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1 Einleitung

Bacillus cereus, ein ubiquitdrer Keim, ist Gram-positiv, fakultativ anaerob und besitzt als
Sporenbildner eine grole Widerstandsfahigkeit gegeniiber ungiinstigen Umweltbedingungen.
Da die Sporen durch die lebensmitteltechnologisch iiblichen Pasteurisierungsverfahren nicht
abgetotet werden, gehort er zu den wichtigsten Verderbserregern von Milch und
Milchprodukten, kann aber auch regelmafBig aus den verschiedensten Lebensmitteln, wie z. B.

Reis, Gemiise und Fleisch isoliert werden.

Bacillus cereus gewinnt zunehmend an Bedeutung als Verursacher von Lebensmittel-
infektionen und Lebensmittelintoxikationen, wobei eine emetische Form und eine Diarrhoe
Form unterschieden werden. Die emetische Form wird durch ein hitzestabiles Toxin
(Cereulid; AGATA et al.,, 1995) verursacht und ist durch eine kurze Inkubationszeit
gekennzeichnet. Ursdchlich beteiligt an der durch Diarrhoe charakterisierten B. cereus-
Vergiftung sind vermutlich zwei verschiedene Proteinkomplexe: das Non-Hemolytic
Enterotoxin (Nhe, LUND & GRANUM, 1996) und das Hadmolysin-BL (HBL). Prinzipiell
produzieren fast alle Stimme, also auch HBL-Produzenten das Non-Hemolytic Enterotoxin
(VELD et al., 2001), Hamolysin BL wird hingegen nur von 40 - 50 % der B. cereus Isolate
exprimiert. Im Jahr 2000 wurde noch ein weiteres von B. cereus produziertes Einzelprotein,
ndmlich Cytotoxin K (Cyt K) isoliert, das bei Menschen eine nekrotisierende Enteritis

hervorruft (LUND et al., 2000).

Die Enteropathogenitit des Hdmolysin BL ist hinldnglich bewiesen (THOMPSON et al.,
1984; BEECHER et al., 1995) und auch die biochemischen Charakteristika der Stadmme
korrelieren mit entsprechenden epidemiologischen Daten; so sind vor allem Stirke-positive
Keime in Erkrankungen des Diarrhoe-Typs involviert (SHINAGAWA, 1990). Im Gegensatz
dazu ist die pathogenetische Relevanz von Nhe bislang unklar. Dieser Komplex ist in vitro
zwar hoch potent, Untersuchungen zur biologischen Wirkung in vivo stehen bislang aus. In
dlteren Untersuchungen reagierten B. cereus Referenzstimme (Stérke-negativ), die
nachweislich grole Mengen an Nhe und emetischem Toxin aber kein HBL produzieren, im
fiir die Enteropathogenitit beweisenden Darmschlingenligationstest negativ (SHINAGAWA
et al., 1985).



Zur Wirkung der verschiedenen B. cereus Enterotoxine auf zelluldrer Ebene ist bislang wenig
bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher die Aktivitdt der Enterotoxinkomplexe HBL
und Nhe in vitro genauer untersucht werden, wobei vor allem deren zytotoxisches Potential
im Zellkulturtest im Vordergrund stand. Da von allen HBL-produzierenden B. cereus
Stimmen stets auch Nhe exprimiert wird, mussten zur gezielten Inaktivierung der
Einzeltoxine effiziente Methoden, wie zum Beispiel Immunaffinitdtschromatographie und
Neutralisationstest, etabliert werden. Um des weiteren erste Hinweise darauf zu erhalten,
welche Strukturen der Zellmembranoberfliche fiir die Bindung der Toxine relevant sein
konnten, wurde die Toxinwirkung anhand von unterschiedlichen Zelllinien und metabolisch

bzw. enzymatisch verdnderten Vero-Zellen detaillierter untersucht.

Teile dieser Arbeit wurden gefordert durch die Europdische Kommission im Rahmen des
Forschungsvorhabens: QLK-2001-00854 ,,Preventing Bacillus cereus foodborne poisoning in
Europe — Detecting hazardous strains, tracing contamination routes and proposing criteria for

foods“



2 Schrifttum

2.1 Allgemeines

B. cereus ist ein Gram-positives Stiabchen der Gattung Bacillus und gehort zur morpho-
logischen Gruppe 1A. Diese wird in mehrere Spezies eingeteilt, unter anderem B. anthracis,
B. cereus, B. mycoides, B. pseudomycoides, B. thuringiensis und B. weihenstephanensis.
Aufgrund der Morphologie und des Himolyseverhaltens konnen typische B. mycoides, bzw.
pseudomycoides (rhizoides Koloniewachstum) und B. anthracis (ahdmolytisch) eindeutig
identifiziert werden. B. thuringiensis unterscheidet sich von B. cereus ausschlieBlich durch
die Produktion parasporaler kristalliner Einschliisse. LECHNER et al. (1998) schlugen vor,
die psychrotoleranten Stdmme in einer eigenen Gattung B. weihenstephanensis
zusammenzufassen. Der Nachweis der Signalsequenz des csp A (cold-shock Protein A) und
charakteristische Sequenzunterschiede in der 16S rDNA sollten als Kennzeichen dieser
Gattung gelten. Allerdings wiesen STENFORS & GRANUM (2001) darauf hin, dass nicht

bei allen psychrotoleranten Stimmen diese Kennzeichen zu finden sind.

Neben Lebensmittelintoxikationen und —infektionen sind auch einige nicht gastrointestinale
Krankheitsbilder bei Mensch und Tier, die durch B. cereus verursacht werden, bekannt. Dazu
zéhlen vor allem die wegen ihres schnellen Verlaufs gefiirchteten Endophthalmitiden, aber
auch Septikdmien, Infektionen des ZNS, lokale Infektionen und Atemwegserkrankungen. Aus
Organen (Euter, Plazenta, Lunge, Leber, und Cerebrospinalfliissigkeit) erkrankter Tiere

isolierte B. cereus zeigten toxinogene und invasive Eigenschaften (ROWAN et al., 2001).

2.2 Enterotoxine

Bei den gastrointestinalen Erkrankungen wird eine emetische Form und eine Diarrhoe Form

unterschieden.

Die emetische Form wird durch ein hitzestabiles Toxin (Cereulid) verursacht, das

Ahnlichkeiten mit Valinomycin aufweist. Das Erkrankungsbild #hnelt einer Staphylococcus



aureus Vergiftung und tritt meist im Zusammenhang mit dem Verzehr von stirkehaltigen
Lebensmitteln, v. a. Reis und Nudeln auf. Nach einer kurzen Inkubationsdauer von 1 - 5
Stunden kommt es zu Ubelkeit und Erbrechen. Die Krankheitsdauer betriigt 6 - 24 Stunden
und ist meist selbstlimitierend (KRAMER & GILBERT, 1989). Es gibt aber auch Berichte
iiber dramatisch verlaufende Erkrankungen, so wurde von MAHLER et al. (1997) die bei
einem Jugendlichen festgestellte Todesursache ,,Leberinsuffizienz* auf den Verzehr von mit
B. cereus kontaminierten, aufgewdrmten Nudeln =zurlickgefiihrt. Der Nachweis des
emetischen Toxins erfolgt {iblicherweise mit Hilfe von Hep2-Zellen bzw.
Spermienzytotoxizititstests. Eine umfassende Literaturiibersicht zu diesem Toxin ist bei

SCHULZ (2004) zu finden.

Die Diarrhoe-Form wird vermutlich durch mehrere Exoproteine bzw. deren Komplexe
verursacht. Dazu zdhlen das Hamolysin BL (HBL), das Non-Hemolytic Enterotoxin (Nhe),
Cytotoxin K (Cyt K) und das Bacillus cereus Enterotoxin (BcET), wobei nicht bei allen eine
toxische Wirkung nachgewiesen ist. Diese beiden erstgenannten Enterotoxine lassen sich
prinzipiell bei allen o. a. Bacillus Spezies der morphologischen Gruppe 1A genotypisch und
zum Teil auch phinotypisch nachweisen (PRUSS et al., 1998; RIVERA et al., 2000).

Da am Lehrstuhl fiir Hygiene und Technologie der Milch in den letzten Jahren eine ganze
Reihe von Dissertationen (FELLA, 1999; STRICH, 1999; BORCHARD, 2001; BUCK, 2002)
zu B. cereus angefertigt und dabei die Literatur zu B. cereus als Lebensmittelinfektions- bzw.
-intoxikationserreger ausfiihrlich dargestellt wurde, beschrinken sich die folgenden
Ausfiihrungen zum einen auf Publikationen jlingeren Datums und zum anderen auch auf
einige flir das Verstindnis der Arbeit essentielle Aspekte der Enterotoxinproduktion von B.

cereus.

2.2.1 Hiamolysin BL

Erstmals 1990 wurde der hdmolytisch wirksame Enterotoxinkomplex (Hdmolysin BL) von
BEECHER & MACMILLAN beschrieben. Mittlerweile gilt als gesichert, dass der Komplex
aus drei Proteinen mit den Molekulargewichten 38.080 Da (Komponente B), 39.540 Da (L)
und 44.800 Da (L) besteht (BEECHER & WONG, 2000 a). Nur die Kombination aller drei

4



Komponenten zeigte biologische Aktivitdt im VPR- (vascular permeability reaction) und RIL-
Test (rabbit ileal loop) (BEECHER & WONG, 1994; BEECHER et al., 1995). Ebenfalls
BEECHER & WONG (2000 a) erhielten bei dem B. cereus-Isolat MGBC 145 ein weiteres,
homologes Set zu HBL, ndmlich HBL,. Dessen Einzelkomponenten unterscheiden sich von
HBL in Grofe (B. 42.500 Da; L. 40.930 Da; L, 45900 Da), Ladung und dem
chromatographischen Verhalten. LINDBACK et al. (1999) inaktivierten das hbIC Gen,
welches L, kodiert, und testeten den Bakterieniiberstand im Zytotoxizitétstest (Vero-Zellen)
und auf Blutplatte. Wie erwartet konnte 20 Minuten nach Zugabe der Uberstiinde nur beim
Wildstamm eine vollkommene Zerstdrung des Zellrasens beobachtet werden. In Hinblick auf
den Wirkungsmechanismus wurden im Laufe der Jahre von der Arbeitsgruppe um WONG
und BEECHER verschiedene Hypothesen aufgestellt, das letzte Modell basierte auf der
Annahme, dass alle Komponenten von HBL sich unabhéngig voneinander an die Zielzellen
binden und sich dann zu einem sog. ,,membrane attack complex* formieren (BEECHER &
WONG, 1997). Dadurch wird die Durchlissigkeit der Zellmembran erhdht, und aufgrund des
kolloidosmotischen Druckes kommt es schlieBlich zum Austreten von Zellmaterial und zum
Zelltot. Durch den Zusatz von Maltotriose kann dieser Reaktionsablauf zumindest kurzfristig
verhindert werden. Dieser osmoprotektive Effekt von Zuckerverbindungen ist in 2.3.1.3
detailliert beschrieben. Die fiir HBL erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass der
Membranangriffskomplex in der Zellmembran Poren mit einem Durchmesser von 1,2 nm

hervorruft.

Ebenfalls BEECHER & MACMILLAN (1990, 1991) beschrieben ein fiir HBL
charakteristisches Merkmal, ndmlich die Bildung eines paradoxen Zonenphdnomens auf
Schafblutagar. Die Himolyse beginnt zuerst etwas entfernt von der Auftragstelle und nach
einiger Zeit werden auch die Erythrozyten direkt um den Anfangspunkt hdmolysiert. Die
hamolytische Aktivitit des HBL-Komplexes scheint grundsétzlich durch die ebenfalls von B.
cereus gebildeten Enzyme Sphingomyelinase und Phospholipase C synergistisch bzw.
antagonistisch beeinflusst zu werden (BEECHER & WONG, 2000 b). Mehrere Autoren
verwendeten dieses Merkmal zur phénotypischen Identifizierung HBL-positiver B. cereus,
doch VELD et al. (2001) zeigten, dass die Ergebnisse aus PCR und dem Hidmolyseverhalten
nicht immer {iibereinstimmten. HBL-negative Stimme (PCR-Ergebnisse) zeigten dieses
Phinomen zwar nie, aber von 47 hbl-positiven Stdmmen konnten nur 24 als HBL-

Produzenten aufgrund ihres Hamolyseverhaltens auf Blutplatte identifiziert werden.



2.2.2 Non-Hemolytic Enterotoxin

GRANUM et al. (1996) beobachteten, dass manche B. cereus Stamme keine B-Komponente
des HBL-Komplexes produzierten, und doch zytotoxisch waren. Sie folgerten daraus, dass
noch ein weiteres Enterotoxin produziert werden musste. LUND & GRANUM (1996)
konnten kurz danach aus dem in eine Lebensmittelvergiftung involvierten Stamm NVH 0075-
95 das Non-Hemolytic Enterotoxin (Nhe) isolieren. Dieser Komplex besteht aus drei
Proteinen, mit den Molekulargewichten 39.820 Da (Nhe B), 41.019 Da (Nhe A) und 36.481
Da (Nhe C) (GRANUM et al., 1999). Im Zellkulturtest werden alle drei Komponenten fiir die
maximale zytotoxische Aktivitit benétigt. Strukturelle Ahnlichkeiten bestehen einerseits
zwischen der L;-Komponente des HBL-Komplexes und der Nhe B Komponente, andererseits
zwischen der B-Komponente des HBL-Komplexes und der Nhe C Komponente (LUND &
GRANUM, 1997).

Mehrere Untersuchungen zeigten eine Pravalenz des Nhe-Komplexes bei B. cereus von 90 %
und mehr (VELD et al., 2001; HANSEN & HENDRIKSEN, 2001). Bei B. thuringiensis
wurde das Nhe—Operon in einer umfangreichen Studie sogar bei 100 % der Stimme (n = 74)

nachgewiesen (RIVERA et al., 2000).

2.2.3 Cytotoxin K

Aus einem in eine tddlich verlaufende Lebensmittelvergiftung involvierten B. cereus, der
keinen der bekannten Enterotoxinkomplexe produzierte, konnten LUND et al. (2000) das
Cytotoxin K (Cyt K) isolieren. In spiteren Untersuchungen von STENFORS et al. (2001,
2002) wurde ein ,,Cyt K &dhnliches* Toxin mittels PCR auch bei fiinf anderen Stimmen

nachgewiesen, die zusitzlich HBL und/oder Nhe produzierten.

Cyt K ist ein Einzelprotein mit einem Molekulargewicht von 33,8 kDa, das mit dem von
BAIDA et al. (1999) beschriebenem B. cereus Hamolysin II eine Sequenzhomologie von
37 % aufweist. Zudem bestehen Ahnlichkeiten mit dem Staphylococcus aureus a-Himolysin

(gleiche GrofBe, 30 % der Aminosdurensequenz identisch), dem Leukozidin LukF und dem C.



perfringens B-Toxin. Da der Wirkungsmechanismus der genannten Toxine in der Bildung von
ionendurchldssigen Kanidlen besteht (MENESTRINA et al., 2001), lag die Vermutung nahe,
dass auch Cyt K zu dieser Gruppe von Toxinen zihlt. HARDY et al. (2001) zeigten mittels
Spannungsmessung an kiinstlichen Doppellipidschichten, dass Cyt K Kandle mit einem
Durchmesser von 0,7 nm innerhalb von 1 - 20 Minuten bildet. Im Analogschluss zu den bei
S. aureus o-Hémolysin und Aerolysin bekannten Daten kann eine Lénge des Kanals von 10
nm erwartet werden. Aullerdem zeigte sich in der Untersuchung, dass bei Cyt K eine spontane
Bildung von Oligomeren auftritt. Der Arrhenius-Effekt (durch kurzzeitiges Erhitzen bei hoher
Temperatur wird das Hiamolyseverhalten nicht beeintridchtigt) wurde im Gegensatz zu dem

beschriebenen Hamolysin II bei Cyt K nicht beobachtet.

2.2.4 Bacillus cereus Enterotoxin T

Als ein weiterer moglicher Pathogenitétsfaktor wurde 1995 von AGATA et al. das aus B.
cereus B4-ac (DSM 4384) klonierte Enterotoxin T beschrieben. Das Gen konnte als
rekombinantes Protein (bc-D-ENT) in Escherichia coli exprimiert werden und kodiert ein 336
Aminosduren langes Protein mit einem Molekulargewicht von 41.039 Da. Biologische
Untersuchungen zur Enterotoxizitit dieses Proteins mittels Darmschlingenligations-,
GefaBBpermeabilitits-, sowie Mausletalititstests fiihrten bei AGATA et al. (1995) in den
genannten Testreihen zu positiven Ergebnissen, wobei das rekombinante Protein eine deutlich
schwichere biologische Aktivitit zeigte als ein Kulturiiberstand des urspriinglichen Stammes

Bc4-ac.

Nach HANSEN et al. (2003) handelte es sich bei dem von AGATA et al. (1995)
beschriebenen bcel nicht um ein einzelnes Gen sondern mehrere unabhingige durch die
verwendeten Restriktionsenzyme entstandene Fragmente. Diese haben sich offensichtlich erst
wihrend des Ligationsprozesses rein zuféllig miteinander verbunden. Da eines der Fragmente
zu 95 % mit dem open reading frame (ORF 101) des Virulenzplasmids pXO1 von B.

anthracis identisch ist, fiihrten sie den von AGATA et al. (1995) beschriebenen zytotoxischen
Effekt des bc-D-ENT auf die Expression des pXO1-Fragments zuriick.



Auch von CHOMA & GRANUM (2002) wurde die Relevanz des bc-D-ENT angezweifelt, da
in ihren Untersuchungen dieses Protein keinerlei biologische Aktivitit zeigte. AuBBerdem
wiesen sie darauf hin, dass das BcET-Gen keine flir Exoproteine typische Startsequenz besitzt
bzw. das Toxin bislang auch noch nie als Ursache einer Lebensmittelvergiftung nachgewiesen

werden konnte.

2.3 Invitro Studien zur Wirkungsweise bakterieller Toxine

Die meisten bakteriellen Exotoxine sind makromolekulare Polypeptide, die — im Gegensatz
zu den Endotoxinen - direkt eine schiadigende Wirkung auf Zellen ausiiben. Ausgehend von
threm Wirkort kann man zellmembranschidigende und intrazelluldr wirkende Toxine
unterscheiden. Die Bindung der Toxine an die Zellen erfolgt oft iiber spezifische Rezeptoren,
aber auch allgemeine Zelloberflachenstrukturen konnen hierbei eine Rolle spielen. Zur
Untersuchung der Interaktion von mikrobiellen Toxinen mit Zellen wurden vielfach durch

verschiedene Wirkstoffe sensibilisierte Zellen eingesetzt.

Im folgenden Abschnitt soll kurz auf einige dieser Biochemika und deren Anwendung in
verschiedenen Studien eingegangen werden, da diese auch im Rahmen der vorliegenden

Arbeit zur Modifizierung von Zellen verwendet wurden.

2.3.1 Methodische Aspekte

2.3.1.1 Modifizierung von Glykokonjugaten

Bekanntermaflen zdhlen zu den Glykokonjugaten sowohl Glykoproteine als auch Glyko-
lipide. Beinahe alle membranassoziierten und sekretorischen Proteine von eukaryotischen
Zellen sind glykosyliert. Man kann die Glykoproteine hauptsidchlich in zwei Gruppen
einteilen: Proteine mit N-glykosidisch und mit O-glykosidisch gebundenem Oligosaccharid-

Anteil.



N-glykosidisch gebundene Oligosaccharide haben ein unverwechselbares Grundgeriist
gemeinsam (Abb. 1), das iiber eine B-N-glykosidische Bindung mit der freien Aminogruppe
das Asparagins verbunden ist. Voraussetzung ist, dass folgende Aminosduresequenz—Motive

im Protein vorliegen: Asn-X-Thr oder Asn-X-Ser, wobei X fiir eine beliebige Aminoséure

steht, aufler fiir Prolin und Asparagin.

Man Man
adN\ s
Man

B1,4
GlcNAc
B1,4
GlcNAc

Abbildung 1: Pentasaccharid-Core der N-glykosidisch gebundenen Zucker von Glykoprote-

inen in der Zellmembran

Die Synthese des Grundgeriistes beginnt im Endoplasmatischen Retikulum und wird im Golgi
Apparat  fortgesetzt. Als  Donor fir das  Oligosaccharid  fungiert eine
Dolicholpyruvatverbindung, die mit dem hydrophoben Polyprenolrest in der ER-Membran
verankert ist. Auf das Protein wird schlieBSlich ein Tetrakaidekasaccharid, bestehend aus zwei
N-Acetylglukosamin-, neun Mannose- und drei Glukoseresten {ibertragen. Die
Proteinoligosaccharyltransferase erkennt die entsprechende Aminosduresequenz und tibertragt
die verzweigte Zuckerkette auf das Protein. Nach dem Abspalten von drei Glukosemolekiilen
gelangt das Glykoprotein in den Golgiapparat, wo weitere Modifikationen vorgenommen
werden (Abb. 2). Im allgemeinen kann man drei verschiedene Arten von Oligosacchariden
unterscheiden: mannosereiche Oligosaccharide (beinhalten 2 - 9 Mannosereste zusitzlich zum
Pentasaccharid-Core), komplexe Oligosaccharaide (unterschiedliche Anzahl an N-Acetyl-
lactosamineinheiten, Sialinsduren und/oder Fucose-Reste) und Hybridoligosaccharide, welche

eine Kombination aus beiden vorhergehenden bilden.



In Abbildung 2 ist die Synthese dieser Glykoproteine und deren spezifische Hemmung durch

unterschiedliche Biochemika schematisch dargestellt.

Gle,Man,GleNAc,-PP-Dol

HO ‘l' o
Man-Man
. N \
OH /Man \
HO ' Man-Man 2 Man - GlcNAc, - Protein
OH

Glc-Glc-Glc-Man-Man-Man

nospermin A ..,
aisncae Man-Man\ $ >36e
Man
VAN .
Man-Man Man - GlcNAc, - Protein
A . ‘ y,
OR H Man-Man-Man N\
N .
¢ Mannosereiche
Ho,i; ¢ Oligosaccharide
HO ..
on *’ > 4Man
Deoxynojirimycin Man_ y
Man
7 N
Man’ Man - GicNAc, - Protein
‘ /
OH N Man
Hc{i;)k Man\ l’
HO Man\
7/
Deoxymannojirimycin Man Man-GIcNAcz-\Proteln
GlcNAc-Man \
l- ) Hybrid -
HO H $0H ‘ Man . = 2Man oligosaccharide
z Man - GlcNAc, - Protein
OH GloNAG-Man | N
N ki
omplexe
Oligosaccharide
Swalnsonin

Abbildung 2: Ansatzpunkte von Inhibitoren wdihrend der Synthese von Proteoglykanen mit
N-glykosidisch gebundenem Zuckeranteil
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Das Nucleosidantibiotikum Tunicamycin (TM) blockiert die Anheftung von N-

Acetylglukosamin an Dolicholphosphat, den ersten Schritt der Glykoproteinsynthese.
Aufgrund dieser Eigenschaft wurde diese Substanz in zahllosen Studien eingesetzt, wobei die
verwendeten Konzentrationen je nach Zelllinie von 0,01 - 25 pg/ml Zellkulturmedium
schwankten. Beispielsweise konnten FUMAGALLI et al. (1997) die Invasivitit von
Klebsiella pneumoniae in drei verschiedene Zelllinien mit Hilfe von Tunicamycin (1 pg/ml)

um 95 % reduzieren. Fiir Streptococcus pneumoniae liegen dhnliche Erfahrungen vor

(CUNDELL & TUOMANEN, 1994).

Auch bei der Aufklirung des Wirkungsmechanismus mikrobieller Toxine wurde hdufig TM
verwendet. KEUSCH et al. (1986) zeigten mittels TM, dass es sich bei dem Shigatoxin-
Rezeptor um ein Glykokonjugat handelt (siche auch 2.4.2). In einer anderen Studie konnte
mittels TM ausgeschlossen werden, daf3 sich das hitzestabile Enterotoxin B von Escherichia
coli an ein Glykoprotein bindet, da die Behandlung zweier humaner Epithel-Zelllinien mit

TM zu keiner Reduktion des zytotoxischen Effekts fiihrte (CHAO & DREYFUS, 1997).

Castanospermin (aus den Samen des Castanospermum australe) inhibiert hingegen
Glykosidase 1 und II (SAUL et al, 1984). Dadurch wird unter anderem in der
Glykoproteinbiosynthese das Abspalten der drei Glukosereste verhindert (sieche Abb. 2), so
dass der Anteil mannosereicher Oligosaccharide auf der Zelloberfliche deutlich reduziert
wird. Unter Verwendung radioaktiv markierter Aminosduren konnten PAN et al. (1983)
zeigen, dass eine Beeinflussung der Proteinbiosynthese durch Behandlung mit

Castanospermin ausgeschlossen werden kann.

Swainsonin hingegen greift als Hemmer der Mannosidase II etwas spiter in die
Produktionskette von N-glykosidisch gebundenen Glykoproteinen ein (Abb. 2). SANDVIG et
al. (1986) behandelten Vero-Zellen und HeLa-Zellen mit Swainsonin und Tunicamycin, was
in einer Zytotoxizitdtssteigerung der beiden zugesetzten Lektine Abrin und Ricin resultierte.
Diese Ergebnisse wurden folgendermafen interpretiert: die Toxine werden iiblicherweise
nach ihrer Endozytose durch den Golgiapparat ins Cytosol transportiert; da im Golgiapparat
aufgrund der TM- bzw. Swainsoninbehandlung eine verminderte Glykoproteinbiosynthese
stattfindet, kommt es zu einem verstirkten Transport der beiden Lektine und damit zu einer

Verstiarkung des zytotoxischen Effekt.
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2.3.1.2 Modifizierung der Lipidzusammensetzung

Fumonisin B, (FB)) ist nicht nur ein bekanntes Fusarientoxin, sondern auch als Sphinganin-
Analog (siehe Abb. 3) ein effektiver, kompetitiver Inhibitor der Ceramidsynthase (WANG et
al., 1991), die die Acylierung von Sphinganin in der de novo Biosynthese von Sphingolipiden
katalysiert. Dadurch kommt es in der Zellmembran zu einer Verringerung von
Glukosylceramiden, Lactosylceramiden und mehreren Gangliosiden (unter anderem GM;,
GM:, GQip, usw.), jedoch zu einem Ansteigen von Sphinganin und Sphingosin (MERRILL et
al., 1993) in situ. Die so modifizierte Zusammensetzung der Lipidkomponenten von
Zellmembranen kann genutzt werden, um die Wirkungsmechanismen von Rezeptoren
genauer zu charakterisieren. Beispielsweise beobachteten STEVENS & TANG (1997) den
vollstindigen Aufnahmestopp von 5-Methyltetrahydrofolat nach Fumonisinbehandlung von

Caco—Zellen, obwohl die Anzahl der Vitaminrezeptoren sich nur um 50 % verringert hatte.

OH
Sphingosin: NVVV\N\)\KOH 20H

+NH3
R ‘ OH OH
.. CHy
Fumonisin B;.
Hy OR CHj3 OM +NH,
0
R Y 4
- .
OH

o”c‘on

Abbildung 3: Chemische Struktur von Sphingosin und Fumonisin B,

2.3.1.3 Osmoprotektive Substanzen

Der Wirkungsmechansimus von sog. ,,pore-forming* Toxinen besteht darin, dass es durch die
Bildung von Poren in der Zellmembran aufgrund des kolloidosmotischen Gradienten zum
Einstrom von Elektrolyten und Wassermolekiilen in die Zelle kommt; dies resultiert in einem
Anschwellen der Zellen und schlussendlich in deren Lyse. Molekiile, die einen gréferen
hydrodynamischen Durchmesser als die Poren aufweisen, konnen diese Lyse verhindern bzw.

verzogern, indem sie im extrazelluliren Raum ebenfalls einen kolloidosmotischen Druck
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aufbauen, und dadurch den Einstrom ins Zellinnere verhindern (osmoprotektiver Effekt). Bei
Verwendung von Zuckern unterschiedlicher Grofe kdnnen somit experimentell Riickschliisse

auf die GroBe der nach Toxinkontakt gebildeten Poren gezogen werden.

ZITZER et al. (1995) beschiftigten sich mit den zytolytischen Eigenschaften des von Vibrio
cholerae gebildeten EIl-Tor Hémolysins (siche Tab. 2). Mit Hilfe hochmolekularer
Verbindungen wie PEG 600, 1000 und 2000 konnte die Lyse von Erythrozyten verhindert
werden, wohingegen PEG 400 nur teilweise (40 % Hemmung) einen protektiven Effekt
zeigte. Zucker mit einem kleineren Radius - wie zum Beispiel Saccharose - beeinflussten die
Toxinaktivitdt nicht. Die Autoren schitzen aufgrund dieser Ergebnisse den Durchmesser der
durch El-Tor Himolysin gebildeten Pore auf maximal 1,5 nm. Ahnliche Untersuchungen
wurden von CLINKENBREAD et al. (1989) mit dem von Pasteurella haemolytica

produzierten Leukotoxin durchgefiihrt, hierbei ergab sich ein Porendurchmesser von 0,9 nm.

Dass bei diesen Untersuchungen der Einflul von Toxinkonzentration, Inkubationszeit und
Temperatur nicht tibersehen werden darf, geben MOAYERI & WELCH (1994) zu bedenken.
Sie beschiftigen sich mit der durch Escherichia coli Himolysine verursachten Porenbildung.
Wihrend bei Toxinkonzentrationen von 10 ng/ml einige der eingesetzten Zuckerlosungen os-
moprotektive Wirkung zeigten, konnte ab einer Toxinkonzentration von 20 ng/ml keine der

verwendeten Zuckerlosungen die Erythrozyten vor Lyse schiitzen.

2.4 Wirkungsmechanismen bakterieller Toxine

Im folgenden sollen kurz die mittlerweile bekannten Wirkungsmechanismen verschiedener
bakterieller Toxine dargestellt werden. In Hinblick auf die von B. cereus produzierten
Diarrhoe-Toxine gilt die ,,pore-forming* Aktivitit des Cyt K als gesichert (HARDY et al.,
2001). Auch fiir den HBL-Toxinkomplex postulierten BEECHER & WONG (1997)
entsprechende Aktivititen, die Porengrofle soll weniger als 1,2 nm betragen. Da die
Einzelkomponenten des Nhe-Komplexes denen von HBL é&hneln, wird der gleiche

Wirkmechanismus vermutet (GRANUM, pers. Mitteilung).

16



wnondas

(1002) 1D UOA UIXO] -0 ‘20.42]0y2 (urxojo1g) vjrydoipdy
‘819 ZVAILL 014G14 UOA UISA[OWEH I0]-[ WU ¢-7 B ZS SDUOWI04 UOA UTSK[OIOY QUIX0j0IJ
avr)uaspody vuynd.iag sauadodd auisAjoydang
(€007) 4NOTV ‘2011001030 “do.435 UOA WISA[OWRY WU ()g-GC7 B 8§ > ‘da.15 uoA § ursAjoydong 9[Iqe)s Jjoisianes
(¥661) HOTAM S14D3[NA SN2JO4J ‘SINS uIsA[oweH-0
% 0401 Sn{j190qouloy UOA UISK[OWEH WU ¢-6°) B SO1 #1602 DIYOLIDYISTT XLy
avtuounaud ‘da.ajg UOA
(1002) O uisAjownauq ‘suadutifiod sauadodd QuIsA101L)
Te 19 NALIML 1D UOA Q uIsA[o3uLyId WU ()¢ B 09 ‘da.jg uoa Q ursAjoydons  opuopuIq-ULIISI[OYD)
(1002) Te 30 §n2420 "g UoA 3 KD
VNRILSIANTN ‘sua3urifiod ") UOA UIXOT-g  wm g- ey €€ §na4np g UOA UIXO] -0 d£, [o1req-¢
ZUAIIJY apardsiag a1apue 3goi3uaiog agoaduIxoy], d£yojoag addnadurxoJ,

A2UP1qU2LO] 42YOS1)A]01AD Y212]8.42,4 pun Sunjiajulsy 'z aj2qu.L

17



18



Die grofite Gruppe unter den cytolytischen Toxinen bilden die Cholesterin-bindenden
Cytolysine, frither auch unter dem Begriff "sauerstofflabile Toxine" bekannt, da deren
hédmolytische Eigenschaften durch lingeren Kontakt mit Luft inaktiviert werden. Mittlerweile
gilt gesichert, dass die Bildung von Disulfidbriicken zwischen Cysteinresten ursédchlich fiir
den Aktivitdtsverlust ist. Die zur Zeit 21 bekannten Proteine sind antigenetisch miteinander
verwandt und stark lytisch. Zu ihnen gehdren unter anderem Toxine von einigen
Streptokokken (Streptolysin O, Pneumolysin, Intermedilysin usw.), Clostridien (Tetanolysin,
Botulinolysin, Septicolysin usw.), Listerien (Listeriolysin, Ivanolysin usw.) und viele mehr.
Cholesterin in der Zellmembran scheint die Bindungsstelle dieser Toxine zu sein. Doch
handelt es sich dabei wahrscheinlich nicht um ein Rezeptormolekiil im engeren Sinn, sondern
um eine bestimmte Anordnung bzw. punktuell erhdhte Konzentrationen von Cholesterin

("lipid rafts") (TWETEN et al., 2001).

LOBO & WELCH (1994) beschrieben die Familie der sogenannten RTX-Cytolysine (fiir
repeats in toxin). Dies sind calciumabhidngige Toxine, die durch repetitive
Aminosdurensequenzen charakterisiert sind. Die Grundstruktur aus neun Aminosduren
(GGXGXDXUX, wobei X eine beliebige und U eine hydrophobe Aminosdure darstellen)
wiederholt sich vier bis 14 mal (CORTAJARENA et al., 2002). Als Prototyp dieser Familie
ist das Escherichia coli Hamolysin zu nennen. Die meisten RTX-Cytolysine fungieren als
Porenbildner, aber auch einige von Erwinia chrysanthemi bzw. Serratia marcescens gebildete

Proteasen werden aufgrund ihrer Struktur zu dieser Familie gezéhlt.

Die Hamolyse um Kolonien von Streptococcus pyogenes auf Blutagar sind auf das
Streptolysin S zuriickzufiihren. Dies ist der Prototyp der sogenannten "sauerstoffstabilen
Toxine" (ALOUF, 2003), welche im Verhiltnis zu ihrer Molekiilmasse (<8 kDa) zu den
stiarksten Toxinen zdhlen. Dieser Gruppe ist gemeinsam, dass sie nur in Anwesenheit eines
"Carriers" (wie zum Beispiel Hefe, Albumin oder verschiedenen Farbstoffen), welche dem

Medium zugegeben werden miissen und als Stabilisatoren dienen, lytisch wirken.

Protoxine, zu welchen das Aerolysin von Aeromonas hydrophila und Aeromonas sobria
sowie das Clostridium septicum o-Toxin und verschiedene Vibrio Hamolysine zidhlen, werden
in den Bakterien aus ihren Pre-Protoxinen gebildet. Dieses Pre-Protoxin wird aufgrund einer

Signalsequenz beim Ausschleusen durch die Bakterienmembran zum Protoxin verkiirzt,
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welches in das extrazellulire Medium abgegeben wird und inaktiv ist. Die Bildung des
eigentlichen Toxins erfolgt mittels Proteasen (Trypsin, Chymotrypsin, Furin) im
extrazelluliren Raum oder durch an die Zielmembran gebundene Proteine. Als Bindungsstelle
fiir das Protoxin Aerolysin fungieren die Zuckerketten des GPI-Ankers, die wie auch GM;
und Cholesterin gehéuft in den sog. "lipid rafts" vorkommen. Durch Oligomerisierung bildet
sich ein duBerst stabiles Heptamer des Toxins, welches weder durch Harnstoff (8 mol/lI) noch

durch Kochen mit SDS zerstort werden kann.

2.4.2 Intrazelluliar wirkende Exotoxine

Hierbei handelt es sich meist um Proteine, deren enzymatische Aktivitdt die Funktion
intrazelluldrer Regulatorproteine verdndert. Sie setzen sich aus einer enzymatisch aktiven
Komponente (A, Enzymdomine) und einer Bindungskomponente (B, bestehend aus
Bindungsdoméne und Translokationsdomine) zusammen. Zunéchst bindet das Toxin mit der
Bindungsdoméne an einem Zellmembranrezeptor.  AnschlieBend erfolgt eine
rezeptorvermittelte Endozytose in ein Endosomen-Kompartiment, wo es zu einer
Strukturverdnderung in der Translokationsdomidne des Toxins kommt, wodurch das

Freiwerden ins Cytosol ermdglicht wird.

Shigatoxin (Stx) ist bekannt als klassisches ABs—Toxin, das von Shigella dysenteriae und

enterohdmorrhagischen Escherichia coli produziert wird. Diese Toxinfamilie besteht aus zwei
Isoformen, Stx 1 und Stx 2. NAKAJIMA et al. (2001) untersuchten das Bindungsverhal-ten
der beiden Isoformen und kamen zu dem Schluss, dass deren Kinetik einem "bivalent analyte"
Modell am néchsten kommt, wobei Stx 2 langsamer an das Gangliosid GB; bindet, aber auch
schwerer davon zu l6sen ist. Schon in frithen Untersuchungen wurde von KEUSCH &
JACEWICZ (1977) eine Zuckerstruktur als Rezeptor vermutet. Spitere Untersuchungen, in
denen bei Verwendung von mit Tunicamycin bzw. Trypsin vorbehandelten Zellen eine
deutliche Reduktion der Toxizitdt beobachtet werden konnte, grenzten die Suche auf
Glykoproteine ein (KEUSCH et al., 1986). Allerdings wurde auch die Moglichkeit eines
Glykolipidrezeptors diskutiert, da Tunicamycin in hohen Konzentrationen (5 pg/ml,
GUARNACCIA et al.,, 1983) auch den Transport von Zuckernukleotiden durch den
Golgiapparat behindert, mit der Folge, dass die Dichte der Glykolipide an der Zelloberfldche

20



abnimmt. Von MOBASSALEH et al. (1988) sowie KANDEL et al. (1989) konnte
schlussendlich GB; (ausschlaggebend hierbei die Sequenz: Gala4Galp) als Shigatoxinrezep-
tor identifiziert werden. Nach der rezeptorvermittelten Endozytose erfolgt der Transport der
Shigatoxine in den Golgiapparat. Die A;-Untereinheit des Toxins spaltet einen einzelnen
Adeninrest der 28S-rRNA des Ribosomenkomplexes ab. Diese Depurinierung fiihrt zu einer

Hemmung der Peptidelongation, was insgesamt zu einer Inaktivierung der Proteinsynthese

fihrt.

Ebenfalls die Struktur ABs besitzt das Choleratoxin, bei dem die B-Untereinheit polyvalent
mit hoher Affinitit an das Monosialoglangliosid GM, bindet. Der Wirkungsmechanismus
innerhalb der Zelle wurde von POPPOFF (1998) folgendermallen zusammengefasst: durch
Proteolyse wird die A-Untereinheit aktiviert (Spaltung in A1 und A2). Al stellt eine ADP-
Ribosyltransferase dar (NAD wird hydrolysiert zu ADP-Ribose und Nikotinamid). Die
entstehende ADP-Ribose wird auf einen Argininrest des Gsa Proteins iibertragen, so dafl
dieses persistierend aktiviert wird. Dies resultiert wiederum in einer Daueraktivierung der
Adenylcyclase, sowie einem Anstieg des intrazelluliren cAMP-Spiegels. In den Krypten
kommt es dadurch zu einem Anstieg der Cl' Sekretion, in den Zotten zu einer Verringerung
der mit NaCl gekoppelten Absorption, was schlieBlich zu den bekannten
Durchfallsymptomen fiihrt. Das hitzelabile Enterotoxin (LT-I) von Escherichia coli gleicht

dem Choleratoxin in seiner Struktur (80 % Homologie) und seinen biologischen

Eigenschaften (POPOFF, 1998).

Ein weiteres intrazelluldr wirksames Toxin stellt das von Corynebacterium diphtheriae

produzierte Diphtherietoxin (DT) dar. HRANITZKY et al. konnten 1985 zeigen, dass sowohl

CHO-K1 als auch Vero-Zellen nach Behandlung mit Tunicamycin weitgehende Resistenz
gegen das Toxin entwickelten. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die Glykoproteinstruktur
des Rezeptors vorausgesagt, der spiter von NAGLICH et al. (1992) als heparinbindender
EGF &dhnlicher Wachstumsfaktor-Vorldufer (proHB-EGF) identifiziert werden konnte. Nach
der rezeptorabhidngigen Endozytose wird im Endosom bei niedrigem pH das katalytische A-
Fragment abgespalten. Die Enzymkomponente tritt ins Cytosol iiber und ribolysiert den

Elongationsfaktor 2, wodurch die Polypeptidkettenverlingerung am Ribosom blockiert wird.
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3 Eigene Untersuchungen

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien und Biochemika

Ammoniumsulfat (Riedel-de-Haen, 31119)a

Benzyl 2-Acetamido-2-deoxy-a-D-Galactopyranosid (Sigma-Aldrich GmbH, B 4894)
Casein (Sigma-Aldrich GmbH, C-8654)

Caseinhydrolysat (Oxoid, L41)

Castanospermin (Sigma-Aldrich GmbH, C3784)

Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche, 1 644 807)
Dikaliumhydrogenphosphat (Merck, 1.05104)

Dulbecco's MEM Zellkulturmedium (Biochrom AG, F 0435)
EDTA (Sigma-Aldrich GmbH, E 1644)

Fetales Kélberserum (FCS) (Biochrom KG, S 0115)
Fumonisin B, (Sigma-Aldrich GmbH, F 1147)

D(+)-Glukose Monohydrat (Merck, 8342)

L-Glutamin (Sigma-Aldrich GmbH, G 5763)

Hefeextrakt (Oxoid, L21)

Hypoxanthin (Sigma-Aldrich GmbH, H 9636)
Kaliumhydrogenphosphat (Merck, 1.04871)
Magnesiumsulfat (Merck, 1.05886)

MEM-EARLE Zellkulturmedium (Biochrom AG, F 0325)
2-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich GmbH, M 6250)
Neuraminidase (Sialidase) (Roche, 1585886)

N-Glykosidase F (Roche, 1 365 169)

Natriumcitrat (Merck 1.6448)

Natriumpyruvat-Losung, 100 mmol/l (Biochrom AG, L 0473)
Nicht essentielle Aminosduren-Losung (Biochrom, K 0293)
Penicillin/Streptomycin, 10 000 U/ml (Biochrom AG, A 2212)
Ringerlosung-Tabletten (Oxoid, BR 52 G)
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RPMI 1640 Medium (Biochrom AG, F 1215)
Swainsonin (ICN, 154250)

Thymidin (Sigma-Aldrich GmbH, T 1895)

Tris (Sigma-Aldrich GmbH, T 1503)
Trypsin-EDTA-L6sung (Sigma-Aldrich GmbH, T 3924)
Tunicamycin (Sigma-Aldrich GmbH, T 7765)

3.1.2 Bakterienstimme bzw. —isolate

Referenzstimme
- Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig:
B. cereus-Stamm DSM 4384 bzw. DSM 4222 (fiir HBL-Enterotoxin)
- GRANUM et al. (1996): NHV 0075-95 (fiir Nhe-Enterotoxin)
- LUND et al. (2000): 391-98 (fiir Cyt K)

Sonstige Stdimme

- 22 B. cereus Isolate aus der Stammsammlung des Institutes
- 15 Isolate unterschiedlicher Herkunft aus dem Bacillus cereus EU-Projekt QLK-
2001-00854

3.1.3 Niahrmedien

Fliissiges Anreicherungsmedium fiir B. cereus
Caseinhydrolysat-Bouillon mit 1 % Glukosezusatz (CGY) in Anlehnung an BEECHER &

WONG (1994): 2 % Caseinhydrolysat, 0,6 % Hefeextrakt, 0,2 % Ammoniumsulfat, 1,4 %
Dikaliumhydrogenphosphat, 0,6 % Kaliumhydrogenphosphat, 0,1 % Natriumcitrat, 0,2 %

Magnesiumsulfat; alle Angaben in g/v

Feste Nahrmedien fiir B. cereus

Columbia Agar mit Schafblut™ (Oxoid, PB 5039 A)
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PEMBA: Bacillus cereus Agar base (Oxoid, CM 617) mit Supplement (Oxoid, SR 099 E)
und Eigelb (Oxoid SR 047 C)

3.1.4 Puffer und Losungen

Losungen fiir die Zellkultur

Glutamin-Ldsung: 0,2 mol/l

Mercaptoethanol-Losung: 0,005 mol/l

HT-Supplement-Lésung: ~ Hypoxanthin 0,001 mol/l
Thymidin 0,0016 mol/I

Enzymimmuntests
Bicarbonatpuftfer (0,05 mol/l, pH 9,6)

Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (PBS): 0,01 mol/l Phosphatpuffer (pH 7,3) mit Zusatz
von 0,12 mol/l NaCl
3 %ige Casein/PBS-Ldsung (g/v)
Waschlosung: 0,15 mol/l NaCl-Losung mit Zusatz von 0,025 % Tween 20
Citratpuffer (0,21 mol/l; pH 3,95) mit Zusatz von 3,15 mmol/l Wasserstoffperoxid
Tetramethylbenzidinlésung : 1 mmol/l 3,3',5,5'- Tetramethylbenzidin in 45 ml Methanol und
5 ml Aceton
Substrat/Chromogenlosung nach GALLATI und PRACHT (1985):

20 Teile Citratpuffer und 1 Teil Tetramethylbenzidinlosung

Immunaffinitdtschromatographie
Glycin/HCI-Puffer: 0,1 mol/l Glycin, 0,2 mol/l HCI (pH 2,5)

PBS mit Zusatz von 0,01 % NaNj;

3.1.5 Zellkultur

Zelllinien

African green monkey kidney cells: Vero-Zellen (Bio Whittaker, Katalognr. 76-108B),
Passagerate 189 - 329

Maus-Neuroblastomzellen: Neuro2A-Zellen (DSM, ACC 148)
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Humane T-Leukdmiezellen: Jurkatzellen (DSM, ACC 282)

Hybridom-Zelllinien: 3-AcDON-BSA II (5B2) bzw. Citrinin-KLH VIII (7H11)
(Stammsammlung des Instituts)

Zellmedien

Allen Medien wurden 1 % Natriumpyruvat, 2 % L-Glutaminlésung und 0,2 %
Pencillin/Streptomycin-Losung hinzugefiigt.

Mercaptoethanol- HT-Supplement-

Zelllinie Medium FCS N.ess. As.*
16sung 16sung
Vero MEM-EARLE 1% - - -
Neuro2A  Dulbecco's MEM 10 % 1% - -
Jurkat RPMI 1640 Medium 10 % - - -
Hybridom Dulbecco's MEM 10 % - 1% 1%

* N. ess. As. = Nicht essentielle Aminosiuren

3.1.6 Immunreagenzien

Anti-Maus-IgG-alkalische Phosphatase (Chemicon, AP308A)

Kaninchen-Anti-Maus-Ig-HRP (Dako, P 0161)

Zum Nachweis der B. cereus Enterotoxin-Komponenten standen folgende monoklonale
Antikorper (mAk) zur Verfiigung, die alle im Lauf der letzten Jahre am Lehrstuhl hergestellt
worden sind (DIETRICH et al., 1999; FELLA, 1999):

Toxinkomplex  Exoprotein bzw. Antigen monoklonaler Antikérper

HBL B-Komponente 3912A3
L,-Komponente 4511 1A12 bzw. 4518BI12
L;-Komponente 391 1C2*

Nhe Nhe A-Komponente 45 kD IT 1A8
Nhe B-Komponente 45 kD III 1E11, 1A5, 2C3
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3-Acetyl-Deoxynivalenol  3-AcDON-BSA 11 5B2

* besitzt Kreuzreaktivitat mit Nhe B

3.1.7 Sonstige Materialien

B. cereus Exoprotein-Produktion
Cryo-Tubes, 1,8 ml (Nunc GmbH, Wiesbaden, 363401)
Sterilfilter Millex GV, 0,22 um (Millipore, SLGV 025 LS)

Zellkultur

Centricon-30 Konzentratoren (Amicon, Witten, 4208)

Dispenser mit 0,6 ml Spitzen (LKB Instrument GmbH, Bromma, Schweden)
Eppendorf Reaktionsgefdlie 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg, 3810)
Mikrotiterplatten, 96 Loch, Flachboden (Nunc GmbH, Wiesbaden, 167008)
Variable Pipetten 0,5 - 10 pl, 10 - 100 pl, 100 - 1000 ul (Eppendorf, Hamburg)
Variable Achtkanalpipette 50 - 250 ul (Eppendorf, Hamburg)
Zellkulturflaschen aus Kunststoff, 80 cm® (Nunc GmbH, Wiesbaden, 156502)
Zellkulturflaschen aus Kunststoff, 25 cm? (Nunc GmbH, Wiesbaden, 63371)

Zahlkammer nach Thomas

Siulenmaterialien

MobiCol-Séulen, 1 ml (MoBiTec, M 1002)

Fritten, 90 pm Poren (MoBiTec, M 2190 bzw. M2290)

3.1.8 Gerite

Messgerite
Mikrotiterplatten-Messgerét: SLT-ATC (SLT-Labinstruments)

pH-Messgerit: pH 537 (Indolab WTW GmbH)

sonstige Gerite
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Brutschrank (Memmert)

Begasungsbrutschrank Typ B 5060-EC CO,, 37 °C (Heraeus, Osterode)
Kiihlzentrifuge, Minifuge RF (Heraeus, Osterode)

Schiittelwasserbad, GFL 1083 (Ges. fiir Labortechnik, Burgwedel)
Taumelgerit (Heidolph GmbH)

3.2 Allgemeine Methodik

3.2.1 Anzucht von B. cereus in CGY-Bouillion

Zur Produktion der Enterotoxine wurde B. cereus standardmiflig in CGY-Bouillon
(modifiziert nach BEECHER & WONG, 1994) angereichert. Zur Voranreicherung wurden
zuerst 20 ml Medium mit B. cereus Keimmaterial beimpft und dann fiir 17 h bei 32 °C im
Schiittelwasserbad (84 Zyklen/min) inkubiert. AnschlieBend wurden Erlenmeyerkolben, in
denen 20 ml CGY-Bouillon vorgelegt waren, im Verhéltnis 1:100 mit der Voranreicherung
beimpft, und erneut fiir 6 Stunden bei 32 °C im Schiittelwasserbad bebriitet. Nach
Abzentrifugation des Keimmaterials wurde der erhaltene Kulturiiberstand sterilfitriert und mit
1 mmol/l EDTA versetzt, um B. cereus eigene Proteasen zu inaktivieren. AnschlieBend wurde

der Kulturiiberstand portioniert und bei -18°C eingefroren.

3.2.2 Enzymimmuntests

Der semiquantitative Nachweis der B. cereus Enterotoxin-Komponenten in
Kulturiiberstinden oder sonstigen Praparationen erfolgte mittels Enzymimmuntests, wobei
bei den verwendeten Varianten (indirekter bzw. Sandwich-EIA) das Messsignal direkt
proportional zur Toxinkonzentration in der Probe ist. Zur Berechnung des in der Probe
nachweisbaren Antigentiters wurde diejenige Verdiinnungsstufe herangezogen, deren
Extinktion im Bereich von 1,0 lag. Der Titer wurde definiert als das Multiplikationsprodukt

aus dieser Extinktion und der dazugehdrigen reziproken Verdiinnung.
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3.2.2.1 Indirekter Enzymimmuntest

Diese EIA-Variante wurde zum Nachweis von Nhe B und der B-Komponente des HBL-
Komplexes verwendet. Dazu wurden Mikrotiterplatten mit seriellen Verdiinnungsreihen
(Ausgangsverdiinnung 1:5) der in PBS bzw. Bicarbonatpuffer verdiinnten Proben iiber Nacht
bei Raumtemperatur (RT) in einer feuchten Kammer beschichtet. Freie Bindungsstellen
wurden danach mit 3 % Casein/PBS (150 pl/Kavitdt) 45 min blockiert. Nach einem
Waschschritt wurden die spezifischen monoklonalen Antikorper (siehe 3.1.6) in einer
Konzentration von 2 pg/ml PBS (100 pl/Kavitit) zugegeben, und fiir 1 h inkubiert. Danach
wurde die Platte gewaschen, Kaninchen-anti-Maus-Ig-Peroxidase—Konjugat (1:3000 in 1 %
Casein/PBS, 100 pl/Kavitét) auf die Platte gegeben und wieder eine Stunde bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurde erneut gewaschen, die Substrat/Chromogen—Losung (100 pl/Kavitit)
zugegeben und nach einer Inkubationszeit von 20 min die Reaktion durch Zugabe von 1 mol/l
Schwefelsdure (100 pl/Kavitét) gestoppt. Die Bestimmung der Extinktion erfolgte bei 450 nm
mittels Mikrotiterplatten-Lesegerit.

3.2.2.2 Sandwich-Enzymimmuntest

Zum Nachweis der L,-Komponente des HBL stand ein Sandwich-EIA zur Verfiigung
(FELLA, 1999). Mikrotiterplatten wurden zunédchst mit dem mAk 1A12 in Bicarbonatpuffer
(100 pl/Kavitit) in einer Konzentration von 10 pg/ml iiber Nacht bei RT beschichtet. Nach
dem Ausschlagen der Platte wurden die freien Bindungsstellen mit 3 %iger Casein/PBS-
Losung (150 pl/Kavitdt) fiir 45 min bei RT abgesittigt. Das Auftragen der Proben (100
pl/Kavitdt) in 1:2 Verdiinnungsreihen mit PBS/0,5 % Tween 20 folgte nach einem weiteren
Waschschritt. Die Anfangsverdiinnung der Proben betrug 1:5. Nach einer Stunde Inkubation
wurden die Proben mittels Wasserstrahlpumpe abgesaugt, die Platte viermal gewaschen und
das Nachweisantikorper-Enzymkonjugat (peroxidasemarkierter mAk 8B12; 100 pl/Kavitit)
zugegeben. Nach einstiindiger Inkubation und erneutem Waschen erfolgte die Zugabe der
Substratlosung. Die Farbreaktion wurde nach exakt 20 min durch 1 molare Schwefelsdure

(100 pl/Kavitét ) gestoppt und die Extinktion photometrisch bei 450 nm bestimmt.
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3.2.3 Zytotoxizititstest

Zum Nachweis der in den Proben vorhandenen zytotoxischen Aktivitit wurde der von

FELLA (1999) entwickelte und auf Vero-Zellen basierende WST-Zellkulturtest verwendet.

Dazu wurde in einer 96-Loch-Zellkulturplatte eine log-2 Verdiinnungsreihe mit sterilfitrierten
B. cereus-Kulturiiberstinden und Medium hergestellt. Die Mikrotiterplatte wurde mit 100 pl
Medium/Kavitdt beschickt, wobei die duBleren Reihen A und H frei gelassen wurden, um
Randeffekte zu vermeiden. Alle Proben wurden im Doppelansatz getestet. Die Reihen 11 und
12 enthielten keine Probe und wurden als Zellkontrolle verwendet. AnschlieBend wurde zu
den Ansidtzen 100 pl Zellsuspension (10° Vero-Zellen/Kavitit) zugegeben und die
Mikrotiterplatte bei 37 °C in 7 % CO, fir 24 h inkubiert. Zur Bestimmung der
Zellproliferation wurde nach Abheben von 100 ul Medium WST-Reagenz (10 ul/Kavitit)
zugegeben, fir 1 h inkubiert und abschlieBend die Farbintensitit photometrisch bei 450 nm
gemessen. Als Zytotoxizitétstiter wurde diejenige Verdiinnungsstufe der Kulturiiberstinde
definiert, die im Vergleich zur Zellkontrolle zu einer 50 %-igen Reduktion der

Spaltungsaktivitét der Zellen fiihrte.
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3.3 Ergebnisse

Fiir die beabsichtigten Arbeiten zur Wirkungsweise der beiden B. cereus Enterotoxin-
Komplexe Nhe und HBL standen als analytische Werkzeuge im wesentlichen ein bereits
etablierter und intensiv validierter Vero-Zellkulturtest und verschiedene spezifische
monoklonale Antikorper fiir die Toxin-Einzelkomponenten zur Verfiigung. Da ein zentraler
Bestandteil der gesamten Versuchsplanung auf diesen beiden analytischen Werkzeugen
basierte, wurden in einem ersten Schritt einige wesentliche Aspekte der Verfahren - wie die

Empfindlichkeit der Zellen bzw. die neutralisierenden Eigenschaften der mAk’s - {iberpriift.

3.3.1 Sensitivitit verschiedener Zelllinien

Ziel dieser Untersuchungen war es, verschiedene Zelllinien unterschiedlicher Herkunft und
mit unterschiedlichem Wachstumsverhalten auf ihre Sensitivitit gegeniiber B. cereus Toxinen
zu tlberpriifen. Neben den routineméBig eingesetzten Vero-Zellen (adhdrent wachsende
Nierenzellen) wurde noch die FEignung von Neuro2A-Zellen (adhdrent wachsende
Neuroblastom-Zellen), Hybridom- (adhdsiv wachsend) und Jurkat-Zellen (Suspensionskultur)

iiberpriift.

Da beim etablierten Zytotoxizitétstest der Anteil lebender Zellen photometrisch nach Zugabe
des WST-Reagenz (3.2.3) bestimmt wird, muflte zuerst in orientierenden Vorversuchen fiir
die neu etablierten Zelllinien diejenige Zelldichte ermittelt werden, mit der bei iiblicher
Testdurchfiihrung eine Extinktion von ca. 1,0 im Mikrotiterplatten-Lesegerét erreicht werden
konnte. Dazu wurden jeweils sechs verschiedene Konzentrationen (zwischen 5 x 10° und 5 x
10%) der Zellen im Zehnfach-Ansatz in Mikrotiterplatten fiir 24 h inkubiert. AnschlieBend
wurde fiir 1 h WST-Reagenz zugegeben und schlielich die Extinktion mittels Mikrotiter-

platten-Lesegerit bestimmt.

Dabei zeigte sich, dass bei den in Suspension wachsenden Jurkat-Zellen die Einzelmesswerte
stark streuten (20 - 30 %), bedingt durch die vor WST-Zugabe iibliche Abnahme von 100ul

Medium. Durch einen zusétzlichen Zentrifugationsschritt (5 min bei 135 xg) konnte diese
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Fehlerquelle behoben werden, die Varationskoeffizienten fiir den toxinfreien Kontrollansatz
lagen dann wie bei den anderen Zelllinien bei < 12 %.

Aufgrund der Ergebnisse dieser Vorversuche wurden Neuro2A-Zellen in derselben Dichte
wie Vero-Zellen - namlich 1x10*Kavitit - eingesetzt. Zur besseren Vergleichbarkeit der
Werte wire diese Zelldichte auch fiir die beiden anderen Zelllinien wiinschenswert gewesen;
unter identischen Testbedingungen wurden jedoch von den Hybridom- und Jurkat-Zellen nur
Extinktionen von 0,4 = 0,08 erreicht. Deshalb wurden fiir alle weiteren Versuche diese

Zelllinien in Konzentrationen von 4x10*/Kavitét eingesetzt.

Zur Uberpriifung der Sensitivitit der vier Zelllinien wurden zuerst Kulturiiberstinde der
Referenzstimme mittels Zellkulturtest untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4
zusammengefalit. Wie aufgrund fritherer Ergebnisse erwartet, erwiesen sich die Vero-Zellen

fiir alle drei Referenzstimme als sensitivste Zelllinie.

reziproker Zytotoxizitatstiter

200 B HBL-Referenzstamm |
B Nhe-Referenzstamm
[] Cyt K-Stamm
600
400
200 -
O ,

Vero-Zellen Neuro 2 A-Zellen Jurkat-Zellen Hybridom-Zellen

Abbildung 4: Durchschnittlich nachweisbare (n = 4) zytotoxische Aktivitdit in Kulturiiber-
standen von B. cereus Referenzstimmen bei Verwendung verschiedener

Zelllinien
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Besonders hohe Werte wurden beim Nhe-Referenzstamm erhalten. Ein &hnliches
Sensitivitdtsmuster, wenn auch auf weit geringerem Niveau (ca. Faktor 4), zeigten die Jurkat-
Zellen, wihrend die Neuro2A-Zellen vergleichsweise empfindlich auf Cyt K reagierten. Der
Cyt K-Referenzstamm produziert keinen der beiden anderen Enterotoxin-Komplexe (Nhe
bzw. HBL), wihrend der HBL-Referenzstamm auch Nhe produziert. Dies gilt im iibrigen fiir

alle bislang isolierten HBL-positiven B. cereus Stimme.

Aufféllig war die auBergewohnlich niedrige Empfindlichkeit der eingesetzten Hybridom-
Zellen gegeniiber Nhe- und Cyt K-haltigen Uberstinden. Kulturiiberstinde der HBL-
Produzenten hatten hingegen einen vergleichsweise hohen toxischen Effekt. Dieses
Empfindlichkeitsmuster wurde bislang auch in fritheren Untersuchungen bei keiner anderen

Zelllinie gesehen.

Auch die Dosis-Wirkungskurven zeigten bei den Hybridom-Zellen im Vergleich zu den Vero-
Zellen einen vollig anderen Verlauf (Abb. 5). Typischerweise resultierte die Uberpriifung von
Nhe—-Produzenten im Vero-Zytotoxizitétstest in einem sehr steilen sigmoiden Kurvenverlauf,

bei Hybridom-Zellen wurde hingegen ein extrem flacher Verlauf beobachtet.

relative Extinktion

100% =
—®— Vero-Zellen

"y —m— Hybridom-Zellen

0
60%
40%
20% \iw\@\@

91:10 000 1:1 000 1:100 1:10

Verdiinnung des Kulturiiberstands
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Abbildung 5: Dosis-Wirkungskurven von Nhe-haltigen B. cereus Kulturiiberstinden bei
Verwendung verschiedener Zelllinien. Die im WST-Test erhaltenen

Extinktionen des toxinfreien Kontrollansatzes wurden gleich 100 % gesetzt.

AbschlieBend wurde anhand von 22 reprédsentativ ausgewahlten B. cereus Isolaten aus der
Stammsammlung des Instituts iiberpriift, inwieweit die bei der Untersuchung der
Referenzstimme festzustellenden Tendenzen bestétigt werden konnen (Tab. 3). Aufgrund der
duBerst geringen Empfindlichkeit wurde auf den Einsatz der Hybridom-Zellen verzichtet. Im
auf Vero-Zellen basierenden Referenztest waren Zytotoxizitétstiter zwischen 1:45 bis zu
1:1.250 nachzuweisen, der Durchschnittswert fiir alle untersuchten Isolate betrug 1:545. Bei
Verwendung der Neuro2A- bzw. Jurkat-Zellen konnten wie aufgrund der oben beschriebenen
Ergebnisse zu erwarten zwar deutlich niedrigere Durchschnittswerte von 1:295 bzw. 1:89
festgestellt werden, eine eindeutige Korrelation der mit den verschiedenen Zelllinien
erhaltenen Ergebnisse war aber nicht festzustellen :

Vero-/Neuro2A-Zellen =0,512

Vero-/Jurkat-Zellen r’ = 0,495

Neuro2A/Jurkat-Zellen r’ =0,643
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Tabelle 3: Untersuchung von 22 B. cereus Isolaten im Zytotoxizitdtstest mittels Vero-,

Neuro2A- und Jurkat-Zellen

reziproker Zytotoxizititstiter
Vero-Zellen Neuro2A-Zellen Jurkat-Zellen

B. cereus Isolat HBL*

MHI 7 T 476 127 38
MHI 11 - 1250 385 91
MHI 14 - 45 25 11
MHI 17 - 1000 714 185
MHI 19 + 262 120 53
MHI 26 + 371 144 63
MHI 29 + 400 180 67
MHI 46 + 358 174 50
MHI 54 + 453 179 83
MHI 60 + 101 44 43
MHI 66 - 812 329 77
MHI 75 + 152 64 101
MHI 88 + 435 294 115
MHI 97 = 1250 286 137
MHI 108 - 1048 1111 221
MHI 200 + 833 526 107
MHI 1307 - 434 345 67
MHI 1313 + 882 625 145
MHI 1315 + 377 333 105
MHI 1316 + 306 244 83
MHI 1368 T 293 103 53
MHI 1413 + 444 135 71

* die HBL-Produktivitdt der Stimme wurde mittels EIA basierend auf spezifischen mAk's
ermittelt (3.2.2.2)
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3.3.2 Neutralisationstest

Inwieweit die am Lehrstuhl verfligbaren mAk gegen B. cereus iiber neutralisierende
Eigenschaften verfiigen, war bislang im Rahmen der Charakterisierungsstudien nicht
detailliert iiberpriift worden. Dazu wurden die in 3.1.6 aufgefiihrten mittels Protein A-
Affinitdtschromatographie gereinigten monoklonalen Antikdrper unter Verwendung von
Centricon-30 Konzentratoren auf eine Konzentration von 1 mg/ml eingestellt. Nach Anlegen
einer log-2 Verdiinnungsreihe von Kulturiiberstinden des HBL- bzw. Nhe—Referenzstammes
wurden jeweils 10 pl Antikorper/Kavitit zugegeben. Darauf folgte die Zugabe von 90 pul
Vero-Zellen. Der weitere Ablauf des Zytotoxizitétstests erfolgte wie in 3.2.3 beschrieben. Bei

positiven Ergebnissen wurden die Versuche bis zu dreimal wiederholt.

Als Kontrollen wurden einerseits mit einem irrelevanten mAk (3-AcDon-BSA II 5B2)
versetzte und andererseits ohne mAk-Zusatz angelegte Verdiinnungsreihen parallel
untersucht. Unterschiede zwischen den beiden Kontrollansidtzen konnten nicht beobachtet
werden. In Tabelle 4 sind die Ergebnisse der Neutralisationsversuche zusammengefalt.
Eindeutig neutralisierende Eigenschaften konnten nur bei den mAk gegen Nhe B
nachgewiesen werden. Die mAk 1E11 und 2C3 bewirkten eine nahezu vollstindige
Hemmung der zytotoxischen Aktivitdt des Nhe-Referenzstammes (Reduktion des reziproken
Zytotoxizitéts-titers von 1:911 auf 1:14). Zu einer 87 %-igen Hemmung fiihrte der mAk 1AS,
der auch gegen die Nhe B Komponente, aber anscheinend gegen ein anderes Epiotop gerichtet
ist. Auch beim HBL-Referenzstamm, der bekanntermaflen neben HBL auch das Nhe-
Enterotoxin produziert, konnte durch den Einsatz des mAk 1E11 die zytotoxische Aktivitét
deutlich reduziert werden (Restaktivitit 42 %). Die mAk gegen die verschiedenen HBL-
Komponenten, sowie Nhe A besitzen hingegen keine bzw. nur geringe neutralisierende

Eigenschaften.
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Tabelle 4:  Relative Neutralisation (in %) der zytotoxischen Aktivitiit von B. cereus
Kulturiiberstinden durch monoklonale Antikérper, spezifisch fiir verschiedene

Enterotoxin-Komponenten. Ergebnisse des Vero-Zellkulturtests.

Hemmung der zytotoxischen Aktivitit

mAk Zielantigen HBL-Referenzstamm Nhe-Referenzstamm
2A3 HBL-B <10 n. d.
g8B12 HBL-L, 16,6* n. d.
1A12 HBL-L, <10 n. d.
1C2 HBL-L,/Nhe B 8,9 4,1
1A8 Nhe A <10 154
1E11 Nhe B 58,0 98,2
1AS5 Nhe B n. d. 87,0
2C3 Nhe B n. d. 98,1

* bei Untersuchungen eines Nhe B negativen Uberstandes des HBL-Referenzstammes (siche
3.3.4.1) konnten geringgradig hohere Werte (23,6 %) erzielt werden
n. d. = nicht durchgefiihrt

Anschliefend wurden auch unter der Verwendung der drei anderen Zelllinien (Neuro2A-,
Jurkat-, Hybridom-Zellen) die neutralisierenden Eigenschaften des mAk 1E11 iiberpriift.
Dabei zeigten alle Zelllinien, bis auf die Hybridom-Zellen, das gleiche Muster:
Kulturiiberstinde des Nhe-Referenzstammes wurden vollstindig neutralisiert, wiahrend beim
HBL-Stamm nur teilweise eine Neutralisation (39 - 47 % Restaktivitit) stattfand. Bei den
Hybridom-Zellen hingegen wurden fiir den HBL-Referenzstamm Restaktivitdten von bis zu
77 % beobachtet. Kulturiiberstinde, die nur Nhe enthielten wurden hingegen wie bei den

anderen Zelllinien vollstindig neutralisiert.
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3.3.3 Toxische Aktivitit des HBL

Wie eingangs erwéhnt, exprimieren alle B. cereus HBL-Produzenten auch einen zweiten
Enterotoxin-Komplex, ndmlich Nhe, wodurch Studien zur Aktivitit des HBL-Komplexes
erschwert werden. Durch die neutralisierenden Eigenschaften des mAk gegen die Nhe B-
Komponente erdffneten sich neue methodische Moglichkeiten. So schien es moglich, zu
iiberpriifen, ob die in B. cereus Kulturiiberstinden nachweisbare zytotoxische Aktivitit
exklusiv auf der Wirkung des Nhe bzw. HBL beruht, oder ob noch andere Toxine hierbei eine
Rolle spielen. Des weiteren war es erstmals moglich, bei HBL-Produzenten durch
Neutralisation der Nhe B-Komponente Daten zur zytotoxischen Aktivitit des HBL-
Enterotoxins in ungereinigten Kulturiiberstinden von B. cereus zu erhalten. Zur
semiquantitativen Bestimmung der in den Kulturiiberstinden enthaltenen HBL-
Konzentrationen wurde ein Sandwich EIA zum Nachweis der [,-Komponente verwendet.
Hierfiir wurden aus der Stammsammlung des Instituts gezielt Stdimme mit unterschiedlicher

HBL-Produktivitdt ausgewdhlt.

Bei den oben beschriebenen Neutralisations-Versuchen wurden anhand stdchiometrischer
Berechnungen (mol Bindungsstellen des mAk, geschitzte Toxinkonzentration im Kultur-
iiberstand > 1) alle mAk immer in einer fixen Konzentration (10 pg/Kavitit) eingesetzt. Um
sicherzustellen, dass die zugesetzte mAk-Menge fiir die geplanten Untersuchungen
ausreichten, wurde dieser Parameter in einem weiteren Vorversuch iiberpriift. Dazu wurde
eine konstante Verdiinnung des Nhe-Referenzstammes (1:20) mit einer 1:2 Verdiinnungsreihe
des mAk 1E11 inkubiert. Bei mAk-Konzentrationen von > 6,25 pg/Kavitit kam es zu einer
vollstdndigen Neutralisation, was sich mikroskopisch in einem geschlossenen Zellrasen und

im WST-Test durch eine Extinktion von 1,0 (Abb. 6) zeigte.
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Extinktion

1,0
0,8
0,6
0,4
0,0

13,12 26,24

Konzentration des mAk 1E11 (pg/Kavitét)

Abbildung 6: Neutralisation der zytotoxischen Aktivitdit des Nhe-Referenzstammes durch un-

terschiedliche Konzentrationen des mAk 1E11

Eine Auswahl von mehreren Stimmen (n = 18) wurde zur Uberpriifung der Aktivitit von
HBL getestet (Tab. 5). Die hier getesteten Stimme, welche HBL und Nhe produzierten,
hatten einen Zytotoxizititstiter der im Bereich von 1:240 bis 1:1.563 lag. Der reziproke
Zytotoxizitatstiter ~der Nhe-produzierenden Stdmme betrug ohne Neutralisation
durchschnittlich 1:758, bei HBL- und Nhe-produzierenden Stammen 1:599. Die Restaktivitit
nach Neutralisation mit dem mAk 1E11 war bei reinen Nhe-Produzenten vernachléssigbar,

bei den HBL-Produzenten lag sie zwischen 1:12 und 1:239.
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Tabelle 5:

Toxinprofil

Nhe/HBL

+/-

+/+

Zytotoxische Restaktivitit mehrerer B. cereus-Stimme mit unterschiedlichem

Zytotoxizitdts- und L>-Antigentiter nach Neutralisation mit mAk 1E11

Stamm

MHI 241

MHI 1477
MHI 1479
MHI 1494
MHI 1515
MHI 1522
MHI 162

MHI 163

MHI 1475
MHI 1492
MHI 1495
MHI 1497
MHI 1499
MHI 1500
MHI 1501
MHI 1505
MHI 1511
MHI 1530

Toxizitat der

Kulturiiberstinde

921
826
31
1299
694
775
500
397
313
769
641
588
641
437
699
1563
240
400

L,-Antigentiter

534
1574
438
372
1011
179
654
150
823
1373
19
18

zytotoxische

Restaktivitit (%)
1,8

3,4
0

5
3,2
44
20,4
40,3
26,1
20,9
26,9
22,8
14,3
11,3
39,2
15,1
8,7
4,7
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Neben den Enterotoxin-Komplexen Nhe und HBL werden von B. cereus eventuell auch noch
andere Toxine produziert. Daher stellte sich die Frage, woher die resultierende Restaktivitat
nach Neutralisation mit dem mAk 1E11 riihrt. In der Abbildung 7 ist die Beziehung zwischen
Zytotoxizitétstiter nach Zugabe von mAk 1EI1 und Extinktion im IL,-Sandwich EIA
dargestellt. Es zeigte sich, dass eine deutliche Korrelation ( = 0,9379) zwischen den
Ergebnissen bei der Neutralisation der Nhe-B Komponente im Zellkulturtest und dem
immunologischen Nachweis der L,-Komponente mittels EIA besteht, womit ein Einflufl
anderer Toxine, wie zum Beispiel BcET, auf die Ergebnisse nahezu ausgeschlossen werden

kann.

reziproker L,-Antigentiter

1600 .

1200

800 *

400 *e

*

0 T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

reziproker Zytotoxizititstiter
Abbildung 7:  Korrelation zwischen reziproken Zytotoxizitdtstitern und L,-Sandwich EIA bei

der Untersuchung von verschiedenen B. cereus Kulturiiberstinden deren Nhe-

Toxin mittels mAk 1E11 neuralisiert worden war.

40



3.3.4 Immunaffinititschromatographie (IAC)

Im vorhergehenden Kapitel konnte gezeigt werden, dass die Nhe B-Komponente die
zytotoxische Aktivitdt von B. cereus Kulturiiberstinden deutlich zu dominieren scheint. Da
bei der Neutralisation von HBL-produzierenden Stimmen eine Interaktion des mAk 1EI1
aufgrund bekannter Sequenzhomologien mit anderen Komponenten (L; des HBL-Komplexes)
nicht vollstindig ausgeschlossen werden konnte, wurde im folgenden versucht, mittels
subtraktiver Immunaffinitdtschromatographie einen Nhe B-negativen/HBL-positiven
Kulturiiberstand (Nhe /HBL'-Kulturiiberstand) herzustellen. Dieser methodische Ansatz

diente auch dazu, die in 3.3.3 erhaltenen Ergebnisse zur zytotoxischen Aktivitidt von HBL zu

verifizieren.

Die monoklonalen Antikdrper 1A12 gegen die L,-Komponente des HBL-Komplexes und
1E11 gegen die Nhe B-Komponente wurden nach einem vom Hersteller empfohlenen
Protokoll an CNBr-aktivierte Sepharose 4B (10 mg mAk/g Gel) gekoppelt und das erhaltene
Immunosorbens zur Herstellung von Sdulen verwendet. Die Sdulen bzw. das Gel wurden bis
zur Verwendung in PBS mit Zusatz von 0,01 % NaN; bei 4 °C gelagert. Zur Aufreinigung der
Toxinkomponenten wurden B. cereus Kulturiiberstdnde 1:10 bzw. 1:5 in PBS verdiinnt. Nach
dem Auftrag der Probe auf die Saule (die dabei aufgefangene Fliissigkeit wird im weiteren als
Probendurchlauf 1 bezeichnet) wurde mit PBS-Puffer (5 ml) gespiilt (entspre-chend als
Spiildurchlauf bezeichnet), um ungebundene Bestandteile aus dem Séulenbett zu entfernen.
Danach erfolgte entweder ein nochmaliges Auftragen des Probendurchlaufes (entsprechend
als Probendurchlauf 2 bezeichnet) oder gebundenes Protein wurde mittels 5 ml Glycin/HCl
(pH 2,5) eluiert. Jeder der so hergestellten Probendurchldufe, Spiildurchldufe und Eluate

wurden im EIA analysiert, um die Elimination des Antigens zu protokollieren.

Um zu iberpriifen, ob die Aktivitit der Antikdrper durch die Kopplung an das Gel
beeintrachtigt wurde bzw. um eine grobe Schétzung der antigenbindenden Kapazitdt der
Sdule zu erhalten, wurden 1 ml Kulturiiberstand (1:3 in PBS verdiinnt) der Referenzstimme
(HBL bzw. Nhe) iiber die entsprechende Sdule aufgereinigt. Wie in Tabelle 6 dargestellt,

waren beide Sdulen in der Lage, das Antigen (Nhe B im 1. Probendurchlauf bzw. I, im 2.
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Probendurchlauf) effektiv zu binden. Die mittels EIA im entsprechenden Probendurchlauf

nachweisbaren Antigentiter betrugen weniger als 1 % (Nhe B) bzw. 2 % (L»).
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Tabelle 6:  Funktionsiiberpriifung der Immunaffinititschromatographiesdulen

Toxinprofil des Antigentiter im EIA
mAk Komponente Kulturiiberstandes
Nhe/HBL Kulturiiberstand Probendurchlauf
1A12 L,-Komponente (HBL) +/+ 920 17
1E11  B-Komponente (Nhe) +/- 2716 26

3.3.4.1 Subtraktive IAC der Nhe B-Komponente

Das in Tabelle 6 beschriebene Ergebnis wurde in weiteren Versuchen vielfach bestitigt, und
der resultierende Nhe B-negative Kulturiiberstand anschlieBend im Zellkulturtest tiberpriift,
wobei sich der Probendurchlauf reiner Nhe-Produzenten stets als atoxisch erwies (n = 7).
Versuche zur Wiederherstellung der toxischen Aktivitit durch Kombination des Eluats mit
dem Probendurchlauf zeigten jedoch nicht das gewiinschte Ergebnis, mehr als 6 % der

Ausgangstoxizitdt konnten nicht erreicht werden.

Durch die Entfernung der Nhe B-Komponente beim Kulturiiberstand des HBL-
Referenzstamms (NheB/HBL'-Kulturiiberstand) verringerte sich der Wert des reziproken
Zytotoxizitétstiters um 63 % (Mittelwert aus 2 Experimenten). Dies entspricht weitgehend
dem Ergebnis des Neutralisations-Tests, bei dem eine Reduktion des Zytotoxizitétsiters um

58 % auftrat (siche Tab. 4).

Mit dem so kreierten NheB/HBL'-Kulturiiberstand wurden anschlieBend die in 3.3.2
beschriebenen Neutralisationstest wiederholt. Wiederum konnte bei den mAk gegen die HBL-
Komponenten nur bei Verwendung des mAk 8B12 eine geringgradige Neutralisation (23,6 %)

beobachtet werden.
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3.3.4.2 Subtraktive IAC der L,-Komponente

Um auszuschlieBen, dass die Ergebnisse der subtraktiven Immunaffinitdtschromatographie fiir
L, durch unspezifische Bindung der Nhe B-Komponente an das Gelmaterial beeinfluf3t
werden, wurden zur Kontrolle Kulturiiberstinde des Nhe—Referenzstammes iiber die Saule
gegeben. Eine Reduktion der zytotoxischen Aktivitét trat hierbei nicht auf (Tab. 7). Der HBL-
Referenzstamm wurde zweimal iiber die 1A12-IAS gegeben, da im 1. Probendurchlauf noch

Spuren von L, mittels EIA nachweisbar waren.

Tabelle 7:  Effektivitit der L.-Immunaffinitdtssdule (IAS): Entfernen der L-Komponente,

sowie Ergebnisse des Kontrollansatzes (n = 3)

Toxinprofil Original nach 1. IAS nach 2. IAS
der
Kulturiibersti L.
ulturubersta  7y¢o- Restzyto- L.- Restzyto- Lo-
d -Antigentite
ndae toxizitit toxizitit Antigentiter toxizitit Antigentiter
NHE/HBL r
+/+ 100 % 100 % 69 % 6 % 57 % 1,3 %
+/- 100 % - > 98 % - - -

Durchschnittlich (n = 3) verringerte sich die zytotoxische Aktivitdt nach Entfernen der Lo-
Komponente auf 57 % des Ausgangswertes, bei einem Schwankungsbereich von 52-68 %.
Ahnliche Werte wurden auch im Zellkulturtest basierend auf Neuro2A- bzw. Jurkat-Zellen
erhalten. Die Hybridomzellen zeigten wiederum ein anderes Bild: die Zytotoxizititstiter des
L, negativen Kulturiiberstandes sanken deutlich von 1:152 auf 1:36. Dies bedeutet, dass bei
Hybridom-Zellen ca. 77 % der nachweisbaren Toxizitdt in den Kulturiiberstanden auf HBL

zuriickzufiihren ist, bei den anderen Zellen hingegen nur ca. 43 %.

3.3.4.3 Kombination der beiden IAC-Varianten

Durch die IAC bestand nun die Mdglichkeit, beide Enterotoxin-Komplexe durch Entfernen
essentieller Komponenten gezielt zu inaktiveren. Von BEECHER & WONG (2000 a) wurde
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die Hypothese aufgestellt, dass es — verursacht durch Variationen in der Aminosduren-
Sequenz - unterschiedlich aktive HBL-Varianten gdbe. Deswegen wurden Kulturiiberstdnde
von zwei HBL-positiven Stdmmen mit anndhernd gleicher L[,-Produktivitit (Antigentiter
1:1574 bei DSM 4384 bzw. 1:1373 bei DSM 4222) aber sehr unterschiedlichem reziproken
Zytotoxizitétstiter (1:411 fiir DSM 4384 bzw. 1:1390 fiir DSM 4222) sequentiell iiber die
beiden IAS gegeben, wobei innerhalb der Ansétze (n = 4) die Reihenfolge der Séule variiert

wurde.

Nach Entfernen der Nhe B-Komponente kam es bei beiden Stimmen zu einem starken
Riickgang der Toxizitdt von 49 % (bei DSM 4384) bis 88 % (DSM 4222). Da wie erwihnt,
beide Stimme anndhernd die gleiche HBL-Produktivitit aufwiesen, lagen wie erwartet in
diesen NheB/HBL'-Kulturiiberstdnden die Zytotoxizitatstiter (1:205 bei MHI 163, 1:217 bei
MHI 1505) sehr eng beieinander. Da die Kulturiiberstinde bei dieser Versuchsanordnung nur
einmal iiber die 1A12-IAS gereinigt wurden (unvollstindige Entfernung der L,-Komponente,

sieche Tab. 7), blieb eine geringe Restaktivitit von 1:54 bzw. 1:57 (Abb. 8).

reziproker Zytotoxizitétstiter

1400 [ DSM 4383
1200 B DSM 4222
1000

800

600

400

200 -

0 [
Original NheB/HBL" NheB/HBL"
Kulturiiberstéande

Abbildung 8: Zytotoxische Aktivitit von Kulturiiberstinden zweier HBL-Produzenten nach
Entfernen von Toxinkomponenten (Nhe B, anschliefsend L)
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3.3.5 Beeinflussung der diskontinuierlichen Himolyse durch Enterotoxin-

Komponenten

Wie vielfach in der Literatur beschrieben, tritt bei HBL-positiven B. cereus das Phdnomen der
diskontinuierlichen Himolyse auf. Dabei bildet sich auf schafbluthaltigem Né&hragar zwischen
der inneren und &duBeren Hamolyse ein ahdmolytischer Ring, dieser Effekt wird auf
Wechselwirkungen der HBL-Einzelkomponenten zuriickgefiihrt. Im folgenden wurde
iiberpriift, ob mit Hilfe der neu entwickelten Methoden (Neutralisationstest bzw. IAS) dieses
Wechselspiel nidher beleuchtet werden kann. Alle Versuche mit dem HBL-Referenzstamm

wurden auf Columbia-Agar mit Schatblut durchgefiihrt.

Die Vorbereitung der Schafblutplatten erfolgte durch Ausstanzen von 3 mm groflen Lochern.
Diese lagen je nach Versuchsanordnung in einem definierten Abstand zueinander oder alleine
auf einer Platte. Als Proben wurden entweder sterilfiltrierte Bakterieniiberstinde, gereinigte
mAk oder deren Mischung eingesetzt. Nach Befiillen der Stanzlocher mit 10 pl Probe wurden

die Blutplatten fiir ca. 8 h im Brutschrank (32 °C) inkubiert.

Die Neutralisation erfolgte auf zwei Arten, einerseits durch das Mischen des Uberstandes mit
den in 3.3.2 aufgefilhrten mAk (reaktiv mit verschiedenen Enterotoxin-Komponenten),
andererseits durch Diffusion der mAk in den Agar.

Variante A: B. cereus Kulturiiberstand wurden im Verhéltnis 1:1 mit PBS (Kontrolle) bzw.
dem mAk (Konzentration: 1 mg/ml) gemischt (je 5 pl).

Variante B: 10 pl Kulturiibberstand wurden in eine Kavitdt pipettiert; in angrenzende
Kavitédten (Abstand ca. 5 mm) wurden 10 pl eines irrelevanten mAk (3-AcDon BSA 11 5B2,

Kontrolle) bzw. des untersuchten mAk in einer Konzentration von 1 mg/ml gegeben.

Die subtraktive IAS zur Herstellung L,- bzw. Nhe B-negativer Uberstiinde wurde wie in 3.3.4
beschrieben durchgefiihrt.
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Abbildung 9 zeigt die beiden Hdmolyseformen, die durch Kulturiiberstinde des HBL- bzw.

Nhe-Referenzstammes hervorgerufen werden.

HBL-Referenzstamm Nhe-Referenzstamm

Abbildung 9: Hdmolysemuster von dem HBL- bzw. Nhe-Referenzstamm nach 8 h Inkubation
bei 32 °C auf Schafblutagar

In Abbildung 10 sind die Effekte, die durch die oben beschriebenen Manipulationen des
HBL-haltigen Kulturiiberstandes hervorgerufen wurden, dokumentiert. Die Verwendung der
verschiedenen mAk gegen die Enterotoxin-Komponenten B, Li, L, (HBL) bzw. Nhe A und
Nhe B im Neutralisationstest fiihrten mit Ausnahme des gegen die L[,-Komponenten

gerichteten mAk 8B12 zu keiner Verdnderung des Himolysemusters.

Bei gleichzeitiger Inkubation von mAk 8B12 und Uberstand verringerte sich der Radius und
der duBlere Hdmolysering erschien weniger diskret. Auch bei der Diffusionsmethode konnte
nur der mAk 8B12 ein verdndertes Hamolysemuster hervorrufen. Es ergab sich eine
schmilere ahdmolytische aber dafiir eine leichte Verstarkung der dulleren himolytischen Zone
(Delleneffekt). Auch bei Einsatz L,-negativen Uberstandes wurde eine diskontinuierlichen
Hamolyse ausgebildet, der Durchmesser war um einiges geringer als im Kontrollansatz.
Demgegeniiber fiihrte das Entfernen der Nhe B-Komponente weder beim HBL-
Referenzstamm noch beim Nhe-Referenzstamm zu einer Verdnderung im Hémolyse-

verhalten.

Die Untersuchungen zur Wechselwirkung zwischen den zwei Enterotoxinkomplexen
erfolgten auf die gleiche Weise wie die oben beschriebenen Neutralisationsversuche. Bei
simultaner Inkubation wurden 5 ul PBS (Kontrolle) bzw. 5 ul Uberstand des Nhe-

Referenzstammes mit 5 pl des HBL-Referenzstammes gemischt. Jeweils 10 pl der einzelnen

48



Proben (Referenzstimme) wurden bei der Diffusionsmethode in zwei ca. 5 mm voneinander

entfernte Kavititen pipettiert.

1 neutralisiert mit mAk 8B12
Neutralisation-Diffusion:
——W Kulturiiberstéinde
2
| monoklonale Antikérper
3 L,-negativer Kulturiiberstand
A Nhe B-negativer

Kulturiiberstand

Abbildung 10: Verdinderung des {iskontinuierlichen Himolysemusters des HBL- Referenz-

stammes

Reihe A: Kontrollansditze

Reihe B: Versuchsansdtze mit verdnderten Kulturiiberstinden

1B: simultane Inkubation des Kulturiiberstandes mit mAk 8B12 gegen die L,-Komponente
2B: Diffusion des mAk 8B12 gegen den Kulturiiberstand des HBL-Referenzstammes

3B: Einsatz eines Lr>-negativen Kulturiiberstands (hergestellt mittels subtraktiver IAS)
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4B: Nhe B /HBL"-Kulturiiberstand
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Der Durchmesser des dulleren Himolyserings verringerte sich bei simultaner Inkubation der

100
80
60 Testansatz A
[J Testansatz B
40 - [ Testansatz C
20 A
0

H/V N C

beiden Referenzstimme (Abb. 11). Ein bislang unbekanntes Phinomen wurde allerdings bei
der Diffusionsmethode beobachtet. Im iiberlappenden Bereich der beiden Diffusionszonen

war der fiir HBL-Produzenten typische Hdmolysering unterbrochen (Abb. 12).

Abbildung 11: Simultane Inkubation von HBL und Nhe-Referenzstamm
links: HBL-Referenzstamm mit PBS (Kontrolle),

rechts: HBL-Referenzstamm mit Nhe-Referenzstamm,
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divorce ring
(,,Scheidungsring*)

Abbildung 12: Beeinflussung der diskontinuierlichen Himolyse durch Nhe
links: HBL-Referenzstamm,

rechts: Nhe-Referenzstamm;

Um abzuklédren, ob die Komponenten des Nhe—Komplexes diesen Effekt hervorrufen, wurde
folgende Versuchsanordnung angelegt: in drei benachbarten Kavitdten wurden nebeneinander
Kulturiiberstinde des Nhe-Referenzstammes, des HBL-Referenzstammes, sowie ein mit mAk

1E11 neutralisierter Nhe-Uberstand verbracht.

52



Dabei zeigte sich, daB der neutralisierte Uberstand den duBeren Himolysering von HBL nicht
mehr beeinflufite (Abb. 13). Ein Kontrollansatz, bei dem ein irrelevanter mAk verwendet

wurde, bestétigte, dal dieses ,,Scheidungsring-Phanomen* durch Nhe B hervorgerufen wird.

. Kulturiiberstnd des Nhe-
Kulturiiberstand des

Referenzstammes mit
Nhe-Referenzstammes

o mAk 1E11
mit ,,irrelevantem*
mAKk 3-AcDon 5B2
Kulturiiberstand des
HBL-
Referenzstammes

Abbildung 13:Beeinflussung der diskontinuierlichen Himolyse durch Nhe B positiven und

negativen Nhe-Referenzstamm
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3.3.6 Untersuchung der Toxinwirkung auf sensibilisierte Zellmembranen

Zur Untersuchung der Wirkungsmechanismen von Toxinen kénnen verschiedene Techniken
verwendet werden (siehe auch 2.3.1). Mehrere Biochemika fithren zu spezifischen
Veridnderungen an der Zellmembran. Einige (z. B. Antibiotika, Fusarientoxine) greifen in den
Stoffwechsel der Zellen ein und dndern die Zusammensetzung der Zellmembran, andere (z. B.
Enzyme) entfernen bestimmte Molekiile an der Membranoberfliche. Um Hinweise darauf zu
erhalten, welche Zellstrukturen fiir die Bindung von B. cereus Enterotoxinen besonders
wichtig sind, wurden im folgenden lebende Zellen und deren Zellmembranen mittels
verschiedener Biochemika modifiziert und dann mit toxinhaltigen B. cereus Priparationen
versetzt. Jurkat- und Hybridom-Zellen wurden in dieser Versuchsreihe nicht eingesetzt, da sie
nur eine geringe Sensitivitit gegeniiber B. cereus Enterotoxinen aufwiesen (sieche 3.3.1) und

sich zudem als sehr empfindlich gegeniiber den eingesetzten Biochemika erwiesen.

3.3.6.1 Verinderung der Zuckerstruktur
3.3.6.1.1 Einsatz von Inhibitoren

3.3.6.1.1.1 Tunicamycin

Da in den verfiigbaren Studien zur Modifizierung von Zellen mittels Tunicamycin (TM) ein
sehr weiter Konzentrationsbereich angegeben wird (siehe 2.3.1.1), wurde in Vorversuchen
iiberpriift, bis zu welcher TM-Konzentration die verwendeten Vero- bzw. Neuroblastom-
Zellen noch stoffwechselaktiv sind. Dazu wurde von TM eine log-2 Verdiinnungsreihe in
Zellkulturmedium angelegt, die Ausgangskonzentration betrug 5 pg/ml. Nach Zugabe der
Zellen (10*/Kavitdt) wurde der Ansatz fiir insgesamt 72 h inkubiert. Alle 24 h wurde die
Mikrotiterplatte mikroskopisch beurteilt, wobei weder bei Vero- noch bei Neuro2A-Zellen
eine Schidigung des Monolayers nach 24 h zu erkennen war. Nach weiteren 24 h konnte nur
noch bei TM-Konzentrationen von < 0,08 pug/ml ein vollstindiger Zellrasen beobachtet
werden, ein dhnliches Bild zeigte sich nach 72 h. Zu diesem Zeitpunkt wurde die photo-
metrische Auswertung nach Zugabe von WST-Reagenz mittels Mikrotiterplatten-Messgerit
durchgefiihrt, wobei das optische Ergebnis bestitigt werden konnte. Aufgrund dieser
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Resultate (Abb. 14) wurden fiir die weiteren Versuche eine Konzentration von 0,05 TM

pg/ml Medium eingesetzt.

Extinktion

1.0 M/—I\ —8— Vero-Zellen

\-\ —#— Neuro-Zellen
0,8
0,6 \

0,4 —

0,2

0,0 I e e A ettt e LA o o
0,01 0,1 1 10

Tunicamycin-Konzentration in pg/ml

Abbildung 14: Restaktivitit im WST-Zellkulturtest von Vero- bzw. Neuro2A-Zellen, die 72 h

mit Tunicamycin inkubiert waren

Da TM in den Stoffwechsel der Zellen eingreift, wurde kontrolliert, wie die Dauer der
Tunicamycineinwirkung auf die Zellen die Ergebnisse beeinflullt, auBerdem sollte ein
eventuell auftretender kumulativer Effekt des TM durch unterschiedliche Versuchs-
anordnungen ausgeschlossen werden. Dazu wurden die Zellen entweder 72 h mit bzw. ohne
Zusatz von 0,05 pg/ml TM bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert und dann mit bzw. ohne
Tunicamycin in den Zellkulturtest eingesetzt. Aus diesem Ansatz ergeben sich somit vier
verschiedene Versuchsanordnungen (A — D; sieche Legende Abb. 15), in denen jeweils die

Kulturiibersténde aller drei Referenzstimme bis zu fiinfmal getestet wurden.
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Prozent Zytotoxizititssteigerung
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Die Mittelwerte der Ergebnisse sind in Abbildung 15 graphisch dargestellt. Die Ergebnisse
der Kontrollansdtze (Testansatz D, ohne TM) wurden hierbei gleich 0 % gesetzt. Die
Behandlung der Zellen mit TM resultierte durchwegs in einer Steigerung der Toxizitdt der
Kulturiiberstdnde. Der Testansatz A, bei dem das Kulturmedium wihrend der Kultivierung
(72 h) und wihrend des Zytotoxizitdtstests (24 h) mit Tunicamycin versetzt war, flihrte bei
allen Stimmen zu der stirksten Toxizitdtssteigerung. Diese betrug im Mittel bis zu 98 %
(HBL-Referenzstamm), wobei zwischen den Kulturiiberstinden der verschiedenen
Referenzstimme keine eindeutigen Unterschiede zu beobachten waren. Der
Schwankungsbereich der Zytotoxizitdtssteigerung lag bei den verschiedenen Ansédtzen fiir den
HBL-Referenzstamm zwischen 63 - 136 %. Auch bei dem Nhe- bzw. Cyt K-Referenzstamm
schwankten die reziproken Titer im Zytotoxizititstest unter TM-EinfluB in &hnlichen

GroBenordnungen (50 - 132 % bzw. 53 — 145 %).

Zellen, denen nur wihrend des Versuchszeitraums (24 h) Tunicamycin zugesetzt wurde,
zeigten immer noch eine Steigerung der Toxizitdt von bis zu 53 % (Testansatz B). Wenn die
mit TM vorbehandelten Zellen mit dem Toxin, aber im weiteren ohne TM behandelt wurden
(Testansatz C), konnte nur noch eine Abweichung von 30 - 43 % im Vergleich zum

Kontrollansatz (D) festgestellt werden.

Dieselben Tests wurden auch bei den Neuroblastom-Zellen durchgefiihrt. Im Testansatz A
zeigte sich tendenziell eine leichte Steigerung (im Durchschnitt 16 %) der Zytotoxizitit bei
drei Wiederholungen, diese lag jedoch nur knapp iiber bzw. im iiblichen Schwankungsbereich
des Zytotoxizitétstests. In den Testansdtzen B und C konnte diese Tendenz nicht bestitigt

werden.

Im weiteren wurde auch der — wie in 3.3.4.1 beschrieben - Nhe B/HBL"-Kulturiiberstinde in
diesem System getestet. Der Wert fiir die 50 %-Hemmung unterschied sich nicht vom
unbehandelten Kulturiiberstand, auffallig war aber der deutlich veridnderte Verlauf der Dosis-
Wirkungskurve (Abb. 16). Ohne Tunicamycineinflul zeigten beide Pridparationen hingegen

einen sehr ahnlichen Kurvenverlauf.
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Abbildung 16: Unterschiede in der Dosis-Wirkungskurve von Tunicamycin-behandelten bzw.
unbehandelten Zellen mit dem Kulturiiberstand des HBL-Referenzstammes
(Nhe'/HBL") im Vergleich mit dem Nhe B /HBL" -Kulturiiberstand
KU : Kulturiiberstand

Da wie in 3.2.3 beschrieben beim Zellkulturtest iiblicherweise Toxinpréparation und
Zellsuspension (frisch trypsinisiert) simultan eingesetzt werden, wurde in weiteren Versuchen
iberpriift, ob die beobachteten Effekte durch die Kombination von TM und
Trypsinbehandlung verursacht wurden. Dazu wurden 1 x 10* Zellen/Kavitdt in einer
Mikrotiterplatte fiir 24 h im Brutschrank mit und ohne TM (Kontrollansatz) inkubiert.
AnschlieBend wurden 100 pl Medium abgehoben und die zuvor angelegte 1:2
Verdiinnungsreihe der sterilfiltrierten Bakterieniiberstinde zugegeben. Nach weiteren 24 h

konnte das Ergebnis mittels WST-Reagenz photometrisch ausgewertet werden.
Auch in diesem konsekutiven Testansatz wurde unter TM-Einflul eine durchschnittliche

Steigerung der Zytotoxizitdt um 99 % beobachtet. So lagen zum Beispiel bei dem Cyt K-
Referenzstamm die Titer ohne TM bei 1:345 und mit TM-Behandlung bei 1:667.
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3.3.6.1.1.2 Andere Inhibitoren

Um abschitzen zu kénnen, inwieweit Zuckerreste mit den Enterotoxinen interagieren, wurden
in den folgenden Untersuchungen spezifische Inhibitoren der weiteren Entstehungs-kaskade

von Glykoproteinen verwendet, ndmlich Swainsonin und Castanospermin (siche 2.3.1.1).

Da in der Literatur relevante Konzentrationsbereiche zwischen 30 - 100 pg
Castanospermin/ml Medium angegeben sind (PAN et al., 1983; HORI et al., 1984), wurden
die fiir Tunicamycin beschriebenen Vorversuche (siehe 3.3.6.1.1.1) entsprechend mit
unterschied-lichen Castanospermin-Konzentrationen durchgefiihrt. Diese Vorversuche
zeigten, dafl bei 50 pg Castanospermin/ml Zellkulturmedium die Vero-Zellen unverdndertes
Zellwachstum zeigten. Filir Swainsonin sind in der Literatur hemmende Effekte auf die
Synthese von komplexen Oligosacchariden schon bei Konzentrationen von < 2 pg/ml
beschrieben worden (PANG et al., 1999; El BATTARI et al.,, 1991). Da in den eigenen
Versuchen die Vero-Zellen auch noch bei 4 pg/ml einen vollstindigen Monolayer

ausbildeten, wurde diese Konzentration bei den Zytotoxizititstests eingesetzt.

Weder bei Castanospermin- noch bei Swainsonin-Behandlung der Zellen konnte eine
Anderung in der zytotoxischen Aktivitit der B. cereus Kulturiiberstinde nachgewiesen
werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 zusammen mit den Ergebnissen der enzymatischen

Vorbehandlung der Zellen dargestellt.

3.3.6.1.2 Einsatz von Glykosidasen

Neben den metabolischen Inhibitoren wurde auch die Auswirkung zweier Zucker-
abspaltender Enzyme getestet. Bei der Ermittlung der erforderlichen Sialidase Konzentration
stellte sich heraus, dass bis zu 0,3 U/ml kein zytotoxischer Effekt des Enzyms erkennbar war,
fiir N-Glykosidase F wurde eine atoxische Dosis von 5 U/ml Medium ermittelt. Die in den
Vorversuchen erzielten Ergebnisse stimmten weitgehend mit den Literaturangaben iiberein

(JOLLY etal., 2001).
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Die trypsinisierten Zellen (1,5 x 10° Zellen in 0,4 ml) wurden mit dem jeweiligen Enzym fiir
definierte Zeitspannen behandelt und anschlieBend wie {iiblich zur Durchfiihrung des
Zytotoxizititstests (3.2.3) verwendet. Dazu wurden die Zellen nach Zentrifugation in Medium

ohne Glykosidase-Zusatz (10° Zellen/ml) aufgenommen.

Weder das Verfahren mit Sialidase noch mit N-Glykosidse F fiihrten zu einer
Toxizitdtsdnderung. Die reziproken Zyototxizitétstiter sind zusammen mit den Ergebnissen
der mit Castanospermin und Swainsonin modifizierten Zellen in Tabelle 8 aufgefiihrt. Auch

die Vorbehandlung der Neuro2A-Zellen mit Swainsonin fiithrt zu keinem mef3baren Effekt.
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3.3.6.1.3 Einsatz eines Arylglykosids

Die Bedeutung von O-glykosidisch gebundenen Zuckern auf der Membranoberfliche wurde
mit Hilfe von Benzyl-2-acetamido-2-deoxy-a-D-galactopyranosid (BenzylGalNAc)
untersucht. Es verhindert die Verldngerung von diesen Zuckern und fiihrt zu einer
Akkumulation von a-GalNAc auf der Zelloberfliche. KUAN et al. (1989) wiesen fiir

BenzylGalNAc bei Konzentrationen von 1 - 2 mM eine inhibitorische Wirkung nach.

Wiederum wurde zur Feststellung der hochsten Konzentration, welche die Zellen unbe-
schadet liberleben, eine log-2 Verdiinnungsreihe von BenzylGalNAc angelegt. Bei einer
Konzentration von 5 bzw. 2,5 mM konnte ein reduziertes Wachstum der Vero-Zellen (um 20
%) festgestellt werden. Fiir die folgenden Versuche wurden die Zellen in Medium mit Zusatz

von 1,25 mM BenzylGalNAc inkubiert.

Nach 48 stiindiger Inkubation mit bzw. ohne Zusatz des Arylglykosids und anschlieBendem
Einsetzen in den Zytotoxizititstest (in Anwesenheit von 1,25 mM BenzylGalNAc) konnte nur
bei den langzeitbehandelten Zellen eine Steigerung der zytotoxischen Aktivitédt von ca. 92 %
beobachtet werden. Dieser Effekt war bei allen Stimmen (HBL-, Nhe-Referenzstamm und
Cyt K) zu sehen. Der Schwankungsbereich der Toxizitétssteigerung lag bei den einzelnen

Referenzstimmen zwischen 77 - 109 % (siehe Tab. 9).

Tabelle 9: Zytotoxizitdtstiter der drei Referenzstimme mit bzw. ohne Inkubation der

Vero-Zellen mit BenzylGalNAc (n = 4)

Kulturiiberstinde Kontrollansatz Vorinkubation in BenzylGalNAc
keine fiir 48 h
HBL-Referenzstamm 416 400 868
Nhe-Referenzstamm 921 906 1625
Cyt K-Referenzstamm 373 387 711
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3.3.7 Verinderung der Lipidzusammensetzung mittels Fumonisin B,

Fumonisin B; ist ein Ceramid-Synthase Hemmer und vermindert den Gehalt an Sphingo-
myelin und Gangliosiden GM,; bei Zellen um bis zu 50 %. Damit verdndert es die

Lipidzusammensetzung der Zellmembranen drastisch.

Zur Vorbereitung wurden die Zellen fiir 48 Stunden mit 25 pg/ml Fumonisin B, in
Zellkulturflaschen (25 c¢m?) vermehrt. Dieselbe Zellzahl wurde ohne Fumonisin in gleicher
Weise kultiviert. Die log-2 Verdiinnungsreihe der Proben wurde entweder in Medium mit
oder ohne Fumonisin angelegt. 24 h spiter wurde nach Abheben des Mediums (wie bei 3.1.5
beschrieben) 10 ul WST zugegeben und nach ca. 1 h erfolgte die photometrische Aus-

wertung.

In Abbildung 17 wird deutlich, dass die Behandlung der Zellen mit Fumonisin B, bei den
Referenzstimmen eine Steigerung der Zytotoxizitit zur Folge hat. Beim HBL- und Nhe-
Referenzstamm stieg der reziproke Zytotoxizitétstiter um 52 — 57 %, jedoch beim Cyt K-
Referenzstamm betrug die Schwankungsbreite 24 — 68 %. Beim Nhe B7/HBL'-
Kulturiiberstand zeichnete sich hingegen eher eine Verminderung der Zytotoxizitit ab. Die
festgestellten Werte von 13 — 24 % waren jedoch zu niedrig um eindeutige Aussagen treffen

zu konnen.
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Abbildung 17:Auswirkung von Fumonisin B; Behandlung der Vero-Zellen auf die Zytotoxizi-
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4 Diskussion

Bei B. cereus Stimmen konnten im Laufe der letzten Jahre mehrere Enterotoxinkomplexe
(HBL, Nhe) und Einzeltoxine (BcET, Cyt K) isoliert werden. Fundierte Daten iiber deren
Relevanz bei Lebensmittelinfektionen sind jedoch bislang nur teilweise vorhanden; ebenso ist
deren Wirkungsweise auf zelluldrer Ebene in weiten Bereichen unklar. Bei dem B. cereus
Enterotoxin T (BcET) zeigten neueste Untersuchungen, dass es sich entweder um ein
Zufallsprodukt aus vier Fragmenten oder um einen von B. anthracis produzierten
Virulenzfaktor handelt (HANSEN et al., 2003). Bei Cyt K wiesen HARDY et al. (2001)
porenbildende Eigenschaften nach, wie aufgrund der hohen Ahnlichkeit mit dem
Staphylococcus aureus a-Hamolysin (LUND et al., 2000) erwartet worden war. Fiir die
Toxinkomplexe HBL und Nhe existieren hingegen zum Teil nur vage Theorien {iber den
Wirkungsmechanismus, porenbildende Eigenschaften wurden mehrfach diskutiert
(BEECHER & WONG, 1997; LUND & GRANUM, 1997). Ein fiir die Bindung an die Zelle
verantwortlicher Rezeptor konnte bislang nicht identifiziert werden, ebensowenig wurde eine

toxinresistente Zelllinie beschrieben.

Ublicherweise werden im Rahmen von Untersuchungen zur Wirkungsweise von mikrobiellen
Toxinen gereinigte Toxinpridparationen oder rekombinant hergestellte Toxinfragmente
eingesetzt. RYAN et al. (1997) versuchten im Rahmen der Sequenzierung des HBL-Operons
auch rekombinant die L;- bzw. L,-Komponenten herzustellen. Dies scheiterte jedoch an deren
Toxizitdt gegeniiber den eingesetzten E. coli. Weitere Versuche zur Herstellung von
rekombinanten Einzelkomponenten wurden bislang nicht beschrieben. Auch die Reinigung
der B. cereus Enterotoxin-Komplexe gilt als problematisch. Da beide Toxine aus drei
Einzelkomponenten bestehen, miifliten fiir eine vergleichende Studie insgesamt sechs Proteine
in einem sehr arbeitsaufwendigen Verfahren (BEECHER & WONG, 1995; LUND &
GRANUM, 1996) parallel aufgereinigt werden. Die dafiir notwendigen Manipulationen des
Kulturiiberstandes verringern die resultierende Restaktivitdt dieser Proteine — allein der erste
Schritt, die Fillung mit Ammoniumsulfat resultiert iiblicherweise in einem 30 %-igen
Aktivitatsverlust (GLATZ et al., 1974; SHINAGAWA, 1990) - und auch die Stabilitdt der so
gewonnenen Einzelkomponenten ist stark limitiert (MAUERSBERGER, 1997). Deswegen

wurde in der vorliegenden Arbeit ein anderes methodisches Konzept gewéhlt. Durch den
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Einsatz von sterilfiltrierten, ungereinigten Kulturiiberstinden wurde die Stabilitdt der
Enterotoxin-Komplexe sichergestellt und mogliche Artefakte verursacht durch denaturierte
Toxinkomponenten vermieden. Um die Aktivitit des HBL-Toxins einschitzen zu kdnnen
-HBL-positive Stamme produzieren auch Nhe - wurden mittels
Immunaffinitdtschromatographie die L,—Komponente des HBL-Komplexes bzw. die Nhe B-
Komponente aus den Kulturiiberstinden entfernt. Dieses Verfahren bedingt nur eine geringe
Manipulation der Proben. Der zweite Eckpfeiler des Konzepts basiert auf den
neutralisierenden Eigenschaften des mAk 1E11 reaktiv mit der Nhe B-Komponente. Bei den
anderen zur Verfiigung stehenden mAk gegen die HBL- und Nhe-Einzelkomponenten konnte
im Zellkulturtest hingegen kein neutralisierender Effekt nachgewiesen werden. Dies galt auch
fiir den mAk 1C2 (gegen Nhe B und L; von HBL), der in Untersuchungen von CHOMA et al.

(2002) zur Inaktivierung von Nhe B verwendet wurde.

Unter Verwendung der oben skizzierten Methodik konnte erstmals bei HBL/Nhe-Produzenten
in Original-Kulturiiberstdnden, die relative Zytotoxizitit der beiden Enterotoxin-Komplexe
bestimmt werden. In allen Versuchen zur Entfernung der Nhe B-Komponente mittels
subtraktiver IAC bzw. Inaktivierung mittels Neutralisation konnten dieselben Ergebnisse
erhalten werden. Fin Hinweis darauf, dass zum einen in der IAC keine unspezifische
Bindungen der Toxine an das Immunosorbens auftreten, zum anderen dass der verwendete
mAk gegen Nhe B trotz der Aminosdurensequenzhomologie keine Kreuzreaktion mit der L;-
Komponente aufweist. Bei beiden theoretisch moglichen Varianten wére eine Verzerrung der
Ergebnisse aufgetreten, die zu Unstimmigkeiten mit den Ergebnissen der L,-IAC gefiihrt

hétten, was nicht der Fall war.

Bei zwei Kulturiiberstinden von HBL-, high-producern® wurde mittels IAC die Nhe B-
Komponente entfernt, in diesen Nhe B/HBL" -Kulturiiberstinden konnten iibereinstimmend
reziproke Zytotoxizitdtstiter von 1:200 festgestellt werden. Dies ist ein relativ niedriger Wert,
wenn man bedenkt, dass reine Nhe-Produzenten iiblicherweise Titer von > 1:1.000 (,,high-
producer®) aufweisen konnen. Beim HBL-Referenzstamm (DSM 4384) ist aus fritheren
Untersuchungen (STRICH, 1999) bekannt, dass die entsprechenden Kulturiiberstinde etwa

5 - 7 ug Ly/ml enthalten, neuere Untersuchungen (MORAVEK, 2003) weisen darauf hin, dass
Nhe B vom Nhe—Referenzstamm (NVH 0075-95) in dhnlichen GroBBenordnungen (6 - 10 pg
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Nhe B/ml) exprimiert wird. Zwischen beiden Referenzstimmen besteht aber ein Unterschied
in der Toxizitit auf Vero-Zellen von etwa Faktor 2 - 3, bei Vergleich der Toxizitit, die allein
durch HBL induziert wird (Titer 1:200, siche oben), sogar ein Faktor von 4 - 6. Da die
Molekulargewichte aller Toxinkomponenten etwa im gleichen GréBenbereich liegen, folgt
aus diesen Daten, dass Nhe etwa fiinfmal zytotoxischer ist als HBL und nicht etwa die gleiche
Zytotoxizitdt hat, wie von LUND & GRANUM (1997) postuliert. Da in der erwihnten
Untersuchung gereinigte Toxinprdparationen verwendet wurden, ist das auch ein Hinweis
darauf, dass vor allem bei den Nhe-Komponenten wéhrend der Reinigung hohe
Aktivititsverluste auftraten, ein Fakt, der auch in friiheren Untersuchungen am Lehrstuhl

beobachtet wurde (FELLA, 1999).

Die in den eigenen Untersuchungen beobachtete unterschiedliche Toxizitdt der beiden
Enterotoxin-Komplexe konnte aber auch dadurch bedingt sein, dass die HBL-Aktivitédt durch
die anderen zwei Nhe Komponenten antagonistisch beeinflusst wird. Aufgrund ihrer
Sequenzhomologien konnten die Nhe A Komponente mit der L,-Komponente bzw. die Nhe C
Komponente mit HBL B um die Bindungsstellen konkurrieren bzw. diese blockieren. Um
diese Theorie zu bestitigen oder zu widerlegen, miisste entweder auch fiir diese Nhe-
Komponente eine IAC etabliert werden, oder - was den schnelleren Weg darstellen diirfte -
Nhe-Knock out Mutanten hergestellt werden. Bei diesen theoretischen Erwégungen darf aber
nicht vergessen werden, dass unter praktischen Gesichtspunkten bei einer Lebensmittel-
Vergiftung im Darm wahrscheinlich wie in vitro auch beide Toxinkomplexe produziert
werden, und somit in der Pathogenese der Erkrankung eine Kompetition der Toxine um die

Rezeptoren zum tragen kommt.

Bei der Untersuchung von 18 B. cereus-Isolaten konnte 5 — 40 % der in den
Kulturiiberstanden nachweisbaren toxischen Wirkung auf HBL zuriickgefiihrt werden, wobei
sich eine deutliche Korrelation zwischen dem reziproken Rest-Zytotoxizitétstiter und der Lo-
Konzentration zeigte. Diese Korrelation belegt, dass der zytotoxische Effekt anderer Toxine
(wie z. B BcET) zu vernachlédssigen ist. Bei reinen Nhe—Produzenten ist die Frage nach
zytotoxisch aktiven Exoproteinen einfach zu beantworten. Nach Neutralisation bzw.
Entfernung der Nhe B-Komponente konnte weder beim Referenzstamm noch bei den
untersuchten Isolaten ausgeprégte zytotoxische Restaktivititen (< 4,4 %) festgestellt werden.

Dies ist im iibrigen ein Beleg fiir die Spezifitit des Verfahrens, da unter den gewéhlten
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Bedingungen andere von B. cereus produzierte Exoproteine wie Cereolysin, Phospholipase,
Sphingomyelinase den Nachweis offensichtlich nicht beeinflussen.

Im Rahmen der oben diskutierten Untersuchungen wurden zum Nachweis der zytotoxischen
Aktivitdt von B. cereus Stimmen wie auch von anderen Autoren (CHOMA & GRANUM,
2002; RIVERA et al., 2000) Vero-Zellen verwendet. Da diese Zelllinie auch fiir andere
Toxine sensitiv ist, wird sie hdufig zu deren Nachweis genutzt, wie zum Beispiel beim
Shigatoxin (SANDVIG et al., 1986), CI. perfringens lota Toxin (STILES et al., 2000) und
Diphtheriatoxin (HRANITZKY et al.,, 1985). Neben den Vero-Zellen wurden in den
vorliegenden Untersuchung z. T auch andere Zelllinien (Neuroblastom-, Jurkat- und
Hybridom-Zellen) eingesetzt, die deutliche Unterschiede in ihrer Sensitivitit gegeniiber den
Kulturiiberstdnden der Referenzstimme fiir HBL und Nhe aufwiesen. Die ebenfalls adhérent-
wachsenden Neuroblastom-Zellen waren um ca. 50 % weniger empfindlich als die Vero-
Zellen, die wie in fritheren Untersuchungen die sensitivste Zelllinie darstellte. Ein Grund fiir
den geringeren Effekt der Toxine auf Neuroblastom-Zellen konnte einerseits darin liegen, da3
vorhandene Bindungsstellen durch den hoheren Gehalt an Gangliosiden in neuronalem
Gewebe (ANDO, 1983) iiberlagert werden. Diese These konnte jedoch durch den Einsatz von

Tunicamycin nicht erhértet werden.

Noch weniger empfindlich reagierten die in Suspension wachsenden Jurkat-Zellen.
JAASKELAINEN et al. (2003) fiihrten den ebenfalls bei Einsatz adhirent-wachsender Zellen
deutlich ausgeprégteren zytotoxischen Effekt des von B. cereus produzierten emetischen
Toxins auf dessen Hydrophobizitit zuriick. Da hydrophobe Substanzen, zu denen auch die
Enterotoxine von B. cereus gehoren, zum Anheften an Oberflichen neigen, konnten die
Interaktionen zwischen Toxin und in Suspension wachsenden Zellen grundsitzlich geringer

ausgepragt sein.

Fir die Hybridom-Zellen, die generell die geringste Sensitivitit aufwiesen, konnte durch
weitere Untersuchungen eine gewisse Resistenz gegeniiber dem Nhe-Toxinkomplex
nachgewiesen werden. So fiihrte der HBL-Referenzstamm bei den Hybridom-Zellen zu einem
hoheren reziproken Titer (1:151) als der Nhe-Referenzstamm (1:33), was bei allen anderen
Zelllinien nicht der Fall war. Insbesondere folgende Ergebnisse lassen auf eine Resistenz der
Hybridom-Zellen gegen Nhe schlieBen: nach Entfernung der L,-Komponente zeigten die
Hybridom-Zellen eine niedrigere Rest-Zytotoxizitdt als die Vero-Zellen (Hybridom-Zellen 23
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%, Vero-Zellen 57 %) und nach Inaktivierung der Nhe B-Komponente (Nhe/HBL"
-Kulturiiberstand) war ein ausgeprigter Effekt bei Vero-Zellen im Gegensatz zu den
Hybridom-Zellen zu erkennen. Auffallend war unter anderem, die verénderte Dosis-
Wirkungskurve: so hatte diese bei den Hybridom-Zellen eine deutlich geringere Steigung als
bei Vero-Zellen. Unter Beriicksichtigung der HBL-Aktivitét, die wie oben beschrieben in der
Zellkultur einen Zytotoxiztitdtstiter von etwa 1:200 entspricht bedeutet dies, dass im
Vergleich zu den Vero-Zellen die Hybridom-Zellen gegen HBL eine etwa 40 % niedrige
Empfindlichkeit haben; beim Nhe betrdgt dieser Prozentsatz aber 90 - 95 %. Sollten diese
Ergebnisse auch bei den Myelomzellen verifiziert sein, wire dies die erste Zelllinie, bei der
eine ausgeprigte Resistenz gegen Nhe-Toxin nachgewiesen wurde. Dies wiirde die Suche

nach einem eventuell existierenden Nhe-Rezeptor auf Zellmembranen deutlich erleichtern.

Zum Wirkungsmechanismus eines Toxins gehdrt unter anderem auch die Interaktion des
Toxins mit der Zielzelle, wobei Glykokonjugate eine wichtige Rolle spielen (ALOUF, 2003).
Um die Eigenschaft eines eventuell vorhandenen Rezeptors fiir B. cereus Enterotoxine
ansatzweise charakterisieren zu kdnnen, wurden Inhibitoren der Glykoprotein-Synthese und
zuckerabspaltende Enzyme eingesetzt, mit dem Ziel, dhnlich wie bei der Identifizierung von
Rezeptoren anderer mikrobieller Toxine (FUMAGALLI et al., 1997; HRANITZKY et al.,

1985), eine Resistenz der Zellen zu induzieren.

Uberraschenderweise kam es jedoch bei Behandlung der Zellen mit Tunicamycin, das die
Synthese von N-glykosidischen Glykoproteinen hemmt (PAN & ELBEIN, 1995), zum
gegenteiligen Effekt, ndmlich zur Verdoppelung der zytotoxischen Aktivititen im Vero-
Zellkulturtest. Bei Neuroblastom-Zellen konnten hingegen keine Verdnderungen festgestellt
werden. Auch bei Anderungen in der Versuchsanordnung und Verwendung eines Nhe B/
HBL"-Kulturiiberstandes konnten diese Ergebnisse reproduziert werden. Die Verringerung
des Anteils an O-glykosidisch gebundenen Zuckerketten mittels BenzylGalNAc (KUAN et
al., 1989) resultierte ebenfalls in einer Steigerung der Zytotoxizitit. Die erste Arbeits-
hypothese, dass dieser Effekt auf einer stirkeren Exposition der Rezeptoren im Vergleich zu
Zellen mit hoher Glykosylierungsdichte beruht, konnte bei weiteren Experimenten mit
PNGase F — ein Enzym, das an N-glykosidischen Glykoproteinen die Zuckerketten abspaltet —

nicht untermauert werden. Zur weiteren Abklirung dieses Phidnomens wurden
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Untersuchungen mit dem Glykosidaseinhibitor Castanospermin, dem Mannosidaseinhibitor

Swainsonin und dem Enzym Sialidase durchgefiihrt.

Die erhaltenen Ergebnisse - ndmlich das Ausbleiben eines Effektes nach Behandlung der
Zellen mit diesen Substanzen - unterstreicht die Theorie, dass die Konformation der
membranstindigen Glykoproteine keine entscheidende Rolle bei der Anlagerung der B.
cereus Komponenten an die Zelle spielt. Somit wére als Ursache der durch Tunicamycin und
BenzylGalNAc induzierten Toxizitdtssteigerungen neben einer allgemeinen Reduktion der
Membranstabilitdt nur mehr ein intrazelluldrer Wirkungsmechanismus von HBL und Nhe
denkbar, auch wenn bislang v. a. liber die porenbildenden Eigenschaften der beiden Toxine
diskutiert wurde (BEECHER & WONG, 1997; LUND & GRANUM, 1997). Hierbei stellt
sich aber die grundsitzliche Frage warum Nhe als Porenbildner nicht in der Lage ist,
Erythrozyten zu lysieren. SANDVIG et al. (1986) beobachteten in ihren Untersuchungen zur
Wirkung von Ricin und Abrin auf mit Tunicamycin sensibilisierten Zellmembranen ebenfalls
eine Steigerung der Toxizitit bei Vero-Zellen. Sie fiihrten diesen Effekt auf einen verédnderten
Transport der Lektine innerhalb der Zelle zuriick, was die Angriffsmoglichkeit der Toxine
innerhalb der Zelle verbessern wiirde. Um genaueres {iber den eventuellen
Wirkungsmechanismus von Nhe und HBL innerhalb der Zelle festzustellen, wéiren deshalb

Untersuchungen mit Transportinhibitoren, wie z. B. Brefeldin B, vorstellbar.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konzentrierten sich die weiteren Versuche auf die
Lipidzusammensetzung der Zellmembranen. Das Fusarientoxin Fumonisin B, verhindert
durch Hemmung der Ceramidsynthase die Bildung von Sphingolipiden (MERRILL et al.,
1993), und verdndert somit die Zusammensetzung der ,lipid rafts”. Nach Behandlung von
Vero-Zellen mit dem Mykotoxin konnte ebenfalls eine Steigerung des zytotoxischen Effekts
der B. cereus Referenzstimme beobachtet werden, wenn auch in geringerem Ausmal als bei
Tunicamycin-Zugabe. Durch das Entfernen der Nhe B-Komponente beim HBL-
Referenzstamm blieb jedoch der Zytotoxizitdtstiter trotz Fumonisin Bi—Behandlung auf
gleichem Niveau. Dieses Resultat impliziert, dass die Reaktivitit des Nhe—Komplexes stark
mit der Zusammensetzung der ,lipid rafts“ im Zusammenhang steht, wéhrend fiir die
Interaktion der HBL-Komponenten mit der Zellmembran dieses Kriterium eine unter-
geordnete Rolle zu spielen scheint. Auch BEECHER & WONG (2000) konnten trotz

tierartspezifischer Unterschiede in der hamolytischen Wirkung von HBL keine Korrelation
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zwischen der Membranzusammensetzung, insbesondere dem Phosphatidylcholin/Sphingo-

myelin-Verhéltnis bei den Erythrozyten und der lytischen Aktivitdt von HBL feststellen.

Die Theorie von BEECHER & WONG (1997) iiber die diskontinuierliche Himolyse basiert
auf der Annahme, dass aufgrund von unterschiedlichem Diffusionsverhalten in Schafblutagar
auch Unterschiede in der Konzentration der einzelnen Komponenten an der Zellmembran der
Erythrozyten existieren. Nach einer Sensibilisierung der Erythrozyten durch die Bindung der
B-Komponente, sollten sie mit den L-Komponenten lysiert werden. Fiir die ahdmolytische
Zone sei eine inhibitorisch hohe Konzentration der L;-Komponente verantwortlich, welche
weiter entfernt von der Kolonie nicht mehr existierte. Sie wiesen auflerdem auf eine
untergeordnete Rolle der L,-Komponente bei diesem Phdnomen hin. Interessanterweise
konnte in den eigenen Untersuchungen nach Entfernen der L,-Komponente mittels
subtraktiver IAC eine Himolysezone mit deutlich kleinerem Durchmesser festgestellt werden.
Selbst wenn in der Prédparation noch Spuren von L, existierten, diirfte bei dieser Theorie der
duBere hdmolytische Ring keinen kleineren Durchmesser aufweisen, da die inhibitorische
Konzentration der L;-Komponente durch die Préparation nicht beeinflult wurde. Zu dieser
Verkleinerung kam bei simultaner Inkubation mit dem mAk 8B12 (spezifisch fiir die Lo-
Komponente) noch eine weniger diskrete Auspriagung des duBBeren Hamolyserings hinzu. In
weiteren Experimenten stellte sich heraus, dass eine Interaktion zwischen dem Nhe- und dem
HBL-Komplex besteht. So kann einerseits der Durchmesser des duBleren Rings der
diskontinuierlichen Hédmolyse durch simultane Inkubation der Referenzstimme verringert
werden, andererseits verhindert Nhe B in seinem Diffusionsbereich das Entstehen dieses
Ringes. Aufgrund der Sequenzhomologie (LUND & GRANUM, 1997) ist eine Konkurrenz
von Nhe B mit der L;-Komponente des HBL-Komplexes um Bindungsstellen an Erythrozyten

am wahrscheinlichsten.

Als Konsequenz dieser Ergebnisse miissen somit viele der von der Arbeitsgruppe um
BEECHER und WONG (1997, 2000a) aufgestellten Modelle zur Wirkungsweise des HBL
iiberdacht werden, da die zentrale Hypothese - die drei HBL-Komponenten stellen die
monokausale Ursache fiir das Phdnomen der diskontinuierlichen Hdmolyse dar - damit als
hinfillig zu betrachten ist. Die in der eigenen Arbeiten enthaltenen, z. T. auch
widerspriichlichen Ergebnisse deuten an, daBl durch Nhe B die Bindungsstelle des HBL-

Komplexes an der Erythrozyten blockiert werden. Die vorliegenden Daten reichen jedoch
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derzeit nicht aus, ein neues Modell zum Wirkungsmechanismus von HBL zu erstellen,
prinzipiell wurde aber eine hervorragende Ausgangssituation geschaffen, die zukiinftige,
detailliertere Arbeiten zu diesem Thema deutlich vereinfachen diirfte.

Auch fiir weitere Untersuchungen zum Nhe-Toxinkomplex erdffnen sich durch die Identifi-
zierung der neutralisierenden Eigenschaften des mit der Nhe B-Komponente reaktiven mAk
1E11 eine Vielzahl von neuen Moglichkeiten. Da der mAk 1E11 an ein konformatios-un-
abhingiges Epitop bindet, konnte durch eine detaillierte Epitop-Analyse, z.B. unter
Verwendung vorhandener Peptidbibliotheken oder durch Synthese von NheB spezifischen
Oligopeptiden, Hinweise auf das aktive Zentrum des Proteins gewonnen werden. Dieses
Wissen, sowie die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigte hohe Resistenz von Hybrt
dom-Zellen gegen Nhe sollten die Aufklirung des Wirkungsmechanismus dieses hochpo-

tenten Toxins deutlich erleichtern.
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S Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der in vitro Aktivitit der B. cereus Enterotoxin-
Komplexe Hédmolysin BL (HBL) und Non-Hemolytic Enterotoxin (Nhe) auf zelluldrer Ebene.
Dazu wurden die zytotoxische und hdmolytische Aktivitit ungereinigter Kulturiiberstinde
von B. cereus in Zellkultur und auf Blutplatte iiberpriift. Der Nachweis der einzelnen Toxin-
Komponenten erfolgte mittels spezifischer monoklonaler Antikdrper (mAk). Die gezielte
Inaktivierung der Toxinkomplexe in ungereinigten B. cereus Kulturiiberstdinden wurde mittels

Neutralisation bzw. subtraktiver Immunaffinititschromatographie erreicht.

Bei der Uberpriifung der Sensitivitit verschiedener Zelllinien von Vero-, Neuro2A-, Jurkat-
und Hybridom-Zellen gegen toxinhaltige B. cereus Kulturiiberstinde erwiesen sich Vero-
Zellen als die sensitivste Zelllinie. Hybridom-Zellen zeigten im Gegensatz zu den {iibrigen
Zelllinien ein verdindertes Sensitivititsmuster insofern als HBL-haltige Uberstinde hohere
Toxizititen zeigten als Uberstinde reiner Nhe Produzenten. Bei der Untersuchung von 18 B.
cereus Isolaten zeigte sich, dass HBL fiir 5 — 40 % der in den Kulturiiberstinden nachweisba-
re zytotoxischen Aktivitét verantwortlich ist. Es bestand eine hohe Korrelation ( = 0,938)

mit den nachweisbaren L,-Antigentitern.

Die Ergebnisse aus den Neutralisationsversuchen konnten mittels subtraktiver
Immunaffinitatschromatographie (IAC) von Nhe B und den so gewonnenen Nhe B negativen
Kulturtiberstinden von HBL-Produzenten (Nhe B/HBL") bestatigt werden. Aulerdem konnte
demonstriert werden, dass Nhe B bei der Entstehung der fiir HBL-Produzenten typischen

diskontinuierlichen Himolyse eine wichtige Rolle spielt, was bislang unbekannt war.

Die Sensibilisierung von Zellen mit Tunicamycin fiihrte bet HBL- und Nhe-haltigen
Uberstinden zu einer Steigerung der zytotoxischen Aktivitit von 63 - 132%. Ebenfalls eine
Steigerung konnte bei einer Fumonisin B, Vorbehandlung beobachtet werden. Mit Nhe
B/HBL'-haltigen Uberstinden wurde dieser Effekt jedoch nicht erzielt. Weder die
Behandlung der Zellen mit Swainsonin, Castanospermin noch die enzymatische Behandlung

mit Sialidase und N-Glykosidase F resultierte in einer Anderung der Toxizitit.
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Summary

Studies on Bacillus cereus enterotoxin-complexes at the cellular level

This paper deals with the in vitro activity of the B. cereus enterotoxin-complexes Hemolysin
BL (HBL) and non-hemolytic enterotoxin (Nhe) on cells. For that purpose the cytotoxic and
hemolytic activity of crude B. cereus culture supernatants was analyzed in cell culture assays
and on blood agar plates. Specific monoclonal antibodies were used for the detection of single
components. By using neutralisation assays and subtractive immoaffinity chromatography the

inactivation of the specific toxin complexes could be achieved.

When testing different cell lines (Vero-, Neuro2A-, Jurkat-, hybridoma cells) for their
sensibility against culture supernatants of toxic B. cereus isolates, Vero cells proved to be the
most sensitive. The sensitivity pattern of hybridoma cells differed from the other cell lines, as
HBL containing supernatants showed higher cytotoxicity than supernatants of single Nhe-
producers. Analyses of 18 B. cereus isolates revealed that the 5 - 40 % of the cytotoxic
activity measurable in culture supernatants could be attributed to HBL. A strong correlation
(* = 0,938) could be found between remaining cytotoxic activity and the detectable L,

concentrations.

The results of the neutralisation assays could be verified by subtractive immunoaffinity
chromatography of Nhe B and testing the Nhe B negative, HBL positive B. cereus culture
supernatants (Nhe B/HBL"). Furthermore it could be demonstrated for the first time that Nhe
B plays a major part in the appearance of the discontinuous hemolytic pattern typical for HBL

producers.

After sensibilisation with tunicamycin Vero cells showed a substantial increased cytotoxic
activity (63 — 132 %). The same effect could be observed in Fumonisin B pretreated cells for
crude supernatants, but not for the Nhe B/HBL® preparation. Neither treatment with
swainsonine, castanospermine nor enzymatic treatment with sialidase and N-glycosidase F

resulted in an alteration of toxicity.
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