F¥0'0 600F€Z'0 PUHEYLO oE[E| G-9.
9v'0F¥8'0 Z6'0¥€L'0 80'0FLE'0 SZ'0¥S9'C LO‘0FLO'0 00'0FLO'0 OL'0FZL'0 O0E0FLF'0  8ZH:EYO  olesuswwoy €zl
vE'0FLF'0 ¥E0FEC'0 6S'0FLO°0 06°0¥6L°L 10'0¥20°'0 LO'0FLO'0 €L'0F0L'0 81'0%SZ'0 ~ubnoxcy 45 0092
+L0G¥2C L 8T 7¥88'6 SV VFEL € 66 1F90°¢€ «0L0¥6C ) «88°0F9LC €0'0F¥L'0 »Z90¥6C L 9H:/ZLO 03d3 68/9v€23
82'0FGL'0 6Z'0F0S'0 9£'0¥62°0 0.°079Z°) ZL'0¥80°0 €0°0¥0Z'0 €0'0¥€0'0 9Z'0¥6Z'0  ZH:ZGLO  (gxIs) O3LS LLoazi
99'0¥12'L 8L'0FEY' L O LFVO T L9GCFLL'S ZL'0¥6L'0 LLE1¥G8C L9 0FS0 L L890FFLE  -HM™O  (1xs) O3LS 1) 74
WOCIFLL1 26'0FLL'0 LGO'LF0LT €5'2F66'C 70'0¥0L'0 L0'0FE0'0 GL'0¥6L°0 €2°0¥92'0 GZH:9GLO  (1xis) O3LS yLL03Z1L
2G'0F9S'0 G9'EFEE'E PE'0F9C'0 PT'TFSE'E 00'0¥€0'0 L0'0FS0'0 €¥'0¥2C0 LG'0¥8€'0  /H!/GLO 03H3 ¥2-98
LL'0¥€S'0  LO'0¥6L'0 LE'0FLE0 Z¥'0¥E6'0 00'0¥20'0 L90F9¥'0 L0'0¥6Z0 €L0Fr'0  LH:ZGLO O3H3 €£6103
ve'0¥LF'0 O¥'€¥E8'C 21'0¥02°0 LO'0F0'0 €0'0¥€0'0 12'0¥S8°0 18'0FL9'0 L0'0F#0'0 ZH:E€0 03v3 L
GZ'0FYS'0 8E'CFYS'L LL'0FSF'0 87'0%89°0 €0'0¥€0'0 L€'0¥82'0 <Z9'0¥E€L0 LL'0FSL'0  ¥H¥0LO 03v3 68655
L0'0¥2¥6'0 ¥Z'LF¥8'C 0Z'0FFE'0 00'0¥2S‘) L0'0¥20'0 6E'0¥GL0 ZV'0FLZ'0 S9°0F08'0 vH:¥OLO  OIVI/OIHI 2699zzd1
2-00e) 0¥ INI od 116 ¥-ax4 2-00eDd L0V INI od LL6 ¥-a)Md  dAjossg addnug  wwejg-j0d '3
M9 e

[%] uoiseau|

93| dUIAOQ pun duewNY U] BWWE)S-//09 J J9UdPaIYISIaA Je}IAISeAU|

‘Ll aleqelL

7



4.2.3 Ultrastrukturelle Untersuchungen zur Interaktion von E. coli mit IEC

Die Interaktion des Hybrid- und des EHEC-Stammes EDL933 mit den permanenten Zelllinien
FKD-R 971, INT 407 und CaCo-2 wurde elektronenmikroskopisch dargestellt.

Interaktion mit bovinen FKD-R 971-Zellen

Viele Bakterienzellen des Hybridstammes lieRen sich in den FKD-R 971-Zellpraparaten
darstellen, jedoch meist ohne direkten Kontakt zu den Zellen (Abbildung 18-A). Der
Hybridstamm adhéarierte nur vereinzelt an den bovinen FKD-R 971-Zellen. Sofern eine
Adhasion erfolgte, bildete der Hybridstamm engen Zellkontakt mit der Zellmembran aus.
Eine intrazellulare Aufnahme war nicht zu beobachten (Abbildung 18-B). Ob die Interaktion
zwischen den E. coli und den bovinen FKD-R 971-Zellen auf der apikalen oder basolateralen

Zelloberflache erfolgte, war nicht eindeutig erkennbar.

Auch der EHEC-Stamm EDL933 lie sich in den FKD-R 971-Zellpréparaten zahlreich
nachweisen. Es war jedoch kein direkter Zellkontakt zu den Zellen und keine intrazellulére
Aufnahme zu beobachten (Abbildung 18-C).

Interaktion mit humanen INT 407-Zellen

Zahlreiche Bakterien des Hybridstammes adharierten an der apikalen Zellmembran der
INT 407-Zellen und nur wenige E. coli waren intrazelluldr lokalisiert. Mikrovilli und
Pseudopodien der Zellen umschlossen den Hybridstamm (Abbildung 19-A, -C). Zwischen
den Bakterien und der Zellmembran befand sich ein gleichméRig breiter, spaltférmiger
Abstand (Abbildung 19-C, -D). In der hoéheren Vergroflerung waren zwischen
Bakterienwand und Zellmembran Fimbrien und Flagellen zu erkennen (Abbildung 19-D).
Der Hybridstamm war auch in den INT 407-Zellen zu finden (Abbildung 19-C). Nach
Aufnahme einzelner Bakterien wiesen die Zellen keine morphologischen Verdnderungen
oder geringgradige frihe Zellschadigung mit wenigen Vakuolen und Fragmentierung des
Zytoplasmas (Abbildung 19-A) auf. Einzelne INT 407-Zellen phagozytierten massenhaft
Bakterien (Abbildung 19-A). Bei diesen Zellen war eine stérkere Zellschadigung zu
beobachten. Dies auflerte sich durch abgerundete Zellen mit kondensiertem Zellkern und
Kernwandhyperchromasie, die sich aus dem Zellverband |6sten. Das Zytoplasma wurde
abgeschniirt. Dies ist charakteristisch fir den Zelluntergang in Form von Apoptose
(Abbildung 19-B).

Der EHEC-Stamm EDL933 war tberwiegend lose mit der apikalen Membran der INT 407-
Zellen assoziiert und zeigte nur vereinzelt enge Adhasion mit Ausbildung der
charakteristischen A/E-L&sionen (Abbildung 20-A, -B, -C, D). Dies korrelierte mit den FAS-
Ergebnissen (Tabelle 9). In den Zellen befanden sich Phagolysosomen und vereinzelt lagen
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phagozytierte EDL933 intrazellular vor (Abbildung 20-C). Auch im Phagosom lag die Wand
der Bakterienzellen eng an der Membran der Phasosomen an (Abbildung 20-C). Ein
Grof3teil der infizierten Zellen stellte sich morphologisch unveréndert dar (Abbildung 20-A).
Unterhalb der bakteriellen Anheftungsstellen war das Zytoplasma stellenweise aufgelockert
(Abbildung 20-A, -B). Einzelne Zellen waren geringgradig abgerundet.

Interaktion mit humanen CaCo-2-Zellen

Bereits lichtmikroskopisch war die bakterielle Adhésion an CaCo-2-Zellen gering (Abbildung
15). Obwohl fiir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen eine héhere Infektionsdosis
und langere Inkubationszeit (3,5 h) verwendet wurden, lieRen sich auch hier nur wenige
E. coli-Zellen in den Préparaten nachweisen (Abbildung 21-A, -B, -C, -D). Die CaCo-2-
Zellen stellten sich bereits in der nicht infizierten Zellkontrolle deutlich vakuolisiert dar
(Abbildung 8). Die Vakuolisierung kann als Anzeichen von Zellschadigung interpretiert

werden. Dies macht die Abgrenzung von infektionsbedingten Zellschaden schwierig.

Der Hybridstamm adharierte vereinzelt an der apikalen Zelloberflache der CaCo-2-Zellen an
den Mikrovilli (Abbildung 21-A). Weiterhin befand sich der Hybridstamm im
Interzellularraum und in intrazelluldren Vakuolen (Abbildung 21-B). Vereinzelte
Phagolysosmen deuteten darauf hin, dass die E. coli moglicherweise abgebaut wurden
(Abbildung 21-A, -B).

Der EHEC-Stamm EDL933 war in Vakuolen und in dilatierten Interzellularrdumen der CaCo-
2-Zellen zu finden (Abbildung 21-C, -D). Der Stamm EDL933 induzierte deutliche A/E-
Lé&sionen, wenn auch nur vereinzelt. Dies korreliert mit den Ergebnisse aus dem FAS-Test
(Tabelle 9).
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Abbildung 18: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Zelllinie FKD-R 971

74

nach Inokulation mit Stamm LB226692 bzw. EDL933, 3 h p.i.

A Viele Bakterienzellen des Stammes LB226692 befinden sich im
Praparat, aber meist ohne direkten Zellkontakt.

B Stamm LB226692 bildet vereinzelt engen Kontakt mit der Wirtszelle
aus (Pfeil), dabei bleiben die Membranen voneinander abgrenzbar.

C Die Bakterienzellen des Stammes EDL933 zeigen keine Adhé&sion an
die Oberflache der Epithelzellen.



Abbildung 19:

Elektronenmikroskopische Aufnahmen von INT 407-Zellen nach
Inokulation mit Hybridstamm LB226692, 3 h p.i.

(Erklarung siehe umseitig)
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Abbildung 19: (siehe vorherige Seite)
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A Zahlreiche E. coli adharieren an der Zelloberflache; zum Teil sind die
Erreger umflossen von Pseudopodien der Wirtszelle. Zwischen
Bakterien- und Wirtszellemembran liegt stets ein gleichmaRiger
Abstand vor. Die Zellen stellen sich polarisiert mit Mikrovilli dar (Pfeil,
beispeilhaft) mit multiplen, kleinen Vakuolen ohne strukturierten Inhalt
(V, beispielhaft).

B Massenhafte Adhasion des Hybridstammes an apoptotische
Wirtszelle, Anzeichen der Apoptose sind Abrundung, Vakuolisierung,
Abschnirung von Zytoplasma und der kondensierte Zellkern.

C Hohere Vergroferung mit E. coli an der Oberflache ohne Zellkontakt
(1) und adhéarierend mit Zellkontakt (2). Einer der adhéarierenden
Erreger befindet sich in Teilung (Pfeilspitze, weill). Pseudopodien der
Wirtszelle (3) umschlieRen die adharenten Erreger und ein Erreger (4)
ist vollstéandig von der Epithelzelle umschlossen. Zwischen Wirt- und
Erregermembran ist stets ein gleichméaRiger Abstand zu erkennen. Die
Zellmembran, die den Erreger umschlief3t, weist keine
Membranverdickungen auf, die fiir eine rezeptorvermittelte Phago-/
Endozytose sprechen wirden.

D Im Spalt zwischen Bakterienwand und Zellmembran sind Flagellen
(Pfeil, beispeilhaft) und feine Fimbrien erkennbar, die die Adhasion

vermitteln.



Abbildung 20: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von INT 407-Zellen nach
Inokulation mit EHEC-Stamm EDL933, 3 h p.i.

(Erklérung siehe umseitig)
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Abbildung 20: (siehe vorherige Seite)
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A Viele E. coli zeigen keinen Kontakt zur Wirtszelle; einige E. coli
adharieren eng an der Zelloberflache (intimate attachment, Pfeile,
beispielhaft). Im Bereich unterhalb der adharenten Bakterien zeigt sich eine
Vakuolisierung (V) des Zytoplasmas mit granuldrem Inhalt.

B Hoéhere Vergroéfierung von vier E. coli, die eng an die Wirtszellmembran
adhérieren (Pfeil, beispielhaft); zwei weitere E. coli weisen einen geringen
Abstand zur Wirtszellmembran auf (vermutlich Schnittartefakt). Teilbereiche
der Bakterienwand und der Wirtszellmembran sind nicht mehr trennbar;
unterhalb der adharenten Bakterien weist die Wirtszelle Vakuole (V) mit
granularem Inhalt auf.

C Enger Zellkontakt zwischen E. coli und der Wirtszellmembran (Pfeil) und
auch zwischen phagozytierten Erregern und der Phagolysosomenmembran
(Pfeilspitze), die Zellmembranen sind stellenweise nicht mehr abgrenzbar.
D Hoéhere VergréRerung der engen Verbindung zwischen Bakterienwand
und Wirtszellmembran.



Abbildung 21: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Zelllinie CaCo-2 nach
Inokulation mit Stamm LB226692 bzw. EDL933, 3,5 h p.i.

(Erlauterung siehe umseitig)

79



Abbildung 21: (siehe vorherige Seite)
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A Nur wenig E. coli des Stammes LB226692 sind im Praparat zu finden
und nur selten bilden die Bakterienzellen Kontakt mit den Mikrovilli aus
(Pfeil und Insert).

B Drei Bakerienanschnitte von Stamm LB226692 sind im
Interzellularraum (1) lokalisiert; in den CaCo-2 Zellen sind zahlreiche
Residualkérper (R, sogenannte multivesiculcar bodies) und
Phagolysosomen (P) erkennbar.

C Stamm EDL933 liegt im dilatierten Interzellularraum (I) vor, meist
ohne direkten Zellkontakt auszubilden.

D Selten bildet der Stamm EDL933 einen ausgepragten, engen
Zellkontakt mit podestartigen Strukuten (Pfeil) aus, einige

Phagolysosomen (P, beispielhaft) sind erkennbar.



4.2.4 Modulation der Wirtszellantwort (QRT-PCR)

Das inflammatorische und regulatorische Potential des Hybridstammes bei Interaktion mit
den intestinalen Epithelzellen von Mensch und Rind wurde mit den Reaktionsprofilen
klassischer, human und bovin assoziierter E. coli-Stamme verglichen. Die Ergebnisse der
Genregulation wurden je Zelllinie und Untersuchungszeitpunkt in folgender Reihenfolge
grafisch (Abbildung 22 bis Abbildung 29) dargestellt: proinflammatorische Zytokine (/L-18,
IL-6, IL-12, IFN-y, TNF-a), antiinflammatorische Zytokine (/IL-10, TGF-8) und
proinflammatorische Chemokine (GRO-a, IL-8, RANTES, MCP-1). Als Bezugspunkt fur eine
Induktion oder Hemmung der Genexpression wurde die mittlere Genexpression der nicht
stimulierten Mediumkontrolle (schwarzer Strich) gekennzeichnet. Die Genexpression wurde
bei Stimulation gehemmt, wenn der Wert unterhalb dem der Mediumkontrolle lag. Hingegen
wurde die Genexpression induziert, wenn der Wert bei Stimulation oberhalb der
Mediumkontrolle lag. Da in-vitro, mangels protektiver Komponenten (Mukusschicht, residente
Darmflora, etc.), die direkte Interaktion apathogener E. coli-Stémme bereits einen
proinflammatorischen Effekt auf IEC haben kann, wurde die Genregulation auferdem in
Relation zur Stimulation mit dem apathogenen K12-Stamm C600 angegeben. Die biologisch
relevanten Transkriptions-unterschiede zwischen den infizierten Zellen und der C600-
Kontrolle wurden wie folgt bewertet: 22 als Hochregulation im Vergleich zu C600; 0,5-2 als
keine Induktion im Vergleich zu C600 (grau hinterlegter Bereich) und <0,5 geringere
Induktion als im Vergleich zu C600.

4.2.4.1 Bovine Wirtszellantwort
FKD-R 971-Zellen

Nach 3-stiindiger Interaktion mit bovinen FKD-R 971-Zellen (Abbildung 22, Tabelle 38)
regulierte der Hybridstamm die Wirtszellgene nur wenig und in vergleichbarem Umfang wie
der EAEC-Stamm 55989 und die STEC-Stamme 12E0114 und 2403. Der Hybridstamm
induzierte die proinflammatorischen Zytokine IL-18, IL-6 und TNF-a so stark wie C600

(gréRer als Mediumwert) vergleichbar zu dem EAEC-Stamm 55989, dem Kommensalen 123
und den STEC-Stdmmen 12E0114 und 2403. Im Unterschied zum Hybridstamm induzierten
der EAEC-Stamm 17-2, die EHEC-Stamme sowie der STEC-Stamm 12E0111 und der
EPEC-Stamm E2348/69 mindestens einen dieser Mediatoren signifikant geringer als C600.
Der Hybridstamm hemmte die weiteren proinflammatorischen (/L-12, IFN-y) und die anti-
inflammatorischen Zytokine (/IL-10, TGF-B). Dabei hemmte der Hybridstamm TGF-8

(geringerer Wert als Mediumkontrolle) signifikant im Vergleich zu einer leichten Induktion
durch C600. Die IL-10 Expression wurde von C600 leicht reduziert. Trotz sehr niedriger
Werte nach Inkubation mit dem EAEC-Stamm 17-2, dem STEC-Stamm 2403 und dem
EPEC-Stamm E2348/69 unterschieden sich die Werte bei keinem Stamm signifikant von den
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durch C600 ausgeldsten Effekten. Der Hybridstamm induzierte die proinflammatorischen
Chemokine (GRO-a, IL-8, RANTES, MCP-1) so stark wie C600 und die EAEC- und STEC-
Stédmme 12E0114 und 2403. Hingegen induzierten die EHEC-Stdmme und der EPEC-
Stamm E2348/69 die Chemokine geringer als C600, dabei hemmte u.a. der EHEC-
Stamm EDL933 das Chemokin GRO-a signifikant im Vergleich zu C600.

Mit zunehmender Inkubationsdauer (6 h) I6ste der Hybridstamm, ahnlich wie der EAEC-
Stamm 55989, eine Entzindungsreaktion der FKD-R 971-Zellen aus (Abbildung 23,
Tabelle 39). Der Hybridstamm und die EAEC-Stamme induzierten signifikant starker als
C600 das pro-inflammatorische Zytokin /L-6 und unterschieden sich dadurch zu den anderen

E. coli-Stémmen und nicht vermehrungsfahigen Stimulantien, die eine geringere IL-6
Induktion aufwiesen (héherer Wert als Medium). Der Hybridstamm induzierte wie der EAEC-
Stamm 55989, der EHEC-Stamm 86-24 und der STEC-Stamm 12E0114 die pro-
inflammatorischen Zytokine /L-18 und TNF-a so stark wie C600. Im Unterschied zum
Hybridstamm induzierten der EAEC-Stamm 17-2, der EHEC-Stamm EDL933, die STEC-
Stdmme 2403 und 12E0111 und der EPEC-Stamm E2348/69 mindestens einen dieser
Mediatoren signifikant geringer oder signifikant stérker als C600. Dabei fuhrten der
EAEC 17-2 und der STEC-Stamm 12E0111 zu einer signifikant niedrigeren Stimulation der
IL-18 Transkription, aber zu einer signifikant héheren TNF-a Transkription. Wahrend die
Zellen auf die Inkubation mit C600 mit einer leicht erhéhten /L-12 Transkription reagierten,
blieb die Transkription dieses Zytokins durch die meisten anderen Stdmme einschlieflich
des Hybridstammes unverandert. Lediglich die STEC-Stdmme 2403 und 12E0111 sowie der
EAEC-Stamm 17-2 induzierten IL-12. Der Hybridstamm, der EAEC-Stamm 55989 sowie die
EHEC-Stamme hemmten das Zytokin /FN-y, dabei zum Teil signifikant im Vergleich zu
C600, letzterer induzierte eine leichte Steigerung dieses Zytokins. Zudem hemmte der
Hybridstamm signifikant die antiinflammatorischen Zytokine (/L-10, TGF-B), dabei IL-10
weniger stark als C600 (Werte kleiner als Mediumkontrolle) und TGF-8 starker als C600,
letzterer induzierte die TGF-B Transkription leicht. In Ubereinstimmung mit dem Hybridstamm

hemmten die human assoziierten Pathotypen und der EPEC-Stamm E2348/69 ebenfalls
signifikant die Transkription von TGF-B, jedoch hemmte der EPEC-Stamm E2348/69 auch
die Transkription von [L-10 signifikant stérker als C600. Weiterhin induzierte der
Hybridstamm das pro-inflammatorische Chemokin GRO-a stéarker als C600 und die
Chemokine /L-8, MCP-1 und RANTES so stark wie C600 und vergleichbar zu den EAEC-

Stammen.
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Abbildung 23: Transkription von Zyto- und Chemokingenen in bovinen FKD-R 971-Zellen nach 6 h Koinkubation

Signifikante Unterschiede zu C600 (siehe Tabelle 39, p < 0,05, Randomisierungstest)

(Erkldrung siehe Abbildung 22)
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Kolonkryptenzellen

Nach 3 h Koinkubation (Abbildung 24, Tabelle 40) verursachte der Hybridstamm nur eine
geringgradige Wirtszellreaktion in den Kolonkryptenzellen. Dabei induzierte der Hybridstamm
leicht das proinflammatorische Zytokin /L-6, vergleichbar zu C600 (Werte oberhalb
Mediumkontrolle) und zu den EHEC-Stdmmen. Hingegen induzierten die EAEC- und STEC-
Stédmme /L-6 geringer als C600. Der Hybridstamm induzierte das Zytokin TNF-a signifikant

geringer als C600 (Werte oberhalb Mediumkontrolle) mit viel Gemeinsamkeit zum EAEC-
Stamm 55989 und dem eae-negativen STEC-Stamm 2403. Die anderen E. coli-Stdmme und
nicht vermehrungsféhigen Stimulantien (LPS, TotLB226692) unterschieden sich vom
Hybridstamm durch eine starkere Induktion von TNF-a (Wert wie C600). Der Hybridstamm
induzierte keines der weiteren proinflammatorischen Zytokine (IL-13, IL-12, IFN-y; Werte wie

Mediumkontrolle) und hemmte signifikant die antiinflammatorischen Zytokine (/L-10, TGF-()

(geringere Werte als Mediumkontrolle). Diese Zytokine hemmten der EAEC-Stamm 55989
und die STEC-Stdmmen 2403 und 12E0111 teilweise ebenfalls signifikant. Die EHEC-
Stédmme unterschieden sich vom Hybridstamm durch starkere Induktion einiger pro- (IL-12,
IFN-y, TNF-a) und antiinflammatorischer Zytokine (IL-10, TGF-B). Dies traf auch auf den
EPEC-Stamm E2348/69, den Kommensalen 123 und nicht vermehrungsfahige Stimulantien

zu. Der Hybridstamm induzierte die proinflammatorischen Chemokine GRO-a und MCP-1 so

stark wie C600 und l6ste damit ein Reaktionsprofil vergleichbar zu den EAEC-Stdmmen,
dem sporadischen Rinder-STEC-Stamme 12E0111 und dem eae-negativen STEC-
Stamme 2403 aus. Der Hybridstamm induzierte zudem leicht das Chemokin /L-8 und dabei
starker als C600, letzterer hemmte /L-8. Die STEC-Stamme unterschieden sich jedoch vom
Hybridstamm durch starkere Induktion weiterer Chemokine. So induzierte der stx7-positive
STEC-Stamm 12E0114 /L-8 signifikant starker als C600.

Mit zunehmender Inkubationsdauer (6 h) (Abbildung 25, Tabelle 41) induzierte der
Hybridstamm die stérkste Entziindungsreaktion. Das Herausstellungsmerkmal war dabei die
signifikante Hochregulation von IL-6 (starker als C600), ein proinflammatorisches Zytokin

und Mediator fur eine Tp2-dominierte, humorale Immunantwort. Zudem induzierte der
Hybridstamm das Zytokin TNF-a so stark wie C600, insbesondere vergleichbar zu den
human assoziierten EAEC-Stdmmen und im Unterschied zur geringeren Induktion durch
bovin assoziierte STEC-Stdamme, darunter besonders Stamm 2403. Das Zytokin IL-13
induzierte der Hybridstamm leicht, jedoch signifikant geringer als C600 und damit
vergleichbar zu den EAEC-, EHEC- und STEC-Stammen 2403 sowie 12E0111. Weitere
proinflammatorische Zytokine (/L-12, IFN-y) hemmte der Hybridstamm, darunter /L-12
signifikant unterschiedlich zu C600 und damit vergleichbar zu den EAEC- und STEC-
Stadmmen 12E0111 und 12E0114. Das anti-inflammatorische Zytokin /L-10 wurde nur durch

86



die nicht vermehrungsféhigen Stimulantien leicht induziert. Das antiinflammatorische Zytokin
TGF-B wurde durch den Hybridstamm signifikant starker gehemmt als durch C600, dabei
vergleichbar mit den EAEC-Stdmmen, dem EHEC-Stamm EDL933 und dem STEC-
Stamm 2403. Die starke Entziindungsreaktion durch den Hybridstamm zeigte sich zudem in
der signifikant stérkeren Induktion des pro-inflammatorischen Chemokins MCP-1 als C600

und damit vergleichbar zum human assoziierten EHEC-Stamm 86-24. Die
proinflammatorischen Chemokine /L-8 und GRO-a induzierte der Hybridstamm so stark wie
C600 und im Unterschied zur signifikanten Regulation durch EHEC-Stamm 86-24 und
STEC-Stamm 2403. Der Hybridstamm hemmte das Chemokin RANTES leicht, dabei
signifikant im Unterschied zu einer leichten Induktion durch C600. Wie der Hybridstamm
hemmten auch die EAEC-Stamme, der EHEC-Stamm EDL933, die STEC-
Stdmmen 12E0111 und 12E0114 sowie der EPEC-Stamm E2348/69 das Chemokin
RANTES signifikant im Vergleich zu C600.
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4.2.4.2 humane Wirtszellen
INT 407-Zellen

Nach 3 h Koinkubation (Abbildung 26, Tabelle 42) mit humanen INT 407-Zellen regulierte
der Hybridstamm die Wirtszellgene nur wenig. Der Hybridstamm und die EAEC- und STEC-
Stdmme induzierten die proinflammatorischen Zytokine /L-18 und TNF-a in vergleichbarem

Ausmafd wie C600 und in Abgrenzung zu den EHEC-Stdmmen, letztere induzierten TNF-a
signifikant weniger als C600. Der Hybridstamm hemmte die proinflammatorischen Zytokine
IL-12 und IFN-y so stark wie C600 und in Abgrenzung zum EHEC-Stamm EDL933, der IL-12
im Gegensatz zu C600 sogar signifikant steigerte. Der Hybridstamm und der EAEC-
Stamm 55989 regulierten das Zytokin IL-6 nicht (Werte wie Medium), im Unterschied zu
einer leichten /L-6 Induktion durch C600, den EAEC-Stamm 17-2 sowie die EHEC- und
STEC-Stamme. Die antiinflammatorischen Zytokine wurden wenig reguliert (IL-10, TGF-(),
nur der STEC-Stamm 2403 hemmte /L-10 im Gegensatz zu C600 signifikant. Auch die pro-
inflammatorischen Chemokine GRO-a und RANTES wurden wenig reguliert. Dabei wurde
GRO-a nur vom STEC-Stamm 2403 und vom EPEC-Stamm E2348/69 signifikant gehemmt.
Der Hybridstamm induzierte /L-8 weniger stark als C600, dabei erreichte der Hybridstamm

im Unterschied zu dem ebenfalls weniger stark induzierenden EAEC-Stamm 55989, dem
EHEC-Stamm 86-24 und dem STEC-Stamm 2403 keine statistische Signifikanz. Wé&hrend
der EPEC-Stamm und die Kontrollstdmme bzw. die nicht vermehrungsféhigen Stimulantien
das Chemokin MCP-1 nicht induzierten, steigerte der Hybridstamm die Transkription in
dhnlichem Umfang wie C600 und insbesondere vergleichbar zu dem EAEC-Stamm 55989,
aber deutlich geringer als EAEC-Stamm 17-2.

Der Hybridstamm induzierte in INT 407-Zellen mit zunehmender Inkubationsdauer (6 h)
(Abbildung 27, Tabelle 43) eine inflammatorische Wirtszellantwort, jedoch geringer
ausgepragt als bei Interaktion mit EAEC- und STEC-Stdmmen. Der Hybridstamm induzierte
die proinflammatorischen Zytokine /L-18 und /L-6 so stark wie C600, dabei jedoch geringer
als die EAEC-Stamme und die STEC-Stdmme 12E0114 und 2403 sowie /L-1( geringer als
der EHEC-Stamm EDL933. Der Hybridstamm induzierte TNF-a signifikant starker als C600,
dabei insbesondere vergleichbar zum EAEC-Stamm 55989 sowie zum STEC-
Stamm 12E0114 und geringer als durch den EAEC-Stamm 17-2 und den STEC-
Stamm 2403. Weitere pro-inflammatorische ~ Zytokine (IL-12, IFN-y) sowie die

antiinflammatorischen Zytokine (/L-10, TGF-B) wurden wenig reguliert. Dabei hemmte der
Hybridstamm /L-10 stérker als C600 in vergleichbarem Umfang wie der EAEC-Stamm 55989
und die STEC-Stdmme 2403 und 12E0111. Der Hybridstamm induzierte signifikant starker
als C600 das proinflammatorische Chemokin /L-8, dabei deutlich geringer als die EAEC-
Stdmme und der STEC-Stamm 2403 sowie starker als die EHEC-Stdmme. Das Chemokin
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RANTES wurde von C600 nicht reguliert (Wert wie Mediumkontrolle) und vom Hybridstamm
leicht gehemmt. Der EHEC-Stamm 86-24 und die STEC-Stdmme hemmten RANTES sogar
signifikant im Vergleich zu C600. Der Hybridstamm induzierte MCP-1 leicht, vergleichbar zu
C600 und in Abgrenzung zu einer signifikant starkeren Induktion durch den EAEC-
Stamm 17-2 und u.a. zu einer signifikanten Hemmung durch den EHEC-Stamm 86-24 und
den STEC-Stamm 2403. Der EAEC-Stamm 17-2 unterschied sich zudem vom Hybridstamm
durch eine signifikante Induktion des Chemokins GRO-a und der EHEC-Stamm EDL933

durch eine signifikante Hemmung im Vergleich zu C600.
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CaCo-2-Zellen

Der Hybridstamm induzierte nach 3 h Koinkubation (Abbildung 28, Tabelle 44) nur wenig
proinflammatorische Aktivitdt in den CaCo-2-Zellen, vergleichbar zu den human assoziierten
EAEC- und EHEC-Stammen und im Gegensatz zu einer deutlichen Entziindungsreaktion
durch die STEC-Stdmme 12E0114 und 12E0111. So induzierte der Hybridstamm leicht die
proinflammatorischen Zytokine /L-718 und IL-12 sowie als einziger Stamm /L-6. Die human

assoziierten EAEC- und EHEC-Stdmmen hemmten zum Teil /L-18 sowie /L-6 und die bovin
assoziierten STEC-Stamme 12E0114 und 12E0111 induzierten IL-18 signifikant stéarker als
C600. TNF-a wurde nur nach Inkubation der Zellen mit C600 und mit den bovin assoziierten
STEC-Stdmme 12E0114 und 12E0111 vermehrt transkribiert. Der Hybridstamm hemmte das
antiinflammatorische Zytokin TGF- signifikant weniger als C600, insbesondere vergleichbar

mit den EHEC-Stdmmen. Der Hybridstamm induzierte das proinflammatorische Chemokin

IL-8 leicht, dabei signifikant weniger als C600 und vergleichbar mit den human assoziierten
EAEC- und EHEC-Stammen und in Abgrenzung zu den bovin assoziierten STEC-Stdmmen,
die IL-8 so stark wie (12E0114, 2403) oder signifikant starker (12E0111) als C600
induzierten. MCP-1 wurde nur von den STEC-Stdmmen 12E0114 und 12E0111 stark

induziert.

Nach 6 h Koinkubation induzierte der Hybridstamm die proinflammatorischen Zytokine (/L-
1B, IL-6, IL-12, IFN-y, TNF-a) vergleichbar zu C600 und in &hnlichem Ausmall wie die
human assoziierten Stémme (Abbildung 29, Tabelle 45). Der EAEC-Stamm 55989 und die
EHEC-Stdmme induzierten IL-18 signifikant geringer und TNF-a signifikant unterschiedlich

zu C600. Im Unterschied zum Hybridstamm induzierte der bovin assoziierte STEC-
Stamm 12E0114 /L-18 und TNF-a signifikant starker als C600. Letzteres Zytokin wurde
durch alle STEC-Stdmme induziert. Der Hybridstamm regulierte die antiinflammatorischen
Zytokine (IL-10, TGF-B) vergleichbar zu C600 kaum und induzierte die proinflammatorischen
Chemokine (GRO-a, IL-8, RANTES, MCP-1) in vergleichbarem Ausmall wie C600. Der
EAEC-Stamm 55989 induzierte sowohl /L-8 als auch MCP-1 jeweils signifikant geringer als
C600, Letzteres traf auch auf den EHEC-Stamm 86-24 zu. Im Unterschied dazu induzierte
der STEC-Stamm 12E0114 das Chemokin /L-8 signifikant starker als C600.
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Transkription von Zyto- und Chemokingenen in humanen CaCo-2-Zellen nach 3 h Koinkubation

Signifikante Unterschiede zu C600 (siehe Tabelle 44, p < 0,05, Randomisierungstest)

(Erklédrung siehe Abbildung 22)

Abbildung 28
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4.2.5 Zellvitalitat
Zellvitalitdt im Adhasionsversuch

Der Hybridstamm wie weitere human assoziierte Stamme (EHEC-Stamm EDL933, EAEC-
Stamm 55989, 17-2) Gberwucherten alle Wirtszellen weitestgehend, was die mikroskopische
Beurteilung der Zellvitalitdt nach 6 h Koinkubation erschwerte. Im mikroskopischen Bild
schadigte der Hybridstamm die Wirtszellen in vergleichbarem Umfang wie EAEC-Stamm
55989 (Abbildung 30).

Bezogen auf die Wirtsherkunft der Stamme schadigten die human und bovin assoziierten
Stamme die Dunndarmzellen beider Spezies signifikant stérker als der apathogene K12-
Kontrollstamm (Tabelle 30). Insbesondere der porcine EPEC-Stamm E2348/69 schadigte
die Dunndarmzellen beider Spezies und Kolonkryptenzellen signifikant starker als bovine
oder human assoziierte Stdmme. Die Dunndarmzellen (INT 407, FKD-R 971) wurden bei
Inokulation mit EPEC-Stamm E2348/69 und EAEC-Stamm 17-2 weitestgehend abgeldst. Der
EAEC-Stamm 17-2 fiihrte auch bei Kolonkryptenzellen zu einer starken Exfoliation.

Auch bei getrennter Betrachtung der Pathotypen wurden Unterschiede deutlich (Tabelle 29).
So schadigten die EHEC- und STEC-Stdmme die Diinndarmzellen signifikant starker als die
Inokulation mit dem avirulenten E. coli 123. Der EHEC-Stamm EDL933 induzierte viel
Apoptose und Zellteilung in den FKD-R 971-Zellen und der EHEC-Stamm 86-24 einen
ausgedinnten Zellrasen mit vielen spindelartigen Zellen. Die Infektion der INT 407-Zellen mit
EHEC-Stamm 86-24 fihrte zu einem mottenfraBartigen Erscheinungsbild und viel
Zelldetritus. Die bovinen STEC-Isolate variierten in der Induktion von Detritus, apoptotischen

und vakuolisierten Zellen bei Infektion der Diinndarmzellen beide Spezies.

Die CaCo-2-Zellen zeigten kaum zytotoxische Effekte bei der Inokulation mit E. coli-

Stammen, obwohl die CaCo-2-Zellen stellenweise stark mit E. coli kolonisiert waren.
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Zelluntergang bestimmt im LDH-Zytotoxizitats-Assay

Durch den im Versuchsablauf enthaltenen Waschschritt der Ansatze nach 3 h Koinkubation

mussten die Untersuchungszeitpunkte getrennt betrachtet werden.

Insgesamt besal der Hybridstamm eine Zytotoxizitét vergleichbar zu den Stammen anderer
Pathovare, wobei die virulenten Stamme die Wirtszellen starker schadigten als apathogene
Stamme (Tabelle 34).

Nach 3 h Koinkubation traten hinsichtlich der LDH-Freisetzung zwischen den Stdmmen
keine signifikanten Unterschiede auf (Abbildung 31). Dennoch induzierten die human
assoziierten E. coli eine signifikant starkere LDH-Freisetzung in humanen Dinndarmzellen
als die apathogene K12-Kontrolle (Tabelle 34). Auch die STEC-Pathovare induzierten
signifikant mehr LDH-Freisetzung als der apathogene K12-Stamm (Tabelle 35).

Zusatzlich zu den INT 407-Zellen wurden nach 6 h Koinkubation die bovinen Zellen signifi-
kant starker durch human und bovin assoziierte Stdmme geschadigt als durch die
apathogene Kontrolle (Tabelle 34). Auch der EHEC/EAEC-Pathotyp und die Pathotypen
EAEC, EHEC und STEC induzierten signifikant mehr LDH-Freisetzung als der apathogene
K12-Stamm (Tabelle 35). Auf den Kolonkryptenzellen induzierte der Hybridstamm eine
signifikant starkere LDH-Freisetzung als der EHEC-Stamm 86-24 (Abbildung 33).

AuBerdem zeichnete sich, mit Ausnahme der bovinen FKD-R 971-Zellen (Tabelle 32,
Wilcoxon-Test, p=0,000), keine klare Tendenz fur eine Zunahme der Uber die LDH-

Freisetzung bestimmten Zytotoxizitdt von 3 h nach 6 h Koinkubation ab.
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4.2.6 Beeinflussung der Epithelintegritit polarisierter CaCo-2-Zellmonolayer

Die Integritat der Barrierefunktion der polarisierten CaCo-2-Zellen blieb bei Infektion mit dem
Hybridstamm erhalten. Die Kinetik der Verédnderung des TEER-Werts bei Inokulation mit
dem Hybridstamm &hnelte dabei den human assoziierten EHEC- und EAEC-Stdmmen
(Abbildung 33). Der TEER-Wert bei Infektion mit den human assoziierten Stdmmen stieg
Uber den Untersuchungszeitraum in Relation zum apathogenen E. coli 123 an. Der E. coli-
Stamm 123 induzierte absolut ebenfalls eine Zunahme des TEER-Werts Uber den
Untersuchungszeitraum. Im Gegensatz zum Hybridstamm kam es bei Infektion mit dem
bovinen STEC-Stamm 12E0114 und dem EPEC-Stamm zu einer Reduktion des TEER-

Wertes.

% TEER der

Kontrolle
[E. coli 123]
180
R
160 A
140 e - —H
B -"...;'—v-——_—'—_—i

120 ‘ "

-1

100 - b
-s.............:................
80 e,
o
60 ' |
- a 6h

Zeitpunkt der Messung p.i.

—f—| B226692 EHEC/EAEC O104:H4 =——f==55989 EAEC O104:H4
++-a++ EDL933 EHEC O157:H7 <+ @+ 86-24WT EHEC O157:H7
==®-=12E0114 STEC (stx1) O156:H25 === 123 Kommensale 043:H28
== :=E2348/69 EPEC 0127:H6

Abbildung 33: Entwicklung des transepithelialen elektrischen Widerstandes
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(TEER) polarisierter CaCo-2-Zellen nach Inokulation mit
verschiedenen E. coli-Stammen

Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte aus Doppelbestimmungen.



4.2.7 Expression von E. coli-Virulenzfaktoren

Bei der Interaktion der E. coli-Stamme mit den wirtsspezifischen IEC wurde die Regulation
von klassischen STEC- (stx7, stx2, iha) und EAEC-Virulenzgenen (aggR, pic) sowie das

freigesetzte Stx bestimmt.

4.2.7.1 Wirts-induzierte Virulenzgenexpression

Bei Wirtszellkontakt kam es zu einer Hochregulation der untersuchten STEC- und EAEC-
Virulenzgene bei den E. coli-Stdmmen im Vergleich zur Expression von gapA (Abbildung
34). Die Adhasion an Dunndarmzellen verstarkte die Transkription der Virulenzgene im
Vergleich zum Zellkontakt mit differenzierten Dickdarmzellen, jedoch unabhangig der
Wirtsspezies. Der Hybridstamm regulierte bei Zellkontakt die Transkription der untersuchten
Gene nicht starker herauf als die anderen E. coli-Stdmme. Insgesamt zeigten sich keine

signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten E. coli-Stammen (Tabelle 21).

Die Genregulation des STEC-Hauptvirulenzfaktors Stx wurde getrennt fiir stx7 und stx2 be-
trachtet. Auf CaCo-2-Zellen zeigte kein Stamm eine verstarkte Toxingentranskription.
Hingegen war auf den Dinndarmzellen von Mensch und Rind bei den stx2-positiven human
assoziierten Stammen (EDL933, LB226692) eine starkere stx2-Transkription festzustellen
als bei dem bovin assoziierten Stamm (12E0111), der insgesamt nur sehr wenig stx2-mRNS
bildete. Der humane EDL933-Stamm zeigte zudem eine verstérkte stx7-Transkription. Im
Vergleich zum bovinen Stamm 12E0114 war die stx7-Transkription von EDL933 allerdings
nur auf den bovinen Zellen erhéht, bei Kontakt mit humanen INT 407-Zellen auf einem

vergleichbaren Niveau.

Das Gen des Adhasionsfaktors lha wurde nur von den human assoziierten Stdmmen
vermehrt transkribiert und dies bei den EHEC- und EAEC-Stdmmen insbesondere nach
Kontakt mit bovinen IECs. Der Hybridstamm transkribierte iha insbesondere bei Inkubation

auf den beiden Dunndarmzelllinien.

Die Transkription der EAEC-Virulenzfaktoren (aggR, pic) erfolgte bei dem Hybridstamm in
dhnlichem Mafl} wie bei dem EAEC-Stamm 55989. Nur auf den bovinen Kolonkryptenzellen
wurden beide Gene etwas starker bei dem EAEC-Stamm 55989 induziert, als dies bei dem

Hybridstamm der Fall war.
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4.2.7.2 Untersuchungen der Stx-Produktion und -Freisetzung nach Kontakt zu IEC
Absolute Freisetzung von Stx im Zellkulturmodell zwischen 3 h und 6 h p.i. (ELISA)

Insgesamt betrachtet, sezernierte der Hybridstamm vergleichsweise geringe Mengen an Stx,
unabhé&ngig von der eingesetzten Zelllinie. So war das meiste Toxin nachweisbar bei den
Stammen, die ein stx7-Gen besalen (EDL933, 12E0114, 2403). Alle Stamme, die
ausschliefRlich fur Stx2 kodierten (Hybridstamm, 86-24, 12E0111), exprimierten deutlich
weniger Toxin. Unter den stx2-positiven Stdmmen produzierte der Hybridstamm,
vergleichbar mit den humanen EHEC-Stdmmen, signifikant mehr Stx als der bovine STEC-
Stamm 12E0111 (Abbildung 35, Tabelle 22). Der EHEC-Stamm EDL933 sezernierte
allerdings signifikant mehr Toxin als der Hybridstamm, jedoch kodierte der EHEC-Stamm

EDL933 beide Stx-Subtypen, die im eingesetzten ELISA nicht unterschieden werden.

Der Hybridstamm und die anderen Stx-produzierenden E. coli-Stdmme sezernierten deutlich
mehr Toxin bei Kontakt mit undifferenzierten Dinndarmzellen beider Spezies als bei
Kultivierung mit differenzierten Dickdarmzellen. Ohne Unterscheidung des Stx-Subtyps lag
die Stx-Freisetzung des Hybridstammes intermediér zu klassischen STEC-Stammen (stx1
und stx2) und geringer als zu humanen EHEC-Stammen (stx2 oder stx1/2) (Tabelle 24) und
es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den STEC- und EHEC-
Pathotypen (Tabelle 23).
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Relative Freisetzung von Stx als MaR fiir die Induzierbarkeit bei Wirtszellkontakt

Um den tatsachlichen Effekt des Wirtszellkontaktes auf die Stx-Sekretion zu beurteilen,
wurden die absolut freigesetzten Mengen auf die stammspezifische Basalexpression von Stx

in einem zellfreien Ansatz bezogen (Tabelle 12).

Dabei zeigte sich, dass der Hybridstamm nach Kontakt mit den FKD-R 971-, PC- und
INT 407-Zellen deutlich mehr Stx freisetzte als die Ubrigen getesteten Stdmme. Allerdings
wirkte sich die Koinkubation auf CaCo-2-Zellen hemmend auf die Stx-Produktion des
Hybridstammes aus. Fur alle E. coli-Stdmme bestatigte sich, dass die Stx-Produktion jeweils
bei Wirtszellkontakt mit den undifferenzierten Diinndarmzellen beider Spezies starker war als
im Vergleich zur Koinkubation mit den jeweiligen Dickdarmzellen (Tabelle 12). Neben dem
Hybridstamm steigerte nur der human assoziierte EHEC-Stamm EDL933 deutlich die Stx-
Sekretion bei Kontakt mit humanen Dinndarmzellen. Aufféllig war die deutliche Reduktion
der Stx-Freisetzung bei dem STEC-Stamm 12E0111, die unabhéngig von der Wirtszelle

nachweisbar war.

Tabelle 12: Stx-Induzierbarkeit bei Wirtszellkontakt

Regulation der Stx-Expression nach Infektion von IEC
(Stx-Titers n iEc-koi ion/Stx-Titers n medium Koi ion)
LB226692 EDL933 86-24 12E0114 2403 12E0111
Wirtszellen EHEC/EAEC EHEC EHEC STEC (stx71) STEC (stx7) STEC (stx2)
0104:H4 0O157:H7 O157:H7 0156:H25 Orough:H- 0157:H7

FKD-R 971 0,833 0,828 0,777 0,580
PC 0,540 0,545
INT 407 0,995

CaCo-2

Erlduterung  Stx-Titer = OD4s0-ODs20.
Regulation der Stx-Sekretion durch Wirtszellkontakt nach Verrechnung
der basalen Stx-Sekretion der Stdmme in 3 unabhéngigen Versuchen
ohne Zellkontakt: 21,5 (Hochregulation, rot), 0,5-1,5 (keine Regulation,
grau) und <0,5 (Hemmung, blau).
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Quantitative Bestimmung der zytotoxischen Aktivitit von Stx (VeroZT)

Im Verozell-Zytotoxizitatstest bestatigten sich die ELISA-Ergebnisse (Abbildung 36). Bei
Betrachtung der stx2-positiven Stamme war festzustellen, dass der Hybridstamm und der
EHEC-Stamm 86-24 bei Kokultivierung mit IEC bis zu 6h p.i. kaum nachweisbar
funktionelles Toxin freisetzten, wahrend der EHEC-Stamm EDL933 dies in groRen Mengen
tat (Abbildung 36). Im VeroZT gelang sogar der Nachweis einer schwachen Stx-Aktivitat
(1/2 Nachweisgrenze) bei dem STEC-Stamm 12E0111, obwohl dieser im ELISA Werte
unterhalb des cut-offs aufwies. Die Zytotoxizitat der Vertreter der Pathovare (EHEC, STEC,
EHEC/EAEC) war signifikant erhéht zur Negativkontrolle (K12-Stamm) (Tabelle 26). Die
verschiedenen Testmedien und mit dem K12-Stamm C600 konditionierten Ubersténde

waren nicht zytotoxisch.

Auffallend war, dass die stx7-positiven STEC-Stamme (12E0114, 2403) viel Verozell-
Zytotoxizitéat bei Kontakt mit IEC freisetzten. Ohne Unterscheidung des Stx-Subtyps variierte
die Stx-Aktivitat der E. coli-Stdmme erheblich, selbst innerhalb eines Pathovars (Abbildung
36). Allerdings produzierten die bovinen Stamme auf bovinen Zellen im Mittel eine signifikant
héhere CDso/ml als die humanen Stdmme (Tabelle 27). Ohne Unterscheidung der Stx-
Subtypen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Zytotoxizitét von
STEC- oder EHEC-Pathotypen und in den Uberstanden von FKD-R 971-Zellen war nach
Inokulation mit STEC- und EHEC-Stammen signifikant mehr verozellzytotoxische Aktivitat
nachweisbar als nach Inokulation mit dem Hybridstamm (Tabelle 26).
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4.3 Indirekte Interaktion des Hybridstammes mit bovinen Makrophagen

Die Fahigkeit des Hybridstammes zur Modulation der mukosalen Immunitat im Rind wurde
in-vitro durch die Stimulation von primaren Makrophagen untersucht. Zur Stimulation wurden
Zellkulturiberstédnde verwendet, die aus einer 3-stiindigen Kokultur von E. coli und bovinen
Epithelzellen gewonnen wurden. So konnte in zwei Schritten die komplexe Interaktion
luminaler Bakterien mit den intestinalen Epithelzellen und den darunter lokalisierten

Immunzellen in-vitro simuliert werden.

Wirtszellantwort bei Stimulation mit Uberstinden von FKD-R 971-Zellen

Die Stimulation der Makrophagen mit konditionierten Uberstanden von infizierten FKD-
R 971-Zellkulturen fuhrte nur zu einer geringen Aktivierung der Makrophagen im Vergleich
zur Inkubation mit Uberstanden von Zellen, die mit dem K12-Stamm C600 inokuliert worden
waren (Abbildung 37, Tabelle 46). Die Uberstédnde des Hybridstammes induzierten eine
inflammatorische = Wirtszellantwort, insbesondere vergleichbar mit der von human
assoziierten E. coli-Stdmmen und dem sporadischen STEC-Stamm 12E0111. Der

Hybridstamm induzierte die proinflammatorischen Zytokine /L-718 und IL-6 signifikant starker

als C600, dabei vergleichbar zu den human und bovin assoziierten Stdmmen (EAEC, EHEC,
STEC). Wie der Hybridstamm erreichten der EAEC-Stamm 55989, der EHEC-Stamm 86-24
und der STEC-Stamm 12E0111 Signifikanz bei der Stimulation von IL-18 und letzterer auch
fir die Stimulation von [L-6. Das antiinflammatorische Zytokin /L-70 induzierte der
Hybridstamm signifikant starker als C600, mit viel Gemeinsamkeit zum EAEC-Stamm 55989
und dem sporadischen STEC-Stamm 12E0111. Hingegen wurde das antiinflammatorische
Zytokin TGF-B kaum reguliert. Die proinflammatorischen Chemokine (GRO-a, IL-8, MCP-1,
RANTES) und die iNOS-Transkription induzierte der Hybridstamm so stark wie C600 und
damit vergleichbar zu den human und bovin assoziierten Stammen (EAEC, EHEC, STEC).
Der STEC-Stamm 12E0111 unterschied sich vom Hybridstamm durch die signifikante
starkere Induktion der Chemokine GRO-a und IL-8 sowie durch die signifikant schwécheren
Induktion von iNOS im Vergleich zu C600.

Wirtszellantwort bei Stimulation mit Uberstinden von Kolonkryptenzellen

Die konditionierten Kolonkryptenzelliberstande modulierten die Wirtszellgenexpression der
Makrophagen stark, dabei fiihrten die Uberstdnde des Hybridstammes zu einer stark
proinflammatorischen Wirtszellantwort, insbesondere durch Induktion von Chemokinen
(Abbildung 38, Tabelle 47). Unter den proinflammatorischen Zytokinen (/L-18, IL-6, IL-12,
IFN-y, TNF-a) induzierte der Hybridstamm das Zytokine /L-12 starker als C600, jedoch ohne

Signifikanz. Die human assoziierten EHEC-Stdmme und der sporadische Rinder-STEC-
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Stamm 12E0111 induzierten ebenfalls IL-12 starker als C600, jedoch mit Signifikanz und
darunter der EHEC-Stamm 86-24 am starksten. Der eae-negative STEC-Stamm 2403
induzierte die Zytokine IL-18 sowie IL-6 und hemmte IL-12 jeweils signifikant. Der bovin
assoziierte STEC-Stamm 12E0114 hemmte alle proinflammatorischen und  anti-
inflammatorischen Zytokine signifikant im Vergleich zu C600 und lediglich /L-6 und TGF-
ohne Signifikanz. Der Hybridstamm regulierte die antiinflammatorischen Zytokine (/L-10,

TGF-B) kaum, hingegen induzierten der human assoziierte EAEC-Stamm 55989 sowie die
bovin assoziierten STEC-Stdmme 2403 und 12E0111 das antiinflammatorische [L-10
signifikant starker als C600. Dies traf auch fir die EHEC-Stdmme zu, jedoch ohne
Signifikanz. Als Herausstellungsmerkmal der stark inflammatorischen Wirtszellantwort durch
den Hybridstamm induzierte dieser um das mehr als 100-fache die proinflammatorischen
Mediatoren MCP-1 und iNOS, dabei jeweils signifikant im Vergleich zu C600. Die human
assoziierten EAEC- und EHEC-Stdmme induzierten diese proinflammatorischen Mediatoren

mit geringer Intensitdt und nur EAEC-Stamm 55989 mit Signifikanz. Kein bovin assoziierter
STEC-Stamm induzierte iINOS. Der STEC-Stamm 12E0114 hemmte zudem signifikant das
Chemokin MCP-1, wahrend die STEC-Stdmme 2403 und 12E0111 eine leichte MCP-1
Induktion zeigten, letzterer sogar mit Signifikanz. Die weiteren Chemokine (GRO-a, IL-8,
RANTES) regulierte der Hybridstamm kaum oder geringer als C600. Im Unterschied dazu
induzierten die human assoziierten EAEC- und EHEC-Stdmmen und STEC-Stamm 12E0111
einige dieser Chemokine mindestens so stark wie C600. Die bovin assoziierten STEC-
Stédmme 12E0114 und 2403 induzierten diese Chemokine (GRO-q, IL-8, RANTES) ebenfalls
nur wenig und STEC-Stamm 12E0114 hemmte GRO-a sogar signifikant im Vergleich zu
C600.
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IL-12/IL-10-Verhiltnis bei Stimulation mit konditionierten Uberstianden

Die Transkription von IL-710 und /L-12 bei den Makrophagen variierte stark bei Stimulation mit
den konditionierten Kolonkryptenzell(PC)-Ubersténden, im Gegensatz zur Stimulation mit
FKD-R 971-Zell-Uberstanden (Tabelle 13). Die vom Hybridstamm konditionierten PC-
Uberstande induzierten eine Makrophagenantwort, die durch eine verstérkte Induktion von
IL-12 und geringe Induktion von IL-10 gekennzeichnet war. Das [IL-12/IL-10-Verhéltnis, als
Marker fir eine Ti1/Tu2-dominierte Immunantwort, war nach Inkubation mit Ubersténden, die
mit dem Hybridstamm konditioniert worden waren, erhdht im Vergleich zu Ansatzen mit
Uberstanden aus Versuchen mit anderen E. coli-Stémmen (Tabelle 13). Das IL-12/IL-10-
Verhéltnis war ebenfalls ohne Signifikanz erhoht bei Stimulation mit den Uberstédnden des
avirulenten E. coli-Stammes 123, sowie des EHEC-Stammes 86-24 und des bovinen STEC-
Stammes 12E0111.

Tabelle 13: Verhéltnis der Quantitat der IL-712- und IL-10-spezifischen mRNS
bei bovinen Makrophagen nach 3 h Koinkubation mit
konditionierten Uberstinden boviner IEC

E. coli-Stimulanz IL-12/IL-10-Verhdltnis

Stamm  Gruppe Serotyp  FKD-R 971 PC

LB226692 EHEC/EAEC 0104:H4 0.22 59.49
55989 EAEC 0104:H4 0.44 0.26
EDL933 EHEC 0157:H7 0.52 0.36
86-24 EHEC 0157:H7 0.18 3.31

12E0114 STEC (stx1) 0156:H25 1.47 0.53
2403 STEC (stx?) Orougn:H- 0.17 0.14
12E0111  STEC (stx2) 0O157:H7 0.17 2.16
123 Kommensale 043:H28 0.32 40.98
Medium  Kontrolle - 0.67 0.07
LPS Kontrolle 026:B6 5.02 0.74

Erlauterung Verhéltnis berechnet mit Werten gemessen nach Inkubation mit
konditionierten Uberstanden von FKD-R 971- (n=3) und
Kolonkryptenzellen (PC, n=2-3).

4.4 Einfluss einer experimentellen Infektion mit dem Hybridstamm auf
das Immunsystem des Rindes

Die Fahigkeit des Hybridstammes, die Entstehung einer zelluldren Immunitat im Rind zu
unterdriicken, wurde im Rahmen einer Infektionsstudie untersucht, bei der Kalber mit
verschiedenen E. coli-Stdmmen inokuliert wurden (Gruppe 1 = avirulenter E. coli-Stamm,
Gruppe 2 = STEC-Stamm, Gruppe 3 = Hybridstamm). Dazu wurden Uber 4 Wochen die
adaptive Immunantwort durch Quantifizierung der Expression des Aktivierungsmarkers CD25

auf T-Gedachtniszellen (Tw) nach (Re-)Stimulation mononukleérer Blutzellen mit hitzein-
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aktivierten Lysaten der Infektionsstdmme bzw. eines polyklonal aktivierenden Mitogens
(ConA) untersucht. Die Aktivierung der T-Gedachtniszellen wurden  mittels
Durchflusszytometrie  ermittelt und als Anderung des geometric mean der
Fluoreszenzintensitdt in Relation zur unstimulierten Kontrolle angegeben (Abbildung 39,
Abbildung 40).

Die Expression des Aktivierungsmarkers CD25 auf den CD4* T-Gedichtniszellen bei
Stimulation mit ConA und den E. coli-Ganzzelllysaten unterschied sich nicht signifikant
zwischen den Tiergruppen (Abbildung 39, Tabelle 36). Alle drei Gruppen reagierten nur
gering gegeniber der Stimulation mit ConA. Die Gruppe 1, inokuliert mit dem avirulenten
E. coli-Stamm 123, zeigte nur geringe Reaktivitdt gegenuber der ex-vivo Stimulation. Die
Gruppe 2, inokuliert mit dem klassischen STEC-Stamm 86-24, zeigte ebenfalls nur wenig
Aktivierung der CD4* Tu-Zellen, sowohl bei der Stimulation mit den heterologen
Ganzzelllysaten 1 (123) und 3 (LB226692) als auch gegeniiber dem homologen Stimulanz
(GZL 2). Die Gruppe 3, inokuliert mit dem Hybridstamm, zeigte ebenfalls nur eine geringe
Aktivierung der CD4* Ty-Zellen bei heterologer und homologer Stimulation.

Die CD25-Expression auf CD8a* T-Gedachtniszellen (Abbildung 40) unterschied sich
zwischen den Tiergruppen nur nach Stimulation mit dem Ganzzelllysat des STEC-Stammes
86-24 signifikant (Tabelle 37). Dabei zeigte sich eine signifikante Hemmung der CD8a* T-
Gedé&chtniszellen bei homologer Stimulation (GZL 2) der mit dem STEC-Stamm inokulierten
Tiergruppe (Gruppe 2), im Vergleich zur Tiergruppe 3 (Hybridstamm) an Tag 0 und Tag 28
p.i.. Die mit dem Hybridstamm inokulierte Tiergruppe (Gruppe 3) zeigte eine signifikant
starkere Aktivierung der CD8a* T-Gedéachtniszellen bei heterologer Stimulation (GZL 2) als
bei Infektion mit dem STEC-Stamm 86-24 und zusatzlich als bei Infektion mit dem
avirulenten E. coli-Stamm 123. Das Stimulationsprofil der Tiergruppen, die mit einem Stx-
haltigen Stamm inokuliert worden waren, &hnelte sich (Gruppe 2 und Gruppe 3). Gruppe 1,
die mit dem avirulenten E. coli-Stamm inokuliert worden war, zeigte insgesamt nur eine

geringe Erhéhung der CD25-Expression nach in-vitro Simulation.
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, durch experimentelle Untersuchungen eine Grundlage fir die
Risikoabschétzung zu schaffen, ob EAEC/EHEC-Hybridstdmme wie der Stamm, der den
HUS-Ausbruch 2011 ausgel6st hat, nach Eintrag in die Population (bzw. nach genetischer
Rekombination zwischen STEC- und EAEC-Stammen) auch Rinder als Reservoir nutzen
kénnen. Ausgehend von der Hypothese, dass der Hybridstamm besser an den Menschen
adaptiert ist als an das Rind, wurde erwartet, dass der Hybridstamm humane Epithelzellen
besser kolonisieren kann als bovine Zellen, dabei jedoch weniger inflammatorische Aktivitat
der Zellen hervorruft. Aufgrund der Hybridvirulenz sollte die Regulation der Virulenzfaktoren
bei Wirtszellkontakt weniger ausbalanciert sein, als bei Stdmmen, deren Vorkommen stérker
an Menschen bzw. Rinder als Trager gebunden ist. Nach umféanglicher Charakterisierung der
Interaktion des Hybridstammes mit humanen und bovinen intestinalen Epithelzellen in-vitro
zeigte sich, dass der Hybridstamm fahig war intestinale Epithelzellen aus Dunn- und
Dickdarm von Mensch und Rind zu kolonisieren. Er verfugte Uber ein hochgradiges
Adhésionsvermdgen und induzierte eine proinflammatorische Aktivitat der Wirtszellen,
vergleichbar mit human assoziierten Stdmmen. Der Hybridstamm exprimierte die
Virulenzfaktoren verstarkt bei Wirtszellkontakt mit Dunndarmzellen, unabhangig der
Wirtspezies und vergleichbar zu andere Pathovaren. Die Interaktionen des EAEC/EHEC-
Hybridstammes LB226692 mit intestinalen Epithelzellen unterschieden sich weniger deutlich
von Stdmmen anderer Pathovare und weniger deutlich zwischen Zellen von Rindern und
Menschen als vermutet. Insgesamt hat das Reaktionsmuster die gréRte Ahnlichkeit zum stx-
negativen EAEC-Stamm 55989. EAEC/EHEC-Hybridstdmme schienen damit besser an die

Kolonisation des menschlichen Darmes angepasst zu sein als an den des Rindes.

5.1 Testsysteme zur Untersuchung der Wirtsadaption des Hybridstammes

E. coli-Vergleichsstamme. In dieser Studie wurden die E. coli-Vergleichsstdmme je nach
Wirtsursprung als bovin und human assoziiert bezeichnet (Tabelle 1). Die Isolation eines
Stammes aus einem bestimmten Wirt bedeutet allerdings nicht zwingend, dass eine
Adaption an diesen Wirt stattgefunden hat, da auch eine transiente Kolonisation oder
zufallige Passage denkbar ist. Typische EAEC-Stdmme wurden bisher nicht von Tieren
isoliert [131, 145] und der Mensch gilt als EAEC-Hauptinfektionsquelle [148]. Dies lasst eine
Adaption von EAEC, wie Stamm 55989, an den Menschen vermuten. Der EHEC-Stamm
EDL933, der 1982 einen EHEC-Ausbruch ausléste [12, 236], produziert Stx1a und Stx2a
(Abbildung 12). Daher wurde auch der Wildtyp-Stamm 86-24 mitgefuhrt, der wie der

Hybridstamm nur Stx2a kodiert und dessen Nalidixinsdure-resistentes Derivat auch in der

118



Kalberinfektionsstudie verwendet wurde [212, 282]. Das STEC-Isolat 12E0114 weist typische
EHEC-Virulenzfaktoren wie stx7, eae und das Enterohamolysin ehxA (hlyA) auf. Seine
Féahigkeit zur dauerhaften Kolonisation im Rind in-vivo ist umfénglich belegt [21, 22]. Der
STEC-Stamm 2403, ein eae-negatives Isolat, wurde aus einem Kalb ohne Diarrhé isoliert
[241]. Bei Stdmmen des Serotyps O157:H7 variiert die Fahigkeit zur Kolonisation im Wirt
[34]. Im Rind kann der Serotyp O157:H7 intestinale Lasionen und Inflammation induzieren
[49], was die Elimination des Erregers beginstigt. Nur ein kleiner Teil der heterogenen
bovinen STEC-Stdmme reprasentiert humane Pathogene. Dabei beruht die geringe
Uberschneidung auf einer Zahl von Phagen-Typen [283]. Fur den Serotyp O157:H7 und
insbesondere das bovine lIsolat 12E0111 ist nur eine sporadische Detektion im Rind
beschrieben [22]. Das Isolat 12E0111 ist stx2c-positiv und produzierte weniger Toxin als der
Hybridstamm und die human assoziierten O157:H7-Stamme (Abbildung 35, Abbildung 36).
Die vom Stamm 12E0111 induzierte Wirtszellantwort dhnelte jedoch eher der durch die
human assoziierten O157:H7-Stdmme und weniger der durch bovin assoziierte Stamme
(Abbildung 27, Abbildung 29).

Der Hybridstamm adhérierte starker an die Wirtszellen als der Kommensale 123 (Abbildung
15 bis Abbildung 17), der auch als nicht adhéarenter Vergleichsstamm in der
Kalberinfektionsstudie mitgefihrt wurde [212, 282]. Die bovin assoziierten STEC-Stamme
adhérierten in-vitro geringer an die Epithelzellen und induzierten vor allem weniger
inflammatorische Reaktion im bovinen Wirtszellsystem als der Hybridstamm (Abbildung 22
bis Abbildung 25). Insbesondere die STEC-Stamme 12E0114 und 2403 produzierten viel
Stx1 (Abbildung 35, Abbildung 36) ohne eine inflammatorische Antwort in bovinen
Wirtszellen zu induzieren. Die human assoziierten O157:H7-Stdmme (EDL933, 86-24) und
der Hybridstamm adhérierten dagegen starker an die Wirtszellen als das bovine O157:H7-
Isolat 12E0111. Im Unterschied zum Hybridstamm war der EAEC-Stamm 17-2 stark
zytotoxisch (Abbildung 30), obwohl dieser wie der Hybridstamm und nur wenige EAEC-
Stdmme AAF/I-Fimbrien exprimiert [8]. Das Reaktionsprofil des Hybridstammes &hnelte
insbesondere  dem human assoziierten ~EAEC-Stamm 55989 hinsichtlich  des
Adhésionsvermogens (Abbildung 15 bis Abbildung 17) und der Modulation der
Wirtszellantwort (Abbildung 22 bis Abbildung 29). Beide Stdmme besitzen eine zu 99,8 %
identische Nukleotidsequenz. Der EAEC-Stamm 55989 unterscheidet sich nur durch die
Expression der AAF/IlI-Fimbrie und das Fehlen von stx [136, 157, 186].

Wirtsspezifische Epithelzellsysteme. Zur Untersuchung der Rolle wirts- und erreger-
abhéngiger Faktoren bei der Infektion und Kolonisation von Wirten mit zoonotischen
Pathogenen sind adaquate Wirtszellsysteme essentiell [4]. Enteropathogene adhéarieren
bevorzugt an intestinale Zellen in-vitro [284]. Die relevanten Charakteristika der verwendeten
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Wirtzellen sind in der Tabelle 14 zusammengefasst. Aus Grinden der besseren Lesbarkeit
werden die Wirtszellen ungeachtet des Differenzierungsgrades als Dinn- und
Dickdarmzellen angesprochen. Jedoch waren die Dunndarmzellen jeweils weniger
differenziert als die Dickdarmzellen [285], wie auch die vorliegende Studie zeigte (Abbildung
4, Abbildung 6, Abbildung 8). Differenzierte Epithelzellen (Zytokeratin positiv) behalten
physiologische Eigenschaften bei wie Polaritdt (Ausbildung von tight junctions,
Desmosomen), die Mukusproduktion [286], die Expression antimikrobieller Komponenten
(bakteriolytische Enzyme, Peptide) [285] sowie die charakteristische burstensaumassoziierte
Enzymaktivitat [287].

Die Dunndarmzellen von Mensch (INT407) und Rind (FKD-R971) entstammen
embryonalem Gewebe aus lleum bzw. Jejunum [288, 289]. Der geringe Differenzierungsgrad
der FKD-R 971-Zellen kénnte der embryonalen Herkunft [289] oder der hohen Passagezahl
(>102) geschuldet sein (Tabelle 2). Die Immortalisierung der INT 407-Zellen erfolgte vor der
endglltigen Differenzierung, woraus ein geringer Differenzierungsgrad resultiert [286]. Im
Vergleich der beiden Dunndarmzelllinien stellten sich die INT 407-Zellen elektronen-
mikroskopisch differenzierter dar mit rudimentéren tight junctions (Abbildung 6) und
partieller Polarisation, gekennzeichnet durch die streng apikale Kolonisation der E. coli
(Abbildung 19, Abbildung 20). Dies ist ein Qualitdtsmerkmal fur die verwendeten INT 407-
Zellen. Die Adhasion (Abbildung 15) und Stx-Produktion (Abbildung 35) bei Interaktion mit
INT 407-Zellen und HEp-2-Zellen waren vergleichbar, was der Tatsache geschuldet sein
koénnte, dass beide Zelllinien Hela-Derivate sein sollen [290]. Jedoch bereits in der
Erstbeschreibung der INT 407-Zellen &hnelten diese morphologisch nach 60-100 Tagen den
HelLa-Zellen, einschliellich des Reaktionsprofils und der Generationszeit [288]. Daher
werden INT 407-Zellen als valides Zellsystem fur normale, fetale, intestinale Zellen
angesehen [291].

Als humanes Model fir Kolonepithelzellen wurde die heterogene Adenokarzinom-Mutter-
zelllinie CaCo-2 verwendet (Abbildung 7, Abbildung 8), die in-vitro spontan zu polarisierten
Enterozyten differenziert [292-296]. Differenzierte CaCo-2-Zellen weisen antimikrobielle
Aktivitdt auf und beeinflussen so die Interaktion mit Pathogenen [285]. Die CaCo-2-
Mutterzellen regulieren vergleichbar zu normalen Kolonepithelzellen bei Differenzierung
Gene herauf, die fur antimikrobielle Komponenten kodieren [297]. Jedoch ist die
Reproduzierbarkeit von Ergebnissen mit der CaCo-2-Mutterzellline in verschiedenen
Laboren aufgrund der heterogenen Zellzusammensetzung und mdoglicher Entstehung
verschiedener Subklone eingeschrankt [298]. Als bovines Aquivalent zu den CaCo-2-Zellen
wurden flr die Infektionsversuche die ebenfalls heterogenen Zellpopulationen der priméren
Kolonkryptenzellen (PC) (Abbildung 2) verwendet [263]. Die Kolonkryptenzellen
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reflektieren gut die Situation in-vivo [4, 263, 299] und stellen ein etabliertes Model zur
Untersuchung von infektionsimmunologischen Fragestellungen im Rind dar [4]. Ohne
Passagierung weisen die Kolonkryptenzellen bis zu einer Woche in-vitro einen hohen
Differenzierungsgrad auf. Damit geht die Erhaltung organspezifischer Funktionen einher, wie
Mukussekretion und die blrstensaumassoziierte Enzymaktivitat [4, 263, 299, 300].
Kolonkryptenzellen wurden in dieser Studie ohne Passage verwendet. Durch eine in-vitro-
Passage wirde ein homogenerer Zellrasen entstehen, jedoch nimmt der
Differenzierungsgrad ab, was u.a. durch steigende Expression von Vimentin gekennzeichnet
ist [64, 299, 300].

Alle Wirtszellen exprimierten den spezifischen Epithelzellmarker Zytokeratin [276]. Teilweise
lag jedoch eine moderate Doppelfdrbung fir Zytokeratin und Vimentin vor, wie mittels
Immunfluoreszenz (FKD-R 971; Abbildung 9) oder Westerblot (FKD-R 971, INT 407, PC;
Abbildung 10) gezeigt. Nur die Expression von Zytokeratin diskriminiert Epithelzellen.
Vimentin ist das vorherrschende intermedidre Proteinfilament von Zellen mesenchymaler
Herkunft, kann aber auch in normalem Gewebe mit Zytokeratin koexprimiert werden [299,
301]. Insbesondere fir die bovinen Enterozyten stellt Vimentin einen Differenzierungsmarker
dar [299, 302]. Im Rinderdarm wird Vimentin konstitutiv exprimiert und erst
posttranskriptional inhibiert [299]. Vimentin und Zytokeratin werden auf mRNS-Ebene bereits
in frisch isoliertem bovinen Darmgewebe koexprimiert, aber erst mit steigender Passagezahl
und Kultivierungsdauer als Anzeichen initialer Dedifferenzierung translatiert [4, 287, 299].
Durch den Kontaktverlust zur Basallamina und zu benachbarten Zellen konvertieren
Epithelzellen in-vitro haufig zu spindelférmigeren Zellen mit mesenchymalen Eigenschaften
[303]. Diese ,epithelial-mesenchymale Transformation“ fuhrt zur Hemmung der
posttranskriptionalen Inhibition von Vimentin und zum Verlust von Zelldifferenzierung und
funktionellen Eigenschaften [286, 299, 304]. Insbesondere die FKD-R 971-Zellen wiesen
eine hohe Passagezahl (Tabelle 2) und wenig Differenzierung auf (Abbildung 4). So waren
die Kolonkryptenzellen zuné&chst fluoreszenzmikroskopisch negativ fir Vimentin (Tag 5). Zu
einem spéateren Kultivierungszeitpunkt konnte Vimentin im Western Blot detektiert werden.
Jedoch kénnte dies auch methodisch einer héheren Protein-Konzentration im Western Blot
geschuldet sein. Eine Kontamination der Kolonkryptenzellen mit Fibroblasten aus der Lamina
propria ist unwahrscheinlich aufgrund der pflastersteinartigen Zellmorphologie, und da bei
der Isolation Einzelzellen ausgeschlossen und vorhandene Fibroblasten durch FKS-armes
(1 %) Medium im Wachstum gehemmt wurden [263, 299].

Das Protein ZO-2, ein membranassoziierter Bestandteil der tight junctions von Epithelzellen
[305], war bei allen Wirtszellen nachweisbar. Weiterhin wurde der TEER-Wert als in-vitro
Indikator fiir die Ausbildung intakter tight junctions [296] und Polarisation des Zellrasens
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[306, 307] verwendet. In Ubereinstimmung mit der Literatur [307] polarisierten die CaCo-2-
Zellen am deutlichsten. Dies war gekennzeichnet durch den Anstieg des TEER-Werts
(Abbildung 11), deutlich ausgebildeten tight junctions sowie Abgrenzung einer apikalen und
basolateralen Membran (Abbildung 8). Die Dunndarmzellen beider Spezies zeigten
dagegen keinen Anstieg des TEER-Wertes. INT 407-Zellen bildeten trotz partieller
Polarisation mit tight junctions und Desmosomen (Abbildung 6) nur einen subkonfluenten
Zellrasen aus (Abbildung 5). Die FKD-R 971-Zellen bildeten lichtmikroskopisch einen
konfluenten Zellrasen, aber elektronenmikroskopisch tberlappten die Zellen nur groRflachig
ohne Ausbildung enger Zell-Zell-Verbindungen (Abbildung 4). Fur primare
Kolonkryptenzellen ist ein leichter Anstieg des TEER-Werts beschrieben, jedoch geringer als
fur CaCo-2-Zellen, da die Kolonkryptenzellen in einem subkonfluenten Zustand verbleiben
und nur partiell tight junctions ausbilden [300].

Intestinale Epithelzellen haben als erste Verteidigungslinie des Wirts einen bedeutenden
Anteil an den unterschiedlichen Folgen einer EHEC-Infektion im Mensch und im Rind [308].
So weisen humane intestinale Epithelzellen im Dinn- und Dickdarm keine Gbs-Rezeptoren
auf. Im Gegensatz dazu besitzen aber die verwendeten permanenten CaCo-2-Zellen Gbs-
Rezeptoren auf der Oberflache [74, 309]. Der Stx-Transport erfolgt in CaCo-2-Zellen via
retrogradem Transport [74]. CaCo-2-Zellen kénnen somit durch Stx1 und Stx2 geschadigt
werden, resultierend in einer Hemmung der Proteinbiosynthese und einer Induktion von
Apoptose [74]. Jedoch schadigt Stx2 in-vitro auch humane Organkulturen und Zellen ohne
Gbs-Rezeptor (z.B. T84-Zellen) lber einen bisher ungekannten Mechanismus [74]. Dabei
interagieren vermutlich weitere Rezeptoren, insbesondere in den humanen Kryptenregionen,
mit Stx [74]. In der vorliegenden Studie war bei humanen INT 407-Zellen keine Expression
von Gbs-Rezeptoren nachweisbar (Abbildung 3). Mature, bovine Kolonkryptenzellen
exprimieren ebenfalls keine Gbs-Rezeptoren auf der Zelloberfliche und Stx1 hat keinen
zytotoxischen oder modulatorischen Effekt auf bovines Darmepithel [64]. Immature,
proliferierende bovine Kryptenzellen exprimieren vereinzelt Gbs-Rezeptoren [64, 308, 310].
Die FKD-R 971-Zellen zeigten ebenfalls kein deutliches Signal fur die Expression von Gbs-
Rezeptoren (Abbildung 3). In Ubereinstimmung damit sind Vimentin-positive bovine
Kryptenzellen resistent gegentiber den zytolethalen Effekten durch Stx, aber Stx induziert die
Expression von IL-8, GRO-a, MCP-1 und RANTES auf mRNS-Ebene [64]. Bei der
Interaktion mit Stx-positiven E. coli-Stdmmen zeigten die FKD-R 971-Zellen ebenfalls keine
erhohte Zytotoxizitdt und in Relation zur Mediumkontrolle waren die oben genannten
proinflammatorischen Mediatoren und zusétzlich noch /L-6 und IL-18 erhoht (Daten nicht

gezeigt).
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5.2 Interaktion der E. co/i mit den Wirtszellen

Adhéasionsvermdgen. An der intestinalen Kolonisation sind Erreger- und Wirtszellfaktoren
beteiligt [270]. Die bakterielle Adh&sion an Enterozyten gilt dabei als erster Schritt der
Kolonisation und Invasion von Enteropathogenen [312]. Insgesamt adharierten in der
vorliegenden Untersuchung virulente E. coli-Stamme stérker an die Wirtszellen als avirulente
E. coli-Stamme (Abbildung 15 bis Abbildung 17). Der klassische EHEC-Stamm EDL933
adharierte unter Ausbildung von A/E-Lasionen eng an die humanen Epithelzellen (Tabelle 9,
Abbildung 20, Abbildung 21), wie schon mehrfach beschrieben [55]. Auffallig war, dass der
EPEC-Stamm signifikant weniger an bovine Kolonkryptenzellen adhérierte, sogar im
Vergleich zu avirulenten E. coli-Stammen (Abbildung 15 bis Abbildung 17). Im Gegensatz
dazu kolonisierte der Stamm hochgradig die CaCo-2-Zellen und beide Dinndarmzelllinien.
Die Interaktion lebender Bakterien und intestinaler Zellen ist sehr komplex und stark
beeinflusst durch experimentelle Konditionen in-vitro [291]. Die Kolonkryptenzellen wurden
im Gegensatz zu den anderen Zellen mit 8 % CO: inkubiert, jedoch zeigten die E. coli-Zellen
elektronenmikroskopisch abhéngig vom CO2-Gehalt keine morphologischen Unterschiede
(Abbildung 13). EPEC sind aber Pathogene des Dinndarms [9], was m&glicherweise die
geringe Adhésion an das primare Dickdarmzellsystem erklart, wahrend CaCo-2-Zellen nach
Differenzierung viele Eigenschaften von Enterozyten des Diinndarms aufweisen kdénnen
[298]. Die hochgradige Adhésion des EPEC-Stamms E2348/69 an CaCo-2-Zellen wurde
bereits beschrieben [270].

Trotz vergleichbarer Inokulationsdosis adhérierten die E. coli-Stamme starker an undifferen-
zierte Dinndarmzellen beider Spezies als an Dickdarmzellen (Abbildung 15 bis Abbildung
17). Dabei war die bakterielle Adhéasion auf den Diinndarmzellen homogen verteilt, wahrend
auf den Dickdarmzellen einzelne Zellen starker bzw. weniger stark von den Bakterien
kolonisiert wurden (Abbildung 14, Abbildung 15). Dieses Phanomen war bei den
verwendeten bovinen Zellen noch nicht beschrieben. Hingegen ist eine stérkere und
homogenere Adhasion von Lactobacillus sp.-Stdmmen an INT 407-Zellen im Vergleich zu
CaCo-2-Zellen beschrieben und beruht auf den zellspezifischen Oberflachenstrukturen und
Adhésionsmechanismen [291]. INT 407-Zellen exprimieren eine komplexe fimbriale
extrazelluldre Matrix, die kohlenhydratabhangig die Bakterien umschlie®t, wahrend bei
CaCo-2-Zellen die Adhédsion proteinabhangig vermittelt wird [291]. Weiterhin weisen
differenzierte CaCo-2-Zellen stérkere antibakterielle Aktivitat auf [285] und regulieren bei der
Differenzierung Gene herauf, die fur Verteidigungsmechanismen am Kolonepithel
verantwortlich sind [297]. Dies kénnte die, mit Ausnahme des EPEC-Stamms E2348/69,
geringe Adhasionsintensitat der E. coli-Stamme an differenzierte CaCo-2-Zellen erklaren.

Das Keimwachstum bei Kultivierung der E. coli mit und ohne Wirtszellen unterschied sich nur

124



geringfliigig, so dass mit Ausnahme der CaCo-2-Zellen die Epithelzellen das bakterielle

Wachstum kaum gehemmt zu haben scheinen.

Die geringe Adhasion an CaCo-2-Zellen bestatigte sich mikroskopisch im Adhésionsversuch
(Abbildung 15), in der Bestimmung des absoluten Keimgehalts (Abbildung 16, Abbildung
17) und in der elektronenmikroskopischen Auswertung (Abbildung 21). Bei Letztgenannter
fanden sich, trotz erhohter Infektionsdosis und verlangerter Inkubationszeit (3,5h) im
Vergleich zu den Dunndarmzellen (3 h), nur wenig E. coli. Auch die Gesamt-KbE, die Anzahl
Zellassoziierter E. coli und die Adhasion auf Einzelzellebene (Giemsa-Farbung, Tabelle 10)
war reduziert bei Interaktion mit CaCo-2-Zellen. Weiterhin wirkten sich die Zellen hemmend
auf die Stx-Produktion des Hybridstammes aus (Tabelle 12, Abbildung 35, Abbildung 36).
Méglicherweise wurden die E. coli durch die antibakterielle Aktivitat der differenzierten CaCo-
2-Zellen abgetétet [285]. Ein elektronenmikroskopischer Hinweis dafiir war das Vorkommen
vereinzelter Phagolysosmen (Abbildung 21), sowie die verstarkte Autoaggregation und nur
vereinzelte Adhasion des Hybridstammes an die differenzierten CaCo-2-Zellen. Aufgrund der
verminderten Adhésion an CaCo-2-Zellen wurden nach 3 h viele nicht adhérente E. coli
entfernt. Danach adhérierten nur lebende E. coli an die Wirtszellen, da der Keimgehalt (KbE,
Gentamicin-Protektions-Assay; Abbildung 17) zum Zeitpunkt 6 h mit dem mikroskopischen
Bild (Adhasionsversuch; Abbildung 15) Ubereinstimmte. Jedoch war der Auswertungs-
bereich im mikroskopischen Verfahren kleiner, da erst ein minimaler Keimgehalt von
1 x 108 KbE/ml mikroskopisch detektiert wurde und ab einem Keimgehalt von 1 x 107 KbE/ml
mikroskopisch alle Zellen betroffen waren.

Die Adhasionsrate variierte insbesondere auf primaren Kolonkryptenzellen (PC) (Abbildung
16, Abbildung 17). Die human assoziierten E. coli-Stamme und der Hybridstamm
adhérierten starker an PCs als die bovin assoziierten STEC-Isolate. Die hochgradige
Adhasion (gemessen an der KbE) des Hybridstammes &hnelte den human assoziierten
Stédmmen EAEC 17-2 und EHEC EDL933, die jeweils signifikant starker als alle weiteren
untersuchten Stadmme adhérierten. Die zum EAEC-Stamm 17-2 vergleichbar starke
Adhésionsintensitat, auch im Vergleich zum schwécher adhérierenden EAEC-Stamm 55989,
kénnte dem AAF/I-Fimbrientyp geschuldet sein. Lichtmikroskopisch tberwucherten jedoch
der Hybridstamm und der EAEC-Stamm 55989 alle Wirtszellen, im Gegensatz zum EAEC-
Stamm 17-2, der die Epithelzellen eher groRflachig abléste (Abbildung 30).
Elektronenmikroskopische =~ Aufnahmen zeigten die ausgeprégte Interaktion des
Hybridstammes Uber Flagellen und Fimbrien mit humanen Epithelzellen, insbesondere den
INT 407-Zellen (Abbildung 19). Im Gegensatz dazu interagierte der Hybridstamm in den
elektronenmikroskopischen Aufnahmen nur sporadisch mit den bovinen FKD-R 971-Zellen
(Abbildung 18), trotz groRer Erregermengen im Praparat und vergleichbaren Keimzahlen
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(Abbildung 16). Die humane Adaption des Hybridstammes zeigte sich in der hochgradigen
Kolonisation der Wirtszellen, vergleichbar zu den anderen human assoziierten Stammen.
Dabei zeigte der Hybridstamm das auto-aggregative Adhéasionsmuster (Abbildung 14) der

human assoziierten EAEC-Stdmme, wie bereits fir HCT-8-Zellen beschrieben [54].

Die starke Adhasion der human assoziierten E. coli-Stdmme und des Hybridstammes an die
bovinen Zellen steht nicht im Widerspruch zur Wirtsadaption und bevorzugten Interaktion mit
humanen Zellen. Die starke Adhasion an bovine Zellen scheint auf unspezifischen
Bindungen zu basieren: (1) Alle E. coli-Stdmme, mit Ausnahme des EPEC-Stamms,
kolonisierten bevorzugt die bovinen Zellen, trotz vergleichbarer Inokulationsdosis
(Abbildung 16, Abbildung 17). Die Infektionsdosis der E. coli-Stamme wurde dabei je
Kavitat standardisiert und nicht auf die Zellzahl bezogen, da die Zellen unterschiedlich grof3
waren (Tabelle 8). (2) Auch auf Einzelzellebene (Giemsa-Farbung; Tabelle 10) zeigte sich
lichtmikroskopisch die starke Assoziation der E. coli-Stdmme an die bovinen Zellen,
einschlieBlich des K12-Stammes C600 (Abbildung 15). Die Assoziation des K12-Stammes
konnte auch mit intensivierten Waschschritten (z.B. Zusatz von BSA-haltigem Waschpuffer
[Daten nicht gezeigt]) nicht verringert werden. (3) In den elektronenmikroskopischen
Aufnahmen befanden sich groRe Erregermengen (EDL933, LB226692) oberhalb der FKD-
R 971-Zellen, jedoch ohne bzw. nur mit vereinzeltem direkten Zellkontakt (Abbildung 18).
(4) FKD-R 971-Zellen besitzen viele Fibronektin-Rezeptoren, was unspezifische Bindungen
beginstigen kann (persénliche Mitteilung Steffi Wilsky, Institut fir molekulare Pathogenese,
Jena).

Invasionsvermogen. Neben der Adhasion wird eine geringgradige Invasivitat der E. coli als
eine effiziente Strategie zur Verhinderung der Elimination aus dem Darm des Wirtes
vermutet [284, 313]. Die Invasion scheint allerdings nicht von zentraler Bedeutung fur die
frihe Pathogenese des Hybridstammes und anderer E. coli-Stdmme zu sein, da sie nach
Kokultur Uber wenige Stunden v.a. an der Zelloberflache adhéarierten (Abbildung 15 bis
Abbildung 17) und nur vereinzelt Gentamicin-geschitzt vorlagen (Tabelle 11). Neben
bakterieller Biofilmbildung [314] kénnten in dieser Situation die Erreger durch die
Phagozytoseaktivitat [315] der Epithelzellen vor der Einwirkung durch Gentamicin geschutzt
worden sein. Fur eine nicht selektive Phagozytose von E. coli durch die verwendeten
Epithelzellen spricht, dass (1) die absoluten, intrazellularen KbE-Werte der verschiedenen
E. coli-Stamme vergleichbar waren. (2) Es ist beschrieben, dass INT 407-Zellen u.a. den
EAEC-Stamm T8 mit initialer Entwicklung von becherartigen (,cup like*) Einstiilpungen und
Adhésionspodesten (,adherence pedestrals*) phagozytieren [313]. (3) SchlieBlich fehlten bei
der Interaktion des Hybridstammes mit den Wirtszellen elektronenmikroskopische
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Membranverdickungen, die auf angelagerte Clathrin-Molekile als Hinweis auf
rezeptorabhéngige Phago- und Endozytose hingedeutet hatten (Abbildung 19-C).

Der Hybridstamm lag in geringem Umfang intrazellulér vor, z.B. in Vakuolen der INT 407-
Zellen mit sehr regelmaRigem Abstand zur Vakuolenmembran (Abbildung 19, Tabelle 11).
Dieser regelmaBige Abstand kénnte durch die flexiblen AAF/I-Fimbrien vermittelt sein.
Generell vermitteln AAF/I-Fimbrien die Adhasion klassischer EAEC-Stamme [159]. EAEC-
Stamme gelten als nicht invasive Pathogene [6], da bisher keine Invasion in humane
intestinale Explanate gezeigt werden konnte [160], jedoch wird eine geringgradige Invasivitat
als Ursache der persistenten Diarrhd vermutet [316]. In Ubereinstimmung damit ist in-vitro
die intrazelluldre Lokalisation von EAEC-Stdmmen in CaCo-2- und T84-Zellen und sogar
Persistenz in membrangebundenen Vakuolen mit variabler GréRe und Lokalisation
beschrieben [316-318].

Im Unterschied zum Hybridstamm invadierten einige STEC-Stdmme aktiv die Wirtszellen
(Tabelle 11) und auch der eae-positive EHEC-Stamm EDL933 bildete intrazelluldr engen
Wirtszellkontakt aus (Abbildung 20-C). Der eae-negative STEC-Stamm 2403 invadierte die
bovinen Dunndarmzellen schneller und starker als die eae-positiven STEC-Isolate (12E0111,
12E0114; Tabelle 11). Die Invasion intestinaler Epithelzellen wird als Teil der Pathogenese
eae-negativer EHEC-Stamme vermutet und ist partiell ein Flagellin abhangiger Mechanismus
[60]. Zusatzlich invadierte nach 6 h Koinkubation der eae-positive STEC-Stamm 12E0114
die Dickdarmzellen, entsprechend dem Kolon, in dem die STEC-Pathogenese am
prominentesten ist [33]. Weiterhin ist das intrazelluldre Vorkommen von eae-negativen
und -positiven STEC-Stdmme in membrangebundenen Vakuolen in humanen
Darmepithelzellen (u.a. CaCo-2, HTC-8) beschrieben [55, 61, 284]. STEC sind fahig zur
intrazelluldren Persistenz und Multiplikation in CaCo-2- und T84-Zellen [284]. Die beiden
invasiven STEC-Stdmme 2403 und 12E0114 sezernierten auch viel Stx (Abbildung 35,
Abbildung 36), was durch Zellschadigung eine Invasion erleichtern kénnte. Allerdings
schéadigten diese Stamme insbesondere die Diinndarm- und bovinen Kolonkryptenzellen und
nicht die CaCo-2-Zellen (Abbildung 30). Die starke Zellschadigung kénnte das Eindringen
von Gentamicin beginstigt haben und zur Abtétung intrazellular lokalisierter Keime gefuhrt
haben. Jedoch zeigte der EPEC-Stamm E2348/69 einen invasiven Phanotyp in allen Zellen
(Tabelle 11), trotz starker Zytotoxizitdt (Abbildung 30), wie sie auch im LDH-Zytotoxizitéts-
Assay gezeigt wurde [55, 319]. Die absoluten, intrazellularen KbE-Werte stimmten ebenfalls
mit bereits publizierten Daten Uberein, sowohl fir die intrazelluldre Lokalisation des EHEC-
Stammes EDL933 nach 3 h in CaCo-2-Zellen [55] als auch fur die EAEC-Stdmme in
INT 407- [313] und in CaCo-2-Zellen [316]. Die Menge intrazellulérer lokalisierter E. coli
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variiert bekanntermafen zwischen Zelllinien (CHO-K1, CaCo-2, HCT-8 [55]; CaCo-2, T84
[316]; INT 407 [313]; T84, CaCo-2, Kolonmukosa [318]; HeLa, HT29, T84 [317]).

In dieser Studie war der EIEC-Stamm 76-5 nicht invasiv (Tabelle 11), obwohl EIEC u.a.
einen Invasionsindex von 5-9 % in HCT-8-Zellen aufweisen [55]. Jedoch verlieren EIEC
héaufig bei in-vitro Passagen oder Lagerung das Invasion assoziierte Plasmid (pInv) [8]. Dies
galt fur den verwendeten Stamm, da trotz initialem Nachweis des invE-Gens (Abbildung 12)
das Gen héufig am Ende eines Versuches mittels Pathovar-PCR nicht mehr nachweisbar

war (Daten nicht gezeigt).

Expression von Virulenzfaktoren bei Wirtszellkontakt. Die Arbeitshypothese besagte,
dass aufgrund der Hybridvirulenz eine schwacher ausgepragte Wirtsadaption vorliegt als im
Vergleich zu spezialisierten bovin oder human assoziierten Stammen, und der Hybridstamm
daher beim Wirtszellkontakt die Virulenzfaktoren ibermaRig exprimiert. Tatsachlich regulierte
der Hybridstamm die Virulenzgenexpression bei Wirtszellkontakt hoch, jedoch vergleichbar
zu den anderen E. coli-Stammen (Abbildung 34). Dabei war die Virulenzgenexpression der
E. coli-Stamme insbesondere bei der Interaktion mit Dinndarmzellen erh6ht, unabhangig der
Wirtsspezies. Folglich beeinflussten andere zelllinienspezifische Faktoren die Expression der
E. coli-Virulenzgene. Dies konnte dem unterschiedlichen Grad der Zelldifferenzierung
geschuldet sein (Abbildung 4, Abbildung 6, Abbildung 8), einhergehend mit unterschied-
licher antimikrobieller Aktivitdt und Oberflachenstruktur, wie fir INT 407- und CaCo-2-Zellen
beschrieben [285, 291]. Weiterhin kénnte sich die urspringliche Herkunft der Zellen aus
Dick- oder Dinndarm auf die bakterielle Interaktion auswirken, da diese unterschiedliche
Empfindlichkeit gegeniiber Erkrankungsprozessen und Umweltfaktoren aufweisen [287].
Dagegen spricht jedoch, dass die E. coli-Stdmme bei der Interaktion mit CaCo-2-Zellen nur
gering die Virulenzfaktoren hoch regulierten, obwohl differenzierte CaCo-2-Zellen
morphologisch Enterozyten des Diinndarms ahneln (u.a. Mikrovilli) und dinndarmspezifische
Genprodukte exprimieren [294, 295, 320, 321].

Als Hinweis fur die humane Adaption des Hybridstammes regulierte dieser bei
Wirtszellkontakt die EAEC-Virulenzgene (aggR, pic) vergleichbar zum EAEC-Stamm 55989
(Abbildung 34). Die Gene aggR und pic sind von zentraler Bedeutung fir die Biofilmbildung
von EAEC-Stdmmen [197] und wurden jeweils verstarkt bei Dinndarmzellkontakt exprimiert.
Die pic-Expression des Hybridstammes ist in-vivo (Maus) vergleichbar zur in-vitro Expression
beim Wachstum ohne Wirtszellkontakt [197]. Pic weist mukolytische Aktivitat auf und kénnte
dem Hybridstamm insbesondere im Dinndarm einen Wachstumsvorteil verschaffen [169].
Hingegen steigerten beide Stdmme nur maRig die Transkription von aggR bei

Wirtszellkontakt, obwohl dieser globale EAEC-Transkriptionsregulator unter anderem die
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Expression der AAF-Fimbrien und Dispersin kontrolliert, die mit fir die Adhasion
verantwortlich sind [153, 165]. Jedoch ist beschrieben, dass der Hybridstamm in-vitro aggR
um das 13-fache geringer exprimiert als in-vivo (Maus) [197]. In den
elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigte der Hybridstamm einen gleichmaRigen
Abstand zur Wirtszelle, der mdglicherweise Uber die AAF-Fimbrien vermittelt wurde
(Abbildung 19-D). Dies lasst vermuten, dass die Adhasion des Hybridstammes dennoch
hauptsachlich Gber AAF vermittelt wird. Auch die Expression des virulenzassoziierten EHEC-
Adhésionsfaktors (iha) war gering. lha scheint bei der frihen Adhé&sion des Hybridstammes
an Wirtszellen nicht von zentraler Bedeutung zu sein, obwohl lha haufig bei eae-negativen
EHEC vorkommt [58].

Unter den ausgewahlten Virulenzfaktoren wurde stx, der bedeutendste STEC-Virulenzfaktor,
am stérksten transkribiert (Abbildung 34). Der Hybridstamm sezernierte verstarkt Stx2 bei
Zellkontakt in  Epithelzell-Kokulturen  (Tabelle 12). Bekanntermafen verstérkt
Wirtszellkontakt mit intestinalen Epithelzellen oder Makrophagen die stx2-Expression von
STEC-Stammen [152, 322]. Die Induzierbarkeit von Stx1 und Stx2 ist unterschiedlich [14]
und Stx2 schadigt humane in-vitro Organ-Kulturen aus Dunn- und Dickdarm starker als Stx1
[74]. Folglich wurden die Stx-Expression und -Sekretion fir die Toxin-Typen 1 und 2 getrennt
betrachtet. Unter den Stx2-positiven Stdmmen steigerten die human assoziierten EHEC-
Stédmme (EDL933, 86-24) und der Hybridstamm stérker die Transkription von stx2 als der
bovin assoziierte STEC-Stamm 12E0111 (Abbildung 34). Die stérkere Stx2-Bildung durch
HUS-assoziierte Stdmme im Vergleich zum bovin assoziierten Stamm bestétigte sich auf
Proteinebene (Abbildung 35, Abbildung 36). Bei HUS-assoziierten EHEC-Stdmmen
Ubersteigt die basale Stx-Produktion haufig die von bovin assoziierten Stdmmen [14].
Weiterhin verstarkt sich besonders die stx2-Produktion von HUS-assoziierten Stdmmen bei
Stimulation (Mitomycin C) [14]. In dieser Studie zeigte der Hybridstamm bei Wirtszellkontakt
die starkste Stx-Induzierbarkeit auf Proteinebene. Dies konnte eine weniger gut
ausbalancierte Regulation der Virulenzgene als Folge des Hybridprofils darstellen.

Bei Kultivierung ohne Wirtszellen sezerniert der Hybridstamm dagegen relativ wenig Stx
(Tabelle 12). Die stx-Transkription (Abbildung 34) und Stx-Sekretion (Abbildung 35,
Abbildung 36) des Hybridstammes waren starker bei der Interaktion mit Diinndarmzellen als
bei der Interaktion mit Dickdarmzellen. Dabei waren die stx-Induktion und der Stx-Gehalt im
Kulturtiberstand bei der Interaktion mit CaCo-2-Zellen besonders gering. Méglicherweise
wurde hier Stx durch Gbs-Rezeptor gebunden, da bei 50-70 % Zellkonfluenz ca. 50 % der
CaCo-2-Zellen Gbs-positiv sind [311]. Der geringe Stx-Gehalt im Uberstand ging jedoch mit
geringer Adhasion und reduzierter Expression des stx-Gens einher. Aulerdem war die Stx-

Menge auch auf Kolonkryptenzellen reduziert, obwohl diese im maturen Zustand keine Gbs-

129



Rezeptoren exprimieren [64]. Der Differenzierungsgrad der Zellen und die dadurch
gesteigerte antibakterielle Aktivitét konnte die Stx-Menge beeinflusst haben [285].

Der Hybridstamm bildete weniger Stx als die human assoziierten O157:H7-Stdmme,
insbesondere jedoch als Stamm EDL933 (Abbildung 35, Abbildung 36). Unter allen
Stammen steigerte der EHEC-Stamm EDL933 bei Wirtszellkontakt am starksten die
Transkription von stx7 und stx2, insbesondere auf bovinen Zellen. Tran et al. (2014)
beschrieben, dass Stx2 der vorherrschende Toxintyp von EDL933 unter aeroben und
mikroaeroben Bedingungen sei und Stx1 nur 1-2% des Gesamttoxins in-vitro ausmacht
[152]. In unserer Studie zeigte der Stamm EDL933 ebenfalls eine Tendenz zur starkeren
Zunahme der stx2-Expression bei Wirtszellkontakt, mit Ausnahme bei der Interaktion mit
Kolonkryptenzellen (Abbildung 34). Auch im Darm experimentell infizierter Mause
exprimieren O157:H7-Stdmme im Mittel mehr stx2 als der Hybridstamm nach 5 und 7 d p.i.
[197]. Dabei nimmt die durchschnittliche stx2-Expression des Hybridstammes mit
fortschreitender Infektionsdauer in-vivo zu, aber variiert erheblich zwischen den einzelnen
Versuchstieren und Untersuchungszeitpunkten [197]. Die Virulenz des Hybridstammes
korreliert in-vivo nicht mit der Kolonisationsintensitét [197], sondern mit der Présenz von stx2
im Maus- und Kaninchenmodell [198] und der hochgradigen Expression der biofilm-
assoziierten EAEC-Virulenzgene (aggR, pgaA) [197]. Letzteres ist ein typisches
Charakteristikum bakterieller Zellen in Biofilmen [197] und ein Indiz dafiir, dass die Virulenz

des Hybridstammes hauptséachlich durch seine EAEC-Eigenschaften determiniert wird.

5.3 Reaktion der intestinalen Wirtszellen

Chemo- und Zytokinprofile der Epithelzellen. Bei der Interaktion mit den E. coli-Stdmmen
zeichneten sich wirtszellspezifische Unterschiede bei der Hochregulation bestimmter Zyto-
kingene ab. So regulierten die humanen Zelllinien insbesondere /L-8 (Abbildung 27,
Abbildung 29) und die bovinen Zelllinien /L-6 (Abbildung 23, Abbildung 25) herauf. Die
Zytokinprofile der Dunn- und Dickdarmzellen einer Wirtsspezies waren dagegen jeweils
ahnlich. Vergleichbare Zytokinprofile beider intestinaler Kompartimente auf mRNS- und
Proteinebene wurden bereits fiir den Menschen beschrieben [323]. Weiterhin ist das
Chemokinprofil der CaCo-2-Zellen bei bakterieller Infektion vergleichbar mit dem frisch
isolierter Kolonepithelzellen [228]. Jedoch bilden im Gegensatz zu CaCo-2-Zellen 5 % des
frisch isolierten humanen Kolonepithels zusatzlich /L-6 [324]. Generell war die basale
Transkription der untersuchten Gene im bovinen Wirtszellsystem bei E. coli-Infektion
geringer als im humanen Zellmodell. Dies ist ein in-vitro Indiz dafiir, dass E. coli-Infektionen
nur wenig mukosale Entziindung im Rinderdarm verursachen und dazu beitragen, dass

adulte Rinder haufig asymptomatische STEC-Trager sind [3, 14].
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Die Regulation der Wirtszellgene wurde aus drei Grinden in Relation zur Stimulation mit
dem avirulenten K12-Stamm C600 angegeben. Zum einen induzierte bereits die Interaktion
der avirulenten E. coli mit den Wirtsepithelzellen eine Regulation der Zytokin- und
Chemokingene (Abbildung 22 bis Abbildung 29). Bekanntermalien reguliert in-vitro bereits
die direkte Interaktion von kommensalen E. coli mit humanen [223] und bovinen IEC [4] die
Wirtszellgene, da die inhibitorischen Signale der normalen Mikroflora [325, 326], die
Regulation der IEC durch Immunzellen [327] und die Kontaktvermeidung durch aufgelagerte
Mukusschichten fehlen [4]. Zweitens ermdglichte die Standardisierung der Genexpression
auf den Referenzstamm C600 eine bessere Vergleichbarkeit zwischen den Zellmodellen, da
die Induzierbarkeit der Wirtszellgene in verschiedenen Zelllinien unterschiedlich reguliert wird
[328]. Aufgrund geringer Basalaktivitit (Mediumkontrolle) war insbesondere die
Genexpression der FKD-R 971-Zellen stark induzierbar (Daten nicht gezeigt). Drittens
ermoglichte ein avirulenter Stamm als Referenzwert das Hervorheben der
pathovarspezifischen Effekte. Hierzu wurden weitere Kontrollen, wie LPS von E. coli 026
und ein hitzinaktiviertes Lysat des Hybridstammes (,TotLB226692"), mitgefihrt. Die
Wirtszellantwort gegeniiber K12-Stamm C600 ist vergleichbar mit der LPS-Stimulation [4]
und der Stimulation durch TotLB226692 (diese Studie). Die vom Ansatz mit TotLB226692
abweichende Regulation der Wirtszellgene bei Infektion mit dem lebenden Hybridstamm

stellte folglich den Effekt von wahrend der Infektion aktiv exprimierter Virulenzfaktoren dar.

Proinflammatorisches Potential des Hybridstammes im Rind. Das proinflammatorische
Potential des Hybridstammes im bovinen Wirtszellsystem entfaltete sich mit zunehmender
Inkubationszeit und mit viel Gemeinsamkeit zu den human assoziierten EAEC-Stammen.

Dies lieR® eine geringe Adaption an das Rind als an den Menschen vermuten.

Zundchst (3 h) verursachte der Hybridstamm nur eine geringe proinflammatorische
Wirtszellreaktion in bovinen IEC (Abbildung 22, Abbildung 24). Sowohl in den
Kolonkryptenzellen als auch in den FKD-R 971-Zellen hemmte der Hybridstamm die anti-
inflammatorischen Zytokine (/L-10, TGF-B). Zudem induzierte der Hybridstamm in beiden
bovinen Zellsystemen die proinflammatorischen Zytokine vergleichbar zu C600 (/L-6, TNF-a)
und zusétzlich IL-18 in den FKD-R 971-Zellen. AuRerdem induzierte der Hybridstamm die
pro-inflammatorischen Chemokine so stark wie C600, dabei /L-8 in Kolonkryptenzellen sogar
stérker als C600. In beiden bovinen Zellsystemen war das Reaktionsprofil des
Hybridstammes vergleichbar mit dem des human assoziierten EAEC-Stammes 55989 und
jeweils nur in einem der Systeme vergleichbar zum bovin assoziierten, eae-negativen STEC-
Stamm 2403 bzw. zum STEC-Stamm 12E0114.

Mit zunehmender Inkubationszeit (6 h) verstérkte der Hybridstamm im bovinen Zellsystem

seine proinflammatorische Aktivitat (Abbildung 23, Abbildung 25) ahnlich wie die human
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assoziierten EAEC-Stdmme, insbesondere Stamm 55989. In beiden Zellsystemen wurde
besonders das proinflammatorische Zytokin IL-6 signifikant starker induziert als durch C600.
IL-6 ist ein proinflammatorisches Zytokin, das bei bakterieller Invasion in Epithelzellen von
diesen sezerniert wird [324, 329] und in die Rekrutierung und Aktivierung von Neutrophilen
und Monozyten involviert ist [330]. Zudem induzierte der Hybridstamm in beiden
Zellsystemen weitere proinflammatorische Zytokine entweder so stark wie oder geringer als
C600 (/L-1B8, TNF-a) und hemmte IFN-y sowie die antiinflammatorischen Zytokine (/L-10,
TGF-B). Die hitzeinaktivierte Kontrolle (TotLB226692) induzierte stark das regulatorische /L-
10 im Gegensatz zum lebenden Hybridstamm. /L-710 ist ein regulatorischer Mediator und
wirkt anti-entziindlich durch Hemmung der Freisetzung von Zytokinen der Ty1-Immunantwort
[331]. Der Hybridstamm induzierte die Chemokine (GRO-a, IL-8, MCP-1) in beiden
Zellsystemen, darunter in FKD-R 971-Zellen GRO-a und in Kolonkryptenzellen MCP-1
jeweils stérker als C600. RANTES wurde in Kolonkrypten gehemmt und in FKD-R 971-Zellen
induziert, jeweils vergleichbar zu C600. Das proinflammatorische MCP-1 (CCL-2) wird
ebenfalls bei bakterieller Invasion in Epithelzellen sezerniert und rekrutiert Immunzellen, u.a.

Monozyten und T-Gedéachtniszellen [324].

Bridger et al. (2010) beschrieben, dass Stdmme verschiedener E. coli-Pathotypen (EHEC,
EPEC, ETEC), avirulente Stamme (K12-Stamm C600, Kommensale) und LPS in priméren
Kolonkryptenzellen nach 6 h eine Zunahme der Transkription von GRO-a, IL-8, MCP-1, aber
auch von RANTES und IL-10 induzierten [4]. Allerdings wurden die Werte nicht wie in der
vorliegenden Arbeit mit den Transkriptionswerten des Stammes C600 verrechnet. In dieser
Arbeit induzierten die EHEC-Stdmme mehr IL-8 als der EPEC-Stamm. EPEC sind stérkere
Induktoren von A/E-Lé&sionen als STEC bzw. EHEC, hemmen dabei die NF-kB Aktivierung
und nachfolgend die /L-8-Transkription [332]. Dies entspricht den von Bridger et al. (2010)
beschrieben zelluldren Reaktionen [4].

Immunmodulatorisches Potential des Hybridstammes im Menschen. Im humanen Wirts-
zellsystem induzierte der Hybridstamm insgesamt nur wenig inflammatorische Reaktivitat,
dhnlich den kommensalen und human assoziierten E. coli-Stdmmen und im Unterschied zum

starkeren proinflammatorischen Potential von bovin assoziierten STEC-Stdammen.

Zunéchst (3 h) regulierte der Hybridstamm nur gering die humanen Wirtszellgene beider
Zellsysteme. Dabei dhnelte das Reaktionsmuster Uberwiegend dem Profil des human
assoziierten EAEC-Stammes 55989 (Abbildung 26, Abbildung 28). Dies kann als Indiz fur
die Méoglichkeit der Ausbildung eines Gleichgewichts zwischen Erreger und Wirt in-vivo
gewertet werden. Der Hybridstamm induzierte die proinflammatorischen Zytokine in den
humanen Zellsystemen héchstens so stark wie C600 (/L-18, TNF-a, IL-6, IL-12). Letztere (IL-
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6, IL-12) waren in INT 407-Zellen gehemmt. Zudem hemmte der Hybridstamm die
Transkription von IFN-y sowie von den antiinflammatorischen Zytokinen (/L-10, TGF-B),
darunter TGF-B, sogar signifikant zu C600 in CaCo-2-Zellen. Das lokal wirksame TGF-8
entfaltet nach posttranslationaler Aktivierung eine antiinflammatorische Wirkung auf die Tu1-
Zellen der zelluldren Immunabwehr [4]. In beiden humanen Zellsystemen wurde das
Chemokin MCP-1 so stark wie durch C600 und /L-8 geringer als durch C600 induziert. In den
CaCo-2-Zellen wurden zudem die proinflammatorischen Zytokine GRO-a und RANTES so
stark wie durch C600 induziert. In Abgrenzung zum Hybridstamm induzierten einige bovin
assoziierte STEC-Stamme bei der Interaktion mit CaCo-2-Zellen starker proinflammatorische
Mediatoren (/IL-18, TNF-a, IL-8).

Nach 6 h Kokultivierung verstéarkte der Hybridstamm die proinflammatorische Aktivitat im
humanen Zellsystem, aber in geringerem Ausmal als andere human und bovin assoziierte
Pathovare (Abbildung 27, Abbildung 29). In beiden humanen Zellsystemen induzierte der
Hybridstamm so stark wie C600 die proinflammatorischen Zytokine /L-13, TNF-a und IL-6,
darunter TNF-a in INT 407-Zellen sogar signifikant starker als C600. TNF-a ist ein Zytokin
von zentraler Bedeutung bei der Entziindung durch seine Beteiligung an der Aktivierung von
Makrophagen, der Kostimulation von T-Zellen, der Hochregulation von Adhasionsmolekilen
und der Freisetzung proinflammatorischer Zytokine von Immunzellen, sowie Chemokine von
Epithelzellen [333]. Dies passt zu der Beobachtung, dass in humanen Patientenseren bei
bakteriellen Infektionen haufig erhéhte TNF-a, IL-2 und IL-6 Werte gefunden werden [334].
Die proinflammatorischen Zytokine IL-12 und IFN-y wurden so stark wie durch C600
induziert, gleichbedeutend mit einer Induktion in CaCo-2-Zellen und einer Hemmung in
INT 407-Zellen. Der Hybridstamm induzierte die antiinflammatorischen Zytokine (/L-10, TGF-
B) in CaCo-2-Zellen so stark wie C600, hingegen wurden diese in INT 407-Zellen
geringgradig gehemmt. Der Hybridstamm induzierte das proinflammatorische Chemokin /L-8
signifikant starker in INT 407-Zellen als C600 und MCP-1 so stark wie C600 in beiden
Zellsystemen. In CaCo-2-Zellen induzierte der Hybridstamm zudem so stark wie C600 die
Chemokine RANTES und GRO-a. Im Unterschied zum Hybridstamm induzierten die STEC-
Stamme 12E0114 und 2403 und die EAEC-Stamme, insbesondere EAEC-Stamm 17-2, eine
starkere Induktion pro-inflammatorischer Mediatoren (/L-1B, IL-6, IL-12, TNF-a, GRO-aq, IL-8,
MCP-1). Wirtsadaption bedeutet eine hoch dynamische Balance zwischen Erreger und
nattrlichem Wirt [216]. Die Induktion eines stark proinflammatorischen Zellzustands und die
von C600 stark abweichend Gen-Regulation wurde als Indiz fur eine geringe Adaption der
EAEC-Stdmme gewertet. Die durch die EAEC-Stdmme ausgeldste proinflammatorische
Wirtszellantwort steht jedoch nicht im Widerspruch zur Adaption an den humanen Wirt, da
Menschen mit EAEC-Infektion sowie asymptomatische Trager Anzeichen einer geringen
Enteritis aufweisen, gekennzeichnet durch die fékale Ausscheidung von Lactoferrin und

133



weiteren proinflammatorischen Mediatoren wie /L-8 und /L-18[150, 151, 269]. In Abgrenzung
zum Hybridstamm induzierten die STEC-Stdmme eine starkere Entzindungsreaktion,
insbesondere der bovin assoziierte Stamm 12E0114 in CaCo-2-Zellen mit signifikant
starkerer Induktion der proinflammatorischen Mediatoren IL-18, TNF-a und IL-8 sowie ohne
Signifikanz MCP-1. In beiden humanen Zellsystemen induzierte lediglich der STEC-
Stamm 12E0111 des Serotyps O157:H7, der nur zur sporadischen Kolonisation im Rind
fahig ist, ein Zytokinprofil vergleichbar mit dem der beiden humanen O157:H7-Stamme [22].
Es wurde bereits beschrieben, dass nicht invasive E. coli des Serotyps O157:H7 und
avirulente E. coli-Stémme (z.B. DH5a) keine erhohte Zytokinsekretion in CaCo-2-Zellen
induzieren [324]. Die zu begrenzter Invasion fédhigen STEC-Stdmme 2403 und 12E0114
induzierten proinflammatorische Wirtzellgene. In Ubereinstimmung damit ist beschrieben,
dass bakterielle Invasion in humane Kolonepithelzellen u.a. zur Expression von /L-8, MCP-1
und TNF-a fuhrt [324]. Der EPEC-Stamm E2348/69 inhibierte trotz begrenzter Invasivitat

inflammatorische Mediatoren, wie bereits beschrieben [332].

Barrierefunktion. Der Hybridstamm beeintrachtige nicht die Barrierefunktion der
polarisierten CaCo-2-Zellen im 6-stiindigen Untersuchungszeitraum (Abbildung 33). Unsere
Studie deutet darauf hin, dass wahrend der frihen Phasen der Infektion durch den
Hybridstamm die mukosale Integritat erhalten bleibt. Da dies ebenfalls bei der Interaktion mit
polarisierten, humanen T84-Zellen gezeigt wurde, [152, 192] ist eine massive
Beeintrachtigung der Barrierefunktion keine Erklarung der hochgradigen Virulenz des
Stammes. Allerdings kann in-vitro nur die frihe Interaktion mit den IEC untersucht werden
und in-vivo weist der Hybridstamm eine verlangerte Inkubationszeit bis zur HUS-Entstehung
auf [18].

Der Hybridstamm regulierte den TEER-Wert vergleichbar zu human assoziierten Stammen
(EHEC EDL933, 86-24; EAEC 55989). Bekanntermafien beeintrachtigen der EHEC-Stamm
86-24 und kommensale E. coli nicht die Barrierefunktion humaner IEC [192]. Eine mdgliche
Erkldrung des hohen TEER-Werts ist die hohe bakterielle Last und Biofilmbildung der
Stdmme. Dagegen spricht jedoch, dass der EPEC-Stamm E2348/69 den TEER-Wert trotz
starker Adhasion an CaCo-2-Zellen (Abbildung 15) und der Fahigkeit zur Biofiimbildung
[335] reduzierte. BekanntermafRen zerstdrt der EPEC-Stamm E2348/69 die tight junctions
von polarisierten T84-Zellen [336]. Auch fiir einige EAEC-Stamme (042) ist eine AAF-
abhéngige Zerstérung der epithelialen Integritat (T84-Zellen) mit Abnahme des TEER-Werts
durch De-Lokalisation von tight junctions-Proteinen beschrieben, allerdings erfolgte hier die
TEER-Messung erst verzdgert nach der Abtétung der Bakterien durch Gentamicingabe
[162].
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Im Gegensatz zum Hybridstamm reduzierte der bovine STEC-Stamm 12E0114 den TEER-
Wert, wenn auch nur gering. STEC-Isolate beeintrachtigen in der Regel nicht die Barriere-
funktion, auch nicht das Shigatoxin alleine [76, 94]. Dennoch induzieren einige STEC-
Stamme die Abnahme des transepithelialen Widerstands in T84-Zellen [76]. Eine Reduktion
des TEER-Werts kann neben der Zerstérung der tight junctions auch aus einer
physiologischen Modulation des lonenflusses resultieren [162, 337]. Die Messung und
Veranderung des TEER-Werts beruhen auf transzelluldren lonenflissen [296, 338], jedoch
regulieren tight junctions nur den parazelluldren lonen- und Wasserfluss [339].

Zellvitalitdt bei Infektion. Der Hybridstamm schéadigte die Wirtszellen stérker als avirulente
Stédmme, aber vergleichbar mit Stémmen der anderen E. coli-Pathovare (Abbildung 31,
Abbildung 32, Tabelle 34). Eine besonders ausgepragte zytotoxische Aktivitat gegeniiber
intestinalen Epithelzellen bietet folglich keine Erklarung fur die hochgradige Virulenz des
Hybridstammes. Generell nahm die Zytotoxizitat Uber den Infektionsverlauf zu. Dabei fihrten
die humanpathogenen E. coli bereits nach 3 h zu einer verstérkten LDH-Freisetzung in
humanen Zellen und nach 6 h auch in bovinen Kolonkryptenzellen. Nach 6 h schéadigten
auch die bovinen Stamme alle Wirtszellen signifikant starker als die avirulente Kontrolle
(Tabelle 34).

Die Infektion mit dem Hybridstamm schéadigte insbesondere die Dinndarmzellen beider Spe-
zies und die Kolonkryptenzellen, jedoch nicht die CaCo-2-Zellen (Giemsa, Abbildung 30;
LDH, Abbildung 31, Abbildung 32). Bei den elektronenmikroskopischen Aufnahmen waren
die INT 407-Zellen bei Infektion mit dem Hybridstamm haufiger zytotoxisch veréndert als bei
Infektion mit dem EHEC-Stamm EDL933 (Abbildung 19, Abbildung 20). Analog dazu
setzte der Hybridstamm nach 6 h tendenziell mehr LDH in INT 407-Zellen frei als der EHEC-
Stamm EDL933 (Abbildung 32), obwohl letzterer mehr Stx produzierte als der Hybridstamm
(Abbildung 35). Die morphologisch stérkere Zellschadigung durch den Hybridstamm scheint
damit wesentlich auf den EAEC-assoziierten Eigenschaften des Stammes zu beruhen. Auch
bei der Infektion der Kolonkryptenzellen setzte der Hybridstamm signifikant mehr LDH frei als
EHEC-Stamm 86-24 (Abbildung 32). Die starkere Wirtsschadigung durch den Hybridstamm
kénnte eine mogliche Erklarung fur die schnellere Elimination als EHEC-Stamm 86-24 im
Infektionsmodell mit Kalbern sein [212]. Im Elektronenmikroskop zeigten sich allerdings
keine auffalligen Zellpathomorphologien der bovinen Dinndarmzellen (FKD-R 971,
Abbildung 18) bei Infektion mit dem Hybridstamm oder dem EHEC-Stamm EDL933,

wabhrscheinlich aufgrund der geringen Auspragung des direkten Zellkontakts.

Die Dinndarmzellen beider Spezies wurden bei Infektionen mit EPEC-Stamm E2348/69 und
EAEC-Stamm 17-2 weitestgehend abgelst (Abbildung 30). Der EAEC-Stamm 17-2 fihrte
auch bei Kolonkryptenzellen zu einer starken Exfoliation. Jedoch fehlten signifikante
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Unterschiede der Zellvitalitdt nach 6 h zwischen den einzelnen Stdmmen, vermutlich dem
geringen Stichprobenumfang (n=3-5) geschuldet (Tabelle 28). Eine mdégliche Erklarung fur
die starkere Zellschadigung der Dunndarmzellen ist die unterschiedliche Empfénglichkeit von
Dunn- und Dickdarmepithel gegeniiber Erkrankungsprozessen [287]. Eine Infektion und
Schadigung von Dinndarmzellen fuhrt in der Regel zur Apoptose mit Abschilferung der
Zellen ins Lumen [287]. Weiterhin waren die Dinndarmzellen weniger differenziert und

wiesen folglich weniger antibakterielle Aktivitat auf [285].

In CaCo-2-Zellen fuhrte die bakterielle Infektion kaum zu zytotoxischen Effekten (Abbildung
30 bis Abbildung 32). Eine verstérkte LDH-Freisetzung im Vergleich zur Kontrolle
induzierten nur bovine STEC-Stdmme nach 6 h Koinkubation. Diese Zellschaden kénnten
trotz geringer Stx-Sekretion (Abbildung 35, Abbildung 36) von Stx hervorgerufen werden,
da das potente Stx bekanntermafen in CaCo-2-Zellen die Proteinbiosynthese inhibiert und
Apoptose induziert [74]. Elektronenmikroskopisch stellten sich bereits die nicht infizierten
CaCo-2-Zellen hochgradig vakuolisiert dar (Abbildung 8). So waren keine zusétzlichen
infektionsbedingten morphologischen Zellschdden erkennbar. Zudem ist ein Fehlen von
morphologischen und zytotoxischen Effekten bei Infektion von CaCo-2-Zellen mit EAEC-
Stamm 042 beschrieben [196]. Jedoch wird die Vakuolisierung und Ablésung von CaCo-2-
Zellen sowie der Verlust intakter tight junctions durch andere EAEC-Stamme (pet-, pic- und
astA-positiv) induziert [316]. Auch in humanen Darm-Explantaten induzieren adh&rente
EAEC-Stamme in-vitro milde, aber signifikante mukosale Schéadigung, insbesondere auf

Kolon-Explantaten [160].

5.4 Modulation der angeborenen Immunitat im Rind

Chemo- und Zytokinprofile der bovinen Makrophagen. Die vom Hybridstamm kondi-
tionierten Epithelzelltiberstdnde entfalteten zum Teil mehr proinflammatorische Aktivitat in
bovinen Makrophagen als die Uberstédnde aus Versuchen mit anderen E. coli-Stdmmen
(Abbildung 37, Abbildung 38). Dabei beeinflussten die konditionierten Ubersténde von
Kolonkryptenzellen stérker die Zytokingenexpression der Makrophagen als die von FKD-
R 971-Zellen. Da die Kolonkryptenzellen das Uberlegenere bovine Wirtszellsystem mit guter
Reflektion der Situation in-vivo durch Erhalt von organspezifischen Funktionen und Enzym-
Aktivitat [4, 263, 299, 300] darstellen, deutet die hochgradige Reaktion auf eine geringe

Adaption des Hybridstammes an das Rind hin.

Die vom Hybridstamm konditionierten Kolonkryptenzelliberstdnde stimulierten in den bovi-
nen Makrophagen die Transkription von iNOS und MCP-1 am starksten (Abbildung 38).

Damit kénnte der Hybridstamm bei Kolonisation des bovinen Intestinums eine hochgradige
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bakterizide und inflammatorische Aktivitat auslésen. MCP-1 ist ein Indikator fur deutliche
Entziindungsreaktion im Wirt und ein potentes Chemokin fir Monozyten und Granulozyten
[84]. Im Wirt ist die starke Phagozytose- und bakterizide Aktivitat mukosaler Makrophagen
bedeutender als die Zytokingen-Produktion [340]. Als Molekil der angeborenen
Immunantwort produziert iNOS (,inducible NO synthase*) groRe Mengen Stickoxid (NO), das
zytotoxische, bakterizide und regulatorische Funktionen besitzt [341]. Die Genexpression
von iNOS in Makrophagen wird unter anderem durch den Transkriptionsfaktor NF-«kB
induziert [342]. In Einklang damit induzierte der Hybridstamm auch verstarkt das
proinflammatorische Chemokin /L-8 nach 3-stiindiger Interaktion mit den Kolonkryptenzellen
(Abbildung 24), das ebenfalls durch den Transkriptionsfaktors NF-kB aktiviert wird [343].
Allerdings wiesen auch Kolonkryptenzellen nach 3 h Koinkubation mit Stdmmen anderer
Pathovare erhéhte Transkription von /L-8 auf und die so konditionierten PC-Uberstande
induzierten ebenfalls einen proinflammatorischen Zellzustand in den bovinen Makrophagen,
dhnlich dem Hybridstamm, aber mit nur geringer und nicht signifikanter Induktion von iINOS
und MCP-1.

Im Gegensatz zum Hybridstamm verursachten die bovin assoziierten STEC-Stdmme im
Transferexperiment mit PC-Uberstanden keine nennenswerte Makrophagenreaktion und
keiner der STEC-Stamme induzierte indirekt iINOS (Abbildung 38). Lediglich der
sporadische Rinder-Stamm 12E0111 induzierte in diesem experimentellen Ansatz
proinflammatorische Mediatoren. Dagegen hemmten die stark Stx1-produzierenden STEC-
Stamme 12E0114 und 2403 (Abbildung 35, Abbildung 36) indirekt die
Makrophagenreaktion. Da bovine mukosale Makrophagen Gbs-Rezeptoren exprimieren,
kénnte die hohe Stx-Konzentration in den Uberstdnden (12E0114 und 2403) direkt diesen
Effekt ausgel6st haben, unabhéngig von epithelialen Mediatoren und in-vivo den direkten

immunsuppressiven Effekt von Stx1 auf Lymphozyten verstarken [119].

Nach Ubertragung von konditionierten Uberstanden von Kolonkryptenzellen induzierte der
Hybridstamm tendenziell eine Ty1-dominierte, zellulare Immunantwort durch Hemmung von
IL-10 und Induktion von /L-12, wenn auch ohne Signifikanz (Abbildung 38, Tabelle 13). Die
indirekte Stimulation mit EHEC-Stamm 86-24 induzierte ebenfalls eine Tu1-dominierte,
zellulare Immunantwort, gekennzeichnet durch die signifikante Induktion von /L-72 und IFN-
y. Allerdings wurde auch /L-6 induziert, ein Mediator der Akuten-Phase-Reaktion, aber auch
Promoter einer humoralen Tu2-Immunantwort [344]. LPS verstarkt in bovinen Makrophagen
eine Th2-dominierte Immunantwort durch die Induktion von /L-710 und Hemmung von [L-12
[122, 123], wéhrend die mukosale Tx1-Immunantwort von Intimin (eae) stimuliert wird [52].
Stx1 fungiert als weiterer potenter Immunmodulator im Rind, um STEC eine

asymptomatische und transiente Kolonisation im Darm zu ermdéglichen [17, 79, 109]. Stx1
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verstarkt in mukosalen Makrophagen u.a. die Transkription von IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y,
TNF-a und GRO-a, jedoch ohne Regulation von IL-12, TGF-3, MCP-1 und RANTES [119].
Im Unterschied dazu fuhrte die Kolonisation von Kolonkryptenzellen durch den Hybridstamm
in den bovinen Makrophagen zur starken Induktion von IL-6, IL-12, MCP-1 und iNOS sowie
zu einer geringen Induktion von /L-7-8 und /L-8 und zu keiner Regulation von TNF-a, IL-10,
GRO-a und RANTES (Abbildung 38). In der Folge war das IL-12/IL-10-Verhaltnis der
Makrophagen als MalR fur die Tu1/Tn2-Balance [345] am hdchsten bei Stimulation mit vom
Hybridstamm konditionierten Kolonkrypten-Ubersténden. Lediglich der porcine Kommensale
123, der den Darm von Kalbern nicht kolonisieren kann [106, 212], verursachte ein &hnlich
hohes IL-12/IL-10-Verhaltnis. In diesem vereinfachenden Darmmodell fur das Rind induziert
der Hybridstamm damit eine immunologische Reaktionslage, die von seinen EAEC-
Eigenschaften bestimmt wird und sich von der deutlich unterscheidet, die von

wirtsadaptierten Stdmmen ausgeldst wird.

5.5 Modulation der erworbenen Immunitat im Rind

Weiterhin wurde die Fahigkeit des Hybridstammes zur Hemmung der Entstehung einer
antigenspezifischen zelluldaren Immunitdt im Rind bestimmt. Dazu wurde die Aktivierung
(CD25-Expression) [346] von CD45RO*-T-Zellen (T-Gedéachtniszellen, Twv) [347] von Stx-
empfindlichen T-Zellsubpopulationen (CD4* T-Helfer-Zellen, CD8af3 zytotoxische T-Zellen)
untersucht. CD8* T-Zellen sind zytotoxisch und limitieren die Ausbreitung von
Infektionserregern im Kérper durch Erkennung, Abtétung infizierter Zellen oder Sekretion
spezifischer Zytokine [348]. CD4* T-Helferzellen produzieren Wachstumsfaktoren zur
Entwicklung einer B- oder T-Zellantwort [348]. Allerdings lag bei allen Tiergruppen nur eine
méRige Aktivierung der CD4" Tu-Zellen bei Stimulation mit ConA vor (Abbildung 39). Dies
kénnte der geringen ConA-Konzentration, einer zu langen Stimulation der Zellen ex-vivo,
sowie einer generell maRigen Reaktivitdt geschuldet sein. Eine antigenspezifische Reaktion
der CD4" Tu-Zellen war im Untersuchungszeitraum bis Tag 28 p.i. nicht messbar. Eine
maogliche Erklarung ist die verwendete Methodik, die weniger sensitiv erscheint als die
Markierung der T-Zellen mit [*H]-Thymidin zur Bestimmung der lymphoproliferativen
Immunantwort [126]. Jedoch ist auch Tag 28 p.i. noch ein friher Zeitpunkt zur Untersuchung
einer T-Gedachtniszellantwort. Bei Hoffman et al. (2006) zeigte sich eine signifikante
Zunahme der antigenspezifischen Lymphozytenproliferation erst ab 7-10 Wochen p.i. in der
Tiergruppe, die mit einem Stx-negativen E. coli inokuliert worden war [126]. Im hier
dargestellten Tierversuch kolonisierte der Stamm 123 die infizierten Tiere nicht und wurde
nur wenige Tage lang ausgeschieden [282]. Daher wurde mdglicherwiese keine zellulére

Immunitat gegenlber diesem Stamm ausgebildet.
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Die Aktivierung der CD8a" T-Gedachtniszellen aus Kalbern, die mit dem Hybridstamm
inokuliert worden waren, ahnelte dem Stimulationsmuster der Kalbergruppe, die mit dem
STEC-Stamm 86-24 inokuliert worden waren (Abbildung 40). Allerdings proliferierten die
Lymphozyten der mit dem Kommensalen inokulierten Gruppe 1 kaum, was eine definitive
Aussage zur Fahigkeit des Hybridstammes hinsichtlich der Hemmung der Entstehung einer

antigenspezifischen Immunitét im Rind verhindert.

5.6 Fazit

Das Reaktionsprofil des Hybridstammes war vergleichbar zu human assoziierten E. coli-
Stadmmen, und hier insbesondere dem EAEC-Stamm 55989. Zudem wies der Hybridstamm
eine Affinitdt zu humanen Diinndarmzellen auf und induzierte trotz starker Adhasion kaum
die Transkription proinflammatorischer Zytokine und Chemokine in humanen Epithelzellen.
Hingegen zeigte sich die geringere Adaption des Hybridstammes an das Rind durch eine
erhohte proinflammatorische Aktivitat im bovinen Wirtszellsystem. AuRerdem adhérierte der
Hybridstamm stérker an alle Wirtszellen, im Unterschied zur geringeren Adhé&sion der bovin
assoziierten STEC-Stamme. Trotz der groen Erregermengen bildete der Hybridstamm
kaum elektronenmikroskopisch nachweisbare, direkte Zellkontakte mit den bovinen
Epithelzellen aus. Interessanterweise zeigte der Hybridstamm keine Uberm&Rige Expression
von Virulenzfaktoren bei Wirtszellkontakt, &hnlich den Stidmmen bovin und human
assoziierter Pathovare. Im Vergleich zu klassischen EHEC-Stdmmen ist der Hybridstamm
damit wenig an das Rind adaptiert, obwohl er nach experimenteller Inokulation Kalber
transient kolonisieren kann [282]. Der Hybridstamm ist aber im Vergleich zum EHEC-Stamm
86-24 weniger gut zur dauerhaften Persistenz im Rind féhig [282]. Bei den hier
beschriebenen in-vitro-Untersuchungen zeigte der Hybridstamm eine besondere
proinflammatorische Aktivitdt bei der Interaktion mit dem bovinen Wirtsgewebe und dies

kénnte auf molekularer Ebene die Erklarung fiir die schnellere Elimination in-vivo darstellen.

Die Adaption des Hybridstammes an die humane Population macht den Menschen zum
potentiellen Reservoirwirt, obwohl andere Reservoire nicht endgliltig ausgeschlossen werden
kénnen, auch als Ergebnis dieser Studie. Jederzeit kann ein vergleichbarer Ausbruch
auftreten, da stets neuartige Genkombinationen durch den Austausch mobiler
Virulenzfaktoren entstehen kénnen. Dabei besteht die Gefahr fir die 6ffentliche Gesundheit
v.a. in symptomlosen Tragern und Reservoirwirten, die den Erreger ausscheiden oder als
potentielle Infektionsquelle in Frage kommen. Bei zukinftigen EHEC-Ausbrichen mit
seltenen Virulenzprofilen missen auch mdgliche tierische Infektionsquellen beriicksichtigt

werden, um eine frilhzeitige Einddmmung der Epidemie zu ermdglichen.
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6 Zusammenfassung

Der Sprossen-assoziierte EHEC-Ausbruch von 2011 wurde von einem neuartigen und
hochgradig virulenten E. coli-Stamm verursacht, der Virulenzeigenschaften von STEC und
EAEC kombinierte [54]. Klassische STEC-Stamme sind an das Rind adaptiert und
modulieren die bovine Immunantwort fur eine dauerhafte und asymptomatische Kolonisation
[17, 29, 110, 111, 119, 124, 125, 143, 210]. Hingegen wird als natlrliches Reservoir von
EAEC-Stammen der Mensch vermutet, da die Isolation typischer EAEC-Stdmme bisher
hauptsachlich aus dem Menschen erfolgte [131, 141, 145, 194, 211]. Vergleichbar schwere
EHEC-Ausbriche kénnten jederzeit auftreten. Allerdings ist aufgrund der Hybridvirulenz des
Ausbruchstammes die Herkunft und das natirliche Reservoir nach wie vor unbekannt [7].
Wir wollten die relative Wirtsadaption des Hybridstammes an Mensch und Rind klaren, um
die Féahigkeit des Hybridstammes zur Persistenz im bovinen Reservoir abzuschatzen. Im
natUrlichen Reservoir bildet sich ein Gleichgewicht zwischen den Virulenzfaktoren des
Erregers und der Immunantwort des Wirts aus [213]. Ist der Hybridstamm nicht ans Rind
adaptiert, erwarten wir im Vergleich zu bovin assoziierten Stdmmen eine weniger effektive
Immunmodulation und mehr proinflammatorische Aktivitat im bovinen Wirtszellsystem sowie

eine erhéhte Expression von Virulenzgenen bei Wirtszellkontakt.

In-vitro untersuchten wir vergleichend die Interaktion des Hybridstammes mit intestinalen
Epithelzellen von Mensch und Rind. Dabei wurden das Adhéasions- und Invasionsvermoégen
sowie das Potential des Hybridstammes zur Modulation der Wirtszellantwort von Mensch
und Rind bestimmt, sowie die Expression von Virulenzfaktoren. Das Reaktionsprofil des
Hybridstammes wurde vergleichend zu human und bovin assoziierten E. coli-Stdmmen
klassischer Pathovare oder avirulenten Stdmmen bewertet. Als Modell fir die lokale
Immunmodulation im Rind wurden primare Makrophagen mit konditionierten, steril filtrierten
Uberstanden aus der Koinkubation von E. coli mit Epithelzellen stimuliert. Das Potential zur

systemischen Immunmodulation im Rind wurde ex-vivo untersucht.

Der Hybridstamm war féhig, die intestinalen Epithelzellen von Mensch und Rind jeweils aus
Dunn- und Dickdarm zu kolonisieren. Elektronenmikroskopisch zeigte der Hybridstamm
jedoch eine starke Affinitdt zu humanen Dinndarmzellen, im Gegensatz zu wenig direktem
Zellkontakt mit bovinen Dunndarmzellen. Der Hybridstamm zeigte ein hochgradiges
Adhasionsvermdégen, vergleichbar mit human assoziierten Stdmmen. Im Gegensatz zum
Hybridstamm adhérierten die bovin assoziierten STEC-Stdmme geringer an die Wirtszellen.
Weiterhin war der Hybridstamm im Unterschied zum invasiven Phanotyp einiger bovin
assoziierter STEC-Stdmme nicht invasiv. Ahnlich wie kommensale und human assoziierte

E. coli-Stémme induzierte der Hybridstamm in humanen Wirtszellen nur wenig proinflam-
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matorische Aktivitat. Erst verzégert nach 6 h zeigte der Hybridstamm proinflammatorische
Aktivitdt im humanen Wirtszellsystem, aber in geringerem Ausmaf als andere Pathovare.
Hingegen induzierte der Hybridstamm im  bovinen  Wirtszellsystem  starke
proinflammatorische Effekte, zundchst vergleichbar mit dem human assoziierten EAEC-
Stamm 55989. Verzégert nach 6h verursachte der Hybridstamm die stérkste
proinflammatorische Aktivitdt von allen untersuchten E. coli-Stammen. Auch in den bovinen
Makrophagen induzierte der Hybridstamm indirekt einen stark proinflammatorischen
Zellzustand. Bovin assoziierte STEC-Stamme verhinderten eher die Entstehung einer
proinflammatorischen Reaktionslage in bovinen Epithelzellen und Makrophagen. Der
Hybridstamm exprimierte die Virulenzfaktoren verstérkt bei Wirtszellkontakt mit
Dinndarmzellen, unabhéngig der Wirtspezies und trotz seiner Hybridvirulenz vergleichbar zu
anderen Pathovaren. Unter den Stx2-positiven Stdmmen war die Stx-Sekretion des
Hybridstammes vergleichbar zum EHEC-Stamm 86-24 und starker als beim bovin
assoziierten STEC-Stamm. Absolut sekretierte der Hybridstamm weniger oder dhnlich viel
Stx wie die klassischen human assoziierten EHEC-Stamme, aber die Stx-Induzierbarkeit bei
direktem Wirtszellkontakt war am starksten ausgepragt beim Hybridstamm. Die Zytotoxizitat
des Hybridstammes war vergleichbar zu anderen Pathovaren und starker als die avirulenter
E. coli-Stamme. Wie human assoziierte Stdmme beeintrachtigte die Infektion mit dem

Hybridstamm nicht die Permeabilitatsbarriere bei humanen, polarisierten Darmepithelzellen.

Die beobachteten Reaktionsmuster aller in dieser Arbeit getesteten Stdmme waren sehr
heterogen. Trotz der Fahigkeit zur Stx-Produktion und Kolonisation der bovinen Zellen in-
vitro und in-vivo [212] scheint der Hybridstamm eher an den Menschen als an das Rind
adaptiert zu sein. In Ubereinstimmung damit eliminierten experimentell infizierte Kélbern den
Hybridstamm effizienter als den EHEC-Stamm 86-24 [212]. Insgesamt ergaben sich aber
weniger deutliche Unterschiede im Reaktionsmuster des Hybridstammes zu dem von
Stammen, die andere Pathovare reprasentierten, oder auch zu denen avirulenter E. coli-
Stdmme als vermutet. Bei zukilnftigen Ausbriichen mit seltenen EHEC-Stdmmen und
neuartigen Virulenzprofilen sollten deshalb auch mdégliche tierische Infektionsquellen in

Betracht gezogen werden, um eine frihzeitige Einddmmung der Epidemie zu ermdglichen.

141



7 Summary

In 2011, Germany was struck by the largest outbreak of hemolytic uremic syndrome caused
by a novel and highly virulent E. coli O104:H4 strain, combining virulence factors from both
enteroaggregative E. coli (EAEC) and Shiga toxin (Stx)-producing E. coli (STEC) [54]. Cattle
are the primary reservoir for STEC, which are capable of modulating the bovine immune
system to promote a persistent and asymptomatic lifestyle [17, 29, 110, 111, 119, 124, 125,
143, 210]. EAEC are considered highly adapted to humans, since they have rarely been
detected in animals before [131, 141, 145, 194, 211]. Due to the hybrid virulence profile, the
natural reservoir of the outbreak strains remains obscure [7]; however, outbreaks of
comparable severity may occur again. This study aimed at appraising the relative level of
host adaption of E. coli O104:H4 outbreak strain to possible reservoir hosts. Virulence factors
of bacterial pathogens counteract elements of the immune control in the natural reservoir,
generating a balance between pathogen and host [213]. If cattle are not the reservoir of
E. coli O104:H4 outbreak strain, we expect a less effective modulation of the bovine immune
response as compared to bovine-associated E. coli strains. If the E. coli O104:H4 outbreak
strain is not adapted to cattle, its interaction with bovine host cells might lead to a high-level

of pro-inflammatory activity and overwhelming expression of virulence factors.

Therefore, we investigated the interaction of the E. coli O104:H4 outbreak strain with
intestinal epithelial cells (IEC) of human and bovine origin. We assessed the outbreak
strain’s potential to adhere to and invade into host-specific IEC, as well as its capacity to
modulate the host gene expression of selected cytokines. Furthermore, expression of
bacterial virulence genes after host cell contact was quantified. The outbreak’s strain reaction
profile was compared to both bovine- und human-associated E. coli strains; the latter were
representative of different pathovars or non-pathogenic E. coli. In addition, we evaluated the
outbreak strain’s immunomodulatory capability by stimulating primary, bovine macrophages
with conditioned supernatants from previous infection studies with E. coli and intestinal
epithelial cells. Finally, we assessed the outbreak strain’s potential to suppress the
development of an adaptive, antigen-specific cellular immune response in cattle in

comparison to bovine-associated STEC.

The outbreak strain was able to adhere to intestinal (jejunal and colonic) epithelial cells (IEC)
of human and bovine origin. Electron microscopy of infected cells revealed the strain’s great
affinity to human small intestinal cells, in contrast to few direct interactions with bovine small
intestinal cells. The outbreak strain possessed a high-level of adhesive power, similar to
human-associated E. coli strains and in contrast to bovine-associated STEC strains. The
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bovine-associated STEC strains exerted low levels of adhesion to host-specific IECs. The
outbreak strain displayed a non-invasive phenotype, in contrast to some bovine-associated
E. coli strains which invaded into the host cells. During the initial interaction with human host
cells, the outbreak strain induced only little inflammatory cell response, comparable to the
extent of commensal bacteria and human-associated E. coli strains. After a prolonged
incubation period (6 h), the outbreak strain provoked some pro-inflammatory activity in
human cells, but to a lower extent as compared to other pathogenic E. coli strains. The
outbreak strain induced marked pro-inflammatory activity interacting with bovine host cells.
During the interaction with bovine cells, the outbreak strain initially induced an inflammatory
cell response comparable to EAEC strain 55989. The outbreak strain induced the strongest
delayed inflammatory response of all strains tested (i.e. after 6 h of co-incubation). In
addition, the outbreak strain was capable of indirectly inducing a strong pro-inflammatory
activity in bovine macrophages (by transfer of conditioned epithelial cell culture
supernatants), which served as model for the innate immunity of the bovine gut. In contrast,
bovine-associated E. coli strains limited the pro-inflammatory activity in bovine IEC and
macrophages. The outbreak strain, like other pathogenic E. coli strains, enhanced the
expression of virulence-associated factors after adhesion, especially after adhesion to small
intestinal cells and fairly independent of the host species of the cells. Among Stx2-positive
strains, the outbreak strain and EHEC strain 86-24 released comparable levels of Stx and
both human-pathogenic strains released higher amounts of Stx compared to bovine-
associated STEC. In total, the Stx secretion of the outbreak strain resembled that of other
human-associated E. coli strains. However, the outbreak strain displayed the highest
inducibility of Stx2 production upon host cell contact. The outbreak strain was capable of
eliciting cytotoxic effects in host cells, comparable to other pathogenic E. coli, but in contrast
to avirulent E. coli strains. Nevertheless, the outbreak strain was unable to disrupt the

polarized monolayer of CaCo-2-cells as well as other human-associated E. coli strains.

The reaction patterns observed after interaction of the several strains included in this study
with intestinal epithelial cells were strikingly heterogeneous. The E. coli O104:H4 outbreak
strain seems to be more likely adapted to humans than to cattle, despite its capacity to
produce Stx and transiently colonize bovine IEC in-vitro and in-vivo [212]. This is in
accordance with the reduced and shortened fecal excretion of the outbreak strain after
experimental infection of calves in comparison to strain 86-24 [212]. Nevertheless, overall
patterns induced by the outbreak strain were less different from those induced by other
pathogenic and even avirulent E. coli strains than anticipated. Health authorities should not
prematurely exclude animals as an infection source when taking appropriate early
intervention measures during future outbreaks with rare EHEC strains or strains with novel

virulence profiles.
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9 Anhang

9.1 Ergebnisse der statistischen Berechnungen

Tabelle 15: Statistik zur Adh&sionsrate nach Pathotypen (Giemsa-Féarbung, Mann-
Whitney-U-Test)

Exakte Signifikanz (2-seitig)

E. coli Pathotypen HEp-2 INT 407 CaCo-2 FKD-R 971 PC

EAEC EHEC 0,299 0,229 0,456 1,000 0,327
EAEC EHEC/EAEC 1,000 1,000 0,714 1,000 0,702
EAEC EPEC 0,418 0,333 0,060 1,000 0,167
EAEC K12 0,002 0,012 0,024 0,018 0,036
EAEC Kommensale 0,006 0,012 0,024 0,018 0,095
EAEC STEC 0,028 0,009 0,388 1,000 0,092
EHEC EHEC/EAEC 0,582 0,393 0,905 1,000 0,095
EHEC EPEC 0,109 0,524 0,024 1,000 1,000
EHEC K12 0,004 0,024 0,024 0,018 0,155
EHEC Kommensale 0,012 0,024 0,024 0,018 0,548
EHEC STEC 0,478 0,771 0,955 0,357 0,550
EHEC/EAEC EPEC 1,000 1,000 0,100 1,000 0,100
EHEC/EAEC K12 0,029 0,100 0,100 0,100 0,100
EHEC/EAEC Kommensale 0,400 0,100 0,100 0,100 0,100
EHEC/EAEC  STEC 0,390 0,077 1,000 1,000 0,036
EPEC K12 0,029 0,100 0,100 0,100 0,200
EPEC Kommensale 0,029 0,100 0,100 0,100 0,700
EPEC STEC 0,034 0,145 0,009 1,000 0,727
K12 Kommensale 0,029 0,100 0,100 0,200 0,300
K12 STEC 0,001 0,009 0,027 0,005 0,032
Kommensale  STEC 0,004 0,018 0,223 0,005 0,373
Tabelle 16: Statistik zur Adhésionsrate nach E. coli-Wirtspezies (Giemsa-Farbung,

Mann-Whitney-U-Test)

Exakte Signifikanz (2-seitig)

E. coli Wirte HEp-2 INT 407 CaCo-2 FKD-R 971 PC

Kontrolle Mensch 0,000 0,001 0,002 0,001 0,026
Kontrolle Rind 0,001 0,009 0,027 0,005 0,032
Kontrolle Schwein 0,029 0,100 0,100 0,200 0,300
Mensch Rind 0,024 0,010 0,317 1,000 0,371
Mensch Schwein 0,002 0,001 0,002 0,001 0,123
Rind Schwein 0,004 0,018 0,223 0,005 0,373
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Tabelle 17: Statistik zur Invasion (Gentamicin-Protektions-Test) nach E. coli-
Wirtspezies (Mann-Whitney-U-Test)

Exakte Signifikanz (2-seitig)

E. coli Pathotypen 3h 6h
CaCo- FKD- CaCo- FKD-
INT 407 2 R 971 PC  INT 407 2 R 971 PC

Kontrolle Mensch 0,004 0,750 0,227 0,441 0,008 0,348 0,670 0,672
Kontrolle Rind 0,036 0,250 0,379 0,537 0,064 0,082 0,469 0,553
Kontrolle Schwein 0,400 0,400 0,486 0,699 0,200 0,200 0,700 0,421
Mensch  Rind 0,682 0,237 0,243 0,914 0,253 0,047 0,857 0,869
Mensch ~ Schwein 0,015 0,547 0,831 0,958 0,026 0,898 0,663 0,338
Rind Schwein 0,064 0,057 0,599 0,871 0,209 0,115 0,811 0,445
Tabelle 18: Statistik zur Invasion (Gentamicin-Protektions-Test) nach Pathotypen

(Mann-Whitney-U-Test)

Exakte Signifikanz (2-seitig)

E. coli Pathotypen 3h
CaCo- FKD- CaCo- FKD-
INT 407 2 R971 PC  INT 407 2 R971 PC

EAEC EHEC 1,000 0,818 0,026 0,713 0,662 0,937 0,017 0,313
EAEC EHEC/EAEC 0,714 0,914 0,004 0,632 0,262 0,345 0,024 0,099
EAEC EIEC 0,381 0,590 0,038 0,494 0,024 0,548 0,052 0,243
EAEC EPEC 0,024 0,082 0,010 0,180 0,262 0,019 0,024 0,267
EAEC K12 0,024 0,714 0,352 0,347 0,024 0,905 0,262 0,836
EAEC Kommensale 0,095 0,964 0,038 0,820 0,024 0,381 0,167 0,308
EAEC STEC 1,000 0,210 0,005 0,545 0,689 0,007 0,022 0,881
EHEC EHEC/EAEC 0,714 0,352 0,792 0,335 0,071 0,500 0,250 0,942
EHEC EIEC 0,286 1,000 0,762 0,180 0,036 0,548 0,421 0,160
EHEC EPEC 0,262 0,126 0,610 0,019 0,036 0,019 0,571 0,082
EHEC K12 0,024 0429 0,352 0,151 0,036 0,714 0,393 0,383
EHEC Kommensale 0,024 0,548 1,000 0,437 0,036 0,714 0,250 0,817
EHEC STEC 0,776 0,030 0,682 0,305 0,438 0,013 0,513 0,323
EHEC/EAEC EIEC 0,200 0,762 0,032 0,589 0,100 0,600 0,250 0,056
EHEC/EAEC EPEC 0,100 0,190 0,286 0,132 0,700 0,057 1,000 0,056
EHEC/EAEC K12 0,100 0,229 0,016 0,699 0,700 0,200 0,400 0,222
EHEC/EAEC Kommensale 0,100 1,000 0,413 0,818 0,100 1,000 0,100 1,000
EHEC/EAEC STEC 0,727 0,032 1,000 0,923 0,036 0,113 0,371 0,168
EIEC EPEC 0,100 0,126 0,029 0,558 0,100 0,229 0,393 0,841
EIEC K12 0,400 1,000 0,686 0,937 0,700 0,700 0,786 0,841
EIEC Kommensale 0,700 0,595 0,686 0,818 0,700 0,700 1,000 0,151
EIEC STEC 0,600 0,781 0,599 0,590 0,064 0,533 0,859 0,553
EPEC K12 0,100 0,250 0,029 0,619 0,100 0,057 0,300 0,421
EPEC Kommensale 0,100 0,250 0,343 0,394 0,100 0,057 0,200 0,222
EPEC STEC 0,209 0,046 0,790 0,140 0,009 0,097 0,371 0,119
K12 Kommensale 0,400 0,400 0,486 0,699 0,200 0,200 0,700 0,421
K12 STEC 0,036 0,250 0,379 0,537 0,064 0,082 0,469 0,553
Kommensale STEC 0,64 0,067 0,599 0,871 0,209 0,115 0,811 0,445
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Tabelle 19:

Statistik zur Quantifizierung der Adhasion im Gentamicin-Protektions-

Test nach E coli-Wirtspezies (Mann-Whitney-U-Test)

Exakte Signifikanz (2-seitig)

E. coli Pathotypen 3h
CaCo- FKD- CaCo- FKD-
INT 407 2 R 971 PC  INT 407 R 971 PC
Kontrolle Mensch 0,066 0,889 0,016 0,103 0,005 0,128 0,003 0,037
Kontrolle Rind 0,469 0,945 0,343 0,673 0,145 0,727 0,076 0,349
Kontrolle Schwein 0,400 0,400 0,629 0,132 0,400 0,700 0,229 0,310
Mensch  Rind 0,201 0,471 0,233 0,033 0,003 0,334 0,020 0,131
Mensch  Schwein 0,354 0,391 0,106 0,573 0,012 0,311 0,052 0,449
Rind Schwein 1,000 0,633 0,456 0,137 0,600 0,864 0,371 0,933
Tabelle 20: Statistik zur Quantifizierung der Adhdsion im Gentamicin-Protektions-
Test nach Pathotypen (Mann-Whitney-U-Test)
Exakte Signifikanz (2-seitig)
E. coli Pathotypen 3h 6h
CaCo- FKD- CaCo- FKD-
INT 407 2 R 971 PC  INT 407 2 R971 PC
EAEC EHEC 0,093 0699 0818 1,000 0,818 0589 0,818 0,771
EAEC EHEC/EAEC 0,381 0,762 0,352 0,151 0,714 0,905 0,381 0,099
EAEC EIEC 0,905 0,352 0,537 0,003 0,286 0,095 0,052 0,075
EAEC EPEC 0,714 0,177 0,610 0,000 0,714 0,114 0,262 0,001
EAEC K12 0,167 0,714 0,038 0,003 0,024 0,714 0,010 0,003
EAEC Kommensale 0,905 1,000 0,167 0,125 0,048 0,905 0,048 0,129
EAEC STEC 0635 0820 0,350 0,001 0,026 0955 0,031 0,023
EHEC EHEC/EAEC 1,000 0,352 0,352 0,125 1,000 0,381 1,000 0,328
EHEC EIEC 0,167 0,352 0,792 0,018 0429 0,714 0,126 0,279
EHEC EPEC 0,548 0,082 1,000 0,000 1,000 0,476 1,000 0,001
EHEC K12 0,095 1,000 0,257 0,010 0,048 0,262 0,010 0,027
EHEC Kommensale 0,167 0,381 0,381 0,250 0,095 0,381 0,095 0,383
EHEC STEC 0,147 0,892 0,660 0,007 0,066 0,607 0,147 0,152
EHEC/EAEC EIEC 0,400 0,343 0,190 0,015 0,200 0,200 0,036 0,032
EHEC/EAEC EPEC 1,000 0,063 0,343 0,002 1,000 0,114 1,000 0,008
EHEC/EAEC K12 0,200 0,629 0,057 0,009 0,100 0,700 0,057 0,008
EHEC/EAEC Kommensale 0,400 0,857 0,114 0,015 0,100 1,000 0,100 0,016
EHEC/EAEC STEC 0,371 0,599 0,138 0,000 0,018 0,864 0,014 0,008
EIEC EPEC 0,700 0,905 1,000 0,009 0,200 1,000 0,036 0,095
EIEC K12 0,400 0629 0,063 0,818 0,400 0,100 0,413 0,548
EIEC Kommensale 1,000 0,400 0,250 0,240 0,400 0,200 1,000 0,841
EIEC STEC 0,811 0,212 0,743 0,974 0909 0,145 0,768 0,933
EPEC K12 0,400 0,250 0,114 0,002 0,100 0,057 0,057 0,222
EPEC Kommensale 0,700 0,071 0,400 0,002 0,100 0,114 0,100 0,016
EPEC STEC 0,573 0,064 0,571 0,000 0,018 0,148 0,014 0,042
K12 Kommensale 0,400 0,400 0,629 0,132 0,400 0,700 0,229 0,310
K12 STEC 0,469 0,945 0,343 0,673 0,145 0,727 0,076 0,349
Kommensale STEC 1,000 0,633 0456 0137 0600 0,864 0,371 0,933
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Tabelle 21: Statistik zur wirtsinduzierten Virulenzgenexpression (Mann-Whitney-U-
Test)
E. coli Stammen untersuchtes Exakte Signifikanz (2-seitig)
Virulenzgen INT 407 CaCo-2 FKD-R 971 PC

EDL933 LB226692 stx2 0,400 0,400 0,200 0,700
EDL933 12E0114 stx1 0,700 1,000 0,200 0,100
EDL933 LB226692 iha 0,400 0,700 0,100 0,100
EDL933 55989 iha 0,400 0,100 1,000 0,200
EDL933 12E0114 iha 0,700 0,100 0,100 0,400
LB226692 55989 iha 1,000 0,200 0,100 0,100
LB226692 12E0114 iha 0,400 0,200 0,100 0,200
55989 12E0114 iha 0,200 0,100 0,100 0,100
LB226692 55989 aggR 0,400 0,100 0,100 0,100
LB226692 55989 pic 1,000 0,400 1,000 0,100
Tabelle 22: Statistik zur absoluten Stx-Freisetzung nach E. coli-Stammen (ELISA,

Mann-Whitney-U-Test)

Exakte Signifikanz (2-seitig)

E. coli Stammen HEp-2 INT 407  FKD-R 971 CaCo-2 PC

12E0111 12E0114 0,029 0,008 0,002 0,008 0,167
12E0111 2403 0,029 0,008 0,002 0,008 0,008
12E0111 86-24 0,029 0,008 0,002 0,048 0,167
12E0111 C600 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
12E0111 EDL933 0,016 0,008 0,002 0,008 0,008
12E0111 LB226692 1,000 0,167 0,002 1,000 1,000
12E0114 2403 0,229 0,421 0,151 0,690 0,087
12E0114 86-24 0,057 0,008 0,004 0,310 0,825
12E0114 C600 0,018 0,008 0,002 0,008 0,167
12E0114 EDL933 0,143 0,151 0,329 0,222 0,087
12E0114 LB226692 0,029 0,008 0,008 0,008 0,405
2403 86-24 0,029 0,008 0,009 0,222 0,032
2403 C600 0,008 0,008 0,002 0,008 0,008
2403 EDL933 0,730 0,841 0,329 0,024 0,643
2403 LB226692 0,029 0,008 0,008 0,008 0,024
86-24 C600 0,008 0,008 0,002 0,048 0,167
86-24 EDL933 0,016 0,008 0,002 0,008 0,016
86-24 LB226692 0,029 0,143 0,177 0,048 0,524
C600 EDL933 0,008 0,008 0,002 0,008 0,008
C600 LB226692 1,000 0,167 0,002 1,000 1,000
EDL933 LB226692 0,016 0,008 0,004 0,008 0,032
Tabelle 23: Statistik zur absoluten Stx-Freisetzung nach Pathotypen (ELISA, Mann-

Whitney-U-Test)

Exakte Signifikanz (2-seitig)

E. coli Pathotypen HEp-2 INT 407 CaCo-2 FKD-R 971 PC

EHEC EHEC/EAEC 0,003 0,012 0,003 0,014 0,108
EHEC STEC 0,810 0,764 0,123 0,756 0,441
EHEC/EAEC  STEC 0,078 0,134 0,027 0,427 0,264
EHEC K12 0,001 0,001 0,003 0,000 0,012
EHEC/EAEC K12 1,000 0,167 1,000 0,002 1,000
K12 STEC 0,048 0,027 0,027 0,021 0,085
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Tabelle 24: Statistik zur absoluten Stx-Freisetzung nach E. coli-Wirtspezies (ELISA,
Mann-Whitney-U-Test)
Exakte Signifikanz (2-seitig)
E. coli Wirten HEp-2 INT 407  CaCo-2  FKD-R971 PC
Kontrolle Mensch 0,025 0,003 0,000 0,050 0,048
Kontrolle Rind 0,048 0,027 0,021 0,027 0,085
Mensch Rind 0,313 0,342 0,922 0,909 0,957
Tabelle 25: Statistik zur quantitativen Bestimmung der zytotoxischen Aktivitat von

Stx nach E. coli-Stammen (Vero-ZT, Mann-Whitney-U-Test)

Exakte Signifikanz (2-seitig)

E. coli Stammen HEp-2 INT 407 FKD-R 971 CaCo-2 PC

12E0111 12E0114 0,057 0,008 0,008 0,016 0,032
12E0111 2403 0,029 0,008 0,008 0,008 0,008
12E0111 86-24 0,229 0,841 0,686 0,532 0,659
12E0111 C600 0,029 0,008 0,008 0,167 0,048
12E0111 EDL933 0,029 0,008 0,002 0,016 0,008
12E0111 LB226692 0,343 0,095 0,587 0,892 0,802
12E0114 2403 0,057 0,008 0,151 0,032 0,222
12E0114 86-24 0,057 0,008 0,004 0,016 0,008
12E0114 C600 0,029 0,008 0,008 0,008 0,008
12E0114 EDL933 0,057 0,008 0,019 0,310 0,841
12E0114 LB226692 0,057 0,008 0,008 0,004 0,032
2403 86-24 0,029 0,008 0,004 0,016 0,008
2403 C600 0,029 0,008 0,008 0,008 0,008
2403 EDL933 0,686 0,222 0,045 0,548 0,056
2403 LB226692 0,029 0,008 0,008 0,004 0,008
86-24 C600 0,029 0,008 0,004 0,048 0,008
86-24 EDL933 0,029 0,008 0,001 0,016 0,008
86-24 LB226692 0,886 0,056 0,690 0,771 0,540
C600 EDL933 0,029 0,008 0,002 0,008 0,008
C600 LB226692 0,029 0,008 0,008 0,061 0,008
EDL933 LB226692 0,029 0,008 0,002 0,004 0,008
Tabelle 26: Statistik zur quantitativen Bestimmung der zytotoxischen Aktivitat von

Stx nach Pathotypen (Vero-ZT, Mann-Whitney-U-Test)

Exakte Signifikanz (2-seitig)

E. coli Pathotypen HEp2 INT 407 CaCo-2 FKD-R 971 PC
EHEC EHEC/EAEC 0,283 0,768 0,111 0,047 0,308
EHEC K12 0,004 0,001 0,000 0,005 0,001
EHEC STEC 0,455 0,103 0,103 0,849 0,159
EHEC/EAEC K12 0,029 0,008 0,008 0,061 0,008
EHEC/EAEC  STEC 0,226 0,168 0,054 0,022 0,065
K12 STEC 0,001 0,000 0,000 0,003 0,001
Tabelle 27: Statistik zur quantitativen Bestimmung der zytotoxischen Aktivitat von
Stx nach E. coli-Wirtspezies (Vero-ZT, Mann-Whitney-U-Test)
Exakte Signifikanz (2-seitig)
E. coli Wirten HEp2 INT 407 CaCo-2 FKD-R 971 PC
Kontrolle Mensch 0,001 0,000 0,006 0,000 0,000
Kontrolle Rind 0,001 0,000 0,003 0,000 0,001
Mensch Rind 0,241 0,056 0,182 0,039 0,050
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Tabelle 28: Statistik zur Zellvitalitit im Adhasionsversuch nach E. coli-Stammen
(Giemsa-Farbung, Mann-Whitney-U-Test)

Exakte Signifikanz (2-seitig)

E. coli Stammen INT 407 FKD-R 971 CaCo-2 PC

123 12E0111 0,100 1,000 0,100 0,400
123 12E0114 0,100 1,000 0,100 0,100
123 17-2 0,100 1,000 0,200 0,100
123 2403 0,100 1,000 0,400 1,000
123 55989 0,600 1,000 1,000 0,300
123 86-24 0,100 1,000 0,100 0,300
123 C600 1,000 1,000 1,000 1,000
123 E2348/69 0,100 1,000 0,100 0,100
123 EDL933 0,600 1,000 0,300 0,200
123 LB226692 0,600 1,000 0,400 0,300
12E0111 12E0114 0,400 1,000 0,700 0,300
12E0111 17-2 0,400 1,000 0,300 0,100
12E0111 2403 0,400 1,000 0,500 0,700
12E0111 55989 1,000 1,000 0,200 0,900
12E0111 86-24 1,000 1,000 0,700 0,900
12E0111 C600 0,100 1,000 0,100 0,700
12E0111 E2348/69 0,100 1,000 0,100 1,000
12E0111 EDL933 0,400 1,000 0,200 1,000
12E0111 LB226692 1,000 1,000 0,800 1,000
12E0114 17-2 1,000 1,000 0,200 0,100
12E0114 2403 1,000 1,000 1,000 0,200
12E0114 55989 0,700 1,000 0,100 0,300
12E0114 86-24 1,000 1,000 1,000 0,200
12E0114 C600 0,100 1,000 0,100 0,200
12E0114 E2348/69 0,100 1,000 0,100 0,400
12E0114 EDL933 0,300 1,000 0,300 0,400
12E0114 LB226692 0,700 1,000 1,000 0,300
17-2 2403 0,800 1,000 0,200 0,100
17-2 55989 0,500 1,000 0,333 0,100
17-2 86-24 0,700 0,400 0,200 0,100
17-2 C600 0,100 1,000 0,100 0,100
17-2 E2348/69 0,200 1,000 0,400 0,100
17-2 EDL933 0,300 1,000 0,200 0,100
17-2 LB226692 0,500 1,000 0,300 0,100
2403 55989 1,000 1,000 0,500 0,600
2403 86-24 1,000 0,400 1,000 0,600
2403 C600 0,200 1,000 0,400 1,000
2403 E2348/69 0,200 1,000 0,100 0,400
2403 EDL933 0,667 1,000 0,900 0,400
2403 LB226692 1,000 1,000 1,000 0,300
55989 86-24 1,000 1,000 0,100 1,000
55989 C600 0,300 1,000 0,400 0,600
55989 E2348/69 0,200 1,000 0,100 0,400
55989 EDL933 1,000 1,000 0,600 1,000
55989 LB226692 1,000 1,000 0,500 1,000
86-24 C600 0,100 1,000 0,100 0,600
86-24 E2348/69 0,100 1,000 0,100 0,400
86-24 EDL933 0,600 1,000 0,300 0,400
86-24 LB226692 1,000 0,400 1,000 0,700
C600 E2348/69 0,100 1,000 0,100 0,400
C600 EDL933 0,300 1,000 0,100 0,400
C600 LB226692 0,300 1,000 0,400 0,300
E2348/69 EDL933 0,200 1,000 0,100 1,000
E2348/69 LB226692 0,200 1,000 0,100 1,000
EDL933 LB226692 1,000 1,000 0,900 1,000
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Tabelle 29: Statistik zur Zellvitalitdt im Adhasionsversuch nach Pathotypen (Giemsa-
Farbung, Mann-Whitney-U-Test)

Exakte Signifikanz (2-seitig)

E. coli Pathotypen INT 407 CaCo-2 FKD-R 971 PC
EAEC EHEC 0,429 0,545 0,929 0,238
EAEC EHEC/EAEC 0,762 1,000 0,771 0,381
EAEC EPEC 0,071 0,750 0,143 0,411
EAEC K12 0,054 1,000 0,143 0,071
EAEC Kommensale 0,071 1,000 0,286 0,054
EAEC STEC 0,662 1,000 0,913 0,126
EHEC EHEC/EAEC 1,000 0,464 1,000 1,000
EHEC EPEC 0,018 1,000 0,012 0,464
EHEC K12 0,036 1,000 0,012 0,214
EHEC Kommensale 0,107 0,524 0,071 0,071
EHEC STEC 0,391 0,580 0,269 0,741
EHEC/EAEC EPEC 0,200 1,000 0,100 1,000
EHEC/EAEC K12 0,300 1,000 0,400 0,300
EHEC/EAEC  Kommensale 0,600 1,000 0,400 0,300
EHEC/EAEC  STEC 1,000 1,000 0,836 0,945
EPEC K12 0,100 1,000 0,100 0,400
EPEC Kommensale 0,100 1,000 0,100 0,100
EPEC STEC 0,006 0,673 0,005 1,000
K12 Kommensale 1,000 1,000 1,000 1,000
K12 STEC 0,012 1,000 0,032 0,364
Kommensale STEC 0,012 1,000 0,032 0,177
Tabelle 30: Statistik zur Zellvitalitit im Adhasionsversuch nach Wirtspezies (Giemsa-

Farbung, Mann-Whitney-U-Test)

Exakte Signifikanz (2-seitig)

E. coli Wirten INT 407 CaCo-2 FKD-R 971 PC

Kontrolle Mensch 0,007 1,000 0,014 0,069
Kontrolle Rind 0,012 1,000 0,032 0,364
Kontrolle Schwein 1,000 1,000 1,000 1,000
Mensch Rind 0,586 0,876 0,858 0,584
Mensch Schwein 0,017 1,000 0,045 0,011
Rind Schwein 0,012 1,000 0,032 0,177
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Tabelle 33:

Statistik zum Zelluntergang, bestimmt im LDH-Zytotoxizitdts-Assay nach

Serotypen (Mann-Whitney-U-Test)

Exakte Signifikanz (2-seitig)

E. coli Serotypen 3h
INT CaCo- FKD- INT CaCo- FKD-
407 2 R 971 PC 407 2 R 971 PC

0104:H4 0127:H6 0,381 0461 0,381 0,095 0366 0573 0914 0,171
0104:H4 0143:Hnd 0,714 1,000 1,000 0,381 0548 0,133 1,000 0,905
0104:H4 0156:H25 0,548 0461 0,714 0,381 0905 0,630 0,548 0,905
0104:H4 O157:H7 0,008 0,851 0,607 0,864 1,000 0,904 0,864 0,776
0104:H4 03:H2 0,905 0,808 0,381 0,262 0,095 0,016 1,000 0,548
0104:H4 043:H28 0,714 0461 0,381 0,714 0,262 0,368 0,905 0,905
0104:H4 Orough:H- 0,548 0,933 0,262 0,167 0,167 0,776 1,000 1,000
0127:H6 0143:Hng 0,700 0,486 0,200 0,200 1,000 0,364 0,067 0,833
0127:H6 0156:H25 0,700 0,686 0,400 0,200 0,383 0,937 0,667 0,667
0127:H6 O157:H7 0,600 0,521 0,727 0,100 0,536 0,426 0,042 0,408
0127:H6 03:H2 0,700 0,486 0,200 0,100 833 1,000 0,267 0,833
0127:H6 043:H28 0,700 1,000 1,000 0,700 0,383 0,454 0,183 0,833
0127:H6 Orough:H- 0,400 0,486 1,000 0,400 0,183 0469 0,117 1,000
0143:Hnd 0156:H25 1,000 0,343 1,000 0,400 0,700 0,400 0,200 1,000
0143:Hnd 0157:H7 0,064 0862 0482 0,300 0,864 0,923 0,727 0,864
0143:Hnd 03:H2 1,000 0,886 0,700 0,200 1,000 0,533 1,000 0,200
0143:Hnd 043:H28 1,000 0,486 0,200 0,200 0,700 1,000 0,700 1,000
0143:Hng Orough:H- 0,700 0,686 0,400 0,400 0,400 0,800 0,700 1,000
0156:H25  O157:H7 0,145 0379 0,282 0,373 0,755 0,456 0,100 0,864
0156:H25  O3:H2 0,700 0,343 0,700 0,700 0,100 0,629 0,200 0,700
0156:H25  043:H28 1,000 0,686 0,200 0,700 0,100 0,229 0,200 1,000
0156:H25  Orough:H- 0,700 0,886 0,200 0,200 0,100 0,700 0,200 1,000
O157:H7 0O3:H2 0,145 0,684 0,209 0,282 0,209 0,226 1,000 0,036
0157:H7 043:H28 0,100 0,379 0482 0,727 0600 0,138 1,000 0,864
0157:H7 Orough:H- 1,000 0953 0,282 0,145 0,282 0,769 1,000 1,000
03:H2 043:H28 1,000 0,343 0,200 0,700 0,100 0,114 1,000 0,100
03:H2 Orough:H- 0,700 0,886 0,200 0,200 0,100 1,000 1,000 0,200
043:H28 Orough:H- 0,700 0,343 1,000 0,100 0,700 0,629 1,000 0,700
0104:H4 Triton X-100 0,024 0,004 0,024 0,024 0,048 0,004 0,024 0,024
0127:H6 Triton X-100 0,100 0,029 0,100 0,100 0,100 0,029 0,100 0,100
0143:Hnd Triton X-100 0,100 0,029 0,100 0,100 0,700 0,133 0,100 0,100
0156:H25  Triton X-100 0,100 0,029 0,100 0,100 0,100 0,057 0,100 0,100
0157:H7 Triton X-100 0,009 0,001 0,009 0,009 0,100 0,001 0,009 0,009
03:H2 Triton X-100 0,100 0,029 0,100 0,100 0,400 0,029 0,100 0,100
043:H28 Triton X-100 0,100 0,029 0,100 0,100 0,100 0,029 0,100 0,100
Orough:H- Triton X-100 0,100 0,029 0,100 0,100 0,100 0,057 0,100 0,100
Tabelle 34: Statistik zum Zelluntergang, bestimmt im LDH-Zytotoxizitdts-Assay nach

E. coli-Wirtspezies (Mann-Whitney-U-Test)

Exakte Signifikanz (2-seitig)

3h 6h
E. coli-Wirtsursprung INT CaCo- FKD- INT CaCo- FKD-
407 2 R 971 PC 407 2 R 971 PC

Kontrolle Mensch 0,018 0,039 0,754 0,254 0,000 0,100 0,000 0,000
Kontrolle Rind 0,068 0,201 0,507 0,277 0,003 0,050 0,000 0,005
Kontrolle Schwein 0,321 0872 0,736 0237 0,012 0821 0,206 0,085
Mensch Rind 0422 0850 0449 0498 0,199 0816 0,765 0,298
Mensch Schwein 0,742 0361 0,172 0613 0,219 0,248 0,673 0,433
Rind Schwein 0,373 0,316 0,600 0,864 0,455 0,148 0,727 1,000
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Tabelle 35:

Statistik zum Zelluntergang, bestimmt im LDH-Zytotoxizitidts-Assay nach
Pathotypen (Mann-Whitney-U-Test)

Exakte Signifikanz (2-seitig)

E. coli Pathotypen 3h
CaCo- FKD- CaCo- FKD-
INT 407 2 R971 PC  INT 407 2 R 971 PC

EAEC EHEC 0,026 0,798 0,065 0,310 0,699 0,422 0,818 0,589
EAEC EHEC/EAEC 0,714 0,808 0,024 0,381 0,714 0,386 0,048 0,714
EAEC EIEC 0,714 1,000 0,381 0,262 0,714 0,400 0,905 0,714
EAEC EPEC 0,381 0,368 0,095 0,048 0,628 0,829 0,035 0,945
EAEC K12 0,024 0,194 0,024 0,155 0,012 0,114 0,012 0,005
EAEC Kommensale 0,714 0,283 0,095 0,548 0,262 0,214 0,905 0,381
EAEC STEC 0,088 0,624 0,181 0,529 0,372 1,000 0,093 0,456
EHEC EHEC/EAEC 0,262 0,933 0,548 0,548 0,548 0,808 0,167 0,262
EHEC EIEC 0,095 0,933 0,548 0,762 0,714 1,000 0,905 0,714
EHEC EPEC 0,714 0,683 0,548 0,262 0,445 0,408 0,051 0,628
EHEC K12 0,024 0,547 0,155 1,000 0,029 0,811 0,079 0,012
EHEC Kommensale 0,167 0,461 0,262 0,714 0,714 0,214 1,000 0,714
EHEC STEC 0,864 1,000 0,689 0529 0932 0,370 0,328 0,689
EHEC/EAEC EIEC 1,000 0,886 0,400 0,400 1,000 0,800 0,200 0,200
EHEC/EAEC EPEC 0,700 0,686 1,000 0,200 0,833 0,374 0,667 0,833
EHEC/EAEC K12 0,100 1,000 0,700 0,700 0,012 0,433 0,012 0,012
EHEC/EAEC Kommensale 1,000 0,686 1,000 1,000 0,100 0,686 0,400 0,100
EHEC/EAEC STEC 0,373 0,770 1,000 1,000 0,086 0,604 0,282 0,100
EIEC EPEC 0,700 0,486 0,200 0,200 1,000 0,364 0,067 0,833
EIEC K12 0,100 0,314 0,100 0,700 0,206 0,227 0,206 0,085
EIEC Kommensale 1,000 0,486 0,200 0,200 0,700 1,000 0,700 1,000
EIEC STEC 0,373 0,599 0,600 0,482 0,582 0,727 0,282 1,000
EPEC K12 0,100 0,314 0,700 0,700 0,014 0,084 0,001 0,029
EPEC Kommensale 0,700 1,000 1,000 0,100 0,383 0,454 0,183 0,833
EPEC STEC 0,373 0,379 0,864 0,064 0,241 0,549 0,114 0,470
K12 Kommensale 0,100 0,314 0,700 0,100 0,012 0,821 0,206 0,085
K12 STEC 0,009 1,000 0,859 0,486 0,003 0,060 0,000 0,005
Kommensale STEC 0,373 0,316 0,600 0,864 0,455 0,148 0,727 1,000

Tabelle 36: Statistik zum Einfluss der experimentellen Infektion mit dem
Hybridstamm auf das Immunsystem des Rindes fiir CD4* und CD8a* T-
Gedachtniszellen (Tw) (Kruskal-Wallis-Test, post hoc Dunn’s Test)

Exakte Signifikanz (2-seitig)
CD4*Tw CD8a*Twm

Tiergruppe ConA GZL1 GZL2 GZL3 ConA GZL1 GZL2 GZL3

Gruppe 1 Gruppe2 0,156 1,000 1,000 0,599 0,326 1,000 1,000 1,000
Gruppe 1 Gruppe3 0,679 1,000 1,000 0,771 1,000 0,246 0,124 0,103
Gruppe 2 Gruppe 3 1,000 1,000 1,000 1,000 0494 0,351 0,042 0,510

Tabelle 37: Statistik zum Einfluss der experimentellen Infektion mit dem
Hybridstamm auf das Immunsystem des Rindes fiir CD8a* T-
Gedéchtniszellen (Tw) bei Stimulation mit GZL 2 (86-24) nach Tagen
(Mann-Whittney-U-Test)

Exakte Signifikanz (2-seitig)
Aktivierung der CD8a* Tw-Zellen stimuliert mit GZL 2 (86-24)
Tiergruppe do d7 d14 d21 d28
Gruppe 1 Gruppe 2 0,841 n.a. 0,841 0,421 0,016
Gruppe 1 Gruppe 3 0,310 0,841 0,421 1,000 0,016
Gruppe 2 Gruppe 3 0,032 n.a. 0,222 0,548 0,032
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9.2 Ubersicht iiber verwendete Gerate, Chemikalien und

Verbrauchsmaterialien

9.2.1 Verwendete Gerite

Gerate/ Modell

Firma

1-Kanal-Stepper
7500 Fast Real Time PCR System, ABIPrism™ 7500

Abzug
Analysewaage LA230S
Analysewaage Typ L610-D2

Brutschrank Heraeus HERA cell 1, Typ HSP 18, CO2-
Inkubator

Brutschrank MCO-19AIC COz-Inkubator
Brutschrank WTB Binder

Durchflusszytometer BD FACSCanto™ |

Elektrophoresegerat fur Auftrennung, BIORAD Mini-
Protean IlI

Elektrophoresegerat fir Blotting, BIORAD TRANS-
BLOT SD semi-dry transfer cell

Elektrophoresekammer fur Agarosegele, Model 41-
1325

Scanner (Epson Scanner V700/Photo)

EVOM-Gerét (epithelial voltohmmeter) mit STX2-
Elektrode

Geldokumentationssystem G:BOX EF

Hochvakuum-Bedampfungsanlage (Bal-Tec Med
020, Baltec)

Magnetrihrer (Variomag Monotherm)

Mehrkanalpipette Xplorer®, 5-100 pl
Mikroskop Ampival

Mikroskopkamera Leica DFC450C
Mikrowellengerat 8018

Multipette® plus

NanoDrop™ 1000 Spectrophotometers

Neubauer-Zahlkammer
PCR-Cooler, 96-well
Photometer Ultrospec™ 10 Zelldichte-Messgerat

Pipetboy acu 2

Pipetten, Reference® o. Research® plus, 0,5-10 pl, 2-
20 pl, 10-100 pl, 20-200 pl, 100-1.000 I

Fa. Eppendorf, Hamburg

Fa. Applied Biosystems, Life
Technologies Corporation, Warrigton, UK

Fa. W. H. Mahl, Trendelburg

Fa. Sartorius AG, Goéttingen

Fa. Satorius GmbH, Géttingen

Fa. Kendro Laboratory Products, Hanau

Fa. Panasonic (ehem. Sanyo) Biomedical
Sales, Etten Leur, NL

Fa. WTB Binder Labortechnik GmbH,
Tuttlingen

Fa. Becton-Dickison, Heidelberg

Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen

Fa. Peglab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Fa. Epson Deutschland GmbH,
Meerbusch

Fa. World Precision Instruments (WPI),
USA

Fa. Syngene, Cambridge, UK
Fa. Bal-Tec, Balzers, Lichtenstein

Fa. H+P Labortechnik GmbH,
OberschlieBheim

Fa. Eppendorf AG, Hamburg

Fa. Carl Zeiss, Jena

Fa. Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
Fa. Privileg, Stuttgart

Fa. Eppendorf AG, Hamburg

Fa. ThermoFisher Scientific Biosciences
GmbH, St. Leon-Rot

Fa. Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Fa. Eppendorf AG, Hamburg

Fa. VWR International Ltd, Lutterworth,
England

Fa. Integra Biosciences AG, Zizers,
Schweiz

Fa. Eppendorf AG, Hamburg
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9.2.1 Verwendete Gerite (Fortsetzung)

Gerite/ Modell Firma

Plattenphotometer Model Sunrise™ mit Auswertung Fa. Tecan Austria GmbH, Grédig/ Salzburg,

Software MagellanTM Austria

Plattformschittler Duomax 1030 Fa. Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Reagenzglasschiittler lab dancer Fa. IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen

Schuttelwasserbad (Julabo Shake Temp SW 23) Fa. Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach

Schuttelwasserbad GFL 1092 Fa. Gesellschaft fur Labortechnik mbH,
Burgwedel

Sicherheitswerkbank Heraeus Typ HSP 18 Fa. Kendro Laboratory Products, Hanau

Sicherheitswerkbank BioVanguard 6 Fa. Telstar, JA Woerden, NL

Sicherheitswerkbank Safe 2020 Fa. Thermo Fisher Scientific Biosciences
GmbH, St. Leon-Rot

Sicherheitswerkbank, HERA Safe, Typ KS18 Fa. Thermo Electron corporatino,
Langenselbold

Spannungsgeréat 1000/500 Power Fa. BIO-RAD Laboratories GmbH, Minchen

Systemmikroskop Olympus BX41 Fa. Olympus Deutschland GmbH, Hamburg

Thermoblock (AccuBlock™) FA. Labnet International Inc., Woodbridge
USA

Thermoblock, Typ DB3 Fa. Techne, Staffordshire, UK

Thermocycler Biometra T-Personal combi Fa. Biomedizinische Analytik GmbH,
Géttingen

Tischzentrifuge Centrifuge 5415R Fa. Eppendorf AG, Hamburg

Tischzentrifuge Mini Spin Plus Fa. Eppendorf AG, Hamburg

Tischzentrifuge MiniSpin Fa. Eppendorf AG, Hamburg

Tischzentrifuge ROTINA 380R, Typ 1706 Fa. Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

Tischzentrifuge Universal 320 R Fa. Hettich Lab Technology, Tuttlingen

Transmissionselektronenmikroskop (TECNAI 12, FEI) Fa. FEI Munich, Gréfelfing (jetzt Fa. Thermo
Fisher Scientific GmbH, Schwerte )

Ultramikrotom, Ultracut UCT-GA-DE 1/00 Fa. Leica Camera AG, Wetzlar

Vortex 2 Genie, Model G-560E Fa. Scientific Industries, Bohemia, USA

Zentrifuge Centrifuge 5415 D Fa. Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifuge Labofuge 400 Fa. Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Zentrifuge Megafuge 1.0 R Fa. Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Zentrifuge Universal 30 RF Fa. Andreas Hettich GmbH & Co.KG,
Tuttlingen
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9.2.2 Verwendete Chemikalien

Reagenz Bezugsquelle Artikel-Nr.
2-Mercaptoehanol Fa. Serva Feinbiochemica GmbH & 28625
Co, Heidelberg
Agar-Agar Fa. SIFIN GmbH, Berlin TN 1400
Amphotericin B, lyophilisiert, 250 ug/ml Fa. Biochrom, zugehérig zu Fa. Merck A 2612
Millipore GmbH, Berlin
APS (Ammonimpersulfatidsung) Fa. Serva Feinbiochemica GmbH & 13375
Co, Heidelberg
BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl- Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 11383221001
Phosphat-Salz), Roche Diagnostics Taufkirchen
Blut-Agar (Basis) Fa. SIFIN GmbH, Berlin TN 1106
bovine CD21, Maus-IgG1 Fa. VMRD, Inc., Pullman Washington, = GB25A
USA
bovine CD25 ( Bovine Interleukin-2 Fa. VMRD, Inc., Pullman Washington, CACT116A
receptor a), Maus-lgG1 USA
bovine CD4, Maus-lgG2a Fa. VMRD, Inc., Pullman Washington, IL-A 11
USA
bovine CD45R0O, Maus- 1gG3 Fa. VMRD, Inc., Pullman Washington, IL-A116
USA
bovine CD8-Alexa Fluor ® 647 Fa. AbD Serote, Puchheim MCAB837A64
bovine Pituitary Extract (BPE) (Gibco®) Fa. Fisher Scientific GmbH, Nidderau 13028-014
bovine yd/ TCR1-N-24 Fa. VMRD, Inc., Pullman Washington, GB21A
USA
BSA (bovines Serum Albumin), Fa. Serva Feinbiochemica GmbH & 11925
microbiological grade, 100 g Co, Heidelberg
Butanol, 4 L Fa. VWR International GmbH, Dresden 200004-352
CD77, Clone 38-13, Isotype: Rat IgM Fa. AbD Serotech, Diisseldorf MCA579
CFSE Proliferation Dye Fa. eBioscience, Frankfurt am Main 65-0850-84
Collagen R solution 0.2 %, sterile, 20 ml Fa. Serva Feinbiochemica GmbH & 47254.01
Co, Heidelberg
Collagenase Typ I, CLS I, 100 mg Fa. Biochrom zugehérig zu Fa. Merck C1-28
Millipore GmbH, Berlin
Concanavalin A (ConA) Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, L7647-25MG
Taufkirchen
D(+)-Mannose BioChemica Fa. Neolab, Heidelberg 3587,0050
DAPCO-Eindeckmedium Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-2522
Steinheim
DAPI Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D9542-5MG
Taufkirchen
Dextrose, D(+)-Glucose Monohydrat Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, 6887.1
Karlsruhe
DMF (Dimethlyfumarsaure), 1 L Fa. VWR International GmbH, Dresden BDH1115-1L
DMSO-haltiges Einfriermedium Fa. Th. Geyer Hamburg GmbH, C6164-50ML
(Cell-Freezing Medium DMSO 1x) Hamburg
DEPC-Wasser (DNAse-freies Wasser) Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, HN57.1
ROTIPURAN® Karlsruhe
dNTP Master-Mix (25 mM) Fa. PAN-Biotech GmbH, Aidenbach PAN739028
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9.2.2 Verwendete Chemikalien (Fortsetzung)

Reagenz Bezugsquelle Artikel-Nr.

D-Sorbitol, BioReagent, cell culture Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, S$3889-500G

tested, plant cell culture tested, Taufkirchen

EGF — human epidermal growth factor Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, E9644

(recombinant), Taufkirchen Uber Altmann Analytik

Ethanol 100 %, 1x 2,5 L Fa. VWR International GmbH, Dresden PROOSO-

9063-B025

FITC (Fluoreszein-Iso-Thiozyanat) Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, P5282-.1MG

konjugiertes Phalloidin Taufkirchen

Fotales Kélberserum (FKS) Fa. Fisher Scientific GmbH, Nidderau 10664083

Gassner-Agar FA. SIFIN GmbH, Berlin TN 1194

GeneRuler Low Range DNA Ladder 25to  Fa. MBI Fermentas GmbH, St. Leon- SM1191

700 bp, ready-to-use Rot

GeneRuler® 100bp DNA Ladder Plus Fa. MBI Fermentas GmbH, St. Leon- SM0321
Rot

Gentamycinsulfat, = 590 I.U./mg Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, 0233.4
Karlsruhe

Gibco® DMEM (4,5 g/l high glucose) Fa. Fisher Scientific GmbH, Nidderau 41965-039

Gibco® DMEM (4,5 g/l high glucose, no Fa. Fisher Scientific GmbH, Nidderau 31053-028

glutamine, no phenol red)

Gibco® Ham'’s F-12 Nutrient Mixture Fa. Fisher Scientific GmbH, Nidderau 21765-029

Gibco® Iscove’s DMEM (IMDM) Fa. Fisher Scientific GmbH, Nidderau 21980-032

Gibco® MEM Fa. Fisher Scientific GmbH, Nidderau 31095-029

Gibco® MEM (no glutamine, no phenol Fa. Fisher Scientific GmbH, Nidderau 51200-046

red)

Giemsa-Stamml&sung Fa. Neolab Migge Laborbedarf Vertrieb 28800250
GmbH, Heidelberg

Glyzerin Fa. Serva Feinbiochemica GmbH & 23591.02
Co, Heidelberg

Glyzerol 87% Fa. VWR International GmbH, 17-1325-01
Darmstadt

HBSS (ohne Ca2+, Mg2+, ohne Fa. Biochrom zugehérig zu Fa. Merck L 2045

Phenolrot) Millipore GmbH, Berlin

HBSS-Puffer (ohne Ca2 und, Mg2+, mit Fa. Biochrom, zugehérig zu Fa. Merck L 2055

Phenolrot) Millipore GmbH, Berlin

HCI Fa. VWR International GmbH, Dresden 64-19-7

Hefe-Extrakt Fa. SIFIN GmbH, Berlin TN 1404

Hydrocortisone, BioReagent, suitable for  Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, H0888-1G

cell culture Taufkirchen

1gG AP (Anti-Maus 1gG, AP-konjugiert) Fa. Boehringer Mannheim GmbH 1198661

1gG1-405 (Ziege anti-Maus, Fcy Fa. Jackson Immuno Research Europe 115-475-205

Subklasse 1 spezifisch) Ltd., Suffolk, UK

IgG1-PE (Ziege anti-Maus) Fa. Southern Biotech, Birmingham, AL, 1070-09S
USA

1gG2- Alexa Fluor® 594 (Anti-Rabbit IgG  Fa. Cell Signaling Technology Europe, 8889

(H+L), F(ab%)?2) B.V., Leiden, Niederlande

1gG2a-APC/ Cy7 (Ziege anti-Maus) Fa. Southern Biotech, Birmingham, AL, 1080-19

USA
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9.2.2 Verwendete Chemikalien (Fortsetzung)

Reagenz Bezugsquelle Artikel-Nr.

1gG2b-PerCp (Ziege anti-Maus) Fa. Jackson Immuno Research Europe 115-125-207
Ltd., Suffolk, UK

IgG3-FITC (Ziege anti-Maus) Fa. Southern Biotech, Birmingham, AL, 1100-02
USA

IgG-AP (Ziege anti-Kaninchen IgG H&L, Fa. Abcam plc, Cambridge, UK Ab6722-1

Alkaline Phosphatase)

IgM-FITC (Ziege anti Ratte) Fa. Jackson Immuno Research 112-096-075
Laboratories, PA, USA

Insulin, human, rekombinant, Fa. Biochrom zugehérig zu Fa. Merck K 3620
Millipore GmbH, Berlin

Isopropanol Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 563935-1L-D
Taufkirchen

LDH-Zytotoxizitats-Assay Kit (Cayman- Fa. Biomol GmbH, HAMBURG Cay10008882-

Biomol) 480

L-Glutamine Fa. Fisher Scientific, Schwerte 25030-024

LPS, Lipopolysaccharide von E.coli Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, L2762

026:B6 (eae-, stx1/2-) Taufkirchen

Lymphozytentrennmedium (Pancoll Fa. PAN Biotech, Aidenbach P04-63500

Animal)

Methanol Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 34860
Taufkirchen

MgClI2 Fa. Merck, Darmstadt 5833.0250

MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Fa. Fisher Scientific GmbH, Nidderau N8010560

Plate, 10 plates

MicroAmp® Optical Adhesive Film Fa. Fisher Scientific GmbH, Nidderau 4360954

Milchpulver Fa. Saliter GmbH & Co. KG, S$51091
Lauben/Allgau

MTT Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, M5655-1G
Taufkirchen

Multiplex PCR 5X Master Mix Kit Fa. New England Biolabs GmbH, M0284S
Frankfurt/M

NaCl, 1 kg Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, P029.2

Na-Citrat (Sodium Citrate Dihydrat)

Nahrbouillon

NBT (4-Nitro blue tetrazolium chloride,
solution), Roche Diagnostics GmbH

Non-essential Amino acids (100x)
(NEAS)

NP-40 Puffer

NuPAGE MES SDS Running Buffer (20x)

Omniscript Reverse Transkription-Kits

Karlsruhe

Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Fa. SIFIN GmbH, Berlin

Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Fa. Fisher Scientific GmbH, Nidderau

Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Fa. Fisher Scientific GmbH, Nidderau
Fa. Qiagen, Hilden

W302600-1KG-
K

TN 1172
11383213001

10415205

74388

NP0002
205111
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9.2.2 Verwendete Chemikalien (Fortsetzung)

Reagenz Bezugsquelle Artikel-Nr.

PANScript DNA-Polymerase™ 5 U/ul  Fa. PAN-Biotech GmbH, Aidenbach MB-1100500

mit NH4Mix und MgCI2 geliefert

Parafomaldehyd (PFA) Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, P6148
Taufkirchen

Penicillin-Streptomycin (10.000 U Fa. PAN-Biotech GmbH, Aidenbach P06-07100

Penicillin/ml, 10 mg Streptomycin/ml)

peqGOLD Universal Agarose, 500 g Fa. Peqglab, Erlangen 35-1020

Phosphorwolframsaure Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe  2635.1

Polymyxin-B-Sulfat BioChemica Fa. AppliChem GmbH, Darmstadt A0890,0001

Propidiumiodid BioChemica Fa. Neolab Migge GmbH, Berlin 3395.0000050

PVDF-Membran Fa. Merck Millipore GmbH, Berlin P-15552

QlAshredder-Saule Fa. Qiagen, Hilden 79656

Random Hexamers, 100 uM (5'-NNN  Fa. Jena Bioscience, Jena PM-301L

NNN-wobbles-3°)

RIDASCREEN® Verotoxin ELISA Fa. R-Biopharm AG, Darmstadt C2201

RNase Away 1 Liter Fa. VWR International GmbH, Dresden 732-2271

RNase-Free DNase Set Fa. Qiagen, Hilden 79254

RNase-Inhibitor (RNasin RNA- Fa. Promega High Tech Park, Mannheim N2515

Inhibitor 10000U)

RNeasy® Mini Kit Fa. Qiagen, Hilden 74104

Roti®-Mount-Eindeckmedium Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe HP68.1

Rotiphorese® 10x TBE-Puffer Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe  3061.2

Rotiphorese® Gel; Fertiglésung Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe  3029.3

(Acylamid-/Bisacrylamidlésung 30 %)

RPMI 1640-Medium mit L-Glutamin Fa. PAN-Biotech GmbH, Aidenbach P04-16500

SDS, Natriumlaurylphosphat, Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe ~ 43601.2

Standard (Westernblot), Spectra Fa. Fisher Scientific GmbH, Nidderau 26634

Multicolor Broad Range Protein

Ladders

Steriles defibriniertes Blut (Rind) Fa. Fiebig, ldstein-Niederauroff 40000100

SYBR Green | (SYBR® Green PCR Fa. Applied Biosystems Uiber Fa. Fisher 4312704

Master Mix) Scientific GmbH, Nidderau

TEMED Fa. Serva Feinbiochemica GmbH & Co, 35925
Heidelberg

Tris Fa. Serva Feinbiochemica GmbH & Co, 37190.02
Heidelberg

Triton X-100 (Octylphenol- Fa. Serva Feinbiochemica GmbH & Co, 37240

polyethyleneglycolether) Heidelberg

Trypanblau (Trypan blue solution Fa. Th. Geyer Hamburg GmbH, Hamburg ~ 93535-50ML

0,4%)

Trypsin (10x) Fa. DIFCO, gehért zu Becton Dickinson, 0152-15-9
Sparks, MD, USA

Tryptone Fa. SIFIN GmbH, Berlin TN 1403

180



9.2.2 Verwendete Chemikalien (Fortsetzung)

Reagenz Bezugsquelle Artikel-Nr.

Tween 20 Fa. Serva Feinbiochemica GmbH & Co, 37470
Heidelberg

Vimentin Fa. DAKO Denmark A/S, Glostrup, Denmark ~ M7020

Z0-2 Fa. Cell Signaling Technology Europe, B.V., 2847
Leiden, Niederlande

Zytokeratin/ pan-FITC Fa. Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA F3418

9.2.3 Verwendetes Verbrauchsmaterial

Material Bezugsquelle Artikel-Nr.

24-well-Mikrotiterplatten, Corning®  Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, CLS3527-

Costar® Taufkirchen 100EA

24-well-Suspensionsplatte, Fa. Greiner Bio One GmbH, Frickenhausen 662102

Cellstar®

6-well Mikrotiterplatte Corning® Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, CLS3516-

Costar®, flat bottom Taufkirchen 50EA

96-well Mikrotiterplatte, Corning® Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, CLS3596-

Costar®, Flachboden (flat bottom) Taufkirchen 50EA

96-well Mikrotiterplatte, Nunc® Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, P6991

MicrowWell™ 96 well round bottom Taufkirchen

96-well Mikrotiterplatte, Nunc® Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, P7241

MicroWell™ 96 well V-bottom Taufkirchen

Deckglaser (12 mm), rund Fa. Neolab Migge GmbH, Berlin 1-6283

Einmal-Impfésen 10 pl Fa. Neolab Migge GmbH, Berlin E-1722

Einmalkanile (18G, 1,2 x 40 mm) Fa. WDT, Garbsen 90278

Einmalkanile (23G, 0,6 x 25 mm) Fa. KS Medizintechnik, Felsberg, 115133

Einmalkivette, 1,5 ml - 3 ml, Fa. Neolab Migge GmbH, Berlin Y195.1

PLASTIBRAND®

Einmalspritzen, 20 ml, Luer Lock Fa. Hartenstein Gesellschaft fur Labor- & SE23
Medizintechnik mbH, Wirzburg

Einmalspritzen, 5 ml/10 ml Fa. WDT Pharmazeutische 09798/ 093155
Handelsgesellschaft mbH, Garbsen

FACS-R&hrchen, Flow Cytometry, Fa. Sartstedt AG & Co., Numbrecht 55.1579

5mil

Falcon® Cell Scraper (18 cm Stiel,  Fa. Corning B.V. Life Science, Amsterdam 353085

1,8 cm Blatt, steril

Filtereinsétzen (@ 12 mm), Fa. Fisher Scientific GmbH, Nidderau 10421761

Porengréf3e 0,4 pm, fir 24 well

Platte

Filterspitzen, 10 pl, steril Fa. Starlab GmbH, Hamburg S$1181-3810

Filterspitzen, 100 pl, steril Fa. Biozym Scientific GmbH, Hessisch 780102
Oldendorf

Filterspitzen, 1000 pl, steril Fa. Starlab GmbH, Hamburg S1126-7810

Filterspitzen, 200 pl, steril Fa. Starlab GmbH, Hamburg S1120-8810

Glas-Pasteurpipetten, ungestopft, Fa. Neolab Migge GmbH, Berlin E-1097

230 mm lang
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9.2.3 Verwendetes Verbrauchsmaterial (Forstetzung)

Material Bezugsquelle Artikel-Nr.
Glasspritze FORTUNA® OPTIMA®, Fa. Poulten & Graf GmbH, Wertheim 7.140
Luer-Lock-Metallkonus, von 1-100 ml

Glasspritze FORTUNA® OPTIMA®, mit Fa. Poulten & Graf GmbH, Wertheim 7.202
Luerkonus, 1-50 ml

Handschuhe, Latex Fa. Neolab Migge GmbH, Berlin 1-8107
Handschuhe, Nitril Fa. Neolab Migge GmbH, Berlin 1-8102
Kryotubes, 1,8 ml, steril Fa. Starlab GmbH, Hamburg E3090-6222

Laborflasche, 250ml/ 500ml/ 1000ml
MicroAmp® Optical Adhesive Film

MicroAmp® Optical 96-Well Reaction
Plate

Multiadapter, Luer
Multipetten-Aufsétze 10 mi

Objekttrager mit Mattrand
Petrischalen, steril

Reaktionsgefal, 0,2 ml
Reaktionsgefal, 1,5 ml
Reaktionsgefal, 1,5 ml, Safe-Lock

Reaktionsgefal, 2,0 ml
Reaktionsgefal, 2,0 ml, Safe-Lock

Reservoir mit Deckel fir
Mehrkanalpipetten, ca. 60 ml

Roti-Tape Markierband; 13mm Breite;
12,7m Lange

Sekura-Entsorgungsbeutel

Serologische Pipette, 10 ml, steril
Serologische Pipette, 25 ml, steril
Serologische Pipette, 5 ml, steril
Serologische Pipette, 50 ml, steril
S-Monovette®, Citrat 10 ml
Spatel, T-Form

Sterilfilter (PorengréRe 0,22 ym,
SpritzenvorsatZfilter, Einmalfilter)

Tips, ohne Filter, 1000 pl
Tips, ohne Filter, 20 pl
Tips, ohne Filter, 200 pl

Fa. Neolab, Heidelberg

Fa. Thermo Fisher Scientific
Biosciences GmbH, St. Leon-Rot

Fa. Thermo Fisher Scientific
Biosciences GmbH, St. Leon-Rot

Fa. Sartstedt AG & Co., Numbrecht

Fa. Hartenstein Gesellschaft fir Labor-
& Medizintechnik mbH, Wurzburg

Fa. Neolab Migge GmbH, Berlin

Fa. Greiner Bio One GmbH,
Frickenhausen

Fa. PeqglLab Biotechnologie GmbH
Fa. Eppendorf AG, Hamburg

Fa. Hartenstein Gesellschaft fur Labor-
& Medizintechnik mbH, Wirzburg

Fa. Starlab GmbH, Ahrensburg

Fa. Hartenstein Gesellschaft fir Labor-
& Medizintechnik mbH, Wirzburg

Fa. A. Hartenstein Gesellschaft fur
Labor- und Medizintechnik mbH,
Wirzburg

Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Fa. NeolLab, Heidelberg

Fa. Eppendorf AG, Hamburg

Fa. Neolab Migge GmbH, Berlin

Fa. Eppendorf AG, Hamburg

Fa. Sartstedt AG & Co., Numbrecht
Fa. D&D Laborservice, Henningsdorf

Fa. Sartorius Stedium Biotech GmbH,
Goettingen

Fa. Starlab GmbH, Hamburg
Fa. Neolab Migge GmbH, Berlin
Fa. Neolab Migge GmbH, Berlin

2-3061/ 2-3062/
2-3063

4311971

4316813

14.1205
0030 089.677

1-6273
633102

82-0620-B
0030 123.328
RSL1

§1620-2700
RSL2

REGO

AKG5.1

E706.1

7-4031
0030127730
7-4027
0030127749
021067.001
612-2653
7-9000

5111-2020
E-6801
E-6802
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9.2.3 Verwendetes Verbrauchsmaterial (Forstetzung)

Material Bezugsquelle Artikel-
Nr.

Zellkulturflasche (T25), Corning® Fa. Corning B.V. Life Science, Amsterdam 430372
Costar®, 25 cm?, steril
Zellkulturflasche (T75), Corning® Fa. Corning B.V. Life Science, Amsterdam 430725
Costar®, 75 cm?, steril
Zelllkultur-Teflonbeute, VueLife™ Fa. AFC American Fluoroseal Corporation Uber 32-AC
Closed Culture System Fa. CellGenix Saint-Gobain Performance Plastics,

USA
Zellschaber 28 cm lang, steril Fa. Greiner Bio One GmbH, Frickenhausen 541070
Zentrifugationsréhrchen, 15 ml, Fa. Greiner Bio One GmbH, Frickenhausen 188271
konisch, 17x120 mm
Zentrifugationsréhrchen, 50 ml, Fa. Greiner Bio One GmbH, Frickenhausen 227261
konisch

9.3 Verwendete Puffer, Losungen und Medien

9.3.1 Puffer und Medien fiir bakteriologische Methoden

Blutagar (BAP)
BlUtagar (BaSiS) .........coouuiiiiiiiiiie s
Steriles defibriniertes Blut (Rind)
AL dESE. o

Gassner-Agar (Wasserblau-Metachromgelb-Laktose-Agar nach Gassner)
LT LT o= o - OSSPSR 47,79
AL GBS ettt 1.000 ml

Glutaraldehyd (2,5 %)
25-%iges Glutaraldehyd
Kacodylatpuffer

LB-Medium mit 1 % D-Mannose
D-Mannose
Lysogeny Broth

LB-Medium (Lysogeny Broth nach Luria Bertani)
Tryptone
Hefe-Extrakt. .5,09
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NaCl-Lésung (0,89%)’

NB-Medium (Nutrient Bouillon)
Nahrbouillon

Polymyxin-B-Stammlésung (1 mg/ml)
POlYMYXIN-B......ooiiiiii s 10 mg
INBCT ..ttt ad 10 ml

9.3.2 Puffer und Medien fiir Zellkulturmethoden

Bovines Transferrin (steril filtrieren, 0,2 um Filter, 4°C)
Bo Transferrin

Erstkulturmedium (fiir Kolonkrypten)?

FKS (10 %)
DMEM (0,1 % Glu, mit Phenolrot)
Glukose (f.c. 0,27 %)

Penicillin 10000 IE/ ml, Streptomycin 10 mg/ ml
Gentamycin (Stock: 10 mg/ml, f.c. 2,5 pyg/ml)
Amphotericin B (Stock: 250 pg/ml, f.c. 2,5 pg/ml )
L-Glutamin (Stock: 200 mM, f.c. 4 mM)
NEAA (Stock: 100x, f.c. 0,15 mM)
Insulin (Stock: 3,3 mg/ml, f.c. 10 yg/ml)....
Hydrocortison (Stock: 2 mg/ml, f.c. 1 pg/ml)
Long EGF (Stock 10 pg/ml, f.c. 30 ng/ml) .......
Bovines Transferrin (Stock 1 mg/ml, f.c. 5 ug/ml)
Hypophysenextrakt (£.C. 5 HIIMI) .......oiiiiiiie e

Erythrozyten-Lyse-Puffer (steril filtrieren)

NHACT e
NaHCOs
Na-EDTA x 2 H20

FKS (NKS=newborn calf serum)
NA-AZIA (NANS) ..ottt

Kulturmedium (fiir Kolonkrypten)
(wie Erstkulturmedium mit Ausnahme von 10 % FKS)
1

' Lésungen werden vor Verwendung autoklaviert (121 °C, 20 min)
2 Lagerung: 4 °C, dunkel, Hypophysenextrakt bei Gebrauch zugeben
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Makrophagen-Beutelmedium (Anzuchtmedium)

IMDIM 0NNE PRENOITOL ...ttt et e e eeaeeas
Penicillin 10000 IE/ ml, Streptomycin 10 mg/ mi
Amphotericin B (250 pg/ml)
FKS (20 %)
2-B-Mercaptoethanol (100 uM) ...

Makrophagen-Kulturmedium
IMDM 0hne Phenolrot............coiiiiiiiiiiiii it
Penicillin 10000 IE/ ml, Streptomycin 10 mg/ ml
Amphotericin B (250 pg/ml)
FKS (2 %)
2-B-Mercaptoethanol (100 pM) ...

Makrophagen-Kulturmedium ohne Antibiotika
IMDM ohne Phenolrot ..

2-B-Mercaptoethanol (100 pM) ...

Na-Citrat-Puffer (3,8 %) (steril filtrieren, Antikoagulanz)
Na-Citrat x 2 H20

PBMC-Medium (100 ml)
RPII 1B40......veoo e eeee e e e see e eeeeeeeeeeeeeeese e s e seseee s ees e ees e eeeeeeeees

FKS (10 %)
Pen/Strep (1 %)
2-B-Mercaptoethanol (Stock 100 M) ......eiiiiieiiie e 300 pl

PBS-EDTA-Puffer

NazHPO4 x 2 H20
Naz2-EDTA x 2 H20

3 Lésungen werden vor Verwendung autoklaviert (121 °C, 20 min)
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1x PBS (+)* (pH 7,2-7,4)

Na2HPO4 x 12 H20 .
CaClz.... ....0,132¢g
1o T SRR ,0468 g
W = USSR ad 1.000 ml

Rinder-Hypohpysenextrakt (BPE)
Rinder-Hypophysenextrakt-Stocklésung (75 pg/ml in 1x PBS, -20 °C)
1x PBS

SDS-Lésung (1 %)
Dodezylsulfat Natriumsalz
NaCl

SDS-Lésung (3 %)
Dodezylsulfat NatriuMSaIZ............ocuiiiiiiiii e 1,59
|- O PSPPSR PPUPPPPPPINY ad 50 ml

SDS-Lésung (10 %)
Dodezylsulfat Natriumsalz ............ccccoiiiiiiiiii 100 g
HCI1N
A.dest. .....cccooeeininnnn

Sorbitol-Gradient (2 %ig in HBSS)®
SOrbItO] (SEEFI).......oiiiiiiiiii 1049
HBSS (ohne Mg?**Ca?*, ohne Phenolrot, Steril)...........ccccceovieuieiieieeiieeeiceeeeeeeeee e 0,51

Testmedium fiir CaCo-2-Zellen mit 1 % D-Mannose
= DMEM (4,5 g/l Glukose) + 10 % FKS + 1 % NEAS + 1 % D-Mannose
DMEM (4,5 g/l Glukose mit Pyridoxin HCI, ohne Pyruvat) ..100 ml

Testmedium fiir FKD-R 971-Zellen mit 1 % D-Mannose
= Iscove’s DMEM + Ham’s F12 (1:1) + 10 % FKS + 1 % NEAS + 1 % D-Mannose
Iscove’s DMEM

FKS oo
MEM nicht-essentielle Aminosauren
D(+)-Mannose

Testmedium fiir HEp-2-Zellen mit 1 % D-Mannose
= RPMI 1640 + 10 % FKS + 1 % D-Mannose

4 Lésungen werden vor Verwendung steril filtriert
5 steril abwiegen, 4 °C
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Testmedium fiir INT 407-Zellen mit 1 % D-Mannose
= MEM (Eagle) + 10 % FKS + 1 % NEAS + 1 % D-Mannose
MEM (Eagle) mit 2,2 mg/l NaHCOs

Testmedium fiir Kolonkrypten®
FIS (1 00) e

DMEM (0,1 % Glu, mit Phenolrot)
Glukose (f.c. 0,27 %)

L-Glutamin (Stock 200 mM, f.c. 4 mM)
NEAA (Stock: 100x, f.c. 0,15 mM)
Insulin (Stock 3,3 mg/ml, f.c. 10 pg/ml)
Hydrocortison (Stock: 2 mg/ml, f.c. 1 yg/ml)
Long EGF (Stock 10 pg/ml, f.c. 30 ng/ml) ...
Bovines Transferring (Stock 1 mg/ml, f.c. 5 pg/ml).
Hypophysenextrakt (f.c. 5 pl/ml)
D-MANNOSE (1 20) .-ttt ettt ettt

Transportmedium (fiir Kolonkrypten)’
1x PBS
Penicillin 10.000 IE/ ml, Streptomycin 10 mg/ ml ...
2,5 pg/ml Gentamycin (Stock: 20 mg/ml).........
2,5 pg/ml Amphotericin B (Stock: 250 pg/ml)
4 mM L-Glutamin (Stock 200 mM)

0,2 % Glukose

Trypanblau-Lésung
Trypanblau
NaCl-Lésung

Trypsin-EDTA-Lésung?® (pH 7,2 - 7,3)
Y DSIN. ottt 059

A. dest. ....ccceevvineiin.

Verdau-Lésung (fiir Kolonkrypten)®
DMEM (0,1 % Glu, mMit PRENOIIOL) ......coiiiiiiiiiiieiiee e e 60 ml
HBSS (ohne Mg?** Ca?*)
2 mM L-Glutamin (Stock 200 mM)...
Penicillin 10.000 IE/ ml, Streptomycin 10 mg/ ml
2,5 pg/ml Amphotericin B (Stock: 250 pg/ml)...
2,5 pg/ml Gentamycin (Stock: 20 MG/MI) ......oviiiiiiiie it 15l
150 U/ml Collagenase | (CLS, 37 °C; Stock: 208 U/mg)

6 Lagerung: 4 °C, dunkel, Hypophysenextrakt bei Gebrauch zugeben

7 steril, Glucose erst kurz vor Gebrauch zugeben

8 Losungen werden vor Verwendung steril filtriert; Lagerung Trypsinvorrat bei — 20 °C

9 steril ansetzen, Collagenase bei Gebrauch zugeben, 120 ml Verdau-Lésung fiir 30 ml Zellpellet
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Verozellkulturmedium
= RPMI 1640 + 10 % FKS + 1 % Penicillin/Streptomycin
RPMI 1640 mit stabilisiertem Glutamin.............ooooiiiiiiiii e 100 ml

Zellkulturmedium fiir CaCo-2-Zellen:
= DMEM (4,5 g/l Glukose) + 10 % FKS + 1 % NEAS + 1 % Penicillin/Streptomycin

Zellkulturmedium fiir FKD-R 971-Zellen ohne Antibiotikum:
= Iscove’s DMEM + Ham’s F12 (1:1) + 10 % FKS + 1 % NEAS

Iscove’s DMEM

Zellkulturmedium fiir HEp-2-Zellen:
= RPMI 1640 + 10 % FKS + 1 % Penicillin/ Streptomycin
RPMI 1640 mit stabilisiertem Glutamin

Zellkulturmedium fiir INT 407-Zellen:
= MEM (Eagle) + 10 % FKS + 1 % NEAS + 1 % Penicillin/ Streptomycin
MEM (Eagle) mit 2,2 mg/l NaHCOs

MEM nicht-essentielle Aminosauren............
Penicillin 10.000 IE/ ml, Streptomycin 10 mg/ ml

9.3.3 Puffer und Lésungen fiir Infektionsversuche im Zellkulturmodel

Blockpuffer (Immunfluoreszenz)
BSA (bovines Serumalbumin) (1 %)

DAPI-Gebrauchslésung (f.c. 0,5 ug/ml)'®
DAPI-Stammlésung (5 mg/ml)..

FITC (Fluorescein-Isothiozyanat)-Phalloidin-Gebrauchslésung

FITC-Stocklésung (0,1 mg/ml in MeOH, Lagerung -20 °C)
1x PBS

0 Herstellung in 2 Verdiinnungsschritte a 1:100
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Gentamicin-Stammlésung (100 mg/ml)
GNTAMICIN ... s 19

Propidium-lodide-(Pl)-Gebrauchslésung'! (1:30.000, 1 well = 50 pl (0,0003 pg/ul))
PI-Stocklésung (10 mg/ml in PBS-L&sung, 2- 8 °C)
1x PBS

Paraformaldehyd (PFA)-Gebrauchslésung (2 %)
Fixierungsreagenz-StammiBSUNg ............cccoiiiiiiiiiiiiie s 500 pl
TXPBS e 500 pl

Paraformaldehyd (PFA)-Stammldsung (4 %)
Paraformaldehyd (PFA)
PBS-Puffer-Gebrauchslésung

0,1 % Triton-X 100 (Permeabilisierungsreagenz-Gebrauchslésung)
Triton X-100
PBS-Puffer Gebrauchslésung

0,04 N HCI in Isopropanol

9.3.4 Puffer und Lésungen fiirimmunologische Methoden

Alkalischer-Phosphatase-Puffer (pH 9,2 £ 0,2)

Anoden-/Kathodenpuffer
NuPAGE MES SDS Running Buffer (20 x)....
A deSt o

APS (10 %)
Ammonimpsersulfatiésung (APS)
A deSt

" Abzug, dunkel arbeiten, Lésungen lichtgeschiitzt aufbewahren
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BCIP-Stamml6sung (Lagerung — 15 °C)
BCIP N DIMF IGSEN ...ttt ettt ettt b e be b 5%

Blockierlésung/Milchpulverlésung'? (Western Blot)
Magermilchpulver (3 %)
PBS-Tween

Immunfarbelésung fiir Westernblot (immer frisch ansetzen)
Alkalischer-Phosphatase-Puffer ..
BCIP-Stamml&sung

[N IS €= T 41 £ T g T U

NBT-Stamml6sung (Lagerung — 15 °C)

NBT (I6sen in Gemisch aus 70 % DMF und 30 % A. dest)

NT/NP-40-Puffer (fiir Proteinisolation)

NACT 100 MM....oiii ettt e 0,5844 g
Tris 10 mM 0,1211g
A.dest. .....c.coevieinn .ad 100 ml
NP-40 Zusatz direkt vor Gebrauch (1:20) .........cccoccoiiiiiiiiiiiiiiccs .5l

PBS-Tween (pH 7,2 £ 0,2; steril filtrieren (0,2 pm Filter))

A.dest. ....cccoovviieiinn
Tween 20 (0,05 %)

Sammelgel (Westernblot)

Ao [ N 6,1 ml
Sammelgelpuffer (0,5M Tris-HCI)
10 % SDS-LESUNG ......coveviiieiiceiiiens

Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8)
Glyzerol (87 %)
SDS (10 %)
Bromphenolblau (0,05 %)
2-B-Mercaptoethanol (Zugabe erst direkt vor Gebrauch)

Transferpuffer (pH 8,3; Lagerung bei 5 % 3 °C, nicht pH Wert einstellen))

Glycin (M=75,1 g/mMol; 193 MM) .....oiiiiiiiiiiie e

Tris (basisch; M=121,1 g/mol; 25 mM)

Methanol (20 %) ...cccvveeviieiiieece e

AL GBS, .t e et e e e ad 1.000 ml

2 immer frisch ansetzen
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Trenngel (10 % fiir Westernblot)

A. dest. ...........
Trenngelpuffer (1,5 M Tris-HCI)...
SDS-Lésung (10 %)

Rotiphorese® Gel (Acylamid-/Bisacrylamidlésung 30 %) .
Ammonimpsersullfatiésung (APS, 10 % ige)

9.3.5 Puffer und Lésungen fiir molekularbiologische Methoden

Ethidiumbromid-Gebrauchslésung (1 mg/ml)

Ethidiumbromidlésung 1 % (10 mg/ml)
A. dest. ...........

1,0ml

TBE-Laufpuffer (1x)

TBE-Puffer (10 x)
A dest. ...........

....ad 1.000,0 ml
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