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[1. Einleitung

1. Enteroh&morr hagische Escherichia coli

Escherichia coli-Bakterien sind Bestandteil der normalen Darmflora von Menschen und
Tieren. Mitunter treten jedoch Varianten auf, die durch den Erwerb bestimmter
Pathogenitétsfaktoren die Fahigkeit entwickelt haben, in ihren Wirtsorganismen Krankheiten zu
verursachen (Muhldorfer und Hacker, 1994). Man unterscheidet sechs verschiedene intestina
(enterohdmorrhagische E. coli, EHEC; enteropathogene E. coli, EPEC, enterotoxische E. coli;
ETEC, enteroinvasive E. coli, EIEC; enteroaggregative E. coli, EaggEC; diffus-adhéarente E.
coli, DAEC) und zwe verschiedene extraintestina pathogene E. coli (uropathogene E .coli,
UPEC; Neugeborenen-Meningitis-E. coli, NBM), die sich durch die Auspragung spezifischer
Virulenzfaktoren und die von ihnen verursachten klinischen Manifestationen differenzieren
lassen. (Drskov und @rskov, 1992).

Eine wichtige Gruppe unter den darmpathogenen E. coli stellen die
enterohamorrhagischen E. coli (EHEC) dar, die zur Gruppe der tber 100 Serogruppen
umfassenden, haufig apathogenen Shiga-Toxin-produzierenden E. coli (STEC) gehoren
(Karmali, 1989). EHEC sind definiert als E. coli-Stamme, die hdmorrhagische Kolitiden
(hemorrhagic colitis, HC) und das hamolytisch-uréamische Syndrom (HUS) verursachen kénnen,
zusétzlich zur Produktion von Shiga-Toxinen sog. "attaching and effacing’-Lésionen (A/E-
Lasionen) auf Darmepithelzellen bilden und ein 60 MDa-Plasmid besitzen (Levine, 1987,
Levine und Edelman, 1984, Burland et al., 1998). Die meisten pathogenen EHEC-Stdmme
gehdren der Serogruppe O157:H7 an, aber auch Vertreter der Serogruppen O26:H11, O111:H
und O157:H" spielen eine wichtige Rolle in der Epidemiologie dieses Pathotyps (Griffin und
Tauxe, 1991).

1.1 Krankheitsverauf und Epidemiologie

Infektionen mit EHEC treten haufig als grof3e Ausbriiche auf, kénnen aber auch als
sporadische Félle in Erscheinung treten. Die infektidse Dosis liegt sehr niedrig bel 10 - 100
CFU (Griffin et al., 1994, Paton et al., 1996). Zu Beginn einer Infektion kommt es nach einer
Inkubationszeit von bis zu vier Tagen zum Ausbruch einer wairigen Diarrhd, die sich im
Verlauf von ca. zwel Tagen zu einer hamorragischen Colitis mit blutigen Durchféllen und

krampfartigen Bauchschmerzen entwickeln kann und bis zu zehn Tagen anhdt (Riley, 1987,
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Nataro und Kaper, 1998). Besonders bei Kindern und dlteren Menschen kann es aufgrund eines
geschwéchten Immunsystems zur Entwicklung von extraintestindlen Komplikationen vom Typ
einer thrombotischen Mikroangiopathie kommen. Hierbel treten eine Verminderung der
Thrombozytenzahl sowie eine Schédigung von Arteriolen unter Bildung von Mikrothromben und
eine hdmolytische Anamie auf (Karmali, 1989, Roche Lexikon Medizin, 1991). Beim
h&molytisch-urdmischen Syndrom (HUS) kdnnen die mikroangiopathischen Schadigungen der
Niere zu akutem Nierenversagen fuhren, was gemeinsam mit der hamolytischen Andmie einen
lebensbedrohlichen Zustand bedeuten kann (Karmali et al., 1985, Yoshioka et al, 1999).
Waelterhin kénnen neurologische Symptome auftreten mit Lethargie, Kopfschmerzen, Krampfen
und Enzephalopathie (Tesh und O'Brien, 1991). Vor adlem bel Erwachsenen kann es im
Rahmen der thombotischen Mikroangiopathie auch zur Ausprégung einer thrombotisch-
thrombozytopenischen Purpura (TTP) kommen, wobei Kapillaren in Haut, Schleimhaut und
Subcutis geschadigt werden, die Patienten haufig fiebern und ebenfalls an neurologischen
Symptomen leiden (Karmdi, 1989, Roche Lexikon Medizin, 1991; zusammengefal® in Paton
und Paton, 1998).

Das Reservoir fur EHEC liegt in der Darmflora von Nutztieren, insbesondere Rindern,
die haufig asymptomatische Tréger dieser Keime sind. Infektionen werden durch die fékae
Kontamination von Nahrungsmitteln  verursacht, was assoziiert mit Offentlichen
Nahrungsmittelverteilern zu grofRen Ausbriichen fuhren kann (Paton und Paton, 1998). Die
Kontamination von Rindfleisch bei der Schlachtung und die darauffolgende Verarbeitung zu
Hackfleisch stellt besonders haufig eine Infektionsquelle dar, weil durch den Hackprozeld die
Bakterien gleichmalidig im Fleisch verteilt und durch unvollsténdiges Garen des Hackfleischs
nicht abgetdtet werden (Paton und Paton, 1998). Aus diesem Grund waren Hamburger haufig
die Ursache von grofien Ausbriichen (Karmali, 1989, Griffin et al., 1994). Welitere bedeutende
Infektionsquellen sind fermentierte oder getrocknete Fleischprodukte, Rohmilch sowie Obst-
und Gemuseprodukte, die in Kontakt mit Jauche gekommen sind (Paton und Paton, 1998, Massa
et al., 1999). Die Ubertragung durch fakal kontaminiertes Wasser sowie von Person zu Person
spielen ebenfalls eine wichtige Rolle (Ackman et al., 1997, Kurokawa et al., 1999, Reida et
al., 1994, Heuvelink et al., 1999). Seit kurzem werden auRerdem Stubenfliegen al's Ubertrager
von EHEC diskutiert (Kobayashi et al., 1999).
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1.2 Shiga-Toxine

Die Produktion von Shiga-Toxinen (Stx) spielt neben der Bildung von A/E-L&sionen
eine Hauptrolle in der Pathogenese von EHEC (Frankel et al., 1998). Der Prototyp fur die
Familie der Shiga-Toxine ist das as erstes entdeckte Stx aus Shigella dysenteriae Typ 1
(Keusch et al. 1972, Keusch und Jacewicz, 1975, O'Brien et al., 1980, Calderwood, 1996).
Die gpater beschriebenen Shiga-Toxine aus E. coli (vormas Shigalike Toxine, SLT oder
Verotoxine, VT; O'Brien et al., 1982, Calderwood, 1996) konnen in zwei serologisch
unterschiedliche Gruppen eingeteilt werden: Stx1 ist zu fast 100 % identisch mit Stx aus S
dysenteriae und &% sich mit Serum gegen Stx neutralisieren (O'Brien et al., 1982, O'Brien
und LaVeck, 1983). Stx2 ist mit anti-Stx-Serum nicht neutralisierbar und bildet eine serologisch
eigenstandige, heterogene Gruppe, der unterschiedliche Subtypen angehéren: Stx2, Stx2c und
Stx2e. Die Toxine kdnnen in einem Stamm einzeln oder in Kombination vorkommen (Scotland
et al., 1985, Strockbine et al., 1986, Schmitt et al., 1991, Marques et al., 1987). Die
biologischen Wirkungen der ShigaToxine umfassen zum einen ihre Zytotoxizitdt fir
empfindliche Zedlen (z. B. Vero- und HelLaZedlen), die auf ihrer Hemmung der
Proteinbiosynthese beruht, und zum anderen ihre Enterotoxizitét, die im “rabbit-ilea-loop”-
Modell nachgewiesen wurde, sowie ihre Neurotoxizitét, die mit einer Gliedmal3enl&hmung und
Todesfolge im Maus- und Kaninchenmodell einhergeht (Acheson et al., 1991, Keusch et al.,
1972, Keusch und Jacewicz, 1975).

1.2.1 Bau und zelluléare Wirkungsweise der Shiga-Toxine

Shiga-Toxine gehdren zur Klasse der ABs-Proteintoxine. Sie sind aus je einer
katalytisch aktiven A-Untereinheit und 5 B-Untereinheiten, die fir die Bindung des Toxins an
Zelloberflachenrezeptoren verantwortlich sind, aufgebaut und besitzen as Holotoxin en
Molekulargewicht von 70 kDa (O’ Brien und Holmes, 1987). Die 32 kDa grol3e A-Untereinheit
wird durch proteolytische Spaltung aktiviert, die ein N-terminales 28 kDa A;-Fragment und ein
C-terminales 4 kDa Ay-Fragment ergibt, welche durch eine Disulfidbriicke miteinander
verbunden sind. Die katalytische Aktivitét des Toxins liegt dabei im A;-Fragment
(zusammengefaldt in O'Brien et al, 1992). Funf jeweils 7,7 kDa schwere B-Untereinheiten
assoziieren zu einem ringformigen Homopentamer mit einer Pore in der zentralen Achse, die
von a-Helices nach innen begrenzt wird. Die Bindung des Pentamers an die A-Untereinheit

erfolgt Uber das helikale A,-Fragment, das sich in diese zentrale Pore unter Ausprdgung von
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hydrophoben Wechselwirkungen einlagert (sehe Abbildung 1) (Stein et al., 1992, Haddad und
Jackson, 1993, Fraser et al., 1994a, Jema et al., 1995, Richardson et al., 1996). Die B-
Untereinheiten binden an den Glycolipid-Zelloberflachenrezeptor Globotriaosylceramid (Ghbs),
wobel  unterschiedliche Toxintypen wahrscheinlich verschiedene Epitope des Gbs-
Oligosaccharids erkennen (Arab und Lingwood, 1996). Nur Stx2e bildet eine Ausnahme und
bindet zuséizlich zu Gbs préferentiell an Globotetraosylceramid (Gb,) (zusammengefaldt in
Lingwood, 1996). Rontgenstrukturanalysen von Stx1B-Pentameren hatten gezeigt, dal3 die
Rezeptorbindungsstelle in einem Spalt zwischen benachbarten Stx1B-Untereinheiten liegt,
woran ein b-Fatblatt aus Aminosduren beider Untereinheiten beteiligt ist (Stein et al., 1992,
Richardson et al., 1997)

Querschnitt: Aufsicht:

B B

Abbildung 1. Struktur von Shiga-Toxinen.

Die N-Glycosidaseaktivitdt des Toxins liegt im A;-Fragment der A-Untereinheit. Das
helikale A-Fragment ist Uber eine Disulfidbriicke kovaent an A; gebunden. Nichtkovalente,
hydrophobe Wechselwirkungen mit der a-Helix des A,-Fragments sind fir die Assoziation
der funf rezeptorbindenden B-Untereinheiten mit der A-Untereinheit verantwortlich.

Gelangen Shiga-Toxine in einen Organismus, so binden sie Uber ihre B-Untereinheiten
an die Glycolipid-Zeloberflachenrezeptoren und werden zusammen mit den Rezeptoren Uber
sog. “coated pits’, die von Clathrin umhillt sind, aufgenommen und in die Endosomen
weitergeleitet (Sandvig und van Deurs, 1996, Sandvig et al., 1989). Die diesen Prozef3
einleitende frihe Signaltransduktion wird moglicherweise durch die Src-Kinase Y es vermittelt,

dabei spielen Tyrosin-Phosphorylierungen eine wichtige Rolle (Katagiri et al., 1999). Von den
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Endosomen werden die Toxin-Rezeptor-Komplexe retrograd Uber das Trans-Golgi-Netzwerk
und den Golgi-Apparat zum Endoplasmatischen Reticulum (ER) und in die Kernhille
transportiert (Sandvig et al., 1992, Sandvig et al., 1994, Johannes und Goud, 1998). Fir die
Steuerung dieses Transports scheint die Fettséurekettenldnge der jeweiligen toxingebundenen
Ghs-Isoformen eine wichtige Rolle zu spielen (Arab und Lingwood, 1998). Im ER erfolgt die
Toxintransokation ins Cytosol. Die Hauptkette der A-Untereinheit wird im ER durch die
zellulére Protease Furin in die A;- und A-Fragmente gespalten (Garred et al., 1995, Lea et al.,
1999). Die beide Fragmente verbindende Disulfidbriicke wird reduziert und das aktivierte A;-
Fragment Uber die ER-Membran ins Zytoplasma transportiert, woran eine C-terminale,
hydrophobe, Signalsequenz-dhnliche Membrantrand okationsdomane im Ai-Fragment beteiligt
ist (Sandvig und van Deurs, 1996, Saleh et al., 1996, Suhan und Hovde, 1998). Das A;-
Fragment ist eine hochspezifische N-Glycosidase, die an einer spezifischen Stelle ein Adenosin
in der 28S rRNA der 60S Ribosomenuntereinheit depuriniert (Endo et al., 1988, Saxena et al.,
1989). Dies fuhrt zu einer Inhibition der Elongationsfaktor 1-abhangigen Aminoacyl-tRNA-
Bindung an die Ribosomen, was eine Inhibition der Peptidkettenelongation und damit eine
irreversible Ribosomeninaktivierung und den Zelltod zur Folge hat (Igarashi et al., 1987,
Ogasawara et al., 1988). Kirzlich wurde auch eine Inhibition von prokaryotischen Ribosomen
durch das aktive A;-Fragment demonstriert (Skinner und Jackson, 1998, Suh et al., 1998).

1.2.2 Die Rolle von Shiga-Toxinen in der Pathogenese

Betrachtet man das Geschehen wahrend einer EHEC-Infektion auf der Ebene des
Gesamtorganismus, so kommt es durch das im Darm produzierte Toxin zunéchst zu ener
Schéadigung lokaler empfindlicher Darmepithelzellen wie den Ghbs-haltigen absorptiven Villus-
Epithelzellenim lleum (Mobassaleh et al., 1988, Mobassaleh et al., 1994).

Vor der Aushildung systemischer Schdden mul3 das Toxin in den Blutkreidauf
trandoziert werden. Diese Translokation kann direkt Uber Lasionen in der Darmschleimhaut
oder indirekt Uber Transcytose durch intakte Darmepithelzellen erfolgen (Paton und Paton,
1998, Acheson et al., 1996, Hurley et al., 1999). Nach Eintritt in den Blutstrom gelangt das
Toxin in entfernteren Geweben an Zellen mit geeigneten Rezeptoren, wobel die
Rezeptorspezifitét des Toxins und die Menge an exponiertem Rezeptor auf der Zielzelle einen
entscheidenden Einflul auf die Pathogenese haben (Lingwood, 1996). Beispielsweise bindet
Stxl in der Niere hauptséchlich an  Tubulusepithel- und bel Kindern auch an
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Glomerulusendothelzellen, parallel zur Vertellung von Ghs; auf den entsprechenden Zellen
(Lingwood, 1994, Uchida et al., 1999a). Tubuldre Nekrose und die Zerstbrung des
Glomerulusendothels mit Kapillarverschluf fihren zur Auspragung des HUS (Takeda et al.,
1993, Richardson et al., 1988). Auch die Endothelien von Blutgefden in Darm und
Zentralnervensystem (ZNS) koénnen durch eine derartige Intoxikation geschédigt werden
(thrombotische Mikroangiopathie), was in verschiedenen Tiermodellen gezeigt wurde
(Richardson et al., 1992, Zoja et al., 1992, Tashiro et al., 1994, Ren et al., 1999). Zusétzlich
zur Mikroangiopathie konnen im ZNS Neuronen auch direkt durch die Toxinwirkung Schaden
erleiden (Fujii et al., 1996, Fujii et al., 1994, Mizuguchi et al., 1996).

Auch die Freisetzung von proinflammatorischen Cytokinen bei einer Intoxikation mit
ShigaToxinen hat massve Auswirkungen auf die Ausprédgung von toxinvermittelten
Gewebeschadigungen (zusammengefald in Tesh, 1998). Durch die Freisetzung von TNFa
(Tumor-Nekrose-Faktor a), LPS und IL-113 (Interleukin 1b) bel einer Infektion oder durch die
Anwesenheit von Butyrat kann die Ghs-Produktion in den an sich wenig sensitiven
Endothelzellen grofRer Blutgeféle hochreguliert und damit deren Shiga-Toxin-Sensitivitét
gesteigert werden (Louise und Obrig, 1991, Kaye et al., 1993, Louise und Obrig, 1992, van de
Kar et al., 1992). Auch die Toxinsensitivitdt mikrovaskularer Gehirnendothelzellen kann durch
TNFa, IL1b und Butyrat erhéht werden (Ramegowda et al., 1999). Dem TNFa konnte eine
zentrale Rolle in der Vermittlung der Shiga-Toxin-spezifischen Cytokinantwort und der damit
verbundenen Gewebeschadigungen zukommen (Isogal et al., 1998, Hughes et al., 1998, Sakiri
et al.,, 1998). Die Pathophysiologie des STEC-induzierten HUS konnte generell auf ein
Ungleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischer Antwort des Wirts, das sich auf dem
Cytokinniveau wiederspiegelt, zurlickzuftihren sein (Litalien et al., 1999).

Zur Auspragung des HUS tragt moglicherweise auch toxinvermittelte Apoptose in
verschiedenen Nierenzelltypen bel (Kiyokawa et al., 1998, Karpman et al., 1998). Weltere
nichtrenadle Zelltypen wie Epithe- und Endothelzellen, Fibroblasten, Lymphozyten und
Astrozytomzellen kénnen ebenfalls durch Shiga-Toxin-vermittelte Apoptose geschadigt werden
(Uchida et al., 1999b, Yoshida et al., 1999, Nakagawa et al., 1999, Menge et al., 1999, Arab
et al., 1998). Die beim HUS auftretende Thrombozytopenie kdnnte zumindest zum Teil auf eine
Bindung der Toxine an Thrombozyten zurickzufihren sein (Cooling et al., 1998), und die
Adsorption von Shiga-Toxinen an Erythrozyten erméglicht wahrscheinlich einen Transport der
Toxine in Gewebe mit hochaffinen Rezeptoren und konnte damit deren verstarkte Intoxikation
zur Folge haben (Newburg et al., 1993).
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Welterhin wirken die verschiedenen Shiga-Toxin-Typen an sich unterschiedlich stark
toxisch, was sich in einer haufigeren Assoziation von Stx2-produzierenden EHEC mit schweren
klinischen Symptomen im Vergleich zu Stx1- oder Stx1- und Stx2-Produzenten wiederspiegelt
(Kleanthous et al., 1990, Ostroff et al., 1989). So hat Stx2 im Mé&usemodell eine 400fach
niedrigere LDg, als Stx1 (Tesh et al., 1993), und auch auf mikrovaskulére Endothelzellen aus
dem menschlichen Darm hat Stx2 eine starkere toxische Wirkung as Stx1 (Jacewicz et al.,
1999). Zusétzlich wurde gezeigt, dal3 Stx2 im Gegensatz zu Stx1 auch wahrend der stationaren
Wachstumsphase auf hohem Niveau produziert wird (de Menaet al., 1997). Innerhalb der Stx2-
Unterfamilie gibt es aul3erdem Toxinvarianten, die durch die Inkubation mit Mukus aus dem
Dinndarm der Maus oder aus dem Colon des Menschen in ihrer Toxizitét aktivierbar sind
(Melton-Celsa et al, 1996).

1.2.3 Genetische Organisation und Regulation der Shiga-Toxine

Die Gene fur ale Mitglieder der Stx-Familie sind in der gleichen Weise organisiert,
namlich als einzelne Transkriptionseinheiten mit je einem Gen fur die A-Untereinheit gefolgt
von einem Gen fur die B-Untereinheit, die durch eine kurze intergenetische Sequenz
voneinander getrennt sind (Abbildung 2). Die stx;- und stx,-Operons sind phagenkodiert,
waéhrend stx und die stx,-Varianten chromosomal auf defekten Bakteriophagen kodiert vorliegen
(Paton und Paton, 1998, Mizutani et al., 1999). Die Grofen der nichtprozessierten
Untereinheiten von Stx, Stx1 und Stx2 liegen bel 315, 315 und 318 Aminosauren (AS) in den A-
Untereinheiten und 89 AS in den B-Untereinheiten (zusammengefald in Paton und Paton, 1998).
Beide Untereinheiten besitzen eine hydrophobe Leadersequenz charakteristisch flr sezernierte
Proteine, nach deren Abspaltung sich fur die A-Untereinheiten von Stx, Stx1 und Stx2 Grofen
von 293, 293 und 296 AS und fur die B-Untereinheiten Groféen von 69 (Stx, Stx1) und 70 AS
(Stx2) ergeben (Haddad et al., 1993, Seidah et al., 1986, de Grandis et al., 1987, Perera et al.,
1991b). Vergleicht man die Sequenzen der verschiedenen Shiga-Toxingene miteinander, so fallt
auf, dal3 stx und stx; fast zu 100 % homolog sind. stx, weist dazu je 56 % Identitét in den Genen
fur die A- und die B-Untereinheit auf (Jackson et al., 1987).
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Operonstruktur:
RBS RBS
fur ‘
T LS LS|SIXB = =
-10
-35

Abbildung 2: Genetische Organisation innerhalb der Stx-Familie.

Das Gen fur die A-Untereinheit ist von dem Gen fur die B-Untereinheit durch einen 12 - 14
bp langen intergenetischen Spalt getrennt. Beide Gene besitzen eigene RBS und
Leadersequenzen (LS). Im Promotorbereich der stx- und stx;-Gene liegt jeweils eine
Bindungsstelle fur das eisenabhangige Regulatorprotein Fur.

Im Promotorbereich vor dem Gen fur die A-Untereinheit liegt in den stx- und stx;-
Operons eine sog. Fur-Box, eine 21 bp lange, symmetrische Region, an die das e senabhangige
Regulatorprotein Fur bindet und die bei stx, fehlt. Sie gewéhrleistet die Repression der
Toxinproduktion bel Anwesenheit von Eisen (Calderwood und Mekaanos, 1987, de Grandis et
al., 1987, Kozlov et al., 1988). Die 1:5-Stochiometrie der beiden Untereinheiten wird bel Stx
durch unterschiedlich starke Ribosomenbindungsstellen (RBS) vor beiden Genen gewahrleistet,
wobel funf ma mehr B-Untereinheiten as A-Untereinheiten produziert werden (Habib und
Jackson, 1993). Zusétzlich wurde die Anwesenhelt eines eigenen aktiven, e senunabhangigen
Promotors fur stxB in Shigella dysenteriae Typ 1 beschrieben, der zur relativen
Uberexpression der B-Untereinheit beitragen kénnte (Habib und Jackson, 1992). Fiir stx; wurde
230 bp "downstream" von stxB; ein rho-unabhangiger Terminator beschrieben (de Grandis et
al., 1987). Die Reduktion der Wachstumstemperatur auf 30°C bewirkt einen Riickgang der
Expression von Stx, nicht aber von Stx1 (Weinstein et al., 1988b).

Im Gegensatz zu stx/stx; sind die identischen Promotoren von stx, und stx,. 118 bp
»upstream* des Gens fur die A-Untereinheit lokalisiert (Sung et al., 1990). Sie werden
kongtitutiv. mit einer den dereprimierten stx/stx;-Promotoren vergleichbaren Intensitét
exprimiert und unterliegen keiner eisenabhéngigen Regulation. Die Transkription erfolgt Uber
den vor stxA, gelegenen einzigen Promotor. 274 bp "downstream” von stxB, wird ein rho-

unabhangiger Terminator postuliert (Sung et al., 1990).
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Anhand eines Reportergens fir stx, in Form einer Transkriptionsfusion zwischen stxA,
und phoA wurde gezeigt, dal’ weder Eisen noch Osmolaritét, pH-Wert, Sauerstoffdruck, Acetat
oder verschiedene Kohlenstoffquellen einen Einflul3 auf die Expresson von stx, haben
(Muhldorfer et al., 1996). Im Gegensatz dazu beeinflussen verschiedene zellulére Proteine
dessen Expression. So wurde nachgewiesen, dal die Deletion des histondhnlichen Proteins H-
NS eine Derepression des Reportergens beim Absenken der Wachstumstemperatur auf 30°C
bewirkt, wahrend eine H-NS-unabhédngige Repression bei 42°C erfolgt (Muhldorfer et al.,
1996). Auch das phagenkodierte, wildtypische stx, liegt in Abwesenheit von H-NS bei 30 und
37°C in starker dereprimierter Form vor als bei 42°C. Wie spéter naher ausgefihrt wird, wurde
auch eine phagenabhéngige Regulation von stx, beschrieben (Muhldorfer et. al., 1996).
Weiterhin spielt die Protease RecA eine entscheidende Rolle bei der Induktion der
Bakteriophagen und damit indirekt auch fir die Toxinproduktion (Mhldorfer et al., 1996).

Neben den ShigaToxinen exprimieren EHEC ene Rehe weiterer
Pathogenitétsfaktoren, die ebenfalls an ihrer Pathogenese beteiligt sind und im Folgenden naher

erortert werden.

1.3 Bildung von “ attaching-and-effacing” -L &sionen

Bel der Bildung von “attaching and effacing”’-Lésionen (A/E-Lasionen) durch EHEC
kommt es &hnlich wie be EPEC-Infektionen zur engen Adhdrenz der Bakterien an
Darmepithelzellen und zum lokaden Verlust von Mikrovilli, was mit Zytoskelett-
Umstrukturierungen und der Bildung von Podesten, auf denen die Bakterien sitzen, einhergeht
(Donnenberg et al., 1993). Alle Gene fur die an der Auspragung dieser Lasionen betelligten
Faktoren sind in EHEC auf einer 43,4 kb grof3en Pathogenitdisinsel, dem sog. “locus of
enterocyte effacement” (LEE), kodiert (siehe Abbildung 3) (Perna et al., 1998, Pésfai et al,
1997, McDaniel und Kaper, 1997).
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EHEC-LEE:
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Abbildung 3: EHEC-"Locus of Enterocyte Effacement”

Diese Pathogenitétsinsel aus dem EHEC-Stamm O157:H7 EDL933 (43,4 kb) besitzt zum
Teil hohe Homologie zum EPEC LEE. Zusétzlich enthdlt die Insel das Genom des EHEC-
Prophagen 933L. In dieser Abbildung sind die Lage und Transkriptionsrichtung der
wichtigsten LEE-Gene dargestellt (nach Pernaet al., 1998).

selC: Insertionsstelle (blau); esc, sep: Typ Il1-Sekretion (violett); tir, esp: sekretierte
Proteine (rot), eae: Intimin (hellgrin), prof : Prophage 933L (dunkelgriin).

Zu den wichtigsten Genen zéhlt zum einen das Gen eae, das fiur das bakterielle
Oberflachenadhasin Intimin kodiert, welches fur die enge Wechselwirkung der Bakterienzelle
mit der Wirtsepithelzelle verantwortlich ist (Yu und Kaper, 1992, Louie et al, 1993). Zum
anderen gehotren dazu die die Gene esc (E. coli secretion), sep (secretion of E. coli proteins),
cesD (Chaperone fur die Sekretion von EspD und -B) und pas (protein associated with
secretion), die fur Komponenten des EHEC-Typ |l1-Sekretionssystems kodieren. Dieses
Sekretionssystem st fir den Transport der Pathogenitétsfaktoren EspA, EspB, EspD E. coli
secreded proteins) und Tir (translocated intimin receptor) aus der Bakterienzelle
verantwortlich, die wiederum an Veranderungen der Signatransduktionsprozesse in der
Wirtszelle beteiligt sind (Nataro und Kaper, 1998, Frankel et al., 1998, Kresse et al., 1998).

Wie fur EPEC und zum Teil auch fur EHEC nachgewiesen wurde, hildet EspA dabel
vorubergehend eine hohle, filamentGse Struktur auf der bakteriellen Oberfléche aus, die mit der
Wirtszelle interagiert und Uber die die Translokation von EspB und Tir in die Wirtszelle erfolgt
(Knutton et al., 1998, Wolff et al., 1998, Kenny et al., 1997, Ebel et al., 1998). EspB wird
sowohl in die Wirtszytoplasmamembran eingebaut als auch ins Wirtszytosol trandoziert und ist
in den Proteintranslokationsprozefd involviert (Wolff et al., 1998, Taylor et al., 1998).
Moglicherweise bildet es in der Wirtszytoplasmamembran eine Porenstruktur aus, durch die
weitere Proteine direkt ins Zytoplasma eingeschleust werden kénnen (Wolff et al., 1998).
Aul3erdem konnte es im Cytosol fur die Umvertellung von Aktin verantwortlich sein (Taylor et
al., 1999). EspD ist in EHEC essentiell fir die Bildung der EspA-Filamente und wird ebenfalls
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in die Zielzellmembran integriert (Wachter et al., 1999, Kresse et al., 1999). Auch Tir (EspE),
der trandozierte Intiminrezeptor, wird in die Wirtszytoplasmamembran eingebaut, wird in
EHEC aber im Gegensatz zu EPEC nicht Tyrosin-phosphoryliert (Kenny et al., 1997, Deibel et
al., 1998, DeVinney et al., 1999, Kenny, 1999). Das Bakterium bindet mit Hilfe seines aul3eren
Membranproteins Intimin an Tir (Hartland et al., 1999) und bewirkt dadurch eine enge
Adhérenz an die Wirtszelle. Tir dient hierbel moglicherweise als eine Art Briicke zwischen
Wirtszytoskelett und Bakterium, wobel es die Akkumulation polymerisierten Aktins und
vielleicht auch anderer Zytoskelettproteine unterhalb der adhérenten Bakterienzellen induziert
(Frankel et al, 1998, Kenny, 1999, Liu et al., 1999). Be dieser lokalen
Zytoskelettumstrukturierung vesikuliert die Zytoplasmamembran, die Burstensaummikrovilli
gehen verloren und es kommt zur Podestbildung. Hierfir ist die Induktion hoch lokalisierter
Kalzium-unabhéangiger Signaltransduktionsprozesse durch die sezernierten E. coli-Proteine
verantwortlich, die  Serin- und  Tyrosin-spezifische  Phosphorylierungen  und
Dephosphorylierungen zdlulérer Proteine und damit die typischen
Zytoskelettstrukturverdnderungen zur Folge haben (Bain et al., 1998, zusammengefad in
Frankel et al., 1998).

Die espA-, B- und D-Gene sind Teil eines Operons. Die Expression dieser Gene erfolgt
in der frihen logarithmischen Phase nach Kontakt der Bakterien mit Eukaryotenzellen und wird
in eng adhérierenden Bakterien wieder ausgeschaltet. Stimulierend auf ihre Expression wirken
Ca™, Mg"™ sowie HEPES und hohe Osmolaritédt. Die Temperatur und Supercoiling (H-NS)
beeinflussen diesen Prozef ebenfalls (Beltrametti et al., 1999). Neueste Untersuchungen zeigen,
dal} die Expression aller LEE-kodierten Operons auch durch das sog. "Quorum sensing”,
vermittelt durch luxsS, reguliert wird (Sperandio et al., 1999).

1.4 Weitere char akteristische EHEC-Virulenzfaktoren

Ein weiterer, fuir EHEC charakteristischer Virulenzfaktor ist das sog. Enterohamolysin.
Die kodierenden Gene enxCABD sind auf dem 60 MDaVirulenzplasmid lokalisert und
kommen sehr hdufig in HUS-assoziierten Stammen vor (Schmidt et al., 1994, Bauer und Welch,
1996, Schmidt und Karch, 1996). Es gehdrt zur Familie der porenbildenden RTX-Toxine und
ist zu ca. 60 % dem E. coli a-Hamolysin homolog (Schmidt et al, 1995, Schmidt et al., 1996).
Im Gegensatiz zum a-Hamolysin wird das 107 kDa grof3e Enterohdmolysin EHEC-HIyA nicht

effizient sezerniert und ist demnach nur zur Bildung von kleinen, triben Hamolysehdfen auf
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Schafblutagar in der Lage (Schmidt et al., 1995, Beutin et al., 1989). Die Rolle von
Enterohdmolysin in der EHEC-Pathogenese ist noch nicht geklart, es konnte jedoch eventuell
durch die Lyse von Erythrozyten einen Beitrag zum Eisenerwerb leisten (Law und Kelly, 1995).
Aulerdem wird Uber eine mogliche Beteiligung an der Modulation von Entziindungsprozessen
im Zusammenhang mit einer Schadigung von Epithelzellen und Uber eine synergistische
Wirkung zusammen mit Stx und LPS spekuliert (Paton und Paton, 1998). Die Rolle zweier
weiterer vermuteter phagenkodierter Hamolysine ist bisang unklar (Stroeher et al. 1993,
Beutin et al., 1993).

Neben Enterohdmolysin werden haufig zwel weitere Proteine sezerniert, die
maoglicherweise zur EHEC-Virulenz beitragen. Zum einen handelt es sich um ein Homolog zum
hitzestabilen Enterotoxin EAST1 aus EAgQEC (Savarino et al., 1996, Paton und Paton, 1998),
und zum anderen um die extrazellulére Serinprotease EspP, die 70 % Homologie zum EPEC
EspC-Protein und zu IgA 1-Proteasen besitzt. ESpP besitzt eine zytotoxische Wirkung und kénnte
an der hamorrhagischen Erkrankung beteiligt sein (Brunder et al., 1997, Djafari et al., 1997).

Welterhin besitzen EHEC unterschiedliche Strategien, um im Wirt komplexiertes Eisen
fir sich zu verwerten. So produzieren sie wie ale anderen E. coli-Stdmme ein
Katecholsiderophorsystem, woran die Gene fur die Synthese von Enterobaktin (ent) und fir ein
Fe-Enterobaktin-Aufnahmesystem (fep) beteiligt sind (Earhart, 1996, Torres und Payne, 1997).
In O157:H7-Stammen kommt es weiterhin zur Produktion eines auch in Shigella dysenteriae
Typ | verbreiteten Haminaufnahmesystems, das von den chu-Genen (E. coli hemin uptake)
chromosomal kodiert wird. ChuA ist ein Fur-reguliertes aul3eres Membranprotein und dient als
Haminrezeptor, wobei sowohl Hdmoglobin as auch Hamin verwertet werden kénnen (Torres
und Payne, 1997, Law und Kelly, 1995). In nicht-O157-EHEC-Stdmmen findet sich auch héufig
die fir Yersinia-Stdmme beschriebene Pathogenitétsinsel HPI, auf der die Gene fir das
Siderophor Y ersiniabactin und den Pesticinrezeptor FyuA lokalisiert sind (Karch et al., 1999).

Fur die Kolonisation des Gastrointestinaltrakts spielt wahrend der Magenpassage
zunéchst die Saureresistenz der Organismen eine wichtige Rolle (Goodson und Rowbury, 1989,
Leyer et al., 1995, Gorden und Small, 1993, Waterman und Small, 1996, Horii et al., 1998,
Jordan et al., 1999, Datta und Benjamin, 1999). Die Besiedlung des Darms wird durch
Adhéasine vermittelt, wobei neben dem Hauptadh&sin Intimin noch weitere Adhéasine diskutiert
werden, deren Signifikanz jedoch unklar ist. So wurde beschrieben, dal3 plasmidkodierte
EHEC-typische Fimbrien mit einer 16 kDa Hauptuntereinheit eine Adhérenz an Henle 407-
Zellen bewirken konnen (Karch et al., 1987, Fratamico et al., 1993, Toth et al., 1990).
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Kurzlich wurden E. coli F17-homologe Fimbrien in EHEC-Stdmmen mit einer
Hauptuntereinheit von 21 kDa beschrieben, deren Relevanz fur die Adhéarenz jedoch noch
unklar ist (Maneval et al., 1997). Auch aul3ere Membranproteine (OMPs) konnen Adhérenz an
intestinale Kulturzellen vermitteln, wie beispielsweise ein 94 kDa grofRes OMP, das fur die
Adhé&renz an HEp-2-Zellen verantwortlich und nicht identisch mit Intimin ist (Sherman et al.,
1991). Aulerdem wurde fur ein 8 kDa OMP eine Beiteiligung an der Adhérenz an Henle 407-
Zéellen nachgewiesen (Zhao et al., 1996), und das OMP Iha (Vibrio cholerae IrgA-homolog
adhesin) vermittelt nachweislich Adhérenz von EHEC an HeL a-Zellen (Tarr, 1995, Tarr et al.,
2000). Das EHEC-Lipopolysaccharid (LPS) verstarkt analog dem LPS anderer Serotypen zwar
die Zytotoxizitdt der Bakterien auf Vaskularendothelzellen, hat jedoch keinen Einflul® auf die
Adhérenz der Bakterien (Nataro und Kaper, 1998, Bilge et al., 1996, Cockerill et al., 1996,
Shimizu et al., 1999). Auch die Anwesenheit von Flagellen scheint die Adhérenz nicht zu
beeinflussen (Sherman et al., 1988).

Allein diesem Kapitel beschriebenen EHEC-Pathogenitétsfaktoren leisten jeder fir sich
einen bestimmten, charaktistischen Beitrag zur Gesamtvirulenz der pathogenen Stdmme. Durch
die gezielte Deletion der einzelnen Faktoren besteht somit die Méglichkeit, einen pathogenen
EHEC-Stamm in seiner Virulenz gezielt zu beeintréchtigen. Diese Methodik wird bereits
generedll bel der Attenuierung von Krankheitserregern fur die Entwicklung von
L ebendimpfstoffen praktiziert.

2. Konstruktion von bakteriellen Lebendvakzinen
2.1 Prinzip von Attenuierung und Fremdantigenprasentation

Lebendvakzine basieren in der Regel auf lebenden attenuierten, d. h. durch genetische
Veranderungen in ihrer Virulenz abgeschwéachten Pathogenen (Mekaanos, 1994, Del Guidice et
al., 1998). Sie haben gegeniber den konventionellen Vakzintypen, die auf der Basis von
chemisch oder durch Hitze inaktivierten Erregern oder deren Bestandteilen beruhen
(Gregoriadis et al., 1999, Ahmad und Chapnick, 1999, Rappuoli, 1997, Del Guidice und
Rappuoli, 1999), in Bezug auf Herstellung und Immunogenité enorme Vortelle (Mekalanos,
1994, Del Guidice et al., 1998). Sie vermehren sich wéhrend der Immunisierung, wobel ihre
typischen Antigene auf eine dem natirlichen Prozef3 sehr dhnlicheren Art und Weise présentiert

und prozessiert werden. Aul3erdem kdnnen bei Verwendung attenuierter mukosaler Erreger wie
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Samonellen (Kraehenbthl und Neutra, 1992, Phalipon und Sansonetti, 1998, Sirard et al.,
1999) entsprechende mukosale Immunantworten erzielt werden. Schliefdlich ermdglicht es die
rekombinante DNA-Technologie heute, pathogene Stémme gezielt zu attenuieren und mit
zusédtzlichen Fremdantigenen zu versehen, was das Immunisierungspotentia dieser Vakzine
erweltert (Mekalanos, 1994, Schodel und Curtiss, 1995, Sirard et al., 1999).

Bei der Herstellung rekombinanter Lebendvakzine ist die Sicherheit der resultierenden
Stdmme zu gewahrleisten. So mufd man das Risiko vermeiden, dal3 genetisch attenuierte Stémme
zu pathogenen Erregern revertieren. Zudem kann die Virulenz eines Lebendvakzins abhéngig
vom Wirt sein, schwere Nebeneffekte konnen beispielswelse in immunsupprimierten Individuen
oder Kindern auftreten. Ferner ist eine unerwiinschte Ubertragung von genetischem Material auf
die Umwetmikroflora (Antibiotikaresistenzen, unbekannte Virulenzfaktoren) zu vermeiden. Um
die Sicherheit von Lebendvakzinen zu verbessern, sollten Mutationen in die Stdmme eingefiihrt
werden, die die Mdglichkeit einer Persistenz dieser Stdmme in der Umwelt minimieren
(Mekaanos, 1994). Aus diesem Grund wurden sog. "Suizid-Systeme" entwickelt, die das
Uberleben rekombinanter Lebendvakzine in der Umwelt zu verhindern sollen (z. B. "host
killing", Klemm et al., 1995, Endonukleasen, Ahrenholtz et al., 1994, induzierbare
Phagenlysisgene, Tedin et al., 1995)

Die Sicherheit der potentiellen Lebenvakzinstdmme wird auch durch eine gezielte
Attenuierung maximiert (Lindberg, 1998, Mrsny, 1998). Die gezielte Attenuierung kann zum
einen Uber die Ausschaltung bestimmter Stoffwechselgene geschehen (Auxotrophie), was eine
verminderte Lebensfahigkeit dieser Stdmme zur Folge hat. Dadurch reduziert sich ihre
Fahigkeit, einen Wirt effizient zu besiedeln, und damit auch ihre Virulenz. Am intensivsten
wurde die Attenuierung von Salmonella typhimurium durch Mutationen in Genen fir den
Aminosaure-(aro, asd; Hoiseth und Stocker, 1981, Dougan et al., 1988, Galan et al., 1990) und
den Purinmetabolismus (purADEL, carAB, deoA; McFarland und Stocker, 1987, Conner et al.,
1998, O'Calaghan et al, 1988) sowie in weiteren Genen untersucht (trA; Chatfield et al.,
1992, Lowe et al., 1999; Dunstan et al., 1998, Bowe et al., 1998, Vaentine et al., 1998,
Kaniga et al., 1998). Eine Attenuierung kann zum anderen Uber das gezielte "Ausschalten” von
Virulenzfaktoren in pathogenen Stdmmen erreicht werden (Bowe et al., 1998, Medina et al.,
1999) Fir eine effiziente, sichere Attenuierung eines Vakzinstamms ist es notwendig,
mindestens zwel genetisch nicht gekoppelte Mutationen in den Stamm einzufihren, um die

Maoglichkeit einer zufédlligen Reversion zum Wildtyp auszuschlief3en.
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Um die Immunantwort gegen Lebendvakzinst@mme zu verstdrken und eine gleichzeitige
Immunisierung gegen mehrere unterschiedliche Krankheitserreger zu erméglichen, werden in
den attenuierten Stdmmen haufig zusétzlich Strukturgene fir Virulenzfaktoren anderer
pathogener Mikroorganismen exprimiert. In attenuierten S typhimurium-Stémmen ist dies
bei spielsweise geschehen mit den Genen fur die Produktion bakterieller oder viraler Proteine
(Gomez-Duarte et al., 1999, Nayak et al., 1998, Ascon et al., 1998, Schriefer et al, 1999,
Covoneet al., 1998, Ward et al., 1999, Smerdou et al., 1996, Vaentine et al., 1996, Karem et
al., 1997, Steger et al., 1999, Djavani et al., 2000). Um ene effiziente Prasentation der
Fremdantigene gegentiber dem Immunsystem des geimpften Organismus zu gewéahrleisten,
konnen die gewunschten Epitope in Zelloberfléchen-assoziierte Strukturen der Impfstdmme
eingebaut (Stocker, 1990, Westerlund-Wikstrém et al., 1997, Hedegard und Klemm, 1989,
Yakhchai und Manning, 1997, Wang et al., 1999) oder den zelleigenen Transportsystemen
zuganglich gemacht werden (Gentschev et al., 1996 und 1997, Riissmann et al., 1998).

An Hand derselben Methoden wurden neben Samonellen weitere darmpathogene
Bakterien auf analoge Welse attenuiert und fir die Présentation von Fremdantigenen

gentechnisch verandert, wie beispielsweise Shigella flexneri und Vibrio cholerae.

2.2 Mdglichkeiten der Attenuierung durch das Ausschalten von Regulator genen

Zusdtzlich zur Attenuierung von Pathogenen durch die Einfihrung von Auxotrophie und
durch die Deletion von Pathogenitétsfaktoren besteht die Moglichkeit der Attenuierung durch
das Ausschalten von regulatorisch wirksamen Elementen (Harel und Martin, 1999). Der Vortell
dieser Methode liegt darin, dal3 durch die Deletion eines einzigen Regulatorgens multiple
Faktoren innerhalb eines Organismus betroffen werden kodnnen, was von einer generellen
Beeintréchtigung der Vitaité bis  zur spezifischen Stillegung ganzer
Virulenzgenregul ationskaskaden reichen kann. Regulatoren kdnnen auch zusétzlich zur Deletion
spezifischer  Virulenzgene ausgeschaltet werden, was den zukinftigen Vakzinstdammen
zusétzliche Stabilitét in Bezug auf die Reversion zum Wildtyp verleiht.

Fur eine effiziente Attenuierung kdnnen zum einen Regulatorgene ausgeschaltet werden,
deren Auswirkungen sich auf weite Bereiche des Stoffwechsels erstrecken und deren Deletion
einen generellen Vitalitétsverlust des Organismus, gekoppelt mit einem Verlust der Virulenz,
bewirken (cya, crp; Zhang et al., 1999, Kennedy et al., 1999, Roland et al., 1999, Peighambari
und Gyles, 1998; Maltose-Regulonin V. cholerae, Lag et al., 1994).
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Welterhin konnten Regulatoren deletiert werden, die Regulationskaskaden steuern,
welche speziell die Expression von Virulenzfaktoren aktivieren. Diese gehdren oftmals zu den
Familien der Virulenzgenaktivatoren mit Homologie zu den Regulatorproteinen AraC oder
LysR, die sequenzspezifisch an Promotoren binden und die Transkription der ,,downstream®
gelegenen Gene aktivieren (Finlay und Falkow, 1997; VirF in Yersinia und Shigella, Wattiau
und Cornelis, 1994, Sakai et al., 1988; ToxT und IrgB in V. cholerae, Higgins und DiRita,
1996, Goldberg et al., 1991; PerA in EPEC, Gomez-Duarte und Kaper, 1995, Méllies et al.,
1999; SpvR in Salmonella, Caldwell und Gulig, 1991; Fur, Litwin und Calderwood, 1993,
Vasi| und Ochsner, 1999).

Auch zwei-Komponenten-Systeme kénnen as globale Regulatoren die Expression von
Virulenzfaktoren steuern. Hierbei kommt es bel der Stimulation eines Sensorproteins durch
extrazellulare Signale zu dessen Autophosphorylierung und daraufhin zur Phosphorylierung
eines Regulatorproteins, das wiederum als positiver oder negativer Transkriptionsregulator
wirksam wird (Finlay und Falkow, 1997; BvgA/BvgS in Bordetella pertussis, Uhl und Miller,
1996; ToxR/ToxSin V. cholerae, DiRita, 1992; PhoP/PhoQ in Salmonella, Garcia Vescovi et
al., 1994; EnvZ/OmpR in Salmonella und E. coli, Forst und Roberts, 1994).

Eine weitere wichtige Gruppe von regulatorisch wirksamen Proteinen sind Faktoren,
die auf den supercoiling-Status der DNA in der Zelle als Antwort auf Umweltverénderungen
einwirken (Finlay und Falkow, 1997). Durch die Veranderung des supercoiling kann
beispielsweise die Transkriptionsaktivitdt von Promotoren, auch die von Virulenzgenen,
beeinfluld werden. Zur Gruppe dieser topologischen Effektoren gehdren neben Gyrase und den
Topoisomerasen sogenannte "Architekturproteing’ des Genoms, wie die Histon-ahnlichen
DNA-bindenden Proteine H-NS, YmoH und VirR (Tobe et al., 1993, Falconi et al., 1998,
White-Ziegler et al., 1998, Donato und Kawula, 1999, Cornelis, 1993, Hromockji et al., 1992)
sowie HU, IHF (integration host factor) und FIS (factor for inversion stimulation) (Dorman,
1995).

Schliefdich kdnnen Organismen fir die Regulation der Virulenzgentranskription auch
aternative Sigmafaktoren einsetzen, die als Antwort auf verschiedene Umweltveranderungen
entsprechend induziert werden. Diese veranlassen dann die Transkription bestimmter
Gengruppen, u. a von Virulenzgenen (Finlay und Falkow, 1997; RpoH: reguliert ToxT in V.
cholerae, Parsot und Mekalanos, 1990; RpoS: reguliert SpvR in Salmonella, Fang et al., 1992,
Guiney et al., 1995, Dove et al., 1997; RpoN und AlgU in Pseudomonas aeruginosa, Schurr et
al., 1995).
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Auch die Anwesenheit bestimmter tRNASs Ubt einen regulatorischen Einfluld auf die
Expression von Virulenzfaktoren verschiedener Pathogene aus. Die Deletion der Gene leuX und
selC, die fir die selteneren tRNAs tRNAS® und tRNAS® kodieren, fiihrt zu einem massiven
Virulenzverlust im UPEC-Stamm 536, der mit dem Verlust der Expression zahlreicher
Virulenzfaktoren einhergeht (Ritter et al., 1995), wie in einem spéteren Kapitel dieser Arbeit
noch genauer beschrieben wird. Auch in anderen Organismen kann die Anwesenheit von tRNAS
oder von in ihre Synthese und Modifikation involvierten Gene die Expression von
Virulenzfaktoren beeinflussen (vacC in S tyhimurium und Shigella flexneri, , Conner et al.,
1998, Durand et al., 1994; poxA in S. typhimurium, Kaniga et al., 1998; fimU in Salmonella
enteritidis, Clouthier et al., 1998; tyr T in S. flexneri, Hromockyi et al., 1992; miaAin Shigella
flexneri und Agrobacterium tumefaciens, Durand et al., 1997, Gray et al., 1992).

Regulatoren bieten demnach viele Ansatzpunkte, Uber die die Attenuierung enes
virulenten Stammes zum Zweck der Konstruktion von Lebendvakzinen geschehen kann. Einige
der geschilderten Regulatordeletionen kommen bereits fir die Konstruktion von
Lebendvakzinen aus S. typhimurium zum Einsatz (cya, crp, Curtiss und Kdly, 1987, Zhang et
al., 1999; phoP/Q, Galan und Curtiss, 1989, Miller et al., 1989 und 1990, Garcia Véscovi et
al., 1996, DiPetrillo et al., 1999; OmpR, Dorman et al., 1989; sirA, Ahmer et al., 1999; slyA,
Buchmeier et al., 1997; rpoS, Coynault et al., 1996, Coynault und Norel, 1999). Fur die
Konstruktion von Vakzinen muld neben einer effizienten Attenuierung jedoch auch darauf
geachtet werden, dal3 die Stdmme in den zu vakzinierenden Organismen noch immunogen sind,
da eine mogliche Uberattenuierung diese zwar apathogen macht, sie dann aber nicht mehr in der
Lage sind, eine Immunantwort zu induzieren, wie die Untersuchung einer rpoE-Mutante von S.

typhimurium gezeigt hat (Humphreyset al., 1999).

2.3 Entwicklung von Impfstoffen gegen EHEC

Eine Entwicklung von Impfstoffen gegen EHEC wére erstrebenswert, weil die
Behandlung von EHEC-Infektionen mit gewissen Antibiotika den Verlauf der Enteritis nicht
verbessert, sondern im Gegentell, die Gefahr fir ein HUS erhoht, da diese Antibiotika Toxin-
konvertierende Phagen induzieren. (Acheson und Donohue-Rolfe, 1989, Finlay und Falkow,
1989, Matsushiro et al., 1999, Neill, 1998, Pavia et al., 1990, Proulx et al., 1992). Fir eine
Immunisierung kdmen sowohl Menschen zur direkten Préavention der Infektion in Frage a's auch

Rinder, in denen eine Verhinderung der Kolonisierung auch die Ubertragung der Erreger in die
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Nahrungskette unterbinden wirde (Levine, 1998).

Zahlreiche Studien, die die Entwicklung von Impfstoffen aus Einzelkomponenten von
EHEC vorantreiben, sind zur Zeit im Gange. Hierzu gehort die Konstruktion von Vakzinen, in
denen der Polysaccharidanteil von O157- oder von O111-LPS an Trégerproteine, unter
anderem an StxB1, gekoppelt wird, und diein der Lage sind, bakterizide Serumimmunantworten
auszul6sen (Konadu et al., 1994, 19983, 1998b und 1999, Conlan et al., 1999, Gupta et al.,
1995). Aber auch an Vakzinen gegen das Toxin, sei es als Toxoid oder as Konjugat mit
Liposomen, wird gearbeitet (Keusch et al., 1998, Fukuda et al., 1998). Als Vakzinantigen
konnte auch allein die gereinigte B-Untereinheit des Toxins verwendet werden, da diese nicht
toxisch ist und eine Immunantwort gegen sie die Wirkung des Holotoxins verhindert (Mullett et
al., 1994). Ebenso konnte fur die Immunisierung ein durch ortsspezifische Mutagenese
genetisch detoxifiziertes Toxin (Toxoid) zum Einsatiz kommen, das von sich aus nicht
revertieren kann und trotzdem beide Untereinheiten enthélt (Keusch et al., 1998).

Neben der Entwicklung dieser zellfreien Vakzine wird auch an der Entwicklung von
Lebendimpfstoffen gegen EHEC gearbeitet. Auch hier spielt die Induktion der Synthese
protektiver Antikorper gegen Toxin eine herausragende Rolle. In Konzepten mit attenuierten
Salmonella typhimurium-, Shigella flexneri- und Vibrio cholerae-Stémmen als Trager fur
EHEC-spezifische Antigene wurde in den meisten Falen die nichttoxische B-Untereinheit des
Toxins oder kurze Bereiche daraus in den Stdmmen auf unterschiedliche Weise exprimiert. In S,
typhimuriumund S. flexneri wurden Fusionsproteine aus Stx1B-Peptiden und dem &uf3eren
Membranprotein LamB direkt im Stamm exprimiert (Su et al., 1992b, Ryd et al., 1992) oder
mit HIyA fusioniert und sezerniert (Su et al., 1992a, Tzschaschel et al., 1996). Erfolgreiche
Immunisierungen wurden auch mit attenuierten V. cholerae-Stdmmen, die komplettes Stx1B
produzieren, durchgefiihrt (Butterton et al., 1993, Acheson et al., 1996b, Taylor et al., 1994).
Die Immunantworten in al diesen Féllen waren unterschiedlich stark ausgeprégt. Die
Expresson von O111-LPS in enem S typhimurium-Vakzinstamm induzierte bel ener
Immunisierung von Mausen die Produktion von Antikérpern (Wang et al., 1999). Auch die
Verwendung der apathogenen Salmonella landau, die natirlicherweise das O157-Antigen
exprimiert, zur Immunisierung von Mausen hatte die Produktion hoher Titer O157-spezifischer
Antikorper zur Folge (Conlan et al., 1999). Weitere Antigene, die in attenuierte Tragerstamme
eingefuhrt werden kdnnten, sind die in die Darmkolonisation involvierten sezernierten Proteine
und Intimin (Butterton und Calderwood, 1998).
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Eine wetere Mdglichkeit fur die Konstruktion von Vakzinen gegen EHEC waére,
pathogene EHEC-Stamme zu attenuieren. In der vorliegenden Arbeit wurden mehrere maogliche

Strategien fur eine EHEC-Attenuierung verfolgt.

3. Zielsetzung der Arbeit

Shiga-Toxine sind in der EHEC-Pathogenese wahrscheinlich vor alem fir die
Ausprégung extraintestinaler Komplikationen verantwortlich, es ist jedoch weiterhin unklar,
welchen Anteil sie an der Entwicklung von Durchfall haben. Ebenso ist die Rolle des Toxins
im Krankheitsverlauf beilm Menschen noch nicht aufgeklart. Um diese Sachverhalte genauer
erforschen zu konnen, sollte aus dem Stx2-produzierenden EHEC-Stamm O157:H7 86-24 eine
isogene Toxinmutante hergestellt werden. Da der Schweinegastrointestinaltrakt dem
menschlichen sehr dhnlich ist, sollte diese Mutante mit dem Wildstamm in gnotobiotischen
Schweinen verglichen und pathologische Verdnderungen histologisch untersucht werden. Die
Toxinmutante sollte weiterhin als Ausgangsstamm fir die Entwicklung eines Lebendimpfstoffs
gegen O157:H7-Stamme dienen. Aul3erdem sollte ein immunogenes, aber enzymatisch inaktives
Fusionsprotein aus A- und B-Untereinheit des Toxins konstruiert werden, das auf die Induktion
einer protektiven Immunantwort getestet werden sollte.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war es, genauere Einblicke in die Regulation von EHEC-
Pathogenitétsfaktoren zu erlangen. Die Grundlage hierfir bildeten Untersuchungen von
Muhldorfer et. al. (1996). In diesen wurde gezeigt, dald die Expression von phagenkodierten
Stx2-Genen (stx,) durch eine Induktion der Phagen drastisch erhéht wird. Dieser Effekt konnte
auf zwei Wirkmechanismen zuriickgefiinrt werden: Einerseits kommt es beim Ubergang des
Phagen aus dem lysogenen in den lytischen Vermehrungszyklus zu einer Kopienzahlerhéhung
des Phagengenoms einschliefdich des stx,-Genclusters, was zu einer Steigerung der Stxo-
Produktion fuhrt (MUhldorfer et.al., 1996). Dieser Prozef3 ist nachweidlich abhéngig von der
Protease RecA (Mihldorfer et al., 1996). In einem weiteren Projekt dieser Arbeit sollte daher
die Fragestellung verfolgt werden, welchen Einflul3 die Deletion des recA-Gens auf die
Toxinproduktion und Gesamtpathogenitét von EHEC-Stdmmen hat.

Andererseits wurde von Muhldorfer et al. (1996) festgestellt, dal3 die Induktion des
Bakteriophagen auch die Expression eines plasmidkodierten stx,-Reportergens massiv steigern

kann, wobei die Expression des Reportergens die Produktion von Stx2 reflektiert. So wurde
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gezeigt, dal} es beispielsweise im E. coli K-12 Stamm C600(933W/pADR-28), der den
lysogenen Stx2-konvertierenden Phagen 933W und ein plasmidkodiertes stx,-Reportergen
enthdt, nach Induktion des Phagen mit MMC zu einer ca. 40fachen Expressionssteigerung des
stx-Reportergens kommt (Muhldorfer et. al., 1996). Aus diesen Ergebnissen wurde
geschlossen, dal3 durch Phageninduktion die Stx2-Produktion auch dann hochreguliert werden
kann, wenn das Toxingen nicht auf dem Phagen kodiert vorliegt. Es wurde ein transaktiver,
diffusibler, phagenkodierter Faktor postuliert, der entweder eine regulatorische Wirkung auf
das stx,-Operon direkt oder auf weitere regulationsvermittelnde Faktoren ausiibt (Muhldorfer
et. al., 1996). Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war daher, diesen postulierten phagenkodierten
Toxinregulator zu isolieren und zu charakterisieren, um abschétzen zu kdnnen, ob seine Deletion
flr eine Attenuierung von EHEC in Betracht zu ziehen ist.

Ein weiteres Projekt dieser Arbeit hatte den regulatorischen Einflul3, der von tRNAS auf
die Expresson von Pathogenitdtsfaktoren ausgelibt wird, zum Inhat. Ein mdglicher
Mechanismus, Uber den tRNAs einen Einflufd auf die Genexpression ausiiben konnen, ist die
Kontrolle der Trandationseffizienz Uber die Verflgbarkeit von sog. Isoakzeptor-tRNAS.
Arbeiten im uropathogenen E. coli-Stamm 536 zeigten, dal3 auch Pathogenitétsfaktoren von
dieser Art von Einflulnahme betroffen sind (Blum et al., 1994, Ritter et al., 1995 und 1997,
Dobrindt, 1999). Die Deletion des tRNA-Gens leuX fuhrt in diesem Stamm zu signifikanten
Veranderungen in der Expression von spezifischen Virulenzfaktoren, was zur Attenuierung des
Stammes fuhrt (Ritter et al., 1995). Hiervon betroffen sind die Expression von Flagellen, die
Synthese von Enterobaktin, die Expression von Typ 1-Fimbrien, die Serumresistenz sowie die
in vivo-Virulenz und die Motilitdt des Stammes. Im vorliegenden Projekt sollte untersucht
werden, ob es in EHEC tRNA-abhangige Mechanismen der Regulation von Virulenzfaktoren
gibt, die denen in UPEC &hneln. Das Zid dieses Projekts war, das leuX-Gen, das fur die
tRNAs kodiert, im Stx2-produzierenden EHEC-Stamm O157:H7 86-24 auszuschalten und den
resultierenden Mutantenstamm in seiner Fahigkeit zur Expression von verschiedenen
Pathogenitétsfaktoren und in seiner Virulenz im Tiermodell zu testen. Auf diese Welse sollte
zum einen untersucht werden, ob sich leuX analog zu den Ergebnissen in UPEC auch in EHEC
fur die Attenuierung virulenter Stmme eignet. Zum anderen sollte die Hypothese von tRNAs

als generelle Virulenzregul atoren in pathogenen E. coli Gberprift werden.



