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1. VORWORT

Die vorliegende Dissartation untersucht den EinfluR von enterohdmorrhagischen Escherichia
coi (EHEC) auf das Sgndtransduktionsverhdten und die sekundéaen Zdlresktionen
humaner Endothelzdlen (HUVEC). Seit ihrer Identifikation ds humanpathogene Keime 1982
haben dch die EHEC zu bedeutsamen Krankhdatsarregern — entwickdt.  EHEC-
Infektionskrankheiten wie die Hamorrhagische Colitis (HC), &er vor dlem deren
Komplikationen wie das Hamolytisch Urdmische Syndrom (HUS) beraiten thergpeutische
Probleme. Die Schédigung der Endothelzelle steht im Mittelpunkt der Pathogenese dieser
Erkrankungen, dabei snd sowohl sezernierte Peathogenitétsfektoren der EHEC ds auch die
darke inflammatorische Resktion des menschlichen Organismus ursichlich beteligt.

Da es dch weder bei der HC noch beim HUS um Bakteridmien handdt, wurden in den
Versuchen vorwiegend EHEC-Kulturlberstande eingesetzt. Die dabel  beobachtete
Endothdzdlaktivierung i somit auf gelode, aktiv sezernierte Substanzen  zurlckzufUhren.
Desveiteren wurde der doffliche Chaakter des endothegtimulierenden Agens in den
Uberstanden der EHEC-Kulturen definiet und bekannte sezernierte Pathogenitétsfaktoren as
Ursache der beobachteten Endothel zellresktionen ausgeschlossen.

De experimentelle Tell der vorliegenden Dissertation wurde in der Zeit von Januar 1997 bis
Ma 1998 im Labor von Prof. Dr. Dr. F. Grimminger am Zentrum fir Innere Medizin, Bereich
Klinische Forschergruppe “Respiratorische Insuffizienz”, unter der Betreuung von Dr. F.
Rose durchgefiihrt. Die fir die Versuche notwendigen Bakteriensamme wurden uns
freundlicherweise von Prof. Dr. T. Chakraborty, Leter des Indituts fir Medizinische
Mikrobiologie der Justus-Liebig-Universté Giel3en, zur Verfligung gestelt.
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2.  EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

2.1. Physologische und pathophysiologische Funktionen der Endothelzelle

Endothelzdllen kleiden die Innensate der Blutgefd3e aus und bedecken beim Menschen ene
Flache von metr as 5000 nf. Aufgrund ihrer strategischen Position und des Kontaktes mit
dem flieenden Blut interagieren Endothedzelen mit den verschiedensen  biologischen
Sysemen und Zdlenn Se s9nd ba der Vemitlung und Modulaion von
Geinnungsvorgangen, der  Regulierung des Blutdrucks, be  inflammatorischen  und
immunologischen Prozessen sowie be  der  Aufrechterhdtung  einer  Schrankenfunktion
gegenlber dem Interditium von grof3er Bedeutung und konnen daher in ihrer Gesamthelt ds
elgenstandiges Organ betrachtet werden (1, 2).

Das Endothe bedtzt pro- und antikoagulatorische Eigenschaften. Es  gynthetisert
verschiedene Faktoren (Protein S, Faktor V, Gewebefaktor, PlasminogenAktivator,
Pasminogen-Aktivator-Inhibitor), die in die Gerinnungkaskade eingrefen und reguliert
zusitzlich die Pétchen-Aktivierung und -Adhérenz durch die Produktion von NO und die
Lipidmediatoren Prostazyklin (PGl,), Pléttchen-aktivierender Faktor (PAF) und Thromboxan
(TXA2) (D).

Der endothdide Einflud auf die Vasomotorik wird unter anderem durch endothdide
vasodilatative (NO, EDHF, PGl, PGE;) und vasokondriktive Mediaioren (Endothelin,
Angiotensin Il, Thromboxan, Sauerstoffradikae) gesteuert (1, 2).

Wédrend enes Entzindungsgeschehens st das Endothed Syntheseort  verschiedener
inflammatorischer Mediatoren und steuert Uber die Expresson von Adhésionsmolekilen die
Migration von entziindungskompetenten Zellen in den Entztindungsfokus.

Im Verlauf ener Sepss fuhren mikrozirkulatorische Dysfunktionen 2u
Permegbilitdisstorungen und zu Fehllsteuerungen des totaden peripheren Gefa3widerstandes
(60, 61).

Bads ene ungesttrten Funktion der beiden Organsyseme Endothd und Blut ig en
Gleichgewicht an pro- und antiinflammatorischen  Komponenten, vasokongriktorischen und
vasodilatatorischen  Mediatoren sowie koagulatorischer und  fibrinolytischer  Aktivitét. Jede
Sorung dieser empfindlichen Gleichgewichte kann entscheidende zirkulatorische und  damit
|ebensbedrohliche Folgen haben.
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2.1.1. Endothdide Signdtransduktionsivege im Rahmen inflammeatorischer Zdlaktivierung

Die Aktivieeung de  Endothdzdle efolgt Uber die Bindung verschiedener
Entzindungsmediatoren an spezifische_Membranrezeptoren auf der Zelloberflache. Durch die
Zdimembran wird das Signd mit Hilfe von GTP-bindenden Proteinen (G-Proteine) in das
Zdlinnere Ubertragen (62, 63). GProteine bestehen je aus einer a-, b- und g-Untereinheit und
konnen en Sgnd entweder waeterlaten (simulierender GsTyp) oder  hemmen
(inhibitorischer G-Typ). Die fir das jewelige G-Protein spezifische a-Untereinheit, die im
inaktiven Zustand an GDP gebunden i, bedtzt ene eigene GTPase-Aktivitét (4). Bindet ein
Sgndmolekll auf der Zdloberflache an den Rezeptor, kommt es zum Austausch von GDP
gegen GTP an der a-Untereinhat, wodurch sch diese vom bg-Komplex |6 und en
nachgeschdtetes Effektorenzym  aktiviet. Nach diessm  Vorgang hydroliset die a-

Untereinheit GTP zu GDP und reasoziiet mit dem bg-Komplex, wodurch die Signakaskade
Uber den Rezeptor beendet ist (4, 5).

Die phosphoinogitolspezifische Phospholipase C ist eines der durch G-Proteine aktivierten
Enzyme. Se gewdrlese die Hydrolyse von Phosphatidylinogtol-4,5-diphosphat (Ptdins-4,5
P2), was zur konsekutiven Bildung der zytoplasmatischen second messenger Diacylglycerol
(DAG) und Inogital-1,4,5-triphosphat (Ins-1,4,5 Ps, InsPs) fuhrt (Abbildung 1) (6).

InsP; verursacht einen raschen Ca?*-Angieg durch Bindung an ein Rezeptorprotein auf der
zytoplasmatischen Oberflache des Endopolasmatischen Retikulums (64). Eine langsame,
protrahierte Anhebung des Ca’*-Spiegds wird dagegen teils von_extrazdluléren Ca*-
Konzentrationen bestimmt, teils durch enen transmembrandsen Influx Uber Caf*-Kande oder
Carrierproteine  unterhdten (11). Die Ca*-lonen beeinflussen entweder direkt oder nach
Bindung an Cdmodulin ene Vidzahl  zdluld&rer Effektorsyseme  (NO-Synthase,
Phospholipase A, Lipoxy- und Cyclooxygenase) (14, 32).

DAG bestzt zwe potentidle Signdfunktionen: Einersats kann die durch die DAG-Lipase
abgespdtene  Arachidonsdure in Lipoxygenase- und  Cyclooxygenase-Produkte  Uberftihrt
werden. Anderersdits aktiviet DAG dne spezifische Ca?*-abhéngige Proteinkinase C (PKC),
die ihrersats zahlreche Proteine mit unterschiedlichen Funktionen in der Zielzdle aktivieren
kann (10, 65).
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Abbildung 1:  Stoffwechsel der Inositole und des DAG

Nach Aktivierung der Phospholipase C (PLC) mit konsekutiver Hydrolyse des Membranphospholipids
Ptdins 4,5-P, kommt es zur Bildung der second messenger DAG und Ins 1,4,5-Ps, dessen sequentielle
Dephosphorylierung zu Inositol durch Li*-lonen auf der Ebene der | P,-Phosphatasehemmbar it (10,
66). Die Phosphorylierung des Ins 1,4,5-P; durch eine InsPs-Kinase-Reaktion flihrt zum I nositiol-
1,3,4,5-tetrakiphosphat (InsP,), dessen Dephosphorylierung durch eine InsP,-Phosphatasezu einer
strukturisomeren Form des Ins 1,4,5 P3, dem Inositol 1,3,4-triphosphat (Ins 1,3,4 P3) fuhrt. Diese
Metaboliten haben einen protrahierten, lang anhaltenden Effekt auf den Ca™*-Spiegel (11, 64, 29).
DAG kann entweder innerhalb von Sekunden durch eine DAG-Kinase zur Phosphatidsaure
phosphoryliert oder durch eine DAG-Lipase zumMonoacylglycerol hydrolisiert werden, wodurch der
Eicosanoidvorlaufer Arachidonsaure freigesetzt wird, welcher bei Uber 70% der Inositollipidein der
sn,-Position enthalten ist (6).
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2.1.2. Fresetzung inflammatorischer Lipidmediatoren aus  aktivierten humanen
Endothdzdlen — Die Rolle der Cyclooxygenase-Produkte Progazyklin und

Thromboxan

Zu den Lipidmediatoren zéhlen die Oxygenationsprodukte der Arachidonsdure (AA,
Eicosanoide) und der Péttchen-aktivierende Faktor (PAF). Die Arachidonsture ist ene
viefach ungesittigle Fettsdure mit einer Lange von 20 Kohlensoffatomen, die auf
verschiedene Stimuli hin aus der Zdlmembran entweder direkt durch eine Phospholipase Az
oder in zwe Schritten durch eine Phospholipase C, und ene Diacylglyceridiipase freigesatzt
wird. Benannt nach dem Enzym, das die erste Oxygenation der Arachidonsiure einleitet,
unterscheidet man zwischen Lipoxygenase- und Cyclooxygenase- Produkten.

Die verschiedenen Lipoxygenasen katadyseren die Bildung der Leukotriene (LT) und der
Hydroxyeicosatetraensauren  (HETEs) (67). Die Cyclooxygenase und nachgeschaltete
Enzyme vermitteln die Entstehung der Prostaglandine (PG) und des Thromboxans (TXA>).
Auf dem CycdooxygenaseWeg weden aus der AA  durch ene initide Bis-
Deoxygenierungsresktion die kurzlebigen Endoperoxide PGG; und PGH, gebildet. PGH>
nmmt ene zentrde Sdlung in der Progtaglandinsynthese en und dient ds gemensames
Subdtrat verschiedener Isomerasen, Reduktasen und Synthasen (Abbildung 2). Die Vertellung
dieser Enzyme ig fir jede Zdlpopulation spezifisch; se konnen jedoch in einer Zele je nach
Aktivierungszusand im unterschiedlichen Ausmad exprimiet sein (14). Im weteren Verlauf
soll nur asf die beiden Lipidmediatoren PGl und TXA, eingegangen werden, deren
Gleichgewicht fur die Gef&3wand-ThrombozytenInteraktion und den Gefddonus besonders
wichtig ig.



Einleitung und Fragestellung 14

AA

_ oy HHT/MDA

PGl TXA>

| |

| |

| PeE PGFy |

| |

| v |

| |

I PGD, I

| |

v v
6-ketO-PGF1a TXB>

Abbildung 2: Schematische Ubersicht des Cyclooxygenaseweges der Arachidonsiure:
Dargestellt sind Entstehung des zentralen Produkts PGH» und diewichtigsten Metaboliten.
Die einzelnen Schritte werden enzymatisch katalysiert, lediglich die Bildung von
Hydroxyheptadekatriensaure (HHT) und Malonaldehyd (MDA) aus PGH,, von 6keto-

PGF 1, aus PGI, und von TxB, aus TxA; erfolgen spontan.
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— Die Rolle der Cyclooxygenase- Produkte Prostazyklin (PGI,) und Thromboxan (TXA2)

Progtazyklin zdhlt neben dem Sticksoffmonoxid zu den Metaboliten endothedider Herkunft,
die ene direkte dilatatorische Wirkung auf den Gefddonus haben (27). h der Niere hat PGl»
neben der vasodilaativen ene dimulatorische Wirkung hingchtlich der  Renin-Produktion
(68). An den Bronchien wirkt Prostazyklin relaxierend und ha enen entscheidenden Einfluf3
aff den pumonden Gesaudausch. Granulozytdre Degranulierung sowie thrombozytére
Adhdson und Aggregation werden durch das PGl gehenmt. So sdlt das PGl, enen
funktiondlen Gegenspider zu dem vorwiegend in Thrombozyten synthetiserten TXA» dar,
welches vasokongriktiv und thrombozytengtimulierend wirkt (19, 20). Eine Uberschief3ende
Freisstzung von PGl kann dagegen an schweren systemischen Vasodilatationen bis hin zum
Schock urséchlich beteiligt sein (28).

Die aktiven Mediaoren PGl, und TXA, hydrolyseren rasch zu den sabilen, aber biologisch
inaktiven Verbindungen 6-keto-PGF14 und TXB; (ti2 PGl2: 3 Min., 2 TXA,: 30 Sek.), die
mittels ELISA Systemen gemessen wurden.

2.2. DieArt der Escherichiacoli

Die zu der Familie der Enterobacteriacese gehdrenden Escherichia coli snd gramnegative
plumpe, abgerundete Enden aufweisende Stébchenbakterien (31). Die fakultativen Anaerobier
gnd peitrich  begeildt. lhre komplexe Antigendruktur zeichnet sSch  durch  das
Vorhandensein  von  O-Antigenen  (spezifische  Lipopolysaccharid- K ettenabschnitte), K-
Antigenen (lineare Polymere der duf¥eren Membran), F-Antigenen (Fimbrienantigene) und H-
Antigene (Gelldantigene) aus (31).

Als physologischer Bestandtell des Dickdarms von Mensch und Tier gelten Escherichia coli
dsIndikator fir fékae Verunreinigung von Lebensmitteln und Wasser (47).

Se dand zwar die haufiggten Erreger bakteridler Infektionskrankheiten belm Menschen, doch
kann man de nicht ds prim& pathogen bezeichnen. Bel Vorhandensain  verschiedener
Virulenzgene konnen Escherichia coli ene bemerkenswert grof3e Bandbreite an Erkrankungen
audbsen, doch beditzt der Grof¥ell der Stamme diese Gene nicht (78). Bel den pathogenen

Stamme werden enteropathogene und uropathogene Stamme unterschei den.
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2.2.1. Serologische Eintellung der Escherichiacoli St&mme

Die serologische Klassfizierung der Escherichia coli in Uber 160 Serogruppen wird anhand
der Reaktivitt des O-Antigens des Lipopolysaccharids mit  spezifischen  Antikorpern
vorgenommen. Diese Serogruppen werden durch die Identifikation verschiedener H-Antigene
(»Hauch'- oder Gell¥dantigene) in Serotypen eingetellt. Somit it es moglich, Escherichia coli
aus menschlichen und tierischen Proben oder Lebensmitteln  durch ihre  antigenen
Oberflécheneigenschaften zu identifizieren und zu klassfizieren (78). Dies is besonders bel
der Identifikation von Infektionsquellen und deren Elimination wichtig. Wetere serologische
Unterscheidungsmerkmade snd die K- und F-Antigene (Kapsd- und Fimbrienantigene). Die
pathogenetische Potenz und klinische Relevanz des betreffenden Escherichia coli Stammes
kann dadurch besser eingeschétzt werden (31, 78).

Als Beispid: Stamme der Serogruppe O 86 besedeln physologischerweise die Darmflora,
snd aber nur sehr sdten fir Erkrankungen verantwortlich. Stdmme der Serogruppe O 55
findet man nicht in der physologischen Darmflora, treten e auf, dann 16sen se fast immer
eine Durchfalerkrankung aus (78).

2.2.2. Einteilung der humanpathogenen Escherichia coli

— Allgemen

Neben intesinden und Harnwegsmanifestationen werden Frih- und Neugeborenenmeningitis
sowie Septikémien ebenfdls durch Escherichia coli ausgddst, hierbe snd  grampostive
Stephylokokkus aureus und Escherichia coli zu gleichen Tellen an der Hafte der Septikémien
ursichlich beteiligt.

Im Krankhetddl it es wichtig, die wenigen prim& humanpathogenen (entero- und
uropathogene) Escherichia coli ds pathogenetische Krankhetsursache zu identifizieren, um
S0 durch Isolation oder Besaitigung der Infektionsquellen welitere Ausbriiche von Escherichia
coli-bedingten Erkrankungen zu verhindern (34).
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— Uropathogene Escherichia cali

De haufigte extrantesinde Koliinfekt i der Hanwegsanfekt (HWI), der sch in den
unteren Harnwegen (ds Zyditis, Urethritis, Zystourethritis) oder auch im Nierenbecken und
in der Niere (ds Zystopyditis und Pydonephritis) manifestieren kann (40). Der HWI entsteht
bevorzugt bel Obstruktion der Harnwege (Dispodtion) oder spontan durch den Pathovar
UPEC (Uropathogener Escherichia coli). Der Verlauf des HWI kann akut oder chronisch
persdsierend sain. Als &iologisches Agens der akuten Zyditis and Escherichia coli zu 70
80%, bei nosokomider Zyditis zu 50% verantwortlich. Auferdem begteht die Gefahr ener
vom Urogenita system ausgehenden Urosepsis mit hoher Mortditétsrate.

— Enteropathogene Escherichia coli

Im Gegensatz zur serologischen Eintelung orientiet sch ein neuer Eintellungsansatz der
enteropathogenen  Escherichia coli Stamme  an Virulenzfaktoren wie Invagvitéd in  die
betroffene intestinde Epithezelle, den ausgeldsten Symptomen, der Bindungsfahigkeit an den
Mukosazellen des Dams oder der Fahigkeit zur Toxinproduktion (78). Hierbe mulz man
unbedingt beachten, dal3 vide St@mme Eigenschaften bedtzen, die in mehrere ds Virotypen
bezei chneten Gruppen passen. Eintellung in funf Virotypen (Tabelle 1) (33, 78):

Im Rahmen ener Kooperation wurde uns von Prof. Dr. T. Chakraborty freundlicherweise
EHEC-St&mme zur Vefligung gestdlt. Neben anderen waren darunter die Stdmme EHEC
EDL933 (O157:H7) und en Shiga-like Toxin produzierender Stamm SLTEC 413/89-1
(O26:H-), humanpathogene Vertreter mit diesen Oberflécheneigenschaften snd neben den
Ol11:H- Séammen im Erregerspektrum be  der Entstehung des HUS  neuerdings
hinzugekommen. Die O26-Stamme sind nach den O157-S@mmen die zwathéufigster Erreger
der EHEC-assoziierten Erkrankungen (50). Die bovinen und humanen EHEC bzw. SLTEC
snd eng miteinander verwandt.
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Tabelle 1. Einteilung der enteropathogenen Escherichia coli S@mmein funf, as Virotypen
bezei chnete Gruppen: enterotoxigene (ETEC), enteropathogene (EPEC), enteroinvasive
(EIEC), enteroaggregative (EAggEC) und enterohdmorrhagische (EHEC) Escherichia coli.

Serovare

intestinale
Affektion

I nteraktion mit
der
Mukosazelle

Histologie

Pathogenitéts-
faktoren

Klinik

ETEC

O78H12,
O8:H37

DiUnndarm

Adhasion, keine
Invasion

Keine

histol ogischen
Veranderungen,
geringe
Inflammation

hitzelabiles (LT)
und hitzestabiles
(ST) Toxin,
Adhasions-
fimbrien

Durchfall mit
Erbrechen und
Fieber, kann bei
Sauglingen und
Kleinkindern
todlich verlaufen

In der 3. Welt
Hauptgrund der
Sauglings-
sterblichkeit
Reisende:
Jtraveller’s
diarrhed’, Ein-
heimische oft
immun

EPEC

O55:H7,
O111:H2

DiUnndarm

starkere Invasion
dsETEC

dramatische
Veranderung der
Zdlle, starkere
Inflammation

Faktoren zur
Ausbildung einer
A/E-Lasion

schwere, oft
todlich
verlaufende
Durchféalle bei
Sauglingen und
Kleinkindern, in
Entwicklungs-
landern
besonders haufig

EIEC

0O124:H-,
0143:H-

Dickdarm

Invasionin die
Epithelzelle

geschwirige
Entziindung

Invasionsfaktor,
keine Toxine

bakterielle
Dysenterie,
ruhrahnliche
Durchfélle

EAgaEC EHEC
O3:H2, 0157:H7,
O73:H33 026:H-,
0111:H-
Dunndarm terminales|leum
und Kolon
Anheftung in geringe Invasion
Aggregaten auf
der Epithelzelle
Histologie starke
unaufféllig strukturelle
Veranderung der
Mukosazelle,
immense
Entziindungs-
reaktion
EAST-1, SLT, EAST-1,
porenbildendes  Enterohdmolysin
Toxin Faktoren zur
Ausbildung einer
A/E-Lésion

wél¥ige
Durchfélle,
persistierende
Durchfélebel
Kindern

anfangs wél¥rige,
spéter blutig-
eitrige Durch-
fdle

post-EHEC-

Diarrhoe

Komplikation:
HUS

Nehmen an
Bedeutung zu
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2.3. Charakterisika der EHEC-Infektion

2.3.1. Klinische und epidemiologische Aspekte der EHEC- Infektion

Im Jahr 1982 wurden die EHEC esmds ds humanpathogene Keime identifiziet (71).
Sdtdem nahm ihre klinische Bedeutung immer mehr zu: Innerhdb weniger Jahre ig diese
junge und &aulers widerstandsfahige Bakteriengpezies zum  zweithéufigden Erreger von
Durchfdlerkrankungen nach den Sdmondlen avanciert (58). In Nordamerika sind die EHEC
HauptaudOser blutiger Durchfdle. Den Zusammenhang zwischen der Hamorrhagischen
Colitis (HC) und dem Hamolytisch Urdmischen Syndrom (HUS) beschrieben Karmali et al.
esmalig 1985 (69, 70). Heute snd EHEC die haufigste Ursache eines Diarrhoe-pogtiven
HUS (D+HUS), d.h. anamnegtisch Durchfdlerkrankung vor der Entwicklung eines HUS. HC
und HUS werden weltweit beobachtet (34).

Reservoir der EHEC i der Intestindtrakt von Rindern und anderen Zuchttieren, bei deren
Schlachtung eine Kontamination des Hesches datfinden kann (44). Ba ungeniigend helfer
Zubereitung dieses Fleisches konnen die Keme unversehrt in den Magen-Darm-Trakt des
Menschen gelangen (47). Als andere Ubertragungswege kommen unpasteurisierte  Milch,
Apfemos, misigediingtes Gemiise und kontaminiertes Wasser in Frage (58). Auch ene
Bakterienlbertagung von Mensch zu Mensch ig bel  ungentigender Hygiene beobachtet
worden (58).

Der Kklinisch wichtigste Vertreter der EHEC gehdrt zur Serogruppel-typ O157:H7; aber auch
andere Serogruppen (026 und O111) (in dieser Studie eingesatzt) gewinnen zunehmend an
Bedeutung hingchtlich ener  EHEC-Infektion und des ds schwerwiegende Komplikation
auftretenden HUS (50). Die Anzahl der HUS-Fdle hat sch im Vergleich von 1995 auf 1996
beinahe verdoppdt. Das Erregerspektrum der EHEC-Infektionen weitet sch aus O157:H-,
H7 waren nur noch fir 70,5% der HUS-Fale verantwortlich (50). Die Vertreter der O26-
Gruppe snd die zwethaufigsten Erreger von EHEC- Infektionen beim Menschen.
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Symptomatologie der EHEC-Infektion und deren Komplikationen:

Die Symptome einer EHEC-Infektion reichen von einer asymptomatischen Kolonisation Uber
ene milde Diarhoe bis hin zur schweren HC. Ein Tal der Infektionen verlauft unblutig oder
mit o milden Symptomen, da3 se oft nicht ds EHEC-Diarhoe diagnodtiziert werden (sehe
Uberscht 1). Die Inkubationszeit liegt im Mittd bel 6,1 Tagen. Der Blutverlugt reicht von
weniger ds einem ER6ffel bis zu vier Tassen pro Tag (,,al blood no stool) (34, 50, 58).

Ubersicht 1: Symptomatik bei EHEC- Infektionen und deren Komplikationen:

1. Intetinale Manifestation und Komplikationen:
Wa8¥iger Durchfdl bis hin zu wéd¥ig-blutigem Durchfal, Riskofaktor fur extrantesinde
Komplikationen
Kolikartige Bauchschmerzen, bel Kindern héaufig Erbrechen, leichtes Fieber
Intestinde Komplikeationen:

chronische Colitis beim Erwachsenen, nekrotiserende Colitis und Dickdarminvagination
mit lleus bem Saugling

2. Extraintestinde Komplikationen:
HUS, ba bis zu 10% der Infektionen, besonders ba Kindern <6 Jahren und Alten; ca. 5%
letder Verlauf; 5% Nierenversagen (in USA Hauptgrund der NTX be Kindern), 40%
rende Folgeschéden (von milder Proteinurie bis hin zu schweren Nephropathien mit
Hypertonie  und  verminderter Kreatinin-Clearence) bedingt durch rende
Endothezdllschadigung (39, 72, 73, 74)

isolierte hamolytische Anémien
toxischer Myokardschaden (Kinder), Pankrestitis mit nachfolgendem Diabetes bel Kindern

Multiorganversagen
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Thergpiestrategien bei EHEC- Enterits:

Es gibt im Augenblick keine etablierte thergpeutische Intervention, welche die Dauer der
Erkrankung verkirzt, eventudle Komplikationen oder die Entwicklung enes HUS effizient
verhindet hédte Die Thergpie efolgt symptomatisch (34). De Einsstiz  von
motilitétshemmenden Agentien ist kontraindiziert, denn de vereinfachen die Kolonisation der
EHEC im Darm und schwéchen die Res stenzfaktoren der Mukosa (47).

Eine antibiotische Behandlung ist umdtritten, da sie das Uberleben der Patienten nicht
verbessert. Die Lange und Schwere des Durchfals blieben unbeeinflu® (47). Aulerdem
berichteten zwe retrogpektive Studien, dald eine antibiotische Behandlung, wahrscheinlich
durch vermehrte Freisetzung bakteridler Pathogenitdtsfaktoren (46, 48), enen Riskofaktor
fur die Aushildung eines HUS dargtelIt. Andere Therapieansitze werden zur Zeit gepriift.

2.3.2. Bekannte und postulierte Pathogenitétsfaktoren der EHEC

Mit der Zet haben die EHEC vide Virulenzgene eworben, die es ihnen erméglichen, die
unterschiedlichsten Pathogenitétsfaktoren zu bilden:

An der intestinden Manifestation beteiligte EHEC- Virulenzfaktoren:

Im von Donnenberg und Kaper podulierten Dre-StufenrModdl der Ausbildung von
.ataching and effacing’-Lésonen (A/E-L&sonen), ds enem wichtigen pathogenetischen
Prozef} der EHEC-Infektionen, kommt es im ergen Schritt, dem , attaching”, zu ener initiden
Adhérenz zwischen dem Bakterium und dem Enterozyten durch Interaktion von bakteridlen
Fimbrienadhésinen mit enterozytéren Oberfléchenrezeptoren (75, 76). Die zwete Stufe ist
gepragt durch die Oberfléachenveranderung der Enterozyten, dem ,effacing”. Die Mikrovilli
unter den anheftenden Bakterien verschwinden. Die genetischen Informationen fir die
Ausbildung der A/E-Lasion befinden dch auf enem 35kb (kilobasen) grof3en
Chromosomenabschnitt, der ds ,locus of enterocyte effacement” (LEE) bezeichnet wird (42).
Die Resktionen des Enterozyten auf die im LEE-codierten Proteine snd ua ene ErhGhung
der intrazelluld&ren Ca*-Konzentration, Bildung von Inositolphosphaten und  enterozytére
Flissgkatssekretion (77). In der dritten Phase folgt eine Umorganisation des enterozytéren
Zytoskdetts,. Verantwortlich hierfir i neben verschiedenen bakteridlen Proteinen ein auf
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dem eseA Gen (ein Tel des LEE) codiertes und Intimin genanntes aul3eres Membranprotein
(41, 43).

Die Entwicklung der A/E-Lasionen mit Anderung der Na- und CI-Absorbtion bewirkt die
initidle sekretorische Diarhoe der EHEC-Infektion (33). Dazu tragen ene vesékte
intestinde Produktion von proinflanmatorischen Zytokinen und die freigesetzten Mediatoren
von angel ockten polymorphkernigen Neutrophilen bel (34).

Von EHEC gebildete Toxine:

Das bakteriophagencodierte  Shiga-like Toxin (SLT) i en A/B-Toxin, dh. die B-
Untereinheit ig fir die spezifische Bindung an der Zidzdle verantwortlich, die enzymatisch
aktive A-Unterenheit gdangt in die Zdle (18). Die B-Einhat bindet spezifisch am Gb3-
Rezeptor, es folgt die Trandokation und Endozytose des Toxins. Die A-Untereinheit bindet
an der 60S Einheit der Ribosomen und bewirkt eine Hemmung der Proteinbiosynthese. Das
SLT unterscheidet sich nur in ener Aminosaure in der A-Untereinhat vom Shigatoxin (dait
Threonin 45 - Serin 45), Se wirken beide zyto-, neuro- und enterotoxisch (18, 33).

Der Tropismus der endothdiden Affektion ist durch die Gbs-Rezeptordichte bedingt (15).
Diese organgpezifische Toxizitdt des SLT auf vaskuldre Endothezdlen igt vorwiegend im
Bereich des Kolons und der Niere, aber auch im ZNS und auf Nierenepithed zu beobachten
(74) und komte in vitro (auf HUVEC) durch eine Koinkubation mit LPS, IL-1 und TNF
durch up-Regulation des Gb3- Rezeptors sogar noch gesteigert werden (57).

Das hitzestabile Toxin-1 enteroaggregativer Escherichia coli (EAST-1) kann von 8% der
EHEC gebildet werden. Es hat eine Molekulargrole von 4100Da (36). Be einem welteren
EAQQEC-Toxin handelt es sch um ein 120kDa grof¥es porenbildendes Exotoxin, dnlich dem
Hamolysin von uropathogenen Escherichia coli (33). Der durch die Pore daitfindende Ca*-
Eindrom hat verschiedene Effekte auf die Funktionen der eukaryotische Wirtszelle.

Weteehin  snd EHEC in da Lage en ebenfdls porenbildendes 107kDa grol¥es
Enterohdmolysin zu bilden. Wie das a-Hamolysn is auch das EHEC-Hamolysn en RTX-
Toxin  (repeats-intoxin, dh. dch wiederholende Aminosiurenadbschnitte  innerhdb  des
Toxinmolekiils) (33).
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Postulierte Pathogenitétsfaktoren Enterohdmorrhagischer Escherichia coli:

Aufgrund  der  Tasache, dad die hdmorrhagischen Escherichia  coli  ene  junge
Bakteriengpezies snd und mit der Zet vide Virulenzgene erworben haben, kann man zur Zeit
noch nicht die gesamte pathogenetische Potenz diessr Stdmme Uberblicken (34). Das
bakteridle Spektrum fir die Entsenung einer EHEC-Durchfdlerkrankung und fir die
Entwicklung des HUS weltet Sch weiter aus (50). Wie in den oberen Abschnitten beschrieben
wurde, konnen die EHEC durch ene Vidzahl von bakteriophagencodieten und
chromosomaen Pathogenitétsgenen verschiedene, unterschiedlich schwerwiegende
Krankheitsbilder verursachen.

Dieser grole und zukinftig vidlecht noch groler werdende Gen,pool benhdtet
wahrscheinlich neben den bekannten Pathogenitétsfaktoren bidang noch nicht identifizierte
bakteridle Produkte (33, 50). Einige Autoren deuten die Beteligung welterer
Virulenzfaktoren an der EHEC-Pathogenese an, z.B. be der Adhaenz (50, 74), bel der
massven inflammatorischen EHEC-Darmaffektion (33) oder be der Schédigung des
Endothels (39).

Ob diese noch nicht identifizierten Faktoren membrangebunden oder frel vorliegen, ob und
wo sSe im komplexen Pethogenitéismoddl der EHEC-Infektion enzuordnen sind, erfordert
noch weitere experimentelle Angtrengung.

Ungeklat i bidang ebenfdls die immense rende Endothdzdlaktivierung be  Ausbildung
des HUS. Gegendtand dieser Arbeit ist die Hypothese, dal3 weitere bakterielle Faktoren und
Toxine an der Endothdl zellschédigung beteiligt Snd.

2.3.3. Pathogenetisches Model des HUS — sydemische Begletresktionen der EHEC-
Infektion

Die sturetoleranten EHEC Uberwinden die Saurebarriere des Magens (58) und binden im

terminaen [leum und Kolon an Enterozyten (34). Es kommt zum Ph&nomen der ,, A/E*-

Lason, einer dramatischen Zytoskelett- und Oberflachenveranderung der Enterozyten (33).

Die Barrierefunktion der Mukosa geht verloren, und sezernierte bakterielle Produkte gelangen

in das subepitheliale Gewebe (34).

Einerssits kommt es nun zu einer lokden Wirkung des SLT und/oder anderer, unbekannter
Pathogenitéifaktoren auf das Darmepithe, anderersdts ist eine indirekte Epithelschédigung
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durch gestorte Mikrozirkulation, aso ener Affektion des Gefa3endothels, an der Entwicklung
einer HC betelligt (33, 34).

Aus diesem Endotheschaden der kleinen Arteriolen und Kapillaren resultiet eine lokae
inravasde Koagulation und verdérkte Leukozytenadhdson mit ener Zunahme der
Produktion von vasoektiven und proinflammatorischen Substanzen (IL-1,-6,-8, TNF). Die
Folge gnd letztlich ischdmische Intesindschéden durch Thrombenbildung, Vaskulitis und
Hamorrhagie mit dem Zusammenbruch der Blut-Gewebe-Barriere, was bakteridlen Toxinen
und anderen bidang unbekannten Faktoren den Zugang zum Gefd3sysem erdffnet (34). Die
kompletten bakteridlen Organismen gdangen nicht in die Blutbahn, es besteht dso keine
Bakteriamie.

Das HUS ig¢ durch en plétzdiches Auftreten von mikroangiopathischer  hamolytischer
Andmie, akutem Nierenversagen und Thrombozytopenie definiert (39). Diese klinische Trias
tritt etwa ene Woche nach dem Beginn des Durchfals auf. Pathogenetisch nimmt die
Schédigung des Endothels die entscheidende Rolle ein (58).

2.3.4. DieRodlledesEndothesbe Entstehung der thrombotischen Mikroangiopathie (TMA)

De zentrde pathogenetische Vorgang des HUS it die Schadigung des Gefd3endothels, die
zur  thrombotischen  Mikroangiopathie, hervorgerufen durch  bakteridle Produkte und
korpereigene Effektorsysteme, fihrt (Abbildung 3) (16, 34, 39, 49).

Durch ein chemotaktisches Anlocken, eine erhthte Adh&enz und ene Aktivierung der PMNs
kommt es zur vermehrten Zytokinfreisstzung und der Bildung von NO. Dieser
immunologische Vorgang i ba der intetinden Affektion durch EHEC fir die immense
Entzindungsresktion verantwortlich (9, 34). Der endothdide Schaden fihrt zu ener
Schwellung der Endothelzdle, was zu ener Einengung des Lumens der terminden Gefd3e
und somit zu einer Deformierung von Erythrozyten (Fragmentozyten) und deren vorzeitiger
Elimination in der Milz fihrt (74). Diese durch den erhohten ,shear dress'-bedingte
Verminderung der Erythrozytenzahl imponiert klinisch ds mikroangiopathische  hdmolytische
Andmie, enem Bedandtel der HUS-Trias. Die von den geschadigten Endotheien
abgegebenen Zytokine (Prostazyklin, Thromboxan) und andere Mediatoren (IL-1, -8, TNF
und PAF) treiben durch Aktivierung der PMNs und der Thrombozyten die Ausprégung der
thrombotischen Mikroangiopathie immer weiter voran (34). Die Blutspiegd von IL-6 und
TNF korrdieren mit der Aktivitét, der IL-8 Spiegel mit dem todlichen Verlauf des HUS (30).
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Durch die Wirkung der bakterielen Pathogenitétsfaktoren verlieren die Endothezelen ihre
antithrombotischen und  antikoagulatorischen  Eigenschaften, was zu ener St6rung des
prokoagulatorisch-fibrinolytischen  Gleichgewichts zu Gungen ener Thrombusbildung  fihrt
(39). Die Endothdzdlschadigung it die Qudle der im HUS ehohten Spieged von
Gerinnungsfaktoren  (vortWillebrand-Faktor (VWF), Plasminogen Aktivator Inhibitor (PAI-1)
und Gewebeplasminogenaktivator (t-PA)) (38, 39). Die intravasde Thrombushildung hangt
kausd mit den zur Trias des HUS gehdrenden Thrombozytopenie und dem Nierenversagen
zusammen. Die Storung der glomeruléren Funktion der Niere is Folge eines anoxischen
Gewebeschadens.  Ein Ungleichgewicht  der  vasosktiven  Mediatoren  Prostazyklin,
Thromboxan und die vermehrte Synthese von Endothelin durch geschédigte rende Endothd-,
aber auch Epithezdlen kann durch Vasokondriktion zusdizlich zur Thromboserung der
intrarenden Gefd3e die Schadigung der Nieren im HUS noch verschlimmern (34, 39).
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EHEC
SLT Faktor X PMN
Ander e &tiologische Endothelzell-
0 e
Faktoren schadigung
PAF / \ IL-1/-8 TNF
Gerinnungs- Ungleichgewicht
kaskade TXB2und PGI2
Thrombozyten PM N-Aktivierung
aktivierung
\ \
Thrombusbildung Vasokonstriktion Zellschwellung Inflammation
TMA
Abbildung 3: Mechanismus der Pathogenese der thrombotischen Mikroangiopathie
(TMA).

Der zentrale pathogenetische Vorgang des HUS ist die Schadigung des Gefaliendothels, die
zur thrombotischen Mikroangiopathie, hervorgerufen durch bakterielle Produkte und
kor pereigene Effektor systeme, fuhrt. Abkirzungen in der Abbildung: LPS, Lipopolysaccharid;
PAF, Plattchenaktivierender Faktor; IL-1,-8, Interleukin-1,-8; TNF, Tumor Nekrose Faktor;
andere atiologische Faktoren sind zB. Medikamente (zB Cyclosporin A), Vaskulitis,
Ganzkor per bestrahlung, und andere noch nicht identifizierte bakterielle Faktoren.
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Somit geht das Organ Endothd im  Zentrum enes dch sdbst  beschleunigenden
Teufelskreises.

Vide Fragen zur Pathogenese der EHEC-Erkrankungen, beispidsweise die prominente
Betelligung der Nieren oder die Ursache der dramatischen Hamolyse, snd noch unerforscht.

24. Fragestelung

Sat der Ergbeschreibung durch Karmali 1985 wurden unfassende Erkenntnisse hingchtlich
der EHEC-Pathogenitétsfaktoren und der pathogenetischen Vorgange be der HC und dem
HUS gewonnen. Allerdings gibt es noch etliche Licken im Vergandnis der pathogenetischen
Prozese. Eine zentrde Rolle spidt jedoch die Interaktion zwischen den Bakterien und dem
Endothel, dessen Schédigung der maligebliche VVorgang bel der Entwicklung des HUS ist.

Hier greifen die Uberlegungen und Fragestellungen dieser Doktorarbeit an:

Sind vidleicht noch andere bidang unbekannte bakteridle Fektoren bel der Entstehung der
endotheliden Schéden bel der intestinden EHEC-Infektion und bel der Entwicklung des HUS
beteligt?

Die grundlegende Frage dieser Arbet untersucht den Effekt von Agentien aus EHEC-
Kulturlibersténden auf das Signatransduktionsverhaten und die Synthese und Freisetizung
inflammatorischer und vasoaktiver Mediatoren in bzw. aus humanen Endothdzdlen. Da die
Schadigung von Endothelzedlen im  Mittdpunkt des pathogenetischen Moddls der EHEC-
Infektionen geht, wurden fir die Versuchgehen humane umbilikalventse Endothdzdlen
(HUVEC) ausgewdhlt. Die EHEC-Kulturlbersdnde und nicht die bakteridlen
Gesamtorganismen wurden in den Experimenten eingesetzt, da es sch weder be der HC noch
bem HUS um Bakterigmien handdt. Beides snd Krankhetshilder, die durch sezernierte
bakteridle Pathogenitéisfaktoren und ene massve korpereigene Resktion entstehen. Zum
Veglech zu den EHEC-Kulturlberstdnden werden die Kulturibersténde apathogener
Escherichia Coli St&mme eingesetzt.

Weterhin  wird versucht, den dofflichen Charakter des von den EHEC sezernierten
Endothdzdldimulans genauer zu definieren und bekannte EHEC-Pathogenitétsfaktoren
auszuschliel¥en. Hierzu  werden physkaische, chemische, enzymatische  und
pharmakologische Malinahmen bzw. Methoden angewendet, um so ene besseres Bild von
den Eigenschaften der verantwortlichen Substanz zu erhdten.
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Zid der gesamten Forschungsbemihungen sollte die Entdeckung einer effektiven Thergpie
zur efolgreichen Behandlung der EHEC-Infektionen und des potentidl todlich verlaufenden
HUS sin. Vorgdlbar wéaen prophylaktischen Maahmen sowie immunologische und
antibiotischen Therapieansitze.

Folgende Fragen sollen beantwortet werden:

1. Snd die Kulturibersdnde der EHEC in der Lage, in humanen Endothezdlen ene
Signatransduktion auszul6sen? It dieser Effekt zeit- und dosisabhangig?

2. Welchen EinfluR haben die EHEC-Uberddande auf die Synthese und Freisstzung
inflammatorischer und vasoaktiver Mediatoren in humanen Endothdzdlen?

3. Gibt es pharmakologische Ansatzpunkte, die Aktivierung der Endothelzdlen durch die
EHEC-Ubergténde zu besinflussen?

4. Welche Eigenschaften hat die fir die Endothezdlaktivierung verantwortliche Substanz in
den Ubergtdnden der EHEC? Weche bekannten Pathogenititsfaktoren  kdnnen

ausgeschlossen werden?

5. Wield8} sch dieses neue EHEC-Endothd zdlstimulans in das bekannte pathogenetische
Modell der EHEC-Infektionen einordnen?
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Inkubationsmedien und Zdlkulturmaterial

Antibiotika  (Peniclllin G, Strreptomycin)  lyophilisert, deil, Gibco (Karlsruhe,
Deutschland)

Aqua tridedtillata — im Milli Q Wassraufbereitungssysem, Millipore (Eschborn,
Deutschiand) entionisert und gefiltert

Cdl-scraper, gteril, Greiner (Frickenhausen, Deutschland)

Collagenase (CLS Typ I, 180U/mg), Worthington Biochemicad Corporation (Freehold,
N.J.), 25mg mit 100ml HBS cum Ca/lMg gelogt (Aktivitét: 45U/ml), stexil filtriert

D-[+]-Glukose, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Dreiwegehahn, Braun (Mesungen, Deutschland)

Endothel zdlwachstumsfaktor (RDGF), eigene Herstellung aus Rinderretinae
Ethylendinitrilotetraessgsaure (EDTA) Dinariumsalz Dihydrat, Merck (Darmstadt)

Fa con Rohrchen, konisch, Polypropylen 50/15ml, Becton Dickinson (Meyland, U.S.A)

FCS, fetdes Kaberserum, hitzeinaktiviert fur 30 Minuten bei 56°C, deil filtriert, Gibco
(Karlsruhe, Deutschland)

Filter 0,22um ds Spritzenaufsatz, Mepore (Deutschland)

Filter (0,2um), Nalgene (Hereford,U.K.)

Fungizone (Amphoterecin B), Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

Geddine, Sigma (Desenhofen, Deutschland), in agua dedillaa gdddt, deril Afiltriert,
Beschichtunug der Zdlkulturplatten fir drei Stunden mit ener Endkonzentration von 0,2%
bel Raumtemperatur

Hanks Badanced Sdt Solution (HBSS cum Ca/lMg, Phenolrot frel) (10x) 100ml, Gibco
(Karlsruhe, Deutschland)

HanksHEPES cum Ca/Mg-Puffer (11): 100ml HBSS (10x), +900ml aqua dedtillata, +6g
Hepes (= 25mM), +1n NaOH ad pH 7,4

HEPES Buffered Sdline (HBS 1x): 950ml agua dedtillata, +NaCl 8g, +KCl 0,39, +HEPES
2,389, +Glukose 2g, +agua dedtllata ad 1000ml, +1n NaOH ad pH 7,4, deril filtriert
(0.2um)
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HEPES Buffered Sdine (HBS 1x) cum CalMg: wie oben, +0,22g CaCl, (1,5mM), +0,01g
MgCl (0,5mM)

HEPES. N-2-Hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid; MW 238,3; pKa 7,5 be
25°C, Sigma (De senhofen, Deutschland)

Immunglobulin, Anti-Human VWF 1gG der Maus, Dako (Glostrup, Danemark)

Immunglobulin, Fuoreszein (FITCymarkiertes Anti-Maus IgM vom Kaninchen, Dianova
(Hamburg, Deutschland)

Kabelbinder, BTF (Gief3en, Deutschland)

Knopfkanllen (Sonderanfertigung fir die Endothezdlpréparation), Fischer (Frankfurt,
Deutschland)

L-Glutamin, Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

Multiwells, Costar (Bodenheim, Deutschland), 12-well-Platten: 12 x 4cn? (ca 300.000
Zdlenwell)

Objekttréger aus Polysterene mit je 8 Kammern fir die Immunhistologe, Nunc,
(Bieberich, Deutschland)

Pasteur capillary Pipettes, WU (Mainz, Deutschland)

Pipettery-spitzen Eppendorf, verschiedene Volumina, Fischer (Frankfurt, Deutschiand)

Pipetten 5ml, 10ml, 25ml, Greiner (Frickenhausen, Deutschland)

Sodium Pyruvate, Gibco (Karlsrtuhe, Deutschland)

Szintilationsflaschen mit Verschluf3, 20m

Tris ultrgpure (NH,C(CH20H)3), United States Biochemicd (Cleveland, USA)
Trypsn-EDTA-L6sung, Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

Waymouth Medium, Boehringer (Ingdhem, Deutschland), Vollansatz fir HUVEC-
Zdlkultur (500ml): 375ml Medium 199 Inostol-arm, +100ml FCS (10%), +5ml Sodium
Pyruvate (ImM), +5ml L-Glutamin (2mM), +5ml RDGF-Konzentrat, +2,5ml
Streptomycin (500ug), +2,5ml Penicillin (5001E), +5ml Fungizone (Amphothericin B)
Zdlkulturflaschen T-25 (25cn?), Nunc (Bieberich, Deutschland)

Zentrifugenréhrchen, Greiner (NUrtingen, Deutschland)
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3.2. Pharmakaund Agenzien

Ame sensiure, Sigma (Desenhofen, Deutschland)

Ammoniaklsung suprapur, Merck (Darmstadt, Deutschland)

A 23187 (Cdciumionophor), Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Borax (Phosphoglyceralinosital), Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Chloroform (CHCI3) dedtilliert in Glas, UV-cutoff 203nm, geeignet fir HPLC, Fuka AG
(Bern, Schweiz)

Diethylether (C,Hs-O-CzHs) dedtilliert in Glas, pro analys, Merck (Darmstadt)

D-myo-(2-H) Inositol, Amersham (Dreieich, Deutschland)

D-myo-(2-H) Inositol-1-Phosphat, Amersham (Dreieich, Deutschland)

D-myo-(2-H) Inositol- 1,4,-Biphosphat, Amersham (Dreieich, Deutschland)

D-myo-(2-H) Inosital- 1,4,5,- Triphosphat, Amersham (Dreieich, Deutschland)

Dowex (lonenaustauscherharz), Korngrofe 100-200, Gegenion: Chlorid, Serva
(Heidelberg, Deutschland)

Ethanol pro andys, J. T. Baker Chemicals (Deventer, Holland)

Glaswolle, Merck (Darmstadt, Deutschland)

Histamin, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Lithiumchlorid, Merck (Darmstadt, Deutschland)

Methanol (CH,OH) dedtilliert in Glas, UV-cutoff 203nm, geeignet fir HPLC, Burdick &
Jackson Lab. Inc.; Vertrieb durch Fluka AG (Bern, Schweiz)

Myo-Inositol, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Natriumacetat, Merck (Darmstadt, Deutschland)

Proteinase k von Tritirachium abum, Sigma (De senhofen, Deutschland)

Pyrilamin, Sgma (Deisenhofen, Deutschland)

Thrombin, Sigma (De senhofen, Deutschland)

Trichloressgsaure, Merck (Darmstadt, Deutschland)

Szintilatorflissgkeit Quicksafe A, Zinsser Andytik (Frankfurt, Deutschland)

Sintilatorfliissgkeit Rotiszint eco plus, Roth (Karlsruhe, Deutschland)
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3.3. Geate

Biofuge A, Heraeus (Hanau, Deutschland)

CO,-Inkubator IR 1500, Flow Laboratories (Meckenheim, Deutschland)
Chromatographie-Saule (25 x 0,46cm), biorad (Deutschland)

ELISA-Reader, SLT Labingruments (Crailsheim, Deutschland)
Liquidszintillationscounter, Philips (Hamburg, Deutschland)

Milli Q Wasseraufbereitungsanlage, Millipore (Eschborn, Deutschland)

Pipetus, Hirschmann, Fischer (Frankfurt, Deutschland)

Photometer (Model Uvicon 860), Kantron Instruments (Schweiz)

Schiittelgerét Heidolph Reax 2000, MAGV (Rabenau+Londorf, Deutschland)

Seiler Arbatsplaz (laminar ar flow) Typ BSB, 4a FHow Laboratories (Meckenheim,
Deutschland)

Tischzentrifuge Biofuge 13, Haraeus Sepatech, MAGV (RabenaurLondorf, Deutschland)
Waage, Mettler Toledo (Schweiz)

Wégezdlle, Hottinger Baldwin Mef3technik (Langen, Deutschland)

Wasserbad Thermomix ME, Braun (M sungen, Deutschland)

Zentrifuge RPC Rotanta, Hettich (Tuttlingen, Deutschland)

3.4. Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC)

3.4.1. |solation der Endothdzdlen aus humanen Nabe schnurvenen

Die Isolieeung der Endothdzdlen efolgt aus den Nabelschniren Neugeborener. Die
Nabelschniire werden direkt nach der Abnabdung in serile Becher gegeben und be 4°C fir
maxima 48 Sunden aufbewahrt. Um ene Kontamination be der Isolation der Zdlen zu
vermeiden, werden dle Arbetsschritte unter ener Sterilbank durchgeftihrt. Nach Sduberung
der Schnire mit ener deilen Komprese wird eine Knopfkanile vorschtig in die Vena
umbilicais engefihrt und mit enem Kabdbinder fixiert. Die Vene wird mit 2x50ml HEPES
Buffered Sdline gesplilt, das disale Ende mit ener Klemme abgeklemmt und das gesamte
Lumen anschliegfend mit ca 20ml 37°C wamer, deril filtrierter Collagenase-Losung
(Aktivitét: 45U/ml HBS) gefillt. Auf die Knopfkantle wird en Drewegehahn aufgesstzt und
somit verschlossen. Die Nabedschnur wird darauthin fir 20 Minuten bel 37°C  inkubiert.
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Anschlieffend wird die Nabedschnur kréftig massert, um weitere Endothezdlen abzulsen.
Zur Inaktivierung der enzymatischen Aktivitdt werden die abgddgen Zdlen in en 50ml
Facon Zentrifugenrdhrchen mit 1ml FCS abgdassen. Durch kréftiges Spilen mit ca. 30ml
HEPES Buffered Sdine werden wetere Zdlen gdést und das Facon Roéhrchen auf 50mil
aufgeflllt. Die Zdlsugppenson wird be Raumtemperatur fir fonf Minuten mit 2509
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Pdlet mit 5ml HUVEC-Medium (Vollansaz)
resuspendiert (3).

Die Primékultur wird in ene mit Gdantine vorbehanddte T-25-Zdlkulturflasche pipettiert
und die bepflanzten Flaschen bel 37°C mit 5% CO, und 95% Raumluft in enem Inkubator
begast. Berets nach wenigen Sunden it es moglich, unter dem Mikroskop die
rosettenformige  Zusammenlagerung von Zdlen ("Zdlnester”) zu beobachten. Von diesen
Zdlen ds Kridgdlistionspunkt geht das Wachsum radi&r aus bis zur vollsandigen
Bedeckung des Bodens der Zdlkulturflasche mit Endothezdlen. Die Ausbildung enes
konfluenten Monolayers dauert etwa 48 Stunden.

3.4.2. "Slitten” der Endothelzdlen

Nachdem sch ein konfluenter Zelrasen gebildet hat, kdnnen die Zdlen subkultiviert werden.
Dazu wird das Medium aus der T-25-Hasche abgesaugt und die Zdlen zweimd mit
serumfreiem Medium (37°C) gewaschen. Anschlielend wird mit 4ml auf 37°C erwédrmter
Trypsn-EDTA-L6sung solange inkubiert, bis sich der Endothelzellmonolayer vom Boden der
Kulturflasche gelost hat (ca 30 Sekunden). Dieser Vorgang wird unter dem Mikroskop
kontrolliet und kann durch leichtes Klopfen des Gefdlies unterstitzt werden. Die in der
Trypsn-EDTA-L6sung schwimmenden Zellen werden in einer Pipette aufgenommen und in
en 50ml Zentrifugenrdhrchen CGberfihrt, das zuvor mit 1Iml FCS zur Inaktivierung des
Trypsins vorbereitet wird. Durch mehrmaiges Spllen der T-25-Hasche werden dle Zdlen
abgdost. Das Zentrifugenrohrchen wird bei 250g fiinf Minuten zentrifugiert, der Uberstand
abgesaugt, das Pdlet in HUVEC-Medium resuspendiert und die Zellen einer T25-Hasche auf
drei 6- oder 12-Multiwdl-Platen glechmddg ausgesit. Die Zdlen werden nach Bildung
enes vollgdndigen Zdlrasens in den Versuchen eingesatzt. Erfahrungsgemd? dauert dies ca

zwe Tage.
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3.4.3. ldentifizierung und Charakteriserung der Endothelzellen

Die Idetifizierung der  Endothdzdlen  efolgt nach  morphologischen  und
immunhisochemischen  Kriterien. Hierbe id  essantidl, die Endothdzdlen von glaten
Muskelzdlen und Fibroblasten zu unterscheiden. Wéhrend die Endothelzellen unter dem
Phasenkontrastmikroskop ~ einschichtig in Form  enes  kopfgenpflaserartig  angeordneten
Reiefs mit polygonden Zdlen und einem mittdséndigem Zdlkern wachsen, erkennt men
Fbroblasen und glate Muskdzdlen an ihren mehrschichtigen Zdlagen und ihren padld
angeordneten  spinddformigen  Zellen.  Fbroblasten  zeichnen sch  weter  durch  ihre
vergleichsveise  langen und  dinnen  Zdlfortsitize aus, die insbesondere in der
Wachstumsphase der Zellen deutlich zu sehen sind.

Immunhistologisch wird die Identifizierung der Endothdzdlen durch den Nachwels des von
Willebrand Fektors auf der Zelloberfléche durchgefiihrt. Dazu werden Sterile Objektiréger aus
Polysterene mit Endothelzellen bepflanzt. Nach zwe Tagen wird der Zdlmonolayer dremd
mit HH+/+ gewaschen und die Zdlen mit MeOH/Aceton (1:1) fir funf Minuten
permesbilisert. Nach erneutem Waschen mit HH+/+ wird mit 10ug eines ersen Antikorpers
gegen humanen von Willebrand Faktor (IgG der Maus) fur eine Stunde beal 37°C inkubiert.
Uberschiissige, nicht gebundene Antikorper werden durch dreimaliges Spillen entfernt und
10ug eines mit Huoreszeinisothiocyanat (FITC) markierten Antikorpers gegen Maus-1gG
(Kaninchen-igM) fur 30 Minuten auf die Zdlen gegeben. Erneut werden nicht gebundene
Antikorper durch dreimdiges Spilen entfernt und die Zdlen auf dem Glastragger mit Dako-
Eindeckmedium beschichtet. Unter dem HFuoreszensmikroskop lassen €ich die FTC-
markierten Endothdzdlen leicht identifizieren und von den Fbroblasgen und glatten
Musked zdlen unterscheiden (17).

3.5. Inden Experimenten eingesetzte Bakterienstdmme

3.5.1. Hekunft der verwendeten Bakteriengdmme

Alle in den nachfolgenden Vesuchen engestzte Bakteienddmme wurden  uns
freundlicherweise von Prof. T. Chekraborty (Ingtitut for Medizinische Mikrobiologie der
Justus-Liebig-Universitét Gief3en) im Rahmen einer Kooperation zur Verfligung gestellt.
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gpathogener Escherichia coli-Stamm 470

Escherichia codli-Stamm  413/89-1 (SLTEC), isoliet aus Stuhlproben von Kéabern
(Serogruppel/-typ O26/H-)

EDL 933 humanpathogener EHEC- Stamm (O157:H7)

E2346/69 humanpathogener EPEC-Stamm (0127:H6)

3.5.2. Kulturmedien und Materidien

Stevilfilterspritzenaufsatz Millex-GP 0,22um, Millipore (Bedford, USA)

sterile Einma spritzen, verschiedene Grof3en, Braun (Me sungen, Deutschland)

Cryovids, Nage Company (Rochester, USA)

Enterohédmolysn Agar mit Blut-Platten, OXOID, bezogen Uber Unipath GmbH (Wesd,
Deutschland)

Glycerin, Sgma (De senhofen, Deutschland)

Proteinase k, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Terrific Broth (Tartof and Hobbs, 1987): 12g Tryptone, 24g Y east-extract, 4ml Glycerol ad
900ml deonigertem H,O, dazu 100ml ener Losung aus 0,17/M KH,PO, und 0,72M
K2HPO, in deonisetem H,O hinzufligen. Beide Ldsungen zuvor autoklavieren und vor
dem Zusammenfiigen auf unter 60°C erkaten lassen.

Centriprep, Molecular weight cut-off 3000Da, Amicon (Witten, Deutschland)

Makrosep Molekularfilter <4000Da, Millipore (Bedford, USA)

3.5.3.  Wachstumsbedingungen und Gewinnung der Serilfiltrierten EHEC-Kulturtibersténde

Die in den Versuchen eingesetzten Bakterien werden in 25ml Teriffic Broth (TB-Medium) in
50ml Facon Rohrchen as Ubernachtkulturen stehend in einem 37°C warmen Wasserbad
angesdtzt.

Pro Ansatiz wird eine Kolonie des entsporechenden Bakteriendammes mit einer ausgeglihten
O von dea Enterohdmolysin-Agar-Plate abgetragen und in die mit 25ml TB-Medium
geflllten  Rohrchen gegeben. (Dauerkulturen der  verschiedenen Stamme  werden  ds
Glycerinkulturen in Cryovids be - 70°C aufbewahrt.)
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Nach 15-17 Stunden im Wasserbad werden die in der 50ml Rohrchen angesetzten Kulturen
zehn Minuten bei 1300g zentrifugiert, der Uberstand mit einer gterilen Spritze aspiriert und
durch einen 0,22um Sterilfilterspritzenaufsatz in ein seriles Rohrchen filtriert.

3.6. Watefuhrende Behandlung der gerilfiltrierten EHEC-Kulturiberstédnde zur
Char akteriserung des neuen Endothelzellstimulans

3.6.1. Ultrafiltration der deilfiltrierten EHEC-Kulturibersténde zur Trennung bei 3000Da
Molekuargewicht

Nach der Filtration durch den 0,22um Sterilfilterspritzenaufsatz werden ca. 15ml Uberstand
in die alRere Kammer enes unicon Molekularfiltrators pipettiet und be 3000g fur 30
Minuten zentrifugiert, dadurch wird eiwa die Hafte des eingesetzten Uberstandes durch die

Filtermembran in die innere Kammer geprefd und so ene Trennung bel 3000Da erreicht.

3.6.2. Hitzebehandlung der Serilfiltrierten EHEC-Kulturiibersténde bel 56°C

Um die Frage ene Hitzedtabilitt der gesuchten endothegtimulierenden Substanz in den
deilfiltrieten EHEC-Kulturlberstdnde zu beantworten, wurden sie in 15ml Facon-Réhrchen
fur 30 beziehungsweise 60 Minuten in einem 56°C warmen Wasserbad inkubiert.

3.6.3. Auftrennung der deilfiltrieten EHEC-Kulturlbersténde mittels der von Bligh und
Dyer beschriebenen Lipidextraktion

Die Lipidextraktion erfolgt in enger Anlehnung an die Methode von E. G. Bligh und W. J.
Dyer (7), be der eine optimde Lipidextraktion durch Mischung der Proben mit Chloroform
und Methanol erreicht wurde. Die deilfiltrieten Bakterienlbersténde werden wie folgt
aufgearbeitet: Pro 1ml Bakterienlberstand wird 25ml Methanol in Schliffgléser zugesetzt
und wie auch be den folgenden Schritten gleichm&dg eine Minute geriittet. Darauffolgend
zweimd je 750yl Chloroform und 750l Natrium-Acetat (0,1mM) zugesetzt. Der wé¥ige
Uberdand wird von der organischen Phase getrennt und gleichmdig in neue Gefale
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Uberfihrt. Anschlief?end folgen drel Waschschritte mit Zugabe von jeweils 1ml Methanol:
Natriumacetat (0,1mM) im Verhdtnis 10:9, bevor die untere Chloroform-Phase zu glechen
Teillen in Eppendorfgefdde Uberfihrt und unter Stickstoff eingeengt wird. So i es mdglich
die wd¥igen und organischen Tele der Bakterienibersddnde separat zur Stimulation der
Endothe zdlen einzusetzen.

3.6.4. Inkubation der deilfiltrieten EHEC-Kulturlbersténde mit dem  proteolytischen
Enzym Proteinase k

Die Stabilitdt der von den Bakterien in den Uberstand sezernierten Substanzen gegeniiber
enem proteolytischen Enzym, wird durch ene Inkubation der deilfiltrieten EHEC-
Kulturiberstdnde mit 1ug/ml Proteinase k fir 15, 30 und 60 Minuten in Serilen Rohrchen bel
37°C im Inkubator Uberprift. Die so behandelten Ubersténde werden im Versuch eingesetzt.

3.7. Messung der Inositolphosphate

Die Quantifizierung der verschiedenen Inostolphosphate efolgt nach ener von Berridge
beschriebenen Methode (8). Aus 3[H]-Inositol-vormarkierten Membran-Inositiden (24
stiindige Prainkubationsperiode mit 10uCi *[H]-Inositol/well in HUVEC-Medium) kann die
Aktivierung inflammatorischer  Signdtransduktionsmechanismen  Uber die  Phopholipase  C-
induzierte Entstehung der Inogitolphosphate (InsPs, InsP, und InsP;) bestimmt werden. Das
InsP; wird hierbe durch Phosphataseresktionen sequentiell bis zum Inostol dephosphoryliert
(10). Um ene Akkumulation der freigesetzten Inostolphosphate in der Zelle zu erreichen,
wird das leizte Enzym diesr Sequenz, die InsPi-Phosphatase, durch Li*-lonen gehemmt (8,
59).

3.7.1. Versuchsablauf und Extraktion der Inositolphosphate
Nach der Prankubationsperiode zum Einbau des radioaktiv-markierten Inogitols in die

Zdlmembran werden die Zdlen zwemd mit 37°C wame HanksHEPES Loésung
gewaschen, um die nicht von den Endothezdlen eingebaute Radioaktivitdt zu besatigen.
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Zusdzlich wird dem Stimulationsansatiz 10mM  Lithiumchlorid zugefigt. Die Resktion wird
durch Zugabe von eskdter Trichloressgsiure im Verhdtnis 1.1 zum  Probenvolumen
gestoppt  (Endkonzentration 7,5%) und nach kurzem Schwenken fir 15 Minuten auf Eis
gestdlt. Anschlielend wird die Lipidfraktion durch viermdiges Ausschitteln mit  1ml
Diethylether pro ml Probenvolumen extrahiet und die nach dem letzten Schritt
zurtickbleibende wal¥ige Phase auf die Chromatographiesiulen gegeben.

3.7.2.  Anionenaustauschchromatographie

Sdbsgtgepackte Saulen, geflllt mit  Dowex-lonenaustauscherharz  (Serra, Korngrofe:  100-
200um, Gegenion: Cl), werden vor Gebrauch jewels mit 5ml 1,0M NH;-Formiat/0,1M
Ameisensiure, pH 4,58 und 5ml Bidest konditioniert, um 3[H]-Inositolreste vorangegangener
Versuche von der Saule zu entfernen. Weiterhin mul3 das Harz mit 3ml 5mM  Inositollésung
2wecks Absitigung  unspezifischer  Bindungsstdlen nach  Auftragen der mit  Diethylether
extrahierten wd¥igen Phase der Proben (2ml/Iml Probenvolumen) behandelt werden. Nach
4ml 60mM Ameisensiure/SmM  Na'-Tetraborat zur Elution des Glycerophospho-3[H]-Inositol
erfolgt die Eluierung der Phosphoinogtide mit 4ml 1,0M NH,-Formiat/0,1M Ameisensaure.

Diese ds Bruttodution bezeichnete Saulenspllung efad die Inostolphosphate InsPy, InsP,
und InsPs;, deren Fraktionen gemeinsam, jewels im Verhdtnis 1.5 mit Szntilatorfllissgkeit
verdinnt, im b - Counter gemessen wurden.

Die Differentideuierung von InsPy, InsP, und InsP; wird mit dem Zid einer Uberprifung der
Trennlestung enzener Saulen jeweils pardld zu den Versuchen mit authentischen Standards
durchgefihrt und efordet die sequentidle Sdulenspllung mit  Phasen  angtelgender
lonengtérke: 1P, wird mit 5ml 0,2M NH;-Formiat/0,1M Ameisensaure (pH 3,81) duiert, 1P,
wird mit 5ml 04M NHs-Formiat/0,1M Amesensdure (pH 4,12) und IP; wird mit 5ml 1,0M
NHs-Formia/0,IM Amesensiure (pH 4,9) duiet. Ein représentatives Elutionsprofil  der
getrennt aufgefangenen Eluatfraktionen ist in Abbildung 4 wiedergegeben.
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Anionenaustauschchromatoqgraphie
der Inositolphosphate
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Abbildung 4: Anionenaustauschchromatographie der I nositolphosphate:

Dargestellt ist das Trennprofil eines aquimolaren Cocktails der Inositolphosphatisomere
InsP1, InsP2 und InsP3, erhalten durch sequentielle Elution mittels ansteigender |onenstéarke:
IP1 wird mit 5ml 0,2M NH4-Formiat/0,1M Ameisensaure (pH 3,81), IP2 mit 5ml 0,4M NH4-
Formiat/0,dM Ameisensaure (pH 4,12) und IP3 mit 5m 1,0M NH4-Formiat/0,1M
Ameisensaure (pH 4,9) eluiert. Die separat aufgefangenen Eluatfraktionen werden im

Verhaltnis 1:10 mit Szintilatorflussigkeit verdinnt und im b-Counter gemessen.
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3.8. Versuchsablaufe der kommerzidlen Enzyme-linked Immunosorbent Assays
(ELISA)

Verwendete ELISA-Systeme:
Thromboxane B, Enzyme Immunoassay Kit, Cat# 519031, Cayman Chemica (Ann Arbor,
U.SA)
6-keto-Progaglandin  F1a  Enzyme Immunoassay Kit, Cat# 515211, Cayman Chemicd
(Ann Arbor, U.SA.)

3.8.1. Gewinnung der Proben aus HUVEC-ZdIkulturlbersténden

Endothdzellen in 12er Multiwdl Patten werden in 500u Probenvolumen (Serumfrees
Medium, Waymouth) mit bekteridlen Uberstanden  dimuliet.  Nach  Ablauf  der
Simulationsdauer  werden die  ZdlUbergénde abgenommen, in  auf Eis dehende
Eppendorfgefdde pipettiet und in ener Tischzentrifuge be 13.000rpm fir finf Minuten
zentrifugiert. Die so erhdtenen Ubergtande sind zellfrei. Sie werden in neue Cups Uberfuhrt
und bei -20°C bis zum Einsatiz im ELISA gelagert.

3.8.2. Versuchsablauf des 6-keto-Prostaglandin F1, Assay Systems

Die Bestimmung des in den Uberdand freigesetzten Prodazyklins wird indirekt mit einem
kommerzidlen Assay-Sysem durchgefthrt. Da  Progazyklin in - wél¥iger Loésung ene
Halbwertszeit von nur wenigen Sekunden hat, wird das Hydrolyseprodukt des Prostazyklins,
das 6-keto-Progaglandin F14, nachgewiesen. Diesr Metabolit i wesentlich gabiler und
kumuliert im Endothezdlibergand. Die Kreuzresktivitd des Kaninchenantissrums gegen 6-
keto-PGF1, gegeniber dlen anderen Prostaglandinen lag be maximd 21%. Je nach
Ausgangskonzentration werden die Endothdzdlibersténde 1:20 oder 1:100 mit serumfrelem
Medium (Waymouth) verdinnt, bevor 50ul dieser Verdinnung im Meflansatiz zum Einsaiz
kommen. In die mit monoklonden Mausantikbrpern gegen  Kaninchenantiserum
beschichteten Vertiefungen der 96-wdl Plaite wird zu den 504 Probe 50ul ener Lésung an
6-keto-Progtaglandin  F15  gebundener Acetylcholinesterase (Tracer) und 50ul eines 6-keto-
Progtaglandin F14 Antiserums vom Kaninchen gegeben.



Material und Methoden 41

Freles 6-keto-Prosaglandin  F1a  und  6-keto-Progtaglandin @ F1a  gebunden an en
Acetylcholinesterasemolekill  konkurrieren um ene begrenzte Anzahl an 6-keto-Progtaglandin
Fia-gpezifischen  Kaninchenantissrumbindungsstdllen.  Die  Konzentration des Tracers i
kongtant, die der Standards und der Proben variieren. Je mehr freles 6keto-Progaglandin Fia
gch in der Probe befindet, desto weniger Tracer kann am Kaninchenantissrum gebunden
werden, welches sanerseits an der monoklonden Mausantikdrpern am Boden der Platte
bindet. Folglich is die Intengtdt der spédter dSattfindenden enzymatischen Farbresktion
umgekehrt proportiona zur 6-keto-Prostaglandin F14-Konzentration in den Wells.

Die 96-wdl Resktionsplaite wird mit enem Plastikfilm bedeckt und ba 4°C fir 18 Stunden
inkubiert. Anschliefend werden durch funf Waschschritte ungebundene Reagenzien entfernt
und Ellman's Reegenz zugesstzt, welches das Substrat fir die Acetylcholinesterase enthdt.
Die Patte wird fur 90-120 Minuten im Dunkedn auf enem horizontden Schittler be
Zimmertemperatur  entwickdt und be 412nm Waelenldnge spektophotometrisch gemessen.
Anhand ener Eichkurve, die mit jedem Mellansaiz mitlaufen mul, werden die
Farbintendtéten der Probenvertiefungen entsprechenden Mengen von  6-keto- Prostaglandin

F1a zugeordnet.

3.8.3. Versuchsablauf des Thromboxan B, Assay Systems

Der Versuchsblauf dieses ELISA g identisch mit dem oben beschriebenen 6-keto-
Progaglandin  F15 Asssy Sysem mit dem Unterschied, dald die Acetylcholinesterase an
Thromboxan B, (Tracer) gebunden i und das Kaninchenantissum spezifisch  mit
Thromboxan By bindet. AulRerdem wird die 96-wedl Resktionsplatte fir 18 Stunden bel
Raumtemperatur inkubiert. Entwicklung und Messen der Platte unterscheiden sch nicht vom

0.9. Assay.

3.9. Statistische Auswertung der dargestellten Ergebnisse

Alle Daen wurden mittds Vaianzardlyse (ANOVA) bzw. gepaatem T-Test auf ihre
Sgnifikanz Uberprift. In den Diagrammen dargestdlt snd jewels die Mittdwerte + mittlerer
Fehler des Mittdwertes (SEM). Das Sgnifikanzniveau wurde be p<0,05 festgeegt,
entsprechend einer [rrtumswahrscheinlichkeit von 5%.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Ubersicht der dargestellten Ergebnisse

Die Schwerpunkte der eingereichten Dissertationsschrift befassen sich mit der Wirkung der
Kulturlbersénde von EHEC  hindchtlich  ihres  Einflusses af das  Sgnd-
transduktionsverhaten von HUVEC.

Im Mittdlpunkt weterer Untersuchungen wird ihr Effekt auf die Synthese und Freisstzung
inflammatorischer und vasoaktiver Mediatoren in bzw. aus diesen Zelen untersucht.

Zentrder Bedtandteil des letzten Abschnittes ist die doffliche Charakteriserung des sch im
bekterilen Ubergtand  befindlichen neuen Endothezellgimulans und seine  Abgrenzung
gegentber  anderen  bekannten  sezernierten  Pathogenitétsfektoren der  EHEC. Die
|dentifizierung der Reinsubstanz ist Gegengtand aktueller Forschungsvorhaben.

Der Ergebnigell dieser Arbelt ist nach folgenden Gesi chtspunkten gegliedert:

Im eden Abschnitt werden die endothdiden Sgndtransduktionswege im Rahmen der
EHEC-Kulturiberstand-induzierten  inflammatorischen  Prozesse  untersucht. Die  Zet- und
Dosissbhéangigkeit der  endothetimulatorischen  Potenz der  EHEC-Uberstéande  wird  mit
Thrombin, enem rezeptorgekoppeten Induktor der Ptdins-Hydrolyse, sowie dem
Ubersténden gpathogener Escherichiacoli verglichen.

Mit der Darstdlung der Sekretionsprofile der vasoaktiven Mediatoren Thromboxan und
Progazyklin ~ wird die inflanmaorische Potenz der engesstizten  Kulturiberstdnde
zeitabhéngig demondtriert.

Nachfolgend werden die Ergebnisse beziglich der dofflichen  Quaitéien des neuen
sezernierten EHEC-Endothelstimulans und damit seine Abgrenzung gegenlber den bekannten
Pathogenitétsfaktoren der EHEC aufgefiihrt. Hierbel findet auch ein Verglech zwischen den
Bakterien und ihren Kulturlbersténden hindgchtlich der Wirkung auf den Ptdins-
Metabolismusin HUVEC statt.

De lezte Punkt des Ergebnigels befdd sch mit der Hemmbarket der EHEC-
Kulturibergtand-induzieten  endothdiden  Stimulation durch  Einsaiz  @nes  Higamin-1-
Rezeptorantagonisten.
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4.2.  Aktivierung endothelialer Signaltransduktionswege durch serilfiltrierten EHEC-
Kulturiberstand (413/89-1)

4.2.1. Inogtolphogphaimetabolismus  in HUVEC durch Sevilfiltrierten EHEC-
Kulturliberstand (413/89-1) — Zeit- und Dosisabhéngigkelt

Die Aktivieeung endothdider Sgndtransduktionsvege im  Rahmen  inflammatorischer
Prozesse efolgt Uber die Aktivierung spezifischer Membranrezeptoren auf der Zelloberfléche.
Die Sgndibertragung in das Zdlinnere wird durch G-Proteine gewdahrleistet, Uber die
Enzyme aktiviet werden. Hierzu z&hlt die phosphoinostolspezifische Phospholipase C, die
durch Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-diphosphat die Bildung der zytoplasmatischen
second messenger Diacylglycerol (DAG) und InsP; bewirkt. Wahrend InsPs enen raschen
Ca’*-Angieg durch Bindung an en Rezeptorprotein auf der zytoplasmatischen Oberflache
des Endopolasmatischen  Retikulums  verursacht, bedtzz DAG zwe  mogliche
Sgndfunktionen. Einerseits kann die durch die DAG-Lipase abgespatene Arachidonsiure in
Lipoxygenase- und Cyclooxygenase-Produkte Uberfihrt werden, andererseits kann DAG Uber
die Aktivierung der Proteinkinase C zahlreiche Proteine mit unterschiedlichen Funktionen in
der Zidzdle aktivieren.

Die Quantifizierung der Inositolphosphate wird mittels 3[H]-Inositol-vormarkierter Membran
Inogitide bestimmt. Nach der Préinkubationsperiode werden die markierten Zellen gewaschen
und mit den deilfiltieten EHEC-Kulturlbergénden dimuliet. Um  ene  sequentidle
Dephosphorylierung des intrazelulér gebildeten InsP; zu Inostol zu verhindern, werden dem
Versuchsansatz  Li*-lonen zugegeben und so die InsPi-Phosphatase gehemmt, was zur
Akkumulation der Inostolphosphate fihrt. Zum Abstoppen der Resktion werden die Ansiize
mit eskdter Trichloressgsaure versstizt und die Lipidfraktionen durch Zugabe von
Diethylether extrahiert. Die Fraktion der Inostolphosphate in der wddigen Phase wird
anthliefend  mit  Hilfe der im  Mehodentel  beschrigbenen  Anionenaustausch
Chromatographie konzentriert und mit Hilfe eines b-Counter gemessen.

In enigen Vorversuchen hindchtlich der Wachsumsbedingungen und -zeiten erwies Sch en
Wachsumgntervall von 15-18 Stunden stehend in einem 37°C warmen Wasserbad in TB-
Medium ds optima. Der auf Endothelzellen beobachtete Effekt war in anderen Medien, be
Schiitteln der Bakteriensuspension und Wachstum bis zur steady- state- Phase geringer.
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- Dosssbhangigkeit des durch die deilfiltrieten EHEC-Uberstdnde  ausgelOsten
I nositol phosphatmetabolismus in HUVEC:

Eine Inkubation von HUVEC mit den deilfiltrierten Uberstanden von Ubernachtkulturen des
EHEC-Stammes 413/89-1 fihrt zu ener dodsabhangigen Steigerung der Ptdins-Hydrolyse
(Abbildung 4). Ein Stimulationsvolumen von 200ul ewies Sch ds optimae Doss be ener
Simulationsdauer  von 30 Minuten ba 1ml Probenvolumen. Geringere  Volumina
unterscheiden dch nicht dgnifikant von der basden, undimulierten Ptdins-Hydrolyse. Der
Einstz von 300ul Bakterienlbersand im Versuchsansatz ezidte geringere Werte as das
durch 200pl Ubergtand erzilte Maximum. Die endothdide Aktivierung durch den Uberstand
des Escherichia coli-Sammes 470 liegt zu dlen Zeiten und beziglich dler eingesetzten
Doserungen nur minima Uber den Kontrollwerten (Abbildung 4). Eine Inkubation der
HUVEC mit 200ul TB-Medium bewirkt keine Uber der basden Pdtins-Hydrolyse liegende
Simulation (in den Abbildungen nicht aufgefhrt).

- Zeitabhangigkeit des durch die deilfiltrieten  EHEC-Uberstiande  ausgelGsten
Inositol phosphatmetabolismus in HUVEC

In dieser Versuchsreihe wurden die EHEC-Stamme 413/89-1 und EHEC EDL 933 sowie der
EPEC- Stamm E2346 zur Stimulation der HUVEC eingesatzt.

Ein Verglech dear Zetabhangigkeit der HUVEC-Aktivierung durch die Kulturlberstéande der
verschieden Escherichia-coli Stdmme zeigt, da der Uberstand des EPEC-Stammes keine
Uber dem basden Niveau liegende Ptdins-Hydrolyse bewirken kann. Der Uberstand des
Stammes 413/89-1 ereichte nach einer Inkubationsdauer zwischen 30 und 60 Minuten ene
maximae Endothdzdlaktivierung, die im wateren Velauf dnimmt (Abbildung 5). Im
Gegensatz dazu kommt es bei der Stimulation mit dem Ubersand des EHEC-Stammes
EDL933 erst be langen Inkubationszeiten zu einem Angtieg der Inogtol phosphate.
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Abbildung 4: Gegenliberstellung der Uberstand-bedingten Ptdins-Hydrolyse durch
Inkubation mit den Stammen 413/89-1 und 470 — Dosisabhéngige Akkumulation von
I nositolphosphaten.

HUVEC, préinkubiert mit S°H-Inositol, werden mit verschiedenen Volumina der
sterilfiltrierten Kulturiberstande des EHEC-Stammes 413/89-1 inkubiert, als Vergleich wird
der sterilfiltrierte Uberstand des apathogenen Escherichia coli-Stammes 470 eingesetzt.
Extrahierte Inositolphosphate werden durch Anionenaustauschchromatographie separiert.
IP1, IP2, IP3 werden gemeinsam gemessen und als | Py zusammengefaldt. # unterscheidet sich
signifikant von der Kontrolle. Die Daten + SEM stammen aus zehn unabhangigen

Experimenten.
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Abbildung 5. Gegenlberstellung der durch die Kulturiberstande verschiedener
Escherichia coli-Stamme bewirkte Ptdlns-Hydrolyse — Zeitabhéangige Akkumulation von
I nositolphosphaten innerhalb von 240 Minuten.

HUVEC, prainkubiert mit 3H-Inositol, werden mit den sterilfiltrierten Kulturiiberstanden der
EHEC-Stamme 413/89-1 und EDL 933 inkubiert. Parallel dazu werden die HUVEC mit den
Kulturiberstanden des EPEC E2346 inkubiert. Kontrolle steht fir die basale, ohne
Simulation stattfindende Ptdins-Hydrolyse. Extrahierte Inositolphosphate werden durch
Anionenaustauschchromatographie separiert. 1P1, IP», IP3 werden gemeinsam gemessen und

als 1Py zusammengefalt. Die mit # markierten Werte unterscheiden sich signifikant zum

jeweiligen Zeitpunkt. Die Daten + SEM stammen aus vier unabhangigen Experimenten.
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4.2.2. Freisstzung vasoaktiver Mediatoren aus HUVEC durch Inkubation mit stexilfiltriertem
EHEC-Kulturlberstand (413/89-1) — Prostacyclin und Thromboxan

- Durch  derilfiltriete EHEC-Kulturlberstdnde  (413/89-1) bedingte endothdide
Freisetzung von Progtazyklin (PGI,)

Progtazyklin spidt ds Arachidonsiuremetabolit ene wichtige Rolle bel der Reaxation der
Bronchien und der Regulation des Gefddonus. Eine Uberschief3ende entkoppete Freisetzung
von Progazyklin kann ursichlich an e@ner massven sysdemischen Vasodilatation und
schwerem Schock betelligt sain.

Da es gch ba Progazyklin um enen sghr kurzlebigen Mediator handdt, wird dessen
Freilsstzung durch das Messen sanes Abbauproduktes  6-keto-Progaglandin Fiq
nachgewiesen. Diesr Metabolit i wesantlich dabiler ads Progtazyklin und  kumuliert im
Endothdzd|-Kulturiberstand. Die verdinnten Endothelzdlibersténde werden neben ener
authentischen Standardreihe in @nem kommezidlen 6-keto-Prostaglandin F1a  ELISA-
System eingesetzt.

Die Simulation der HUVEC mit den dSeilfiltrieten EHEC-Kulturiberstdnden fuhrt zu ener
gedteigerten Sekretion von Progazyklin in die Endothezdlkulturibersténde, wobe sch en
Stimulationsvolumen von 100l Ubersand auf 500ul Probenvolumen in Vorversuchen ds
optima erwies.

Der EHEC 413/89-1 bewirkt im Gegensatz zum gpathogenen Stamm 470 eine fast doppelt
Uber der basden Sekretion liegende Progtazyklin (PGI,)-Freisetzung (Abbildung 6). Das ds
Maximadimulus eingesetzte Cdcdum-lonophore A23187 erzidte ene wetaus hthere Menge
an abgegebenem Progtazyklin (57900pg/ml; SEM 11600pg/ml).

Betrachtet man die durch den Einsatiz des EHEC 413/89-1 Uberstandes erhatene Kinetik der
PGlI,-Liberierung, 0 zeigt Sch ein Maximum der PGl,-Sekretion innerhab von 30 Minuten
(Abbildung 7), das wahrend des gemessenen Zeitraumes bis 60 Minuten plateauartig konstant
bliebt und bel 18ngeren Inkubationszeiten der Endothelzellen wieder abfdllt.
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Abbildung 6: Freisetzung von PGIl, bzw TXA,; aus HUVEC innerhalb von 60 Minuten,
Gegenuberstellung der Sekretion durch die sterilfiltrierten Kulturtberstdnde der Escherichia
coli StAmme 413/89-1 und 470.

HUVEC werden mit 100ul der sterilfiltrierten Kulturlberstande der Escherichia coli-Stamme
413/89-1 und 470 fir eine Sunde inkubiert. Der Kontrollwert entspricht der unstimulierten,
basalen Sekretion von PGl, bzw TXA aus humanen umbilikalvendsen Endothelzellen unter
den Versuchsbedingungen. # unterscheidet sich signifikant von der Kontrolle. Die Daten +

SEM stammen aus vier unabhéngigen Experimenten.
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Abbildung 7: Zeitabhangige Freisetzung von PGIl, aus HUVEC bel Koinkubation mit
sterilfiltrierten EHEC-Kulturberstanden.

HUVEC werden mit 100ul der sterilfiltrierten Kulturtberstdnde des Escherichia coli-
Stammes 413/89-1 fir verschiedene Zeitspannen inkubiert. Die mit # markierten Werte
unterscheidet sich signifikant von der Kontrolle zu den jeweiligen Zeitpunkten. Die Daten +

SEM stammen aus drei unabhangigen Experimenten.
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- Endothdide Freisstzung von Thromboxan (TXA,) durch Simulaion mit
derilfiltrierten EHEC-Kulturliberstdnden (413/89-1)

Die Fresstzung von Thromboxan aus HUVEC auf ene Koinkubation mit den bakteridlen
Uberstdnde des EHEC-Stammes 413/89-1 i mengenmdldg nicht mit der Prostazyklin
Liberierung vergleichbar (Abbildung 6), die TXA>-Synthese der Endothelzdlen hangt von
Spezies und Art ab. (Thrombozyten snd as Hauptsyntheseort anzusehen.) Die in den
Experimenten beobachtet Steigerung der Freisetzung der belden vasoaktiven Mediatoren PGl
und TXA, spricht fir eine Storung des Gleichgewichts zwischen den prokoagulatorischen und
fibrinolytischen Kréften und fir eine Dysregulation des Gefél3widerstandes.

Die Thromboxan-Freisetzung aus HUVEC erecht einen Hohepunkt nach 60 Minuten, davor
heben dch die gemessenen TXB,-Spiegd nicht von der basden Sekretion unter
Versuchsbedingungen ab  (Abbildung 8). Wie in den Prosazyklin-Versuchen werden
ebenfdls je 100ul der Sevilfiltrierten bakteriellen Kulturliberst@nde eingesetzt.

Ein Vegleich da TXA»-Konzentration ba Inkubation der humanen Endothdzelen mit den
beiden Escherichia coli-Stammen EHEC 413/89-1 und 470 zum Zetpunkt 60 Minuten zeigt
enen deutlichen Unterschied in deren dimulatorischer Potenz  (Abbildung 6). Die mit
Kontrolle bezeichnete Saule entspricht der basden ungimulieten TXAo-Sekretion  aus
HUVEC unter Versuchsbedingungen. Das Cacium-lonophore A23187 erzidte nach ener
Stunde einen Wert von 345,5pg/ml , SEM 45,5pg/ml.
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Abbildung 8: Zeitabhangigkeit der Freisetzung von TXA, aus HUVEC bei Koinkubation
mit sterilfiltriertem EHEC-Kulturtberstand.

HUVEC werden mit 100ul der sterilfiltrierten KulturUbersténde des Sammes 413/89-1 fur
verschiedene Zeitspannen inkubiert. Die mit # markierten Werte unterscheidet sich signifikant
von der Kontrolle zu den jeweiligen Zeitpunkten. Die im TXB, ELISA gemessenen Daten +

SEM stammen aus vier unabhangigen Experimenten.
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4.3. Charakteriserung des neuen Endothdzdlsimulans im  gerilfiltrierten
Kulturtberstand des EHEC-Stammes 413/89-1

4.3.1. Gegenitbersdlung: Endothedzdlaktivierung durch Bakterien versus  Endothezell-
aktivierung durch gerilfiltrierten Kulturiberstand

Um enen direkten Effekt der Bakterien auf HUVEC im Versuch auszuschdten, werden die
Ubernachtkulturen fir zehn Minuten zentrifugiert, der Uberstand mit einer derilen Spritze
entnommen und unter derilen  Arbetsbedingungen durch enen 0,22um
Stexilfilterspritzenaufsatz in ein neues Gefd3 filtriert.

Bem Vewenden von unbehanddten Ubernachtkulturen (Suspension aus Bakterien und
Ubergtanden) ds Stimuli erreicht der Stamm 413/89-1 innerhab von zwel Stunden berdits ein
Maximum, welches sich von dem durch den deilfiltrieten 413/89-1 Uberstand erzielten
Werten nicht wesentlich unterscheidet (Abbildungen 5, 9). Die simulatorische Hauptwirkung
auf die HUVEC sammt aus den 413/89-1 Uberstanden. Die durch den Stamm EDL 933
ausgelogte  Inositolphosphat- Akkumulation liegt anfanglich unter dem  413/89-1-Niveau, falt
aber wéahrend des Beobachtungszeitraum nicht &b (Abbildung 9). Der durch den EPEC
augeloge detige Inostolphosphat-Andgieg be fehlender  Endothelzdlaktivierung durch  den
entsprechenden Uberstand tber den selben Zeitraum spricht fir eine direkte, vom Uberstand
unabhéngige Bakterien- Endothel zdll- Interaktion (Abbildung 10).
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Abbildung 9: Akkumulation von Inositolphosphaten in HUVEC bei Inkubation mit
Bakteriensuspensionen verschiedener EHEC-Stdmme.

HUVEC, prainkubiert mit 3H-Inositol, werden mit 200pl einer Ubernachtkultur der EHEC-
Samme 413/89-1 und EDL 933 fUr eine Zeitspanne von zwel bis vier Stunden inkubiert. Die
mit Kontrolle bezeichneten Sdulen entsprechen der unstimulierten Pdtins-Hydrolyse unter
Versuchsbedingungen. Extrahierte Inositolphosphate werden durch Anionenaustausch-
Chromatographie separiert. 1P1, IP2, IP3 werden gemeinsam gemessen und als [Py
zusammengefaldt. Die mit # markierten Werte unterscheiden sich signifikant. Die Daten +

SEM stammen aus vier unabhangigen Experimenten.
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Abbildung 10: Akkumulation von Inositolphosphaten in HUVEC bei Inkubation mit
Bakteriensuspensionen verschiedener Escherichia coli-Stamme.

HUVEC, préainkubiert mit °H-Inositol, werden mit 200pl einer Ubernachtkultur der
Escherichia coli Samme EHEC 413/89-1 und EPEC E2346 fUr eine Zeitspanne von zwel bis
vier Sunden inkubiert. Die mit Kontrolle bezeichnete Kurve entspricht der unstimulierten
Pdtins-Hydrolyse unter Versuchsbedingungen. Extrahierte Inositolphosphate werden durch
Anionenaustauschchromatographie spariert. P4, 1P2, IP3 werden gemeinsam gemessen und
als 1Py zusammengefaldt. Die mit # markierten Werte unterscheiden sich signifikant von der
Kontrolle zu den jeweiligen Zeitpunkten. Die Daten + SEM stammen aus vier unabhéngigen

Experimenten.
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4.3.2. Auftrennung des stexilfiltrierten Kulturiberstandes (413/89-1) durch verschiedene
Verfahren - Einflul? auf den Inositolphosphatmetabolismusin HUVEC

4.3.2.1. Inogtolphogphametabolismus in HUVEC be Simulation mit ultréfiltrieten  EHEC-
Kulturtibersténden

Als ede watefihrende Mahahme zur Eingrenzung des Endothezdlgimulans im
Uberstand des Stammes 413/89-1 wird der durch die Stevilfiltration gewonnene Uberstand der
Ubernachtkultur in enen Molekulafiltrator mit enem ,cut-off* bei 3.000 Daton gegeben
Die niedermolekulare Fraktion der deilfiltrieten  Ubersténde erweit sich bel  der
Endothelzdlaktivierung ads ebenso potent wie die deilfiltrieten Uberstande (in - den
Abbildungen nicht aufgefinrt). Es handdt sich dso um eine niedermolekulare Substanz.

4.3.2.2. Einflud von Hitzebehandlung audf de endothdgimulierende Potenz der
derilfiltrierten Kulturibersténde

Um weitere Eigenschaften des im Ubersand des Stammes 413/89-1  befindlichen
Pathogenitidtsfaktors  hindchtlich  saner  themischen Sabilitdt  aufzudecken, wurden  die
devilfiltrieten Uberstande bei 56°C im Wasserbad fir eine habe bzw. ene Stunde inkubiert
und nach der Abkiihlung auf 37°C im Versuch eingesetzt. Die hitzebehanddten Uberstande
and weterhin in der Lage, das basde Niveau der Ptdins-Hydrolyse zu erhdhen (Abbildung
11). Dies guricht fir ene zumindest patidle Hitzestabilitdée des endothegtimulierenden
Agens.
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Abbildung 11: Vergleich der Akkumulation von Inositolphosphaten in HUVEC bei
Inkubation mit hitzebehandelten Uberstanden mit dem unbehandelten sterilfiltrierten
EHEC 413/89-1 Kulturtiberstand.

HUVEC, prainkubiert mit 3H-Inositol, werden sowohl mit 200ul von sterilfiltrierten EHEC
413/89-1 Uberstanden als auch mit 200ul bei 56°C hitzebehandelten Uberstanden des EHEC
413/89-1 fur eine halbe Stunde inkubiert. Die im Vergleich zu anderen Versuchsreihen hoher
liegenden cpm-Werte kommen durch den Einsatz eines anderen Szintillators zustande.
Extrahierte Inositolphosphate werden durch Anionenaustauschchromatographie separiert.
IP1, IP2 , IP3 werden gemeinsam gemessen und als IPy zusammengefaldt. # unterscheiden
sich signifikant von der Kontrolle. Die Daten £+ SEM stammen aus drel unabhangigen

Experimenten.
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4.3.2.3. Endothezdlaktivierung nach Lipidextraktion der serilfiltrierten EHEC-Kultur-
Uberstande nach Bligh und Dyer

Zur Untesuchung der Frage, ob es dch be dem fir die Endothdzdlaktivierung
verantwortlichen Agens in den Uberstdnden des EHEC-Stammes 413/89-1 um eine lipo- oder
hydrophile Substanz handdlt, wurde mit den geilfiltrierten Ubergténden die von Bligh und
Dyer beschriebene Lipidextraktion durchgefiihrt. Die Bedtandteile der Uberstinde werden
anhand ihrer Hydro- bzw. Lipophilité in zwe Phasen aufgetrennt, getrocknet und im
Versuchsmedium resuspendiert. Die Frage zum Einflul3 der Bligh und Dyer-Methode auf
HUVEC hingchtlich der Akkumulation von Inositolphosphaten wird durch den Einsaz von
identisch behanddtem TB-Medium untersucht.

Ein Einsatz der so gewonnenen Proben im Versuch zeigt, dald sch die endothdstimulierende
Substanz in der hydrophilen Fraktion der Ubersténde beider EHEC-Stdmme (413/89-1 und
EDL 933) befindet (Abbildung 12). Die im Vergldch zu den deilfiltrierten Uberstanden
abgeschwéchte I nositol phosphat- Akkumulation spricht fir methodisch bedingte Verluste.

4.3.2.4. Effekt der Protenase k-Inkubation der gerilfiltrieten EHEC-Kulturibergande auf
die Endothd zd |simul ation

Der néchge Schritt, die Substanz néher zu definieren, war ene Inkubation mit einem
proteingpaltenden Enzym; hierfir wurde eine Proteinase k von Tritirachium abum gewahlt.

Die aus Ubenachtkulturen durch Zentrifugation und nachfolgender  Steilfiltration
gewonnenen Uberstinde werden bei 37°C im Inkubator fir eine Zeitspanne von 15 bis 180
Minuten mit der Proteinase k, be ener Konzentration von 1mg/ml, inkubiert. Pardld dazu
werden auch serilfiltrierte Ubersténde in den Inkubator gestellt.

Die jeweligen Paare, Proteinase k-behanddter und unbehanddter geilfiltrieter EHEC
Kulturlberstand, werden nach den entsprechenden Inkubationszeiten aus dem Inkubator
genommen und unmittelbar im Versuch eingesstzt.

Die Ergebnise dieser Vesuchgehe zeigen, dad die auf HUVEC aktivierend wirkende
Substanz der Escherichia coli 413/89-1 Uberstdande durch das proteinspatende Enzym
Proteinase k ihre endothd stimulierende Wirkung verliert (Abbildung 13).
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Abbildung 12: Vergleich der Akkumulation von Inositolphosphaten in HUVEC nach
Stimulation mit sterilfiltrierten EHEC-Kulturtberstanden (nach der Methode von Bligh
und Dyer aufgetrennt).

HUVEC, prainkubiert mit 3H-Inositol, werden sowohl mit den lipophilen bzw. hydrophilen
Phasen der sterilfiltrierten Uberstande der EHEC-Samme 413/89-1 und EDL 933 eine
Sunde inkubiert. Zum Ausschlul einer durch die Bligh und Dyer-Lipidextraktion bedingte
Stimulation der Endothelzellen wird auch so behandeltes TB-Medium im Versuch eingesetzt.
Extrahierte Inositolphosphate werden durch Anionenaustauschchromatographie separiert.
IP1, IP2, IP3 werden gemeinsam gemessen und als |Px zusammengefaldt. # unterscheiden sich

signifikant. Die Daten £+ SEM stammen aus drei unabhangigen Experimenten.
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Abbildung 13: Vergleich der Akkumulation von Inositolphosphaten in HUVEC bei
Inkubation mit sterilfiltriertem und mit enzymatisch behandeltem EHEC 413/89-1
Kulturtberstand.

HUVEC, préainkubiert mit *H-Inositol, werden mit EHEC-Kultur(iberstanden stimuliert. Die
Uberstande werden vor dem Einsatz im Versuch unterschiedlich lange mit Proteinase k
behandelt. Die Simulationsdauer betragt eine halbe Sunde. Die Sdule 470 steht fur die durch
200u! Uberstand des apathogenen E. coli Sammes 470 bedingte Ptdins Akkumulation nach
30 Minuten. Die mit Kontrolle bezeichnete Siule steht fiur die basal unter
Versuchsbedingungen stattfindende Pdtins-Hydrolyse. Die im Vergleich zu anderen
Versuchsreihen hoher liegenden cpm-Werte kommen durch den Einsatz eines anderen
Sntillators zustande. Extrahierte Inositol phosphate werden durch
Anionenaustauschchromatographie separiert. 1P1, I1P», IP3 werden gemeinsam gemessen und
als IPx zusammengefalit. # unter scheiden sich signifikant von der Kontrolle. Die Daten + SEM

stammen aus drei unabhéngigen Experimenten.
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4.4. Pharmakologische I nterventionsver suche zur Hemmung der endothelialen
Stimulierbarkeit durch gerilfiltrierte EHEC-K ultur Uber stande (413/89-1)

44.1. Hemmung des Inogtolphosgphatmetabolisnus  durch den  Higamin-1-(H-1)
Rezeptorantagonist Pyrilamin

Pyrilamin ig ds Higamin H-1 Rezeptorantagonist in der Lage am Histamin-Rezeptor auf
humanem Endothd ohne intringsche Aktivitdd zu binden, die basal dHattfindende Ptdins-
Hydrolyse unter Versuchsbedingungen wird nicht beeinflul¥. Endothelzelen werden sowohl
mit ds auch ohne Pyrilamin in ener Konzentration von 10uM fir ene hadbe Sunde
inkubiert, um ene Endothezdlaktivierung durch den Rezeptorantagonisten auszuschlielien
(Abbildung 14).

Pyrilamin  bindet kompetivn. am H-1 Rezeptor; eine durch Histamin ausgeléste, dark
gedteigerte Kumulation von Inogtolphosphaten in HUVEC kann durch unmittelbare Vorgabe
von Pyrilamin in den Versuchsansatz auf Kontrollniveau gesenkt werden (Abbildung 14).

Eine Koinkubation von HUVEC mit 200ul der derilfiltrieten EHEC 413/89-1 Uberstande
und dem Rezeptorantagonisen Pyrilamin bewirkt bel unmittelbarer Vorgabe von Pyrilamin
vor der Stimulation mit dem 413/89-1 Uberstand ebenfdls eine Hemmung der
Inositolphosphat-Hydrolyse bis auf das Niveau der basd, undimuliert dattfindenden Ptdins-
Hydrolyse (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Vergleich der Ptdins-Hydrolyse in HUVEC jeweils mit und ohne Zugabe
von Pyrilamin: Vergleich zwischen Histamin, dem sterilfiltrierten EHEC 413/89-1
Uberstand und der Kontrolle.

HUVEC, prainkubiert mit 3H-Inositol, werden nach unmittelbarer Vorgabe des Histamin-
Rezeptorantagonisten Pyrilamin (10uM) mit 200ul des sterilfiltrierten Uberstandes des
EHEC-Sammes 413/89-1 bzw. mit Histamin (10uM) fir eine halbe Sunde inkubiert. Die mit
Kontrolle bezeichnete Saule steht flr die basal, unstimuliert stattfindende Pdtins-Hydrolyse.
Extrahierte Inositolphosphate werden durch Anionenaustauschchromatographie separiert.
IP1, IP2, IP3 werden gemeinsam gemessen und als 1Py zusammengefaldt. # unterscheiden sich
signifikant. Die Daten + SEM stammen aus vier (Histamin: n=2) unabhangigen

Experimenten.
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4.4.2. Hemmbarket der Freisstzung von inflammatorischen Mediatoren aus HUVEC durch
den H-1-Rezeptorantagonisten Pyrilamin

Wie auch be den Messungen des Inositolphosphatmetabolismus hat die Zugabe des H1-
Rezeptorantagonisten  Pyrilamin - unmittelbar vor der Inkubation der HUVEC mit dem
Seilfiltrieten  EHEC-Kulturiberstand des Stammes 413/89-1 ene hemmende Wirkung auf
die Fresgizung inflanmatorischer Mediatoren. Pyrilamin  bewirkt sowohl ene reduzierte
TXA2- ds auch PGIl,-Sekretion, die auf Kontrollniveau liegt (Abbildungen 15). Die
Inkubation der Zdlen mit Pyrilamin verénderte die basde Freisstzung der beiden Mediatoren
nicht.

4.4.3. Vamindete Stimulierbarkeit der HUVEC durch Higamin nach Vorinkubation mit
dem gerilfiltrierten Kulturiiberstand des EHEC Stammes 413/89-1

Da dch durch den Hl-Rezeptorantagonigden  Pyrilamin @ die  Kumulation — von
Inostolphosphaten sowohl ba Stimulation mit Hisamin ds auch bea  Inkubaion mit dem
Ubergand des Escherichia coli Stammes 413/89-1 auf das basde Niveau reduzieren lief,
wurde in den folgenden Versuchen der bakteridle Uberstand, unter der Vorstdlung einer
Bessizung der HI1-Rezeptoren durch den Uberstand, unmittelbar vorgegeben. Eine
anchliefende Stimulation mit Higamin in einer Konzentretion von 1uM ezdte weniger ds
50% der Ptdins-Hydrolyse der nur mit Histamin behandeten Proben (Abbildung 16).
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Abbildung 15: Einflul3 des H1-Rezeptorantagonisten Pyrilamin auf die endotheliale PGl -
und TXA,-Freisetzung bei Inkubation mit dem sterilfiltrierten Uberstand des EHEC-
Stammes 413/89-1.

HUVEC werden mit 100ul des sterilfiltrierten KulturUberstandes des Sammes 413/89-1
inkubiert, Die Y-Achse bezieht sich auf die unstimulierte Prostazyklin- bzw. Thromboxan-
Liberierung aus HUVEC unter Versuchsbedingungen (entspricht 1 auf der Y-Achse). Die
eingesetzte Konzentration des H1-Rezeptorantagonisten Pyrilamin betragt 10mM. #
unterscheiden sich signifikant. Die Daten und SEM stammen aus jeweils drei unabhéngigen

Versuchen.
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Abbildung 16: Vergleich der Akkumulation von Inositolphosphaten in HUVEC bei
Inkubation mit dem sterilfiltrierten 413/89-1 Kulturtberstand und nachfolgender
Histamin-Stimulation.

HUVEC, prainkubiert mit 3H-Inositol, werden nach unmittelbarer Vorgabe von 200p! des
sterilfiltrierten Uberstandes des EHEC-Stammes 413/89-1 fir eine halbe Stunde mit 1uM
Histamin inkubiert. Zum Vergleich werden die Endothelzellen mit 200ul des Uberstandes
413/89-1 und Histamin jeweils separat inkubiert. Die mit Kontrolle bezeichnete Siule steht
fur die basal, unstimuliert stattfindende Pdtlns-Hydrolyse unter Versuchsbedingungen. Dieim
Vergleich zu anderen Versuchsreithen hoher liegenden cpm-Werte kommen durch den Einsatz
eines anderen Sntillators zustande. Extrahierte Inositolphosphate werden durch
Anionenaustauschchromatographie separiert. P4, 1P2, IP3 werden gemensam gemessen und
als IPyx zusammengefaldt. # unterscheiden sich signifikant von der Kontrolle. Die Daten +

SEM stammen aus drei unabhéngigen Experimenten.
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5. DISKUSSION

5.1. DieRodlledes Endothels bei EHEC-Infektionen und bem HUS

Die Einschwemmung bakteridler Toxine oder anderer bakterieller Pathogenitéisfaktoren aus
enem Infektionsfokus wird sowohl bel der Entwicklung des HUS ds auch der des septischen
Schocks mit Aktivierung korpereigener Effektorsysteme as wesentliche pathophysiologische
Ursache angesehen (28).

Die Endothdzdle is aufgrund ihres disponieten Kontaktes mit dem flieienden Blut die
bevorzugte Zidzdle von zrkulierenden Toxinen, anderen bakteridlen Produkten oder
Bakterienbestandtellen. Die Schéadigung des Endothels, spezidl des intestinden und renden
Geféllendothds, nimmt bei der Entstehung des HUS die zentrade Rolle ein (34, 39).

Durch die Schédigung des Gefdlendothels durch bakterielle Pathogenitétsfaktoren kommt es
sekundar zu einem ischamischen Intestindschaden (74). Die lokde Affektion des Endothds
mit  Thrombozytenaktivierung, Vasokondriktion und chemotaktischem  Anlocken  von
immunkompetenten  Zellen und deren  Aktivieeung  fihrt  zur  Entwicklung  der
Hamorrhagischen Colitis (HC), die klinisch durch die namengebenden hamorrhagischen
Durchfdleimponiert (71, 74).

Im Rahmen der HC kommt es zu enem Zusammenbruch der Blut-Gewebe-Barriere. Dies
erdffnet den bakteridlen Pathogenitétsfaktoren den Zugang zum Gefdlsyssem und bietet
ihnen so0 die Moglichkeit entfernte empfangliche Gewebe zu erreichen (74).

Die Endothezdle wurde ds ,man-taget” Zele des SLT identifiziet (18). Das Endothe ist
der Schlissel zum pathogenetischen Versténdnis des Zusammenhangs zwischen der HC und
der Aushildung des HUS.

Das SLT — der bekannteste Pathogenitétsfaktor der EHEC — hemmt die Proteinbiosynthese
der Gb3-Rezeptor-tragenden Zdlen. Der im HUS beobachtete endothdide Tropismus erkléart
gch durch de unteschiedliche endothdide Gb3-Rezeptor-Dichte (15, 49). Die
Empfénglichkeit gegeniber S.Ts differiet ba Endothdzdlen unterschiedlicher Herkunft.
Shiga-like Toxin Il wirkt auf humane rende mikrovaskulae Endothelzdlen (HRMEC) 1000-
fach toxischer ds das SLT |, obwohl quantitativ SLT | 10-fach mehr gebunden wird; die
Zytotoxizitdt von SLT | und Il beziglich der in dieser Arbeit verwendeten HUVEC it
identiscch (13). Die Zytotoxizitdéé der SLTs konnte experimentel durch ene gleichzeitige
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Inkubation mit bakteridlem Lipopolysaccharid (LPS) auf HUVEC sogar noch verstérkt
werden (24, 57).

Ebenso flhrt das gleichzatige Vorhandenssn von induzierbaren  inflammeatorischen
Mediatoren, wie zum Beispidd TNFa oder Interleukinen, zu einer up-Regulation der Gb3-
Rezeptoren (57). Diese Mediatoren werden von den Endothelzdlen sdbst und auch von
immunkompetenten Zellen wie Makrophagen gebildet. Die Sengtivitt der Endothelzdlen
gegeniber den SLT erhoht sich dadurch um den Faktor 10°, schon niedrigste Dosen von SLT
konnen zytotoxisch wirken (9). Das Toxin dleine i ohne vorherigen Kontakt der
Endothelzdlen mit anderen bakteridlen oder korpereigenen Mediatormolekilen nicht in der
Lage, die fatden im HUS beobachteten Schéden zu verursachen (26). In dieser Arbat wurde
en anderes bakterieles Agens der Endothelzdlaktiverung untersucht, welches as additiver
oder sogar multiplikativer Faktor die Schwere der EHEC-Infektion beainflufd.

Eine Aktivierung der Endothdzelen ds Syntheseort inflammatorischer Mediaoren fihrt zu
mikrozirkulatorischen  Dysfunktionen, wodurch die Steuerung des totden peripheren
Gefddwidersandes und die Aufrechterhdtung der  Schrankenfunktion gegeniber dem
Interstitium beeintrachtigt wird (60, 61). DarUber hinaus kann ene erhthte Resktivité auf
diee Mediatoren, ausgelost durch sarke Alteration (lokade Hypoxie, Azidose, Toxamie),
auftreten. Es kommt zu lokden Gerinnungs- und Vasotonusregulationsstorungen mit  der
Folge einer Fehlseuerungen der Permegbilitdt und ener Extravasation wel3er Blutzelen in
das umliegende Gewebe. Die Leukozytenadherenz an Endothelzdlen wird durch ene
Koinkubation mit SLT dosssbhéngig stark gedteigert (verglechbar nur mit IL-1b, dem
potenteten Simulus der endothdiden Adherenz (25)). Dies eklat den immensen
Entzindungsprozel3, welcher am Dickdarm, dem primaem Angriffsort der EHEC, neben
Thrombenentwicklung und anoxischen Gewebeschaden entsteht.

Die ausgeprégte und fatde Schéadigung des Gefd3endothds bel EHEC-Infektionen igt von
mindestens zwel  Fektoren  @bhdngigy vom  systemischen  Auftreten  bakterieler
Pathogenitétsfaktoren und von korpereigenen inflammeatorischen Mediaoren.

Der kausde Zusammenhang zwischen bakteridlen Zytolysnen, wie dem Hamolysn von E.
coli (HIyA) und den SLTs und einer mikrozirkulatorischen Dysfunktion zeigt, wie bedeutsam
das Endothe be diesen Infektionen ist. Endothdzdlen snd fir enen Angriff dieser
medizinisch bedeutsamen Toxine sehr empfanglich, doch ig nicht klar, ob nicht noch andere
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bidang undefinierte bakteridle Pathogenitétsfaktoren bei diesem Prozel3 beteiligt snd. Das
SLT kann ohne zusdtzliche Mediatoren nicht dlene die fatde Nierenschédigung bedingen
(26).

An diesr Sele greft die Fragestdlung dieser Arbeit an. Se leistet enen Betrag dazu,
andere nicht toxinbedingte, pathogenetische Vorgdnge am Endothd wéhrend einer EHEC-
Infektion oder den darauffolgenden Komplikationen (inshesondere HUS) aufzuzeigen.

Veglechend wird das Potentid de deilfiltrieten  Kulturlbersdnde verschiedener
Bakteienssimme hingchtlich ener  Ved&akung der  Phosphatidylinostol-Hydrolyse  in
HUVEC betrachtet. Auch die durch EHEC-Kulturiberstand bedingte Freisetzung von den
vasoaktiven und gerinnungshbesinflussenden Mediatoren Prostazyklin und Thromboxan wurde
untersucht.

Die Aktivierung der Endothelzdlen durch die EHEC-Kulturiberstdnde (EDL 933 und EHEC
413/89-1) sprechen fir ene Beealigung des neuen Endothdzdldimulans an  den
inflanmatorischen  Vorgdhgen am  Endothd wdawrend ener EHEC-Infektion. Die
beobachteten Verdnderungen der Mediatorfreisetzung bei Koinkubation der HUVEC mit den
deilfiltrieten EHEC-Kulturlbersdnden konnten zu  ener  lokden Dysegulation der
Gerinnung und des Vasotonus beitragen.

Somit konnte das neue Endothelstimulans bei der Entwicklung der HC oder des HUS neben
dem SLT und den korpereigenen Effektorsysemen ene pathogenetische Rolle bel  der
Ausbildung der thrombotischen Mikroangiopathie, der pathogenetischen Basis dieser
Krankheitsbilder, spielen.

5.2  Abgrenzung des neuen Endothezedlstimulans des Stammes 413/89-1 gegenlber
bekannten Virulenzfaktoren und stoffliche Charakteriserung

EHEC  bedtzen das gendische  Potentid, ene  Vidzahl unterschiedlichster
Pethogenitéisfaktoren zu bilden. Tells snd diese Faktoren auf dem Chromosom, tels auf
Plasmiden codiert. Diese junge und auflers widerdandsféhige Bakterienspezies hat im Laufe
der Zet vide diesr genetischen Informationen erworben (21). Wahrschenlich gibt es auf
dem umfangreichen Genom der EHEC gegenwértig noch undefiniete Adhé&renz-  und
Pathogenitétsfaktoren (15, 33, 50).
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Noch snd nicht ale pathogenetischen Mdglichkeiten der klinisch bedeutsamen Escherichia
coli aufgeklat. Das Spektrum der Keime, die kausd mit der Entwicklung des HUS in
Verbindung stehen, ha sch in den letzten Jahren ausgeweitet (58). Waren Anfang der 90-er
Jahre nur die Stamme O157:H7 bal HUS-Pdtienten identifiziert worden, so haben vor dlem
Erkrankungsféle durch die St&mme O26:H- und O111:H- zugenommen (50).

Die Untersuchungen dieser Arbet konzentrieren sch auf den SLT-produzierenden Stamm
413/89-1, einen Vertreter der O26:H- EHEC.

Ba der Entwicklung der HC und des HUS spidt das SLT eine entscheidende Rolle, doch
wird sane Toxizitd um mehrere Zehnerpotenzen verstérkt, wenn die Endothezele ds
Hauptzidzelle schon durch andere bakteridle Produkte (z.B. LPS oder andere) oder
korpereigene inflanmatorische Mediatoren, wie den Interleukinen oder dem TNF-a,
,vorgeschadigt ist (24, 57). Die EHEC-asoziieten Infektionskrankheiten snd  keine
Bakterigmien. Die pathogenetisch bedeutende Schéadigung findet an Endothelzdlen dHait.
Deshdb wurden fir die Untersuchung der EHEC-Pethogenitt HUVEC gewéhlt und in den
Versuchen vorwiegend die geilfiltrieten  EHEC-Kulturiberstdnde und nicht die Bakterien
engesetzt.

Die vollgandige Auspragung der Pathogenese der EHEC-Infektionen ist durch die
bakteridlen Peathogenitéisfaktoren und die sarke Reektion der humanen immunologischen
und inflammatorischen Effektorsysteme bedingt.

Um den Verdacht einer bidang unentdeckten Substanz in den Kulturibersténden des EHEC-
Stammes 413/89-1 zu erhaten, wurden bekannte Pathogenitéisfaktoren durch verschiedene
Maiahmen und Methoden vor dem Einsatz in den Vesuchen zur Messung der
Phosphatidylinositol-Hydrolyse in HUV EC ausgeschlossen.

Durch Silfiltration der zentrifugierten EHEC-Ubernachtkulturen werden die Bakterien und
bakteriengebundene Faktoren, wie z.B. das Intimin und das Lipopolysaccharid (LPS), von
den Uberstanden getrennt. Damit scheiden diese Faktoren und auch eine direkte Bakterium-
Zidzdl-Interaktion as Ursache fir die auf HUVEC beobachteten Effekte aus. Ebenso
kommen bakteridle Proteine nicht in Frage, welche erst nach Bindung der EHEC im Darm im
Rahmen der Ausbildung der epitheliden A/E-Lasionen gebildet werden (esp A, esp D und esp
B sind eaeA Gen-Produkte) (33, 34, 35).

Nach der Seilfiltration werden durch Ultréfiltration mit e@nem molekularen cut-off von 3kDa
hoéhermolekulare Begtandtelle des Kulturiberstandes des Stammes 413/89-1 abgetrennt.
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Dadurch werden grolere sezerniete EHEC-Toxine ds Ursache der in den Versuchen
beobachteten Endothe zellaktivierung ausgeschlossen.

Das bakteriophagencodierten SLT ist en A/B-Toxin. Das Verhdtnis zwischen A- und B-
Untereinheit betrégt 1.5, die Masse der A-Einheit 32kDa, die der B-Untereinheit 7kDa (18),
somit liegen beide Molekllmassen Uber dem cut-off. Andere von den EHEC gebildete
Toxine, wie das enteroaggregative heat-stable Toxin-1 (89% der EHEC kodnnen das 4,1kDa
grof3e EAST-1 hilden (23)) und das EHEC-Enterohdmolysn scheiden ds Agentien der
EndothdzdIdimulation ebenfals durch ihre Molekllgrofe aus (15 22). Das von den
verschiedenen EHEC gebildete porenformende Enterohd&molysin it 107kDa grof3 und sein
Vorkommen ist eng mit den Serotypen O157, O111 und O26 assoziiert (52). Die Inzidenz des
EHEC-Hamolysn, weches mit dem dpha-Hamolysn verwandt, aber nicht mit diesem
identisch i, is in SLT-produzierenden E. coli hoch. SLT und EHEC-Hamolysn haben be
der St6rung wichtiger ZdIfunktionen einen synergistischen Effekt (15).

Nach Ausschlu? der von EHEC produzierten Toxine und der A/E-L&son-Produkte wurden
verschiedene Methoden angewendet, um den Charakter des postulierten  neuen
Endote zdlstimulans in den EHEC 413/89- 1 Kulturiibersténden genauer zu definieren.

Die Ultrdfiltration durch einen Molekulafilter mit enem cut-off be 3kDa schligd dle
héhermolekularen Bedtandtelle der EHEC-Kulturlberstandes ads Agens der beobachteten
Endothd zdlgtimulation aus

Eine Erhitzung der EHEC-Kulturlberstande auf 56°C fur 30 bzw. 60 Minuten fuhrte nicht zu
ene Besdtigung des aktivierenden Effekts des EHEC-Kulturlbersténde auf HUVEC, was
fUr eine zumindest partiele Hitzestabilitét des neuen Endothel zdlstimulans spricht.

Die EHEC-Kulturlbersténde wurden durch die nach Bligh und Dyer durchgefihrte
Lipidextraktion in hydro- und lipophile Phasen getrennt (7). Beide Fraktionen wurden in den
Messungen des Inogtolphosphatmetabolismus in HUVEC mit dem Ergebnis eingesetzt, dal?
sch die HUVEC-dimulierende Potenz in der hydrophilen Fraktion befindet. Uber die Bligh
und Dyer-Lipidextraktion hinaus wurden die derilfiltrieten 413/89-1 Kulturlberstdnde mit
Hilfe ener HPLC (High peformance liquid chromatography) aufgetrennt und die enzelnen
Frektionen in den Versuchen engesetzt. Die maximde simulatorische Potenz befand sch in
den frihen adso hydrophilen pesks, was das Ergebnis der Lipidextraktion bestétigte (Daten
nicht gezeigt).

Eine Koinkubation der derilen Kulturlbersténde des Stammes 413/89-1 mit dem
proteolytischen Enzym Proteinase k fir einen Zeitraum von 15 bis 60 Minuten be 37°C und
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en nachfolgender Einsatz in den Versuchen zur Messung der Prdins zeigte eine deutliche
Reduktion der HUVEC-stimulierenden Potenz der Bakterienkulturibersténde nach Proteinase
k-Behandlung im Vergldch zu unbehanddten geilfiltrieten Ubersténden. Folglich ist das
neue EHEC- EndothelzdIsimulans ein Protein.

Zusammenfassend handelt es sch be dem endothedimulierenden Agens um ene sezernierte
niedermolekulare, hydrophile, partiel-hitzestabile, Proteinase k-sensble Substanz, die dch in
den Uberstanden der stehenden Ubernachtkulturen des EHEC-Stammes 413/89-1, nicht aber
in den jewels glechbehanddten Kulturlberstdnden des gpathogenen Escherichia coli
Stammes 470 befindet.

Mittdds pharmakologischer Intervention wurde getestet, ob sdektiv in die endothdiden
Signdtransduktionswege im Rahmen der EHEC-Kulturiberstand-induzierten
inflammatorischen Prozesse eingegriffen werden kann.

In Vorversuchen mit Rezeptorantagonisten konnte bel den Proben, in denen der Higamin-1
Rezeptorantagonist Pyrilamin ~ zugesstzt  wurde, im  Gegensiz  zu  anderen
Rezeptorantagonisten  eine  deutliche  Reduktion der  Phosphatidylinogtol-Hydrolyse  in
HUVEC auf die Simulation mit dem deilfiltrieten Ubertand des Stammes 413/89-1 hin
beobachtet werden. In welterfihrenden Experimenten bestétigte sSch die Hemmung durch
diesen H-1 Rezeptorantagonisten. Die Werte bei Koinkubation mit den Uberstdnden konnten
bis af das Niveau der ungimulieten Kontrollen gesenkt werden. Pyrilamin dleine |oste
keine HUVEC-Stimulation aus. Auch die Freisstzung der vasoaktiven Cyclooxigenase-
Produkte Prostazyklin und Thromboxan aus humanen Endothelzdlen konnte durch Pyrilamin
deutlich vermindert werden.

Die Vorgabe der EHEC 413/89-1 Kulturiberstande unter der Vorgellung einer Belegung der
H-1 Rezeptoren und ener darauffolgenden Stimulation mit Higamin fir 30 Minuten, zeigte,
dal? der maximae Histamin-Effekt auf HUVEC ausblelbt.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dal? die durch die in den Ubergténden befindliche
Substanz  herbeigefiinte Endothelstimulation rezeptorvermittelt ablauft oder den von Higamin
beschrittenen Signdtransduktionsweg beeintrachtigt.
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5.3. Podulierte Rolle des neuen Endothezdlsimulans und Einordnung in das

pathogenetische Modell der EHEC-Infektionen und ihrer Komplikationen

Nach dem initiden Kontakt zwischen Bakterium und Kolonepithezdle bilden EHEC die fir
die Entwicklung der ,ataching and effacing’-L&son notwendigen bakteriellen Produkte, die
auf dem ,locus of enterocyte effacement” (LEE) kodiert snd (75). Unter anderem durch die
Inimin-asoziierte (im LEE kodiet) enge Bindung kommt es zur vollsténdigen Ausprégung
der A/E-L&ionen mit dramdischen Zytoskdettveranderungen in den  intestinden
Epithezellen. Die funktiondle Integritét der Mukosazdle is gedtort, es kommt zu enem
Ungleichgewicht zwischen Resorption und Sekretion, was klinisch ads wa¥ige Durchfdle
imponiert (33).

Be da Aushildung der A/E-Lé&sonen dringen nicht bakteriengebundene, sezernierte
bakteridlle Produkte in das subepitheliddle Gewebe vor. Die resultierende Hamorrhagische
Cdlitis (HC) i durch die direkte lokae Wirkung des SLT und/oder anderen unbekannten
Pathogenitétsfaktoren auf das Darmepithe bedingt, aber vor dlem Folge ener indirekten,
sekundaren Schédigung des Epithds durch Stérung der Mikrozirkulation, aso ener Affektion
des intestinalen Endothels.

Hierbel konnte das neue EHEC-Endothdzdlgimulans beteiligt sein. Seine geringe Grole und
Hydrophilitdt, aber vor dlem die Tasache, dad es nicht an den bakteridlen
Gesamtorganismus  gebunden  is, emdglicht sein  Einschwemmen in das  subepithdide
Gewebe und das Errechen der sch dort befindlichen Endothelzellen. Der neue EHEC-
Endothelzdlstimulans konnte aso be diesem Schritt der Pathogenese neben dem ST
beteligt sain. Darlber hinaus zeigt die Endothdzelle nach Aktivierung durch z.B. den neuen
Faktor eine verstérkte Toxizitdt gegentiber dem SLT.

Aus diesen Endothdschéden der klenen Arteriolen und Kapillaren resultiet ene lokde
intravasde Koagulation und versakie Leukozytenadhéson mit ener Zunshme der
Produktion von vasoaktiven und proinflanmatorischen  Subgtanzen, was letztlich zu
ischdmischen  Intestindschdden  durch  Thrombenbildung, Vaskulitis und Hamorrhagie mit
dem Zusammenbruch der Blut- Gewebe-Barriere fuhrt.

Der Untergang der Blut-Gewebe-Schranke erdffnet den Toxinen und anderen bakteriellen
Fektoren den Zugang zum Gefdisygsem. Das Endothd ds zentrde Zidzele be  der
Entwicklung des HUS kann so durch die sezernieten EHEC-Pathogenitétsfaktoren erreicht
werden (34, 74). Der Tropismus de endothdiden Affektion i durch die
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Globotriaosylceramid- (Gb3-) Rezeptordichte bedingt (15, 18). Dieser Rezeptor, dessen
Anzahl durch vorherigen Kontekt mit proinflammatorischen Mediatoren wie TNF, IL-1 und
LPS in vitro hochreguliet wird (57), i Angriffgpunkt des SLT und befindet sSch
hauptséchlich auf dem Endothel der Niere, des Kolons und dem ZNS (74).

De zentrale Vorgang bel der Pathogenese des HUS ig die Schadigung des Gefélendothels
hervorgerufen durch bakterielle Produkte und koérpereigene Effektorsysteme. Auch hier ist der
neue EHEC-Endothdsimulans ds additiver bis sogar multiplikativer Faktor neben dem SLT
und den proinflammatorischen und prokoagulatorischen koérpereigenen Faktoren denkbar.
Folge der endothdiden Affektion ist ene thrombotische Mikroangiopathie (Abbildung 17),
die Bads der anoxischen Gewebeschdden des Kolons und besonders der Niere, mit
inravesdler  Thrombusbildung, ~ Vasokondriktion, Inflammation  und  endothdider
ZdIschwelung.

Ein Zusammentreffen von sysdemisch vorliegenden EHEC-Pathogenitéisfaktoren und -
toxinen und der starken Reektion der humanen Effektorsysteme auf den infektiosen Focus,
mit vergakt sysemisch vorliegenden proinflanmatorischen Mediatoren, snd die Grundiage
der Entwicklung eines HUS. Die pahogenetischen Zusammenhdnge snd nicht endglitig
geklat. Bedligt snd ene vergakte Adhéson, aktivierte polymorphkernige Neutrophile und
en Unglechgewicht der Gerinnungssyseme zugunden ener Thrombenbildung. Aul3erdem
snd vasoaktive Mediatoren, Komplementfaktoren, verdnderte Fuleigenschaften des Blutes,
Erythrozytenschédigungen und noch andere Bluthildverénderungen wéhrend eines HUS zu
beobachten.

Ein noch deallierterer Pathomechanismus des HUS und die endgiiltigen Zusammenhénge
dler beeligter EHEC-Pathogenitétsfaktoren, humaner Faktoren und Systeme miissen noch
geklat werden, um effektive Therapieansitze entwickeln zu kénnen.
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EHEC 413/89-1

Faktor X
Andere étiologische Endothe zdll-
Faktoren . schadigung
PAF IL-1/-8 TNF
Gerinnungs- Ungleichgewicht
kaskade TXB2 und PGI2
Thrombozyten PM N-Aktivierung
aktivierung
\/ \4
Thrombusbhildung Vasokonstriktion Zellschwellung Inflammation

Abbildung 17 : Mechanismus der Pathogenese der Endothelzellaktivierung durch die
EHEC-Kulturtberstande (413/89-1), postulierte Stellung des neuen Faktors.

Der zentrale pathogenetische Vorgang des HUS ist die Schadigung des Gefal3endothels, die
zur thrombotischen Mikroangiopathie, hervorgerufen durch bakterielle Produkte und
korpereigene  Effektorsysteme, fuhrt.  Abkirzungen in der  Abbildung: PAF,
Plattchenaktivierender Faktor; IL-1,-8, Interleukin-1,-8; TNF, Tumor Nekrose Faktor; PMN,
Polymorphkernige Neutrophile; andere &tiologische Faktoren, ST, Medikamente (z.B
Cyclosporin A), Vaskulitis, Ganzkorperbestrahlung und andere noch nicht identifizierte
bakterielle Faktoren und genetische I nformationen.
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54. Audsblick

Die klinische Bedeutung der wedtwet vorkommenden EHEC nimmt immer mehr zu. Vide
Studien haben die Korrdaion zwischen ener intestinden EHEC-Infektion und dem dch ds
schwerwiegende Komplikation entwickelnden HUS bedtétigt (69, 70). Nach der Entdeckung
diesss Zusammenhangs im Jahr 1986 durch Karmali et al., is diese junge und &ulerst
widerdandsféhige Bakterienspezies innerhdb weniger Jahre zum zwethaufigden Erreger von
Durchfdlerkrankungen nach den Sdmondlen avanciet (58). EHEC dnd en interessantes
Bespid fur Erreger, die dch, durch inter- und intragpezifischen GenrAustausch virulent
geworden, weltwet ausbreiten und in die Nahrungskette des Menschen eindringen (21). Die
Fllle an gendtischer Information birgt wahrschenlich noch andere bidang unentdeckte
Faktoren. Das Spektrum der EHEC-Stamme, die be HUS identifiziert werden konnten, weitet
gch aus (50). Vidleicht haben diese Stdmme (z.Zt. hauptsichlich O26, O111) noch andere
pathogenetische Eigenschaften, die sie vom klassischen EHEC O157:H7 unterscheiden.

Es gibt im Augenblick keine etablierte thergpeutische Intervention, welche die Dauer der
Erkrankung verklrzt und eventudle Komplikationen oder die Entwicklung enes HUS
effizient verhindern kdnnte. Die Thergpie erfolgt symptomatisch (34).

Im Vordergrund seht die Uberwachung und das Ausgleichen des Hissigkeitss  und
Elektrolythaushdtes, auch der evtl. subgitutionsbedirftige Blutverlus und das etwage
Entwickeln eines HUS wird genau beobachtet (58). Diese symptomatische Therapie hat aber
den prozentuden Antel der Petienten, die en HUS entwicken, nicht beanflud. Eine
antibiotische Behandlung ist umdtritten, de verbessat das Outcome der Patienten nicht.
Lange und Schwere des Durchfdls blieben unbeanfluld®, aufferdem berichteten Studien, dal?
ene antibiotische Behandlung, wahrschenlich durch vermehrte Freisetizung  bakterieler
Pathogenitétsfaktoren, einen Riskofaktor fur die Aushildung eines HUS darsdit (34, 21).

Die Entdeckung enes neuen Endothezdldimulans zeigt, dad die komplexe Pathogenese der
EHEC-Infektionskrankheiten noch nicht vollsandig aufgedeckt ist. Das Endothel, geschadigt
durch das Zusammentreffen von systemisch zirkulierenden bakteridlen Pathogenitétsfaktoren
und durch die immense Antwort korpereigener Effektorsysteme, steht im Mittelpunkt dieser
potentidl  letden  Krankhetsbilder und ig  vidlecht der Schlissd  zu  ener
erfolgversprechenden Therapie oder zu prophylaktischen Mal3nahmen.
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Andere Thergpieansitze werden zur Zeit geprift: Ein an Kisdgur gebundener synthetischer
Oligsaccharid-Gh3 Rezeptor soll im Darm an die SLT hinden und so die Progresson von
EHEC-Cadlitis in en HUS vehindern. Ein anderer Forschungsbereich zidt auf  ene
Immuniserung  gegen  bakteridle EHEC-Antigene, um  so  zu  ene  brauchbaren
Immuniserungsmethode zu gdangen (Impfung gegen EHEC O157 an 87 Menschen
erfolgreich, Bildung ausreichend hoher AK-Titer (JAMA 279, 1998)).

Die Ergebnise diesr Dissatationsarbet sollen Moglichketen fir neue thergpeutische
Perspektiven aufzeigen: Durch spezifische monoklonade Antikdrper gegen den neuen Faktor
konnte die Endothelzellschadigung vermindert werden (bsp.: Monoklonde AK gegen apha-
Toxin von Staphylokokkus aureus Bhakdi et al.)). Auferdem konnte durch eine Blockade des
Higamin-1 Rezeptors in die Signdtransduktion der Endothelzelle bei der EHEC-Infektion
angegiffen werden. Eine Immuniserung gegentber dem neuen  endothestimulierenden
Fektor der EHEC wae ebenso denkbar, doch Voraussetzung hierfir und fir die o.g.
soezifiscchen Antikbrper ware die exakte doffliche Charakteriserung des neuen EHEC-
Endothdzdlgimulans. Dies ist Gegenstand aktudller Forschungsarbeiten.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Aktudle pathophysologische Konzepte fihren die Entsehung des HUS auf ene
Einschwemmung bakteridler Pathogenitédisfaktoren aus einem Infektionsfokus und auf die
sekunddre  Aktivierung  koOrpereigener  Mediatorsyseme  zuriick. Diese beiden
pathogenetischen Vorgdnge snd gemensam fir die Problematik der EHEC-induzierten
Erkrankungen verantwortlich.

Die vorliegende Arbeit bestédtigt die Hypothese, wonach in Abwesenheit des bakteriellen
Gesamtorganismus  eine  Aktivieeung des Endothes bzw. die Fresstzung vasoaktiver
Mediatoren aus Endothezdlen induzierbar ist. Darlber hinaus wurde en kausder
Zusammenhang der Endothdzdlaktivierung mit den von EHEC in die Kulturibersande
sezernierten Toxinen durch die gewédhiten Behandlungsmethoden wie zB. der Ultrdfiltration
ausgeschlossen. Folglich ist ein bidang unbekannter Fektor der EHEC fur die beobachteten
Zd Iresktionen verantwortlich.

Aus diesen Ergebnissen ergaben sich folgende weiterfiihrende Fragestellungen:
Wedche Eigenschaften besitzt diesssr neue von EHEC gebildete, fur die
Endothel zdIstimulation verantwortliche Faktor?
Besehen pharmakologische Interventionsmoglichkeiten, sdektiv in  die endothdiden
Signdtransduktionswege im Rahmen der EHEC-Kulturiberstand-induzierten
inflammeatorischen Prozesse einzugreifen?
Kann der neue EHEC-Endothel zdlstimulans auch andere Zdlen simulieren?

Hingchtlich  der  untersuchten  biochemischen  Paameter  des neuen EHEC-
Endothelzdlgimulans in den Kulturiberstdnden des Stammes 413/89-1 ergaben sich folgende
Hauptbefunde:
Die deilfiltrieten EHEC-Kulturlberstdnde des Stammes 413/89-1 waen nach
Ultrefiltration (,,cut-off“: 3000Da) beinahe unverdndert in der Lage, die Ptdins-Hydrolyse
in HUVEC zu induzieeen. De neue EHEC-Endothdzdigimulans ig ene
niedermolekulare Substanz.
De Endothdzdlgimulus befindet dch nach der Durchfihrung der Lipidextraktion nach
Bligh und Dyer in der hydrophilen Fraktion. Die Ergebnisse der Ultrdfiltration und der
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Lipidextraktion bedtétigten sch bem Einsatz der mittds HPLC fraktionieten EHEC-
KulturGibersténde.

De Einsatz von verschiedenen Rezeptorantagonisten im Versuchsansatz der PI-Response
in HUVEC flhrte zu dem Ergebnis dad die durch die EHEC-Kulturiberstdnde des
Stammes 413/89-1 ausgeloste Kumulation der Inositolphosphate durch die Koinkubation
mit dem Hidamin-1 Rezeptorantagonisten Pyrilamin verhindet werden konnte. Eine
Simulaion der HUVEC bei Koinkubation von Histamin und Pyrilamin fand nicht at.

Eine vermindete Stimulierbarkeit der HUVEC durch Hisgamin nach Vorinkubation mit
dem dgeilfiltrieten  Kulturlbersand des EHEC Stammes 413/89-1 weigs auf ene
Bdegung des Higaminrezeptors hin.

Auch tubuld&re Epithdzdlen snd durch den neuen Endothezdlgimulans des Stammes
413/89-1 gimulierbar.

Zusammenfassend scheint en niedermolekularer, hydrophiler, hitzestabiler und Proteinase k-
sensibler Pathogenitiisfaktor in den Ubersténden der EHEC-Ubernachtkulturen des Stammes
413/89-1 in der Lage zu san, ene differenzierte Resktion der Endothezele durch
Aktivierung praformierter zytoplasmatischer Effektorsysteme aud 6sen zu konnen.

Diese nicht durch bekannte Pathogenitétsfaktoren bedingte Endothezellaktivierung trégt zu
den Veédnderungen des Gleichgewichts zwischen pro- und antikoagulatorischen Systemen
ebenso bel, wie zu ene Dysegulaion des Gefddonus. Die Affektion des Endothes ds
pathogenetischer  Mittelpunkt bel der Entwicklung des HUS as Komplikation nach einer
EHEC-Durchfdlerkrankung i unumdritten. Der neue EHEC-Endothdzdldimulus findet be
der Entgehung der thrombotischen Mikroangiopathie seinen Plaz im ,Moddl“ der EHEC-
Erkrankungen bzw. deren Komplikationen.

Diee Arbet zegt, da3 die EHEC noch nicht endgliltig erforschte Krankhetserreger snd. Die
Féhigkeit, ihre genetischen Informationen hingchtlich verschiedenster Pathogenitétsfaktoren
inra- und interspezifisch zu vermehren, efordet eine sténdige Uberwachung von EHEC-
asoziierten  Erkrankungen und  die  Identifikation der betelligten Stamme,  besonders
hingchtlich ihrer Pathogenitéisfaktoren. Die Entdeckung des neuen endothestimulierenden
Faktors des Stammes 413/89-1 zeigt, da? die komplexe Pathogenese der EHEC-
I nfektionskrankheiten noch nicht vollsténdig aufgedeckt ist.

Die exakte doffliche Charakteriserung des neuen EHEC-Endothdzdlgimulans wée die
Grundlage fir die Entwicklung von effektiven Thergpieansdizen be EHEC-Infektionen und

deren schwerwiegenden Komplikationen.
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