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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Gattung Bartonella

Bei Bartonella spp. handelt es sich um aerobe, Gram-negative, fakultativ intrazellular
wachsende Stabchenbakterien. Bartonella spp. gehdren zur Klasse der
a2-Proteobakterien und sind phylogenetisch eng mit den Gattungen Brucella,
Agrobacterium und Rhizobium verwandt (108). Bis 1993 war B. bacilliformis die
einzige Spezies der Gattung Bartonella, dann wurden aufgrund molekulargenetischer
Analysen die Gattungen Rochalimaea und Grahamella in die Gattung Bartonella
eingegliedert (15,17). Mittlerweile sind 20 Arten dieser Gattung bekannt, von denen 9
als humanpathogen beschrieben worden sind (43): B. bacilliformis, B. quintana,
B. henselae, B. clarridgeiae, B. elizabethae, B. grahamii, B. vinsonii und B.
washoensis. B. henselae, B. quintana und B. bacilliformis l16sen beim Menschen
angioproliferative Krankheitsbilder aus und stellen die einzigen bakteriellen

Infektionserreger mit dieser Fahigkeit dar.

111 Durch Bartonella spp. verursachte Erkrankungen

Infektionen des Menschen mit Bartonella spp. sind haufige Erkrankungen. Die
Seropravalenz von anti-Bartonella-Antikorpern liegt (je nach Bewertungsgrenze und
geographischer Lage) bei ~5-30% der gesunden Blutspender (1), ca. 13% der
unklaren Halslymphknotenschwellungen sind durch Bartonella-Infektionen bedingt
(130).

Bartonella spp. sind Saugetier-Pathogene, die ein enges Wirtsspektrum aufweisen
und nur an einen oder wenige Saugetierwirte (Reservoirwirte) angepasst sind. Die
Ubertragung erfolgt dabei hauptsachlich tber blutsaugende Arthropoden (z. B. Fldhe,
Zecken, Lause). Wahrend die Infektion eines Reservoirwirts zu einer
langanhaltenden intraerythrozytaren Bakteriamie fuhrt, kommt es bei der Infektion

von Fehlwirten zu verschiedensten klinischen Manifestationen (75).

Infektionen mit humanpathogenen Bartonella spp. konnen als akutes oder
chronisches Krankheitsgeschehen verlaufen (37,47). Der Mensch ist der einzige

Reservoirwirt von B. baciliformis und B. quintana, den Erregern der Carrion’schen
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Krankheit [B. bacilliformis, (10)] und des Fulnftagefiebers [B. quintana (12)],
pathogenetisch kommt es dabei zu einer intraerythrozytaren Bakteriamie und zu
einer Assoziation der Erreger mit Endothelzellen (44). Der naturliche Wirt von
B. henselae hingegen ist die Katze, in der der Erreger eine langandauernde
Bakteriamie verursacht, die typischerweise asymptomatisch verlauft (90). Fur den
Verlauf einer B. henselae-Infektion beim Menschen, bei dem es sich um einen
Fehlwirt von B. henselae handelt, ist der Immunstatus des Erkrankten entscheidend.
Wahrend es beim Immunkompetenten meist zu einer Katzenkratzkrankheit (KKK)
kommt (42), treten beim Immunsupprimierten vielmehr vaskuloproliferative Lasionen
auf (45).

1.1.1.1 B. bacilliformis-Infektionen

B. bacilliformis wird durch die Sandfliege Lutzomyia verrucarum auf den Menschen
Ubertragen (5) und verursacht die Carrion’sche Krankheit, die endemisch nur in den
Anden Sudamerikas vorkommt. Es handelt sich hierbei um eine zweiphasige
Erkrankung, bei der es zunachst zu einer nach 2-6 wochiger Inkubation auftretenden,
akuten hamolytischen Anamie kommt, die von intermittierendem Fieber begleitet wird
(Oroya Fieber) und eine hohe Letalitat aufweist. Die zweiten Phase ist durch eine
chronisch-lokalisierte Manifestation (Verruga peruana) charakterisiert, die nach
Wochen bis Monaten auftritt und durch das Vorkommen von noduloverrukdsen,

teleangiektatischen Papeln an Gesicht und Extremitaten gekennzeichnet ist (9,104).

1.1.1.2 B. quintana-Infektionen

Das Funftagefieber wird durch B. quintana verursacht und von Mensch zu Mensch
durch die Kleiderlaus Pediculus humanus corporis Ubertragen (11). Dabei treten
plétzliche Kopfschmerzen, eine aseptische Meningitis, persistierendes Fieber sowie
weitere unspezifische Symptome auf. Die Krankheit kam epidemisch vor allem
wahrend der beiden Weltkriege vor (109) und ruckte danach etwas in den
Hintergrund des Interesses. Heute treten B. quintana-Infektionen vor allem bei
Menschen auf, die unter schlechten hygienischen Verhaltnissen leben (19,74,151).
Die klinischen Manifestationen der B. quintana-Infektion sind neben dem
Funftagefieber auch Endocarditis und vasculoproliferative Krankheiten wie die

Bazillare Angiomatose.
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1.1.1.3 Das klinische Bild der Infektion mit B. henselae

1.1.1.3.1 Katzenkratzkrankheit

Eine Infektion mit B. henselae manifestiert sich beim Immunkompetenten als
Katzenkratzkrankheit (KKK), beim Immunsupprimierten als Bazillare Angiomatose
(BA) oder Peliosis hepatis (PH). Schwerwiegende Manifestationen einer B. henselae-
Infektion kommen vor allem bei Patienten mit eingeschrankter zellularer Immunitat
vor (18,91,126,152), was wahrscheinlich auf die Fahigkeit des Erregers, intrazellular
zu persistieren, zuruckzufuhren ist (18). Bei der KKK handelt es sich um eine
Erkrankung, die durch Infektion eines Fehlwirts (Mensch) entsteht, wahrend der
natlrliche Wirt von B. henselae die Katze ist (134). Die Ubertragung von der Katze
auf den Menschen findet durch Kratz- und Bissverletzungen oder indirekt Uber den
Katzenfloh Ctenocephalides felis statt (35,36). An der Stelle der Hautlasion bildet
sich typischerweise eine Papel oder Pustel aus, nach einer Latenzzeit von 7-40 d

kann eine lokale Lympadenopathie folgen (12).

| > I
’ sl
3

Lymphadenopathie ._:_,n

/ Splenomegjl e

okulationsstelle 2}

5

Abb. 1: Klinische Manifestation der Katzenkratzkrankheit. links: schematische Darstellung der
klinischen Manifestation, Mitte: Inokulationsstelle, rechts: regionale Lymphadenopathie
(http://femedicine.com/derm/topic69.htm, http://www.antibiotikamonitor.at/5_03/5_03_1.htm).

Aulerdem konnen weitere Symptome wie Fieber, Kopfschmerzen, Unwohlsein,
Ubelkeit, Gewichtsverlust und Splenomegalie hinzukommen (Abb. 1). In etwa 10 %
der Falle kommt es zu schwerwiegenderen Komplikationen wie z. B. dem
Perinaud’schen okuloglandularen Syndrom, einer Enzephalitis, zerebralen Arteriitis,
Radikulitis, Myelitis, granulomatdsen Hepatitis und Splenitis (26,91,160). In der aus
Lymphknotenmaterial angefertigten histologischen Untersuchung stellt sich die KKK
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als nekrotisierende, granulomatose Entzindungsreaktion mit Iymphatischen

Infiltraten und mehrkernigen Riesenzellen dar (8).

1.1.1.3.2 Vaskuloproliferative Krankheitsbilder

Eine herausragende Eigenschaft von B. henselae ist die Fahigkeit,
vaskuloproliferative Erkrankungen beim Menschen hervorzurufen. Man spricht dabei
von einer BA, sofern sie sich an der Haut oder den inneren Organen manifestiert,
und von PH bei Befall der Leber. Beide treten im Gegensatz zur KKK in erster Linie
bei Immunsupprimierten — v. a. human immunodeficiency virus (HIV)-positiven
Patienten — auf. Die BA gilt demnach in der CDC-Klassifikation des U.S. Center for
Disease Control and Prevention als AlDS-assoziierte Erkrankung und kann aul3er
durch B. henselae auch durch B. quintana ausgelost werden, wahrend die PH
ausschlieRlich durch B. henselae verursacht wird (43). Bei der BA lasst sich eine
kutane Form (Abb. 2) mit einzeln oder multipel auftretenden kutanen Lasionen, die
derb rotlich-livide imponieren, von einer parenchymatésen Form, bei der
ausschlieRlich innere Organe wie Milz, Lymphknoten oder Knochenmark befallen

sind, abgrenzen.

Abb. 2: Kutane Formen der BA bei AIDS-Patienten.
(links: http://www.kcom.edu/faculty/chamberlain/Website/lectures/lecture/image/angiomat.jpg
mitte: http://edcenter.med.cornell.edu/Pathphysiology Cases/HIV/Cutaneous_Manifestations
rechts: http://www.research.bidmc.harvard.edu/VPTutorials/HIV/Tphot06.htm)

Die bazillare PH kann als Sonderform der BA angesehen werden, charakteristisch
sind dilatierte Lebersinusoide und zystisch-gekammerte, blutgeflllte Endothelzell-
Proliferationen (91,93,149).

Das Diagnostikum der Wahl ist bei KKK der indirekte Immunfluoreszenztest zum

serologischen Nachweis von Antikorpern (127). Aus Gewebebiopsien bei BA und PH
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kann auf3erdem der DNA-Nachweis (6) oder die kulturelle Anzucht versucht werden,

wobei die Erregeranzucht in Zellkulturen am erfolgsversprechendsten ist (19).

Die KKK wird meist nur symptomatisch therapiert, treten Komplikationen auf, wird
antibiotisch mit Azithromycin tUber 5 d behandelt. Eine BA und PH erfordern dagegen
immer eine antibiotische Behandlung (in der Regel mit Makroliden, Tetracyclinen
oder Rifampicin) Uber drei Wochen, was zumeist in der kompletten Rickbildung der
vaskuloproliferativen Lasionen resultiert (2,8). Dies deutet darauf hin, dass es im
Laufe der Infektion mit B. henselae wahrscheinlich nicht zur dauerhaften
Transformation (z. B. Gber den Einbau bakterieller DNA ins Genom der Wirtszelle)
kommt, wie es z. B. bei der Infektion von Pflanzenzellen mit Agrobacterium

tumefaciens bekannt ist (33).

1.1.2 Pathogenitatsfaktoren der Bartonella spp.

Uber die Pathogenitatsfaktoren der Bartonella spp. ist bis heute relativ wenig
bekannt. Bei Bartonella spp. konnten zwei verschiedene Typ-IV-Sekretionssysteme
(TIVSS) identifiziert werden: das VirB-D4 System ist homolog zu demjenigen von
A. tumefaciens (141), wahrend das Trw-TIVSS mit dem Trw-Konjugationssystem von
E. coli eng verwandt ist. Das VirB-D4 System scheint flr zahlreiche Phanomene im
Verlauf einer Infektion von Endothelzellen verantwortlich zu sein, unter anderem fur
Apoptoseinhibition, = Umorganisation des  Zytoskeletts,  Aktivierung einer
proinflammatorischen Wirtszellantwort sowie der Hemmung der direkten Stimulation
der Endothelzell-Proliferation (138). Als Substrate des VirB-D4 Systems wurden die
translozierten Effektorproteine [Bartonella-translocated effector proteins (Bep)A-G,
(145)] identifiziert. Das Trw-System kommt in B. henselae und B. tribocorum vor,
wurde aber nur in B. tribocorum naher untersucht und scheint hier bei der Entstehung

einer intraerythrozytaren Bakteriamie eine Rolle zu spielen (43).

Weitere  Pathogenitatsfaktoren von B. henselae scheinen verschiedene
AulRenmembranproteine [outer membrane proteins, OMPs, (22)] zu sein, die eine
proinflammatorische = Wirtszellantwort in  Endothelzellen (59) und eine
Endothelzellproliferation (40) induzieren. Es konnte gezeigt werden, dass das
43 kDa-Aulienmembranprotein an Endothelzellen bindet, auch wenn der

Endothelzellrezeptor bis heute nicht identifiziert werden konnte (22). Das
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Aullenmembranprotein Pap31 wurde als Hamin-Bindeprotein beschrieben, dem
hochstwahrscheinlich eine Bedeutung als Pathogenitatsfaktor zukommt, da
B. henselae Hamin zum Wachstum bendtigt, es aber wohl nicht selbst synthetisieren
kann (163).

Wahrend sich aus einer Bakteriamie mit einer Vielzahl von humanpathogenen
Erregern nicht selten ein septischer Schock entwickelt, ist damit bei einer durch
Bartonella spp. verursachten Bakteriamie nicht zu rechnen. Das Lipopolysaccharid
(LPS) der Bartonella spp. scheint demzufolge eine geringe endotoxische Aktivitat
aufzuweisen (107), die sich auf einige strukturelle Besonderheiten zurickfihren Iasst
(161). AuRerdem ist bekannt, dass B. henselae-LPS den toll-like receptor (TLR)-4
ungefahr 1000-fach schwacher induziert als beispielsweise Salmonella enterica-LPS
(161).

B. baciliformis exprimiert unipolare Flagellen (136), die den Bakterien eine hohe
Beweglichkeit ermoglichen, aulerdem sind weitere Pathogenitatsfaktoren bekannt:
Deformin (14), ein hydrophobes Molekul, das Protein Hamolysin (68) und der
Invasion-assoziierte Locus (ial), der aus den beiden Genen ialA und ialB besteht
(114).

1.1.2.1 Bartonella Adhasin A

Trimere Autotransporter-Adhasine (TAA) sind bedeutende Pathogenitatsfaktoren
gramnegativer Bakterien, denen wahrscheinlich eine Bedeutung bei der Adhasion an
die Wirtszelle gemeinsam ist. TAAs bilden charakteristische trimere
Oberflachenstrukturen mit einer Kopf-Stiel-Anker Architektur (,head-stalk-anchor®)
(99). Typischerweise sind diese nicht zu einer pilusartigen Struktur

zusammengelagert (73).

Kdrzlich konnte in B. henselae das hochmolekulare (~340 kDa) TAA Bartonella
Adhasin A (BadA) identifiziert werden (131). Bei BadA handelt es sich um die bisher

als ,Pili“ beschriebene Strukturen von B. henselae.

Yersinia Adhasin A (YadA) von Yersinia enterocolitica ist das bestcharakterisierte

Adhasin dieser neuen Gruppe trimerer Autotransporter-Adhasine, zu denen auch
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BadA gehort, die bei einer Reihe von Proteobakterien vorkommen. Ihnen kommt eine
bedeutende Funktion bei der Anpassung an eine bestimmte 6kologische Nische zu.
YadA, der Prototyp der TAA, ist modular aufgebaut: es besteht aus einer
N-terminalen globlularen Kopfdomane (,head”), einem Stiel (,stalk”), der durch eine
,coiled coil“-Struktur gebildet wird, und einer C-terminalen Membran-Anker Domane
(,membrane anchor“). Zwischen der Kopf- und der Stiel-Domane liegt eine kurze
Sequenz, die als ,neck” bezeichnet wird und ein neues Trimerisierungsmotiv
darstellt. Bei dieser ,neck“-Struktur und der Membran-Anker Domane handelt es sich
um in der Klasse der TAA hochst konservierte Motive (133). YadA erflllt alle Kriterien
eines Autotransporters, also eines Aullenmembranproteins, das alle nétigen
Informationen fur seinen Transport zur auf’eren Membran und zur Translokation
durch diese selbst erhalt (67).
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Abb. 3: Proteindoméanenstruktur von BadA. (a) Aminosduresequenz und (b) schematische
Zeichnung der BadA-Domanenstruktur. Einzelne Doménen sind in den jeweiligen Farben
dargestellt (Farbschema in der Legende rechts unten angegeben). Diejenigen Regionen, die
nicht Uber Sequenzhomologien zu anderen TAAs in Bezug gesetzt werden konnten, sind in
schwarzer Schrift (a) oder als nichtkolorierte Abschnitte (b) dargestellt. Die hier gezeigte
Sequenz ist BadA von B. henselae Houston-1; die Regionen, die sich auch aus der Sequenz
von B. henselae Marseille ableiten, sind durch schwarze Striche (Abb. 3a) dargestellt.
Sequenzunterschiede zwischen den beiden Stdmmen sind Ubereinander angeordnet
(Houston-1-Sequenz: oben, Marseille-Sequenz: unten). In Abb. 3b sind die strukturellen
Aquivalente verschiedener TAAs (iber graue Balken miteinander verbunden (Bh, Bartonella
henselae; EcCCFT073, Escherichia coli strain CFT073; StLT2, Salmonella typhimurium strain
LT2; Ye, Yersinia enterocolitica). Entnommen aus (131).
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BadA ist wie YadA modular aufgebaut (Abb. 3). N-terminal weist BadA eine putative
Signalsequenz auf, gefolgt von einer Region, wie sie nur BadA aufweist, und einer
Domane mit elf Sequenzwiederholungen, die der YadA Kopf-Domane ahnelt.
C-terminal findet sich eine ebenfalls zu YadA homologe Membran-Anker Domane,
die vier Transmembran-B-Faltblattstrukturen enthalt. Der zentrale Bereich von BadA
ist hochrepetitiv und enthalt 21 Motive, die ,coiled coil*-Segmente enthalten und
durch ,neck“-Sequenzen voneinander getrennt werden (131). BadA ist nicht nur fir
die Adharenz an Komponenten der extrazellulare Matrix und an Endothelzellen
bedeutsam, sondern auch essentiell flr die Aktivierung einer proangiogenetischen
Wirtszellantwort (131). Es konnte gezeigt werden dass die Aktivierung von hypoxia
inducible factor (HIF)-1 und die Sekretion der proangiogenetischen Zytokine vascular
endothelial growth factor (VEGF), Adrenomedullin (ADM) und insuline like growth
factor binding protein-3 (IGFBP-3) in B. henselae—infizierten Epithelzellen eng mit der
Expression von BadA korreliert (131). AuRerdem scheint BadA wahrend einer B.
henselae-Infektion exprimiert zu werden und eine immunodominante Wirkung zu
haben (131), wie sie auch von Neisseria Adhasin A (NadA), das ebenfalls zur Klasse

der TAAs gehort, bei der Infektion von Mausen beschrieben worden ist (39).

Proteine, die Homologien zu BadA aufweisen, wurden in B. quintana als variably
expressed outer membrane proteins [VOMPSs, (162)] und in B. vinsonii als Bartonella
repeat proteins [BrpA-C, (63)] identifiziert.
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1.2 Angiogenese

Unter dem Begriff Angiogenese versteht man die Neubildung von Blutgefallen aus
bereits bestehenden GefalRen (132). Bislang konnten vier verschiedene
Mechanismen beschrieben werden: am besten untersucht wurden die Mechanismen
der (i) Sprossung von Gefallen (,sprouting angiogenesis“) und (ii) Langsteilung durch
Einstulpung von sich gegenuberliegenden Endothelflachen (,intussuception®). Zudem
kann es zur (iii) Gefalneubildung durch Formation von transendothelialen
Zellbricken mit anschlieBender Auftrennung in einzelne Kapillaren [,bridging
angiogenesis”, (29)] oder durch (iv) Fusion mehrerer kleiner Gefalte zu einem

groReren kommen (132).

Vom Begriff der Angiogenese ist die Vaskulogenese abzugrenzen, die die Bildung
eines primaren Gefallnetzes durch Differenzierung mesenchymaler Angioblasten
wahrend der Embryonalentwicklung beschreibt (28). Als naturlicher Prozess spielt die
Angiogenese wahrend der Embryonalentwicklung eine zentrale Rolle: das

kardiovaskulare System ist das erste funktionierende Organsystem (132).

Beim Erwachsenen ist Angiogenese physiologischerweise nur im Verlauf des
weiblichen Menstruationszyklus, wahrend der Schwangerschaft und bei
Wundheilungsprozessen zu beobachten. Ansonsten tritt Angiogenese im
Zusammenhang mit einer Vielzahl von pathologischen Vorgangen wie bei
neoplastischen (58) und entzindlichen (Psoriasis, Arthritis, Arteriosklerose)
Erkrankungen sowie viralen Infektionskrankheiten auf (27,29). Der Fokus der
medizinischen Forschung ist jedoch stark auf die Rolle der Angiogenese bei der
Entstehung solider Tumore gerichtet, deren Wachstum ohne Blutgefalie limitiert ist
(29). Es ist beschrieben worden, dass ein Tumor, von wenigen Ausnahmen
abgesehen, Angiogenese induzieren muss, um Uber eine GroRe von 1-2 mm im
Durchmesser wachsen zu konnen. Im Gegensatz dazu konnte eine Stimulation der
Angiogenese in Zukunft bei ischamischen Erkrankungen wie beispielsweise der

koronaren Herzerkrankung als Therapieoption in Frage kommen (96).
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1.2.1 Mechanismen und Regulation der Angiogenese

Endothelzellen kommt eine zentrale Bedeutung bei der Angiogenese zu, sie kleiden
die GefalRe aus und durchlaufen wahrend der Angiogenese kaskadenartig die

Phasen der Migration, Proliferation und Differenzierung (27,57).

Die bedeutendste Gruppe von Angiogenese-Stimulatoren in physiologischer und
pathologischer Angiogenese stellt die Familie der vaskularen endothelialen
Wachstumsfaktoren (vascular endothelial growth factors, VEGFs) dar, die ihre
Wirkung Uber Rezeptor-Tyrosinkinasen (VEGF-Rezeptor-1, -2) vermitteln. Zu dieser
VEGF-Familie gehoren auler VEGF-A, -B, -C, -D, -E auch die plazentaren
Wachstumsfaktor 1 und 2 (placenta growth factor, PLGF-1, -2). Die Schlusselstellung
von VEGF-A bei der Induktion von GefalRwachstum ist dabei unbestritten (97),
wahrend VEGF-C und VEGF-D das Lymphgefallwachstum regulieren (81). Die
Blockade der VEGF-Signallbertragung stellt moglicherweise eine bedeutende
tumortherapeutische Strategie dar; mit dem VEGF-spezifischen Antikorper
Bevacizumab (Avastin®) hat das erste antiangiogene Therapeutikum die Phase Il
der klinischen Prifung abgeschlossen (81,159). Weitere wichtige Stimulatoren der
angiogenetischen Kaskade sind der fibroblast growth factor (FGF) sowie der
epidermal growth factor [EGF, (132)]. Zu den wichtigsten Angiogenese-Inhibitoren,
die u. a. von Monozyten, Makrophagen, Blutplattchen, Mastzellen, Tumorzellen und
hamatopoetischen Zellen gebildet werden, gehéren Endostatin, Angiostatin,

Vasostatin, Tumstatin, Thrombospondin und y-Interferon (29).

Die angiogenetische Kaskade kommt in Gang, wenn das Gleichgewicht von
Angiogenese-Stimulatoren und —Inhibitoren zugunsten der Stimulatoren verschoben
ist [angiogenic switch, (65)]. Der initiale Ausléser hierfur kann vielfaltig sein und
bewirkt die Abgabe proangiogener Stimuli (29), unter denen VEGF eine zentrale
Bedeutung zukommt (132). Daraufhin kommt es zur Proliferation von Endothelzellen,
die in die umgebende extrazellulare Matrix einwandern. Die Richtung des sich
bildenden Kapillarsprosses ist nicht willkurlich, sondern wird durch kontaktabhangige
Rezeptor-Liganden-Systeme kontrolliert. Nach Ausbildung des Gefallumens
bewirken die Zytokine VEGF und Angiopoetin ebenso wie die Blutzirkulation und die
Wechselwirkung zwischen muralen Zellen und Endothelzellen eine Stabilisierung des

noch unreifen Endothels (132). Kontakte zwischen muralen und endothelialen Zellen
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fuhren aufllerdem Uber den transforming growth factorp-1 (TGFB-1) zu einer
Hemmung der weiteren Proliferation (132). Am Ende der angiogenetischen Kaskade

steht ein ausgereiftes Gefal® mit ruhendem und stabilisiertem Endothel.

Im Gegensatz zur physiologischen Angiogenese lauft die Tumorangiogenese nicht
so streng kontrolliert ab. Als Folge koénnen die Tumorgefal’e strukturell und
funktionell abnormal und durch das Fehlen von muralen Zellen oder
Basalmembranen imponieren. Durch das Fehlen der Basalmembran kommt es zu
einer erhohten Permeabilitat der Gefallwand, die die Metastasierung der

Tumorzellen erleichtert (132).

1.2.1.1 Der Transkriptionsfaktor Hypoxia inducible factor (HIF)-1

Die Aktivierung Hypoxie-induzierbarer Transkriptionsfaktoren (hypoxia inducible
factors, HIFs) tragt entscheidend zur Angiogenese bei, da diese
Transkriptionsfaktoren die Expression verschiedener angiogenetischer Faktoren
regulieren (148). Bei HIF-1 handelt es sich um einen sauerstoffregulierten
Transkriptionsfaktor, der bei einer Vielzahl von Erkrankungen aktiviert wird, die mit
Gewebehypoxie (z. B. ischamische oder neoplastische Erkrankungen) einhergehen
(112,158), und der wiederum die angiogenetisch wirksamen Zytokine VEGF (51,55),
ADM (30,88) und IGFBP-3 (129,137) induziert. Aul3er durch Hypoxie wird HIF-1 auch
durch Eisenmangel aktiviert (38).

HIF-1 ist ein ap-Heterodimer, dessen Untereinheiten zur Familie der basic helix-loop-
helix Transkriptionsfaktoren gehéren (156). Beide Untereinheiten werden konstitutiv
exprimiert. Wahrend jedoch die HIF-13 Untereinheit, die auch unter dem Namen aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT) bekannt ist, unter Normoxie in
konstanter Konzentration in der Zelle vorliegt, wird HIF-1a nach Ubiquitinierung des
Proteasoms mit einer Halbwertszeit von weniger als 5 min abgebaut (78,153). Die
Aktivitat von HIF-1 kann aufRerdem durch Inaktivierung der C-terminalen
Transaktivierungsdomane von HIF-1a durch Hydroxylierung mittels einer

Asparaginylhydroxylase (105) reguliert werden.

Aufgrund seiner Kernlokalisierungssequenz wird die HIF-1a-Untereinheit aus dem

Zytoplasma in den Zellkern transportiert (77). Im Zellkern wird dann das aktive
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Heterodimer HIF-1 gebildet und durch dessen Bindung an seine spezifische
Erkennungssequenz (hypoxia responsive elements; HREs) im Promotorbereich der
Zielgene die Transkription dieser Gene angeschaltet (148).

1.2.1.2 Der Transkriptionsfaktor Nuklearer Faktor-kB (NF-xB)

NF-kB stellt einen weiteren fur die Angiogenese bedeutenden Transkriptionsfaktor
dar. Vielfaltige Stimuli bewirken die Aktivierung von NF-xB wie z. B. Zytokine
[Tumornekrosefaktor (TNF)-a, Interleukin (IL)-1)], bakterielle Lipopolysaccharide,
ultraviolette Strahlung und Wasserstoffperoxid (98). NF-kB-regulierte Gene sind an
einer Vielzahl von Vorgangen wie Angiogenese, Apoptoseinhibition, Inflammation,
Onkogenese und Proliferation beteiligt (3). Von besonderem Interesse fur die
onkologische Forschung ist die antiapoptotische Wirkung von NF-kB sowie die
Induktion des sowohl proinflammatorischen als auch proangiogenetischen Zytokins
IL-8 (89).

NF-«xB ist als Dimer aus den Untereinheiten p50, p52, p65, RelB und c-Rel aufgebaut
(62). Am haufigsten kommt ein Heterodimer vor, das aus den p65/p50-Untereinheiten
besteht. Durch Bindung an seinen spezifischen Inhibitor «B (IxB) wird NF-kB
inaktiviert und im Zytoplasma zurickgehalten (3). Nach einer Phosphorylierung von
IkB und dessen anschlieRender Ubiquitinierung und Degradation durch das
Proteasom wird NF-kB freigesetzt und in den Zellkern transloziert. Dort bindet der
Transkriptionsfaktor an die Promotoren zahlreicher Zielgene und initiiert deren
Transkription (61,80,120). Die Feinregulation der transkriptionellen Aktivitat von
NF-xB kann zudem durch Phosphorylierung seiner Untereinheiten sowie durch
Bindung von Ko-Aktivatoren erfolgen (143,144).
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1.3 Bakteriell induzierte Angiogenese

Bei einigen Infektionserkrankungen konnen pathologische angiogenetische
Vorgange beobachtet werden. Dies wurde fur die viralen Erreger Humanes
Herpesvirus-8 (HHV-8) und das Orf-Virus beschrieben. HHV-8 verursacht bei
AIDS-Patienten die Entstehung des sogenannten Kaposi-Sarkoms, einer
opportunistischen Erkrankung, die sich durch starke Endothelzell-Proliferation
auszeichnet (135). Dabei kodiert HHV-8 fur einen G-Protein gekoppelten Rezeptor,
der Uber eine Aktivierung von HIF-1a die VEGF-Expression induziert (150). Das Orf-
Virus ist ein weltweit verbreitetes, epitheliotropes Parapox-Virus, das bei Schafen,
Ziegen und Menschen Hautlasionen verursacht. Diese imponieren histopathologisch
durch die massive Proliferation und Dilatation von Kapillaren. Dieses Virus kodiert fur
VEGF-E, ein neues Mitglied der VEGF-Familie, das in vivo angioproliferativ wirkt
(113).

Von bakterieller Seite ist bislang einzig fur B. bacilliformis, B. quintana und
B. henselae, den Erregern der vaskuloproliferativen Erkrankungen Verruga peruana
(1.1.1.1), BA und PH (1.1.1.3.2), eine Induktion der Angiogenese beschrieben
worden (60,92,109). B. henselae konnte dabei in engem Kontakt zum
proliferierenden Endothel nachgewiesen werden (8). Endothelzellen stellen wohl die
Zielzellen einer Bartonella-Infektion in allen Reservoirwirten, den Menschen
eingeschlossen, dar (43). Demzufolge wird der Interaktion von B. henselae mit
Endothelzellen eine grol’e Bedeutung beigemessen. Es konnte gezeigt werden, dass
B. bacilliformis, B. quintana und B. henselae im Verlauf einer Infektion ins Endothel
eindringen (20,46,155) und zumindest B. henselae und B. quintana in HUVECs
(human umbilical vein endothelial cells) replizieren. Dies konnte direkt durch
Mikroskopie und durch Quantifizierung der intrazellularen Bakterien und indirekt

durch Zunahme der ribosomalen RNA nachgewiesen werden (20,85).

Die Invasion von Bartonella spp. in Endothelzellen erfolgt sowohl Uber den
klassischen Invasionsprozess einer Bakterien-vermittelten Endozytose (49) als auch
uber einen Aufnahmemechanismus, der Uber die Internalisation sogenannter
LInvasomen* verlauft. Bei letzterem werden die Bakterien aktiv an einem Pol der Zelle

akkumuliert, bevor das gebildete Aggregat durch Umordnung des Aktin-Zytoskeletts
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eingehullt und schlieBlich vollstandig internalisiert wird (46). Nach der Invasion in
Endothelzellen  repliziert  B. henselae  schneller als auf  unbelebten
Standardnahrboden (85).

In vitro-Untersuchungen ergaben, dass sich mindestens drei verschiedene
Mechanismen in der Induktion der vaskuloproliferativen Erkrankungen BA und PH
durch B. henselae zu Uberlagern scheinen: (i) direkte Stimulation der
Endothelzellproliferation, (ii) Hemmung der Endothelzellapoptose und (iii) Auslésung
der Sekretion vaskuloproliferativer Zytokine. Bereits 1994 wurde nachgewiesen, dass
lebende B. henselae direkt oder Uber sekretierte Produkte die Proliferation von
Endothelzellen stimulieren (40,103), bislang ist es jedoch nicht gelungen, dieses
Phanomen naher zu charakterisieren. Die Verhinderung der Apoptose von
Endothelzellen scheint einen weiteren Mechanismus in der Entstehung Bartonella-
induzierter Vaskuloproliferationen darzustellen. Es wurde nachgewiesen, dass
B. henselae die Apoptose von Endothelzellen Uber eine Hemmung der Caspase-3-
Aktivierung inhibiert. Dabei ist ein direkter Kontakt zwischen dem Bakterium und der
Wirtszelle nicht notwendig, da konditionierte Zellkulturiberstande ebenfalls in der
Lage sind, die Apoptose zu verhindern (87). Fur diese Inhibition der
Endothelzellapoptose scheint das virB TIVSS von B. henselae essentiell zu sein
(138). AuRBerdem konnte der Nachweis erbracht werden, dass eine B. henselae-
Infektion zur Sekretion parakrin wirkender proangiogenetischer Zytokine (z. B. VEGF,
IL-8) fuhrt (86,128), die ihrerseits eine starke Endothelzellproliferation auslosen.
Noch nicht geklart ist, inwieweit eine proinflammatorische Endothelzellantwort, die
uber die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB und die dadurch bedingte
Zunahme der Expression von intercellular adhesion molecule (ICAM)-1 und

E-Selektin charakterisiert ist (59), zur Angiogenese beitragt.

Die Aktivierung der Endothelzellproliferation durch B. henselae, B. quintana und
B. bacilliformis  (40,60,103,121) kann als neuartige Pathogenitatsstrategie
humanpathogener Bakterien verstanden werden, durch die sich der Erreger
(Bartonella spp.) sein eigenes Habitat sichert. Demnach ware eine Tumorinduktion
durch Bartonella spp. darauf ausgerichtet, dem Bakterium selbst Wachstumsvorteile
zu sichern. Eine ahnliche Strategie ist fur das Pflanzenpathogen Agrobacterium

tumefaciens bekannt, dem Ausloser der Wurzelhalsgalle (33). Die Transfer-DNA von
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A. tumefaciens, die fur wachstumsanregende Faktoren der Pflanze (Auxine,
Zytokinine) kodiert, wird nach einer TIVSS-abhangigen Translokation stabil ins
Pflanzengenom inseriert. Durch die Bildung eines vaskularen Pflanzentumors wird
A. tumefaciens mit Nahrstoffen (Opinen) versorgt und schafft sich so ein geeignetes
Habitat. B. henselae ist phylogenetisch eng mit A. tumefaciens verwandt und verfugt
ebenfalls Uber ein homologes TIVSS (7,119,141). Analog zum A. tumefaciens-Modell
entstand daraus das ,paracrine-loop“-Modell, das die Induktion der
Endothelproliferation durch B. henselae Uber VEGF beschreibt (82). Danach fuhrt die
Infektion der Wirtszelle zur Bildung von Wachstumsfaktoren, die anschlieRend die

Zielzellproliferation anregen.
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1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Die Fahigkeit von B. henselae, vaskuloproliferative Krankheitsbilder auszulosen, ist
einzigartig unter allen humanpathogenen Bakterien. Dabei stellen Endothelzellen die
Zielzellen einer Infektion mit B. henselae dar (45). In dieser Arbeit sollte die
Wirtszellantwort in Endothelzellen nach Infektion mit B. henselae detailliert
untersucht werden und die angiogenetische, HIF-1 regulierte von der entzundlichen,

NF-kB regulierten Endothelzellantwort abgegrenzt werden.

Dabei sollte insbesondere der Einfluss des trimeren Autotransporter-Adhasins BadA,
das bekannterweise bedeutend fur die Adharenz an Endothelzellen und fur die
Induktion einer proangiogenetischen Wirtszellantwort ist (131), auf die

Endothelzellantwort naher charakterisiert werden.

Im Einzelnen sollten Endothelzellen (HUVECs) mit B. henselae WT und BadA", einer
BadA-defizienten Transposonmutante (131), infiziert werden und die Adharenz und
Invasion mittels konfokaler Laser Scanning Mikroskopie (CLSM) untersucht werden.
Des weiteren sollte die Aktivierung von HIF-1 und NF-kB bzw. der HIF-1-regulierten
Gene VEGF und Hexokinase (HK) 2 und der NF-kB-regulierten Gene IL-8, MCP-1
und ICAM-1 mittels Western Blots, RT- und Light-Cycler PCRs sowie die Sekretion
der Zytokine VEGF und IL-8 mittels ELISA im Zeitverlauf analysiert werden.

Weiterhin sollte geklart werden, ob BadA selbst das Potential zur Induktion einer
angiogenetischen Zellantwort besitzt oder ausschlie3lich die Funktion eines Adhasins
erfullt. Da es bislang nicht gelungen ist, BadA in voller Lange zu exprimieren, sollte in
dieser Arbeit die Funktion einzelner BadA-Domanen naher untersucht werden. Dafur
solliten Endothel- und Epithelzellen (HUVECs und Hela) mit aufgereinigtem
BadAkopr- und BadAsie-Protein stimuliert und die Aktivierung von HIF-1, sowie die
Induktion des HIF-1-regulierten VEGF und des NF-kB-regulierten IL-8 bestimmt
werden. Zusatzlich sollte die Adhdrenz der BadA-Domanen an diese Zellen

untersucht werden.

Aulerdem sollten Pathogenitatsfaktoren von B. henselae, die fur die Induktion einer

proinflammatorischen Wirtszellantwort verantwortlich sind, naher analysiert werden.
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Die Struktur von B. henselae-LPS wurde beschrieben (161), seine Bedeutung in der
Pathogenese ist jedoch Uberwiegend unklar. Die Rolle von B. henselae OMPs im
Infektionsverlauf ist weitgehend unbekannt. Naher analysiert wurde lediglich das
43 kDa OMP, das bedeutend fur die Adharenz an Endothelzellen ist (22), sowie die
23-92 kDa grolen AuRenmembranproteine, denen eine Bedeutung bei der Induktion
einer NF-kB abhangigen proinflammatorische Wirtszellantwort zukommt (59). In
dieser Arbeit sollte die LPS bzw. OMPs-induzierte Zytokinsekretion (VEGF, IL-8) in
Endothel- und Epithelzellen mittels ELISA untersucht werden. Uberdies sollte
analysiert werden, ob die B. henselae-induzierte NF-kB Aktivierung LPS-vermittelt
stattfindet.

Die Standardmethode zum Nachweis von Bartonella-Infektionen ist der serologische
Nachweis von Antikdrpern im indirekten Immunfluoreszenztest [IFT, (1)], der jedoch
relativ aufwandig und im Ergebnis vom Untersucher abhangig ist. Es ist bekannt,
dass BadA ebenso wie NadA (39) im Infektionsverlauf eine immunodominante
Wirkung zukommt (131). Deshalb sollte in dieser Arbeit die Verwendbarkeit von
BadA im Immunoblot als serodiagnostischer Marker analysiert werden. Dafur sollten
im IFT auf Antikdrper gegen Bartonella getestete Patientenseren im Immunoblot
untersucht und die Nachweisbarkeit von anti-BadA-Antikdrpern analysiert werden.
AuRerdem sollte die Sensitivitat und Spezifitat dieser diagnostischen Methode im
Vergleich zum IFT als Standardmethode bestimmt werden. Zusatzlich sollten andere
Proteinbanden im Immunoblot auf ihre Tauglichkeit als diagnostische Marker
untersucht werden. Daflir wurden Ganzzelllysate verschiedener Bakterienstamme,

OMPs und BadA-Domanen im Western Blot mit Patientenseren untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Die in dieser Arbeit verwendeten Gerate wurden von folgenden Firmen bezogen:

Agarose Gelelektrophoresekammern
Analysenwaage BP610, PT1200
Brutschrank BBD 6220

ELISA Reader

ELISA Washer

Eppendorfpipetten und Multistepper
Filmentwickler: Curix 60
Fluoreszenzmikrosop Axiovert 200
Geldokumentation: Fluor-S Multi-lmager
Konfokales Lasermikroskop DM IRE 2
Light Cycler System

Mikroskope (Zellkultur)
Mikrowellenherd: Mikromat
PCR-Thermocycler T3

pH-Meter: Modell inoLab Level 2
Photometer: Ultrospec 3000 pro
Plattenschuttler

Rollenmischer

Software: Photoshop 7.0

Spannungsquellen fur Gelelektrophorese
Sterilwerkbank

Thermomixer comfort

Ultraschall Branson-Sonifier 250

Ultra Turrax T8

Reagenzglasschuttler

Wasserbad

BioRad, Munchen

Sartorius, Géttingen

Heraeus, Hanau

Tecan, Crailsheim

Tecan

Eppendorf, Hamburg

AGFA, Koln

Zeiss, Jena

BioRad

Leica, Bensheim

Roche, Grenzach-Wyhlen

Zeiss

AEG, Frankfurt/Main

Biometra, Géttingen

WTW, Weilheim

Eppendorf

Multimed Wicker, Kirchheim/Teck
Greiner, Nurtingen

Adobe Systems, Mountain View, CA,
USA

BioRad

BDK, Sonnenbuhl

Eppendorf

Heinemann, Schwabisch Gmund
Ika-Werke, Staufen

Heidolph Instruments, Schwabach

Memmert, Schwabach
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Zentrifugen:
Eppendorf 5417R Eppendorf
Multifuge 3 S-R Heraeus
Biofuge Stratus Heraeus
Optima™ LE-80K Ultrazentrifuge Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA
Optima™ Max Beckman Coulter
MiniSpin plus Eppendorf

2.1.2 Materialien

Soweit nicht anders aufgefuhrt, wurden alle Plastik- und Verbrauchsmaterialen von
folgenden Firmen bezogen: Eppendorf, Hamburg; Falcon/Becton-Dickinson,

Heidelberg; Greiner, Nurtingen; Nunc, Roskilde, DK.

Autoradiographie-Filme (Kodak X-OMAT) Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Einmalkuvetten Sarstedt, Berlin

Glaskolben und Flaschen Schott Duran, Mainz

Immobilon-P-Transfermembran (PVDF) Millipore, Schwalbach

Light-Cycler Kapillaren Roche

Parafilm Pechiney Plastic Packaging Menasha,
Wyoming, USA

Pasteurpipetten Hilgenberg, Malsfeld

PCR-Gefalke Fisher Scientific, Schwerte

Whatman Papier Schleicher & Schull, Dassel

Neubauer Zahlkammer Superior, Lauda-Koenigshofen

2.1.3 Chemikalien

Sofern nicht anders aufgefihrt wurden alle Chemikalien von der Firma Merck,

Darmstadt bezogen.

Acrylamid / Bisacrylamid (37,5:1) Roth, Karlsruhe
APS Applichem, Darmstadt
Bradford-Reagenz BioRad

BSA Biomol, Hamburg
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DAB Applichem

DEPC-H,O Ambion, Huntingdon, UK
DMSO Roth

dNTPs Roche

DTT Invitrogen, Karlsruhe
ECL Sigma-Aldrich

EDTA Sigma-Aldrich

FCS Sigma-Aldrich
Fluoroprep BioMérieux, Marcy I'Etoile, F
Glycin Roth

Hepes Ambion, Huntingdon, UK
Kollagen G Biochrom, Berlin
L-Glutamin Gibco BRL
Magermilchpulver Sucofin, Dusseldorf
MgCl, Boehringer, Mannheim
Paraformaldehyd Sigma-Aldrich

PBS (+CaCly/MgCly) Gibco, Karlsruhe

PBS Dulbecco (ohne CaCl,/MgCly) Biochrom
Phalloidin-TRITC Sigma-Aldrich

PMA Sigma-Aldrich

PMSF Sigma-Aldrich

PNPP Sigma-Aldrich

Ponceau S Losung Serva, Heidelberg

SDS ultra pure Roth

TEMED Sigma-Aldrich

Tris Sigma-Aldrich
Trypan-Blau Sigma-Aldrich

Triton-X Sigma-Aldrich
Trypsin/EDTA Gibco BRL

Urea Roth
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21.4 Kits
LightCycler Fast Start DNA Master SYBR

Green |

LightCycler Primer Set fur G-6-PDH
LightCycler Primer Set fur IL-8
Quantikine Immunoassay VEGF
RNeasy Mini Kit

SuperScript™ cDNA Synthesis Kit

2.1.5 Antibiotika

Ampicillin

Gentamicin
Penicillin/Streptomycin
Kanamycin

Kanamycin Plattchen (30 ug)

2.1.6 GroRenstandards

Biotinylierte Protein Leiter

Bench Mark Ladder (Protein Leiter)
Page Ruler Protein Ladder

1 kb Plus DNA -Leiter

21.7 Enzyme

Biotin-alkalische Phosphatase
Reverse Transkriptase: Super Script Il
(200 U/pl)

Tag-Polymerase

Proteinase K

2.1.8 Zytokine

Rekombinantes humanes IL-8

Roche

Search-LC, Heidelberg
Search-LC

R&D

Qiagen, Hilden

Invitrogen

ICN Biomedicals, Irvine,
USA

Sigma-Aldrich

Biochrom, Berlin

Sigma

Oxoid

Cell Signaling
Invitrogen
Fermentas, St.Leon-Rot

Invitrogen

Dako, Neuss

Invitrogen
Roche

Qiagen, Hilden

Pharmingen,
USA

San Diego,

California,

California,
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Rekombinantes humanes VEGF
TNF-a

2.1.9 Antikorper

R&D Systems, Wiesbaden

Sigma-Aldric

Tab. 1: Ubersicht (iber die in dieser Arbeit verwendeten Antikérper

Bezeichnung Verwendung Herkunft
anti-Bartonella (Kaninchen) DIF (85)
anti-Bartonella (Maus) DIF (85)
anti-BadA (Kaninchen) DIF (131)
anti-BadAxepr (Maus) Western Blot diese Arbeit
anti-Kaninchen-IgG-FITC (Ziege) DIF Dianova, Hamburg
anti-Kaninchen-IgG-TRITC (Ziege) DIF Sigma-Aldrich
anti-Kaninchen-IgG2(Fab’)-Cy5 (Ziege) DIF Dianova
anti-human-IL-8 ELISA Becton-Dickinson
(Capture Antibody)

anti-human-|L-8-biotinyliert ELISA Becton-Dickinson

(Detection Antibody)

anti-Biotin-HRP

Western Blot

Cell Signaling,
Frankfurt/Main

anti-HIF-1a. (Maus)

Western Blot

Becton-Dickinson

anti-Phospho-p38 MAPK Western Blot Cell Signaling
anti-p38 MAPK Western Blot Cell Signaling
anti-Maus-Ig-HRP (Kaninchen) Western Blot Dako
anti-Kaninchen-Ig-HRP (Schwein) Western Blot Cell Signaling
anti-human-lg-HRP (Kaninchen) Western Blot Dako
anti-B-Aktin Western Blot Sigma-Aldrich
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2.1.10 Oligonukleotide

Tab. 2: Ubersicht (iber die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz (5> 3’) Verwendung Herkunft Referenz

HK 2 (forward) TCA ACC CCG GCA PCR Metabion (123)
AGC AGA GG

HK 2 (reverse) CCG CCG GGC CAC PCR Metabion (123)
CAC AGT

ICAM-1 (forward) AAA GGA TGG CAC PCR Metabion (83)
TTT CCCAC

ICAM-1 (reverse) TTC CCC TCT CAT CAG PCR Metabion (83)
GCTAGAC

MCP-1 (forward) TCT GTG CCT GCT PCR Metabion (79)
GCT CAT AGC

MCP-1 (reverse) GGG TAG AAC TGT PCR Metabion (79)
GGT TCA AGA GG

B-Aktin (reverse) TAG AAG CAT TTG PCR Qiagen (83)
CGG TGG ACG ATG
GAG GG

B-Aktin (forward) TGA CGG GGT CAC PCR Qiagen (83)
CCA CAC TGT GCC
CAT CTA

VEGFex3 for CCC TGA TGA GAT LightCycler TIB Molbiol, (157)
CGA GTACATCTT Berlin

VEGFex8r ACC GCC TCG GCT LightCycler TIB Molbiol (157)
TGT CAC

TM VEGFex3 ATC CTG TGT GCC LightCycler TIB Molbiol (157)
CCT GAT GCG ATG
CGGT

B2M F GAT GAG TAT GCC LightCycler TIB Molbiol (157)
TGC CGT GTG

B2M R CAATCC AAATGC LightCycler TIB Molbiol (157)
GGCATCT

B2M TagMan CCTCCATGATGC LightCycler TIB Molbiol (157)
TGC TTA CAT GTC TCG

ATC CC
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2.1.11 Bakterienstamme und Bakterienkulturmedien

Tab. 3: Ubersicht (iber die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamme

Bezeichnung Referenz
Bartonella henselae Marseille (50)
Bartonella henselae Houston-1 (126)
Bartonella henselae BadA (131)
Bartonella quintana Toulouse (4)
Bartonella quintana Mianchen (140)

Tab. 4: Ubersicht (iber die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienkulturmedien

Columbia-Blutagarplatten mit 5 %
Schafsblut

Becton Dickinson, San Jose, CA, USA

Luria-Bertani (LB)-Medium

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

5 g NaCl

ad 11H0,pH 7,5

Einfriermedium fir Bakterien

20 % Gilycerol in LB-Medium
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2.1.12 Zellkulturmedien

Die Medien fur Zellkultur wurden steril angesetzt und bei 4 °C gelagert. Das fotale
Kalberserum (FCS) wurde vor Benutzung 30 min bei 56 °C im Wasserbad
Komplement-inaktiviert. Fir Infektionsexperimente wurden Medien ohne Antibiotika

verwendet.

Tab. 5: Ubersicht (iber die in dieser Arbeit verwendeten Zellkulturmedien

Zell-Linie Kulturmedium Infektionsmedium
HelLa 229 RPMI 1640 (Biochrom) RPMI 1640 (Biochrom)
10 % FCS
2 mM Glutamin 2 mM Glutamin

100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

HUVEC Endothelial Cell Growth Endothelial Cell Basal
Medium (PromoCell, Medium
Mannheim) (PromoCell)
Supplement Mix
10 % FCS

2.1.13 Puffer und Losungen

Tab. 6: Puffer zur Herstellung von Proteinextrakten

Zelllyse-Puffer 7 M Urea

(EB-Puffer) 1 % SDS

10 % Glycerol

10 mM Tris/HCI pH 6,8

1 Tablette Complete Protease
Inhibitor™ Cocktail (Roche)

0,5 mM PMSF
5mMDTT
ad 50 ml H,O
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Tab. 7: Pfuffer und Lésungen flir SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot

SDS-Probenpuffer (5x)
(Laemmli Puffer)

312,5 mM Tris/HCI (pH 6,8)
50 % Glycerin

10 % (w/v) SDS

250 mM DTT

0,5 % (w/v) Bromphenolblau

SDS-Laufpuffer

50 mM Tris
384 mM Glycin
0,1 % SDS
ad 1000 ml H,O

Ldsung fur Sammelgel
(2 Gele)

500 pl 30 % Acrylamid-Stammldsung
380 pl 1 M Tris pH 6,8

30 pl 10 % SDS

30 pl 10 % APS

3 ul TEMED

2,1 ml H,O

Ldsung fur 8 %-iges Trenngel
(2 Gele)

2,7 ml 30 % Acrylamid-Stammldsung
2,5ml 1M Tris pH 8,8

100 pl 10 % SDS

100 pl 10 % APS

6 ul TEMED

4,6 ml HO

Blot-Puffer (10x)

25 mM Tris
192 mM Glycin
ad 1000 ml H,O

Waschpuffer (10x) 10 mM Tris/HCI pH 7,4
0,15 mM NaCl
0,2 % Tween 20
ad 2000 ml H,O
Blockpuffer 3 % bzw. 5 % Magermilchpulver in

Waschpuffer




2 Material und Methoden

28

Tab. 8: Ubersicht tiber die Lésungen zum Entwickeln eines Western-Blots

Enhanced Chemiluminescence (ECL) Detektion

Luminol

0,22 g Luminol
ad. 5 ml DMSO

Cumarinsaure

0,075 ¢
ad. 5 ml DMSO

Losung 1

250 pl Luminol

220 pl Cumarinsaure
ad. 25 ml Tris/HCI
(100 mM, pH 8,5)

Losung 2

15 ul H,0, (30%)
ad. 25 ml Tris/HCI
(100 mM, pH 8,5)

Losung zur Detektion mit DAB

Substratpuffer

3,03 g Tris
122 mg Imidazol (3,5 mM)
ad 500 ml H.O, pH 7,4

DAB-Farbeldsung

12 ml Substratpuffer
12,5 mg DAB
6 }J| H202

Stopplosung

486,3 ml H,O
13,7 ml H,SO4 (95-98 %)
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Tab. 9: Ubersicht Giber Puffer und Lésungen fiir IL-8 ELISA

Waschpuffer

PBS + 0,05 % Tween 20

Blockierungspuffer

PBS + 10 % FCS

Bindungspuffer 0,1 M Na;HPO4 (pH 9)

Substratpuffer 0,05 M NaHCOs3 (pH 8,09)
0,05 M Na,CO3 (pH 11,3)
0,5 mM MgCl,

Konjugat 4,5 yl Streptavidin

4.5 ul Biotin-alkalische Phosphatase
491 ul PBS

30 min inkubieren

ad 25 ml PBS

Entwicklerlésung

1 mg PNPP/mIl Substratpuffer
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2.2 Methoden

2.2.1 Bakterien

Fur die Infektionsexperimente dieser Arbeit wurden vorwiegend die Bakterienstamme
Bartonella henselae Marseille WT und Bartonella henselae BadA™ eingesetzt. Fir die
diagnostischen Untersuchungen von Patientenseren mittels Western Blot und
Immunfluoreszenz-Test (IFT) wurden aulRerdem die Stamme Bartonella henselae
Houston-1, Bartonella quintana Toulouse und Bartonella quintana Muinchen

verwendet.

2.2.1.1 Bakterienanzucht und Kultivierung fir in vitro Experimente

Die Bakterien wurden auf Columbia-Blutagarplatten mit 5 % Schafsblut kultiviert und
bei 37°C, 5% CO; und 90 % relativer Luftfeuchtigkeit 3-5 d inkubiert. Fur die
Kultivierung von B. henselae BadA™ (kan®) wurden auf die Blutplatten je zwei

Kanamycin-Plattchen aufgelegt.

Fur Infektionsexperimente wurden Bakterien aus vorgefertigten Bakterienstocks
(2.2.1.2) verwendet. Nach dem Auftauen der tiefgefrorenen Bakterienaliquots wurden
die Bakterien mit dem jeweiligen Zellkulturmedium gewaschen (5 min, 2700 g) und
auf die gewiunschte Konzentration eingestellt. Die tatsachlich verwendete Keimzahl

wurde jeweils durch serielles Ausplattieren Uberpruft.

2.2.1.2 Herstellung von Bakterienstocks

Zur Herstellung von Bakterienstocks wurde der jeweilige Bakterienstamm auf
Columbia-Blutagarplatten kultiviert, nach 5d mit Wattestdbchen abgenommen, in
PBS resuspendiert, anschlieBend mit PBS gewaschen, in Einfriermedium
resuspendiert, aliquotiert und bei —80°C gelagert. Zur Bestimmung der Bakterienzahl
wurden serielle Verduinnungsreihen auf Columbia-Blutagarplatten ausplattiert und

nach 14 d ausgezahit.

2.2.1.3 Praparation von outer membrane proteins (OMPs)

Ziel dieser Methode war die Praparation von OMPs (22) der Bakterienstdmme
B. henselae Marseille und BadA'. Alle Praparationsschritte wurden auf Eis

durchgefuhrt, alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei 4°C. Die Bakterienstamme
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wurden nach dem Auftauen 5 d auf Columbia-Blutagarplatten kultiviert, mit sterilen
Wattestabchen abgenommen und in 20 ml PBS suspendiert. Ein Aliquot des
Ansatzes wurde 1:10 mit PBS verdinnt und in eine Klvette Uberfuhrt. Die optische
Dichte (OD) wurde bei einer Wellenlange von 550 nm auf ungefahr 0,25 eingestellt,
wobei eine OD=1 einer Bakterienanzahl von ca. 5x 10%/ml entspricht. Der Ansatz
wurde zentrifugiert (5 min, 3000 g, 4°C), in 10 ml PBS resuspendiert und erneut
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 5 ml eiskaltem 0,2 M TrisHCI / 1 mM MgSOQ., pH 8,0
aufgenommen und nochmals wie zuvor zentrifugiert. Nun wurde das Pellet in 5 ml
0,2 M TrisHCI, pH 8,0 resuspendiert und nacheinander 5ml
1 M Saccharose / 0,2 M TrisHCI, pH 8,0, 20 yl 0,25 M EDTA, pH 8,0 und 18,75 pl
Lysozym (100 mg/ml) zugegeben. Nach einem 1,5-stundigem Inkubationsschritt auf
Eis erfolgte die Zugabe von 10 ml eiskaltem H,Opigest Und eine weitere halbstindige
Inkubation. Anschlieliend wurde eine Spatelspitze DTT zugegeben. Es folgte eine
Ultraschallbehandlung (output: 5, duty cycle: 50%), die funfmal jeweils 1 min auf Eis
durchgefuhrt wurde, gefolgt von jeweils 1 min Pause. Nach einem erneutem
Zentrifugationsschritt (20 min, 3000 g, 4°C) mit dem die Zelltrimmer abgetrennt
wurden, wurde der Uberstand in einer Ultrazentrifuge zentrifugiert (Beckman Optima
LE-80K, SW 28 Rotor, 20 000 g, 2 h, 4°C). Das Pellet wurde in 17 ml 10 mM Hepes,
pH 7,4 resuspendiert, 17 ml 1 % Sarcosyl / 10 mM Hepes zugegeben, 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert und zentrifugiert (2 h, 20 000 g, 4°C). Um die Proteine der
inneren Membran abzutrennen, wurde das Pellet in 36 ml 0,5 % Sarcosyl/ 10 mM
Hepes resuspendiert und erneut bei 20000g und 4°C fur 1h zentrifugiert.
AbschlieBend wurde das nun entstandene Pellet in 100 yl 10 mM Hepes
resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung bei —-80°C gelagert. Die
Proteinkonzentration wurde mittels Proteinbestimmung nach Bradford bestimmt. Ein
Aliquot der entstandenen Proteinsuspension wurde mit einer gleichen Menge
2x Laemmli-Puffer verdinnt, 5 min bei 95°C in einem Heizblock inkubiert und mittels

SDS-Gelelektrophorese analysiert.

2.21.4 B. henselae Lipopolysaccharid

Das in dieser Arbeit verwendete LPS von B. henselae wurde freundlicherweise von
Dr. Urs Zahringer, Borstel, zur Verfugung gestellt (161). Fir die Kontrollexperimente
wurde in dieser Arbeit LPS von S. minnesota (Lipopolysaccharide ultra pure

Salmonella minnesota R595, Calbiochem, La Jolla, USA) verwendet.
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2.2.2 Zellkultur

Fur die Zellkulturexperimente dieser Arbeit wurden humane Endothelzellen
(HUVECs, human umbilical vein endothelial cells) und HelLa 229 Zellen (ATCC,
Rockeville, MD, USA) verwendet. Bei HeLa 229 handelt es sich um eine humane
Epithelzelllinie, die von einem stark proliferierenden Zervixkarzinom abstammt und

speziell fur experimentelle Zwecke kultiviert wurde.

2.2.2.1 Kultivierung

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden unter sterilen Bedingungen durchgeflhrt,
Materialien und LOsungen wurden bereits sterii vom Hersteller bezogen oder
sterilfiltriert. Die Zelllinien wurden im Zellkultur-Brutschrank bei 37°C, 5 % CO; sowie
bei 90 % relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in
Zellkulturmedium (Tab. 5) in Zellkultur-Flaschen. Endothelzellen wurden in mit
Kollagen G beschichteten Zellkulturflaschen und —platten kultiviert. Hierfir wurde
Kollagen G in einem Verhaltnis von 1:40 mit PBS verdinnt und in einer finalen
Konzentration von 0,1 mg/ml Uber Nacht auf die Flaschen- und Plattenbdden
aufgebracht. Das Kollagen wurde abgesaugt und die beschichteten Zellkulturgefalie
bei 4°C aufbewahrt.

Zur Kultivierung wurden die Zellen nach dem Auftauen in Zellkulturflaschen
ausgesat. Nach Adharenz der Zellen am Flaschenboden bildete sich innerhalb
weniger Tage ein konfluenter Zellrasen aus. Um die adharenten Zellen vom
Flaschenboden abzuldésen wurden sie nach kurzem Waschen mit Trypsin/EDTA-
Lésung far 2-5 min bei 37°C mit 3-5 ml Trypsin/EDTA inkubiert. Dadurch werden
Adhasionsproteine der Zelloberflache gespalten, worauf sich die Zellen leicht vom
Flaschenboden ablosen lassen. Das Trypsin/EDTA wurde anschlielend durch die
Zugabe der 3-4-fachen Menge Zellkulturmedium inaktiviert. Je nach Bedarf wurden
die Zellen im Verhaltnis 1:3 bis 1:10 in neuen Flaschen weiterkultiviert. Das

Zellkulturmedium wurde alle 3 d erneuert.

2.2.2.2 Bestimmung der Lebendzellzahl

Zur Bestimmung der Anzahl lebender Zellen in Suspension wurde ein Aliquot der
abgeldsten Zellen mit Trypan-Blau verdunnt. Mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer
wurde die Anzahl der lebenden (ungefarbten) Zellen bestimmt. Hierzu wurden die 4

aulderen Eckquadrate der Zahlkammer ausgezahlt, der Mittelwert gebildet und mit
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dem Kammerfaktor (1x 10%/ml) und dem Faktor der Verdiinnung mit Trypan-Blau

multipliziert. Hieraus ergab sich die Anzahl der Zellen in der Zellsuspension pro ml.

2.2.2.3 Infektionsexperimente

Zur Durchfuhrung von Infektionsexperimenten wurden die bendtigten Zellen am Tag
vor dem geplanten Experiment wie beschrieben vom Zellkulturflaschenboden
abgeldst und die Anzahl der lebenden Zellen bestimmt. Die zum Abldsen der Zellen
verwendete Trypsin-EDTA Ldsung wurde durch Zentrifugieren und Resuspendieren
der Zellen in Zellkulturmedium entfernt. AnschlieBend wurden die Zellen in der

definierten Menge in Zellkulturplatten ausgesat.

Am Tag der Infektion wurde zwei Stunden vor dem geplanten Infektionszeitpunkt das
Zellkulturmedium abgesaugt und durch antibiotikafreies Medium ersetzt.
Infektionsexperimente zur Bestimmung von Zytokinen und Adhéarenz wurden
aullerdem mit Zellkulturmedium ohne FCS durchgefuhrt. Die bendtigten Aliquots der
B. henselae-Bakterienstocks wurden zlgig aufgetaut, zentrifugiert (5 min, 2700 g,
RT) und einmal mit Medium gewaschen. Die Bakterien wurden in der gewunschten
Konzentration auf die Zellen gegeben. Die Infektionsexperimente wurden mit einer
MOI (multiplicity of infection), also einer Bakterienzahl pro Zelle, von 100, 250 und
500 durchgefuhrt. Die errechnete MOI wurde durch serielle Verdinnungsreihen,
Ausplattieren und Auszahlen der CFU (colony forming unit) verifiziert. Zur
Verbesserung der Bakterien-Zell-Kontakte wurden die Zellkulturplatten anschliel3end
zentrifugiert (5 min, 300g, RT). Danach wurden die Kokulturen im
Zellkulturbrutschrank inkubiert.

Als Negativkontrollen dienten in allen Infektionsexperimenten Zellen, die mit reinem
Medium inkubiert wurden, als Positivkontrollen Zellen, die mit DFO (200 uM) oder
PMA (25 ng/ml) inkubiert wurden.

2.2.2.4 Infektionsexperimente zum Nachweis der Adhdrenz von B. henselae

Zum quantitativen Nachweis von adharenten Bakterien auf der Zelloberflache wurden
HelLa-Zellen und HUVECs parallel im 24-well Format kultiviert und mit B. henselae
(MOI 250) infiziert. Nach 30 min wurde der Zellkulturiberstand entfernt. Nicht
adharente Bakterien wurden entfernt, indem die Zellen dreimal mit warmem

Zellkulturmedium gewaschen wurden. Anschlie3end erfolgte die osmotische Lyse der
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Zellen, indem jeder Ansatz 3-5min mit 900 yl HyOpigest inkubiert wurde. Unter
mikroskopischer Kontrolle erfolgte die Beurteilung der Lyse, die durch Zugabe von
100 pl 10x PBS zum Stillstand gebracht wurde. Die lysierten Zellen wurden mit einer
Pipette gut resuspendiert (85). Zur Bestimmung der Anzahl der adharenten Bakterien
wurden serielle Verduinnungsreihen der Zellsuspension hergestellt und auf Columbia-
Blutagarplatten ausplattiert. Nach ungefahr 3 Wochen konnte die CFU ausgezahlt
werden. Zum exakten Nachweis der Adharenzrate wurden Dreifachbestimmungen

aller Ansatze durchgefuhrt und Mittelwerte gebildet.

2.2.3 Analyse der Funktion von BadA-Doménen

In dieser Arbeit wurden Teile der Kopf- und Stiel-Domane von BadA auf ihre
biologische Aktivitat untersucht. Hierfir wurde die BadAk.pr-Domane (~42 kDa,
AS 48-376) rekombinant in E. coli exprimiert (Dr. Tanja Riess, nicht publiziert) und
die dabei gebildeten Einschlusskdrperchen mit Hilfe einer Ni**-Sepharose Saule
gereinigt (Dr. Dirk Linke, Max-Planck-Institut fur Entwicklungbiologie, Tubingen, nicht
publiziert). Dazu wurden die Einschlusskorperchen in wenig Wasser resuspendiert
und dann in 6M Guanidin-HCI, 500 mM Tris, 10% Glycerin pH 8 gel6st, auf eine
30 ml NINTA Saule (XK 16, NINTA HP von GE Healthcare) aufgetragen, einmal mit
dem genanntem Puffer gewaschen und dann mit einem 0,5 mM Imidazolgradienten
in dem genanntem Puffer eluiert. Die Ruckfaltung erfolgte 1:20 verdinnt in
20 mM Tris pH 8, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl. Nach erfolgter Dialyse gegen den
Ruckfaltungspuffer wurden die Prazipitate zentrifugiert und die BadAkopr-Domane bei

4°C gelagert.

Bei der BadAsie-Domane handelt es sich um ein kleines Fragment aus dem
Ubergang vom Kopf zum Stiel (~18 kDa, 480 bp, AS 377-539), das in E. coli
exprimiert und anschlieRend aufgereinigt wurde (131). Der Nachweis der BadA-

Domanen erfolgte jeweils mit einem spezifischen Antikorper [2.2.3.2, (82)].

2.2.3.1 Zellkulturexperimente mit BadA-Domanen

Die biologische Aktivitat der BadA-Domanen wurde nach Zugabe der gereinigten

Proteine zu Epithel- und Endothelzellen untersucht.
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Zum Nachweis der Adharenz der BadA-Domanen wurden BadAkess und BadAsgel
jeweils in einer Konzentration von 5 bzw. 10 yg/ml in 6-well Zellkulturplatten mit
HUVECs bzw. HelLa-Zellen gegeben. Die Zellen wurden zentrifugiert (5 min, 300 g,
RT) und der Ansatz 4 h im Zellkulturbrutschrank inkubiert. Nach Abnehmen des
Zellkulturiberstandes wurde durch dreimaliges Waschen mit warmem
Zellkulturmedium  ungebundenes Protein  eliminiert.  AnschlieBend wurden
Ganzzellextrakte hergestellt. Der Untersuchung der Adhéarenz erfolgte durch
Nachweis der Domanen im Ganzzelllysat durch im Western Blot mit Hilfe spezifischer
Antikdrper (2.2.5.5).

Zur Untersuchung der Zytokininduktion von HelLa-Zellen bzw. HUVECs nach Zugabe
von gereinigten BadA-Domanen wurden nach einer Inkubationszeit von 24 bzw. 48 h
in 24-well Zellkulturplatten Zellkulturiiberstande gewonnen und auf ihren Gehalt an
VEGF und IL-8 mittels ELISA untersucht.

2.2.3.2 Generierung eines BadAk.pi-spezifischen Antikorpers

Zur Detektion der BadAkep-Domane wurde ein BadAxepr-spezifischer Antikorper
generiert (Riess & Kempf, nicht publiziert). Dazu wurde eine Maus (C57BL6)
dreimalig, jeweils im Abstand von 10 d, mit 25 pg aufgereinigtem BadAkpr-Protein
unter Zugabe von inkomplettem Freund’schen Adjuvans, das aus hitzeinaktivierten
Mykobakterien, metabolisierbarem Mineraldl und einem Emulgator besteht, zur
Verbesserung des immunstimulierenden Effekts immunisiert (intraperitoneale
Applikation). Nach 10 d wurde das Blutserum der Maus isoliert und bei -80°C
gelagert. Die Reaktivitat des generierten Antikorpers wurde im Western Blot

Uberprift.

224 Farbungen

Die Detektion von Antigenen ist durch Bildung von Antigen-Antikdrper Komplexen mit
Hilfe von Fluoreszenz-Farbstoff markierten Antikdrpern moglich. So kénnen
Bakterien und Zellen anhand von spezifischen Oberflachenproteinen sichtbar

gemacht werden.

2.2.41 Doppelimmunfluoreszenz (DIF)

Die Doppelimmunfluoreszenz diente in dieser Arbeit zur fluoreszenzmikroskopischen

Darstellung des Infektionsverlaufs. Diese Methode beruht auf der Tatsache, dass die
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Zellmembran viabler Saugerzellen fur Antikdrper undurchlassig ist, aber mit Hilfe von
Detergenzien permeabel gemacht werden kann (66). Durch eine sequentielle
Farbung mit verschiedenen Antikdrpern, bei der zunachst die extrazellularen
Bakterien und dann in einem zweiten Schritt nach der Lyse der Zellen die extra- und
intrazellularen Bakterien gefarbt werden, kommen die unterschiedlichen Farbsignale

zustande.

HUVECs wurden am Tag vor der geplanten Infektion auf Glasobjekttrager ausgesat,
die zuvor mit Kollagen G wie oben beschrieben beschichtet wurden. Die Zellen
wurden mit B. henselae WT und BadA' infiziert (MOI 250) und nach 6 h dreimal mit
Zellkulturmedium gewaschen und mit 3,75 %-iger PFA-LAsung fixiert (15 min, 4°C).
Zu Beginn der Farbung wurden die fixierten Coverslips dreimal mit PBS gewaschen.
Dieser Vorgang wurde nach jedem Inkubationsschritt wiederholt, um Uberschussige
Reagenzien zu entfernen. Alle Inkubationsschritte wurden bei RT und unter

Lichtabschluss durchgefuhrt.

Die fixierten Zellen wurden zunachst 15 min mit 0,1 %-igem BSA in PBS inkubiert,
um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Danach wurden die Zellen mit dem
Primarantikdrper (anti-Bartonella, 1:250 in PBS) und einem FITC-konjugiertem
Sekundarantikorper (Ziege-anti-Kaninchen-1gG, 1:100) jeweils eine Stunde inkubiert.
Hierdurch wurden die extrazellularen Bakterien grin gefarbt. In einem nachsten
Schritt wurde die Zellmembran mit 0,1 %-igem Triton X-100 (15 min, RT)
permeabilisiert, um das Aktin-Skelett und die intrazellularen Bakterien zu erreichen.
Die Zellen wurden erneut mit BSA blockiert. Es folgte wiederum die Inkubation mit
dem Primarantikérper (s. 0.), diesmal aullerdem unter Zugabe von TRITC-
konjugiertem Phalloidin (1:1000) zur roten Anfarbung des Aktin-Skeletts. Als
Sekundarantikorper wurde ein Cy5-konjugierter Ziege-anti-Kaninchen-lgG Antikorper
(1:100) verwendet, der die intrazellularen Bakterien blau anfarbte. In allen
Experimenten wurde zusatzlich die DNA der Zellkerne mittels DAPI (1 ug/ml)
angefarbt (10 min, RT).

Schliel3lich wurden die gefarbten Coverslips mit Mountainmedium eingedeckt, auf
Objekttrager aufgebracht und mit Entellan umschlossen. Die Analyse der Proben

erfolgte unter dem konfokalen Laserscan-Mikroskop, mit dem gleichzeitig vier
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verschiedene Fluorochrome auf vier Kanalen detektiert werden kénnen: grin (FITC),
rot (TRITC), blau (Cy5) und hellblau (DAPI). Die Fluoreszenzbilder wurden im
sequentiellen Modus erstellt und anschlieBend digital mit Adobe Photoshop 7.0

bearbeitet.

2.2.5 Proteinbiochemische Methoden

Zum Nachweis von Proteinen, wie zum Beispiel Transkriptionsfaktoren, wurde in
dieser Arbeit der Western Blot gewahlt. Hierbei kdénnen Proteine mit einer

spezifischen und sehr sensitiven Antikérperreaktion nachgewiesen werden.

2.2.5.1 Praparation von Proteinextrakten fiir Western Blot mit Laemmli-Puffer

HelLa-Zellen bzw. HUVECs wurden in 6-well-Zellkulturplatten mit B. henselae
infiziert. Nach dem jeweiligen Inkubationszeitraum wurde das Zellkulturmedium
abgesaugt und die Zellen dreimal mit warmem Zellkulturmedium gewaschen, um die
freien Bakterien zu entfernen. Die Lyse der Zellen erfolgte unter Zugabe von 100 pl
2x Laemmli-Puffer (Tab. 7). Das entstandene Zell-Lysat wurde fur 3-5 min bei 98°C
inkubiert, anschlief3end zentrifugiert (5 min, 20 000 g, 4°C) und bei —80°C gelagert.

2.2.5.2 Praparation von Proteinextrakten zur Bestimmung von HIF-1a

Zur Untersuchung der Aktivierung des Transkriptionsfaktors HIF-1 wurden
Proteinextrakte mit Hilfe eines speziellen Extraktionspuffers zur Zelllyse (Tab. 6)

hergestellt, da die HIF-1a Untereinheit sehr instabil ist.

HelLa-Zellen bzw. HUVECs wurden einen Tag vor Infektion ausgesat und uber Nacht
inkubiert. 6 h nach Infektion mit B. henselae wurden die HelLa-Zellen zweimal mit
eiskaltem PBS, die HUVECs zweimal mit Zellkulturmedium gewaschen,
anschlieend wurden 250 pl Lysepuffer pro Ansatz zugegeben. Das Zelllysat wurde
mit Hilfe eines Zellschabers vom Zellkulturplattenboden abgelést, in ein Eppendorf-
Gefal Uberfihrt und auf Eis gestellt. Nach kurzer Zentrifugation bei 4°C wurden die
Proben 5 sec bei maximaler Geschwindigkeit mit dem Ultra-Turrax homogenisiert.
AnschlieRend wurden die Lysate 10 min bei 70°C in einem Heizblock inkubiert und

bis zur weiteren Analyse bei —80°C gelagert.
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2.2.5.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration beruht auf der Bindung des Farbstoffs
Coomassie Brilliant Blau G-250 im sauren Milieu an Proteine, wobei es zu einer
Veranderung des Absorptionsmaximums des Farbstoffes von 465 nm (protonierte
braunrote kationische Form) zu 595 nm (unprotonierte blaue anionische Form)
kommt. Dabei korreliert die Menge an Protein mit der Absorption bei 595 nm, so dass

eine Quantifizierung des Proteingehalts einer Losung mdglich ist.

Die zu vermessenden Proben wurden jeweils mit HyOgest. 1:50, 1:75, 1:100 und 1:200
auf ein Endvolumen von 80 ul verdunnt und in eine 96-well-Zellkulturplatte Gberfuhrt.
Zur Erstellung einer Eichkurve wurde eine lineare BSA-Verdlinnungsreihe von
0-80 ug/ml hergestellt. Nach Zugabe von 20 ul Farbereagenz zu den vorgelegten
Proben bzw. der Standardverdinnung und Mischen auf dem Mikrotiterplatten-
Schuttler wurde nach einer 10-mindtigen Inkubation bei RT die Absorption bei
595 nm im ELISA-Reader bestimmt. Um eine mdglichst genaue Aussage Uber die in
der Probe vorhandene Proteinmenge zu erhalten, wurden die einzelnen Werte der

Verdinnungen gemittelt und mit einem Leerwert (nur H>O4est) abgeglichen.

2.2.5.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei diesem Verfahren werden Proteine unter denaturierenden Bedingungen aufgrund
ihrer unterschiedlichen Masse getrennt. SDS als anionisches, amphiphatisches
Detergens bindet im Verhaltnis 1:1,4 pro Aminosaure an die kationischen Reste der
Proteine und verleint ihnen damit eine negative Uberschussladung, die sich
proportional zur Grofe des Proteins verhalt und die die eigene Ladung der Proteine
vernachlassigbar macht. Darlber hinaus nehmen alle SDS-denaturierten Proteine
eine stabchenformige Konformation ein, so dass der Einfluss der nativen
Oberflachenstruktur auf die Wanderungseigenschaften der Proteine aufgehoben
wird. Die Proteine wandern daher im elektrischen Feld zur Anode, wobei ihr
Laufverhalten wahrend der Elektrophorese ausschliel3lich von ihrer GroRe abhangt.
Die Trennung der Proteine im Gel erfolgt proportional zum Logarithmus ihres
Molekulargewichtes (41), wobei der Trennbereich Uber die Acrylamid/Bisacrylamid-
Konzentrationen im Gel kontrolliert werden kann. Die Acrylamid-Konzentration kann
zwischen 2 % und 30 % variieren und bestimmt die Porengrof’e des Gels. Sehr

grofRe Proteine werden mit niedrig konzentrierten Gelen (0,1 % Bisacrylamid, 3-4 %
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Acrylamid) getrennt, sehr kleine Proteine bendtigen stark vernetzte Gele
(1 % Bisacrylamid, 20 % Acrylamid). Zur optimalen Darstellung von HIF-1a. mit einer
Molekulgrofie von 120 kDa wurde ein Trenngel mit einer 8 %-igen Acrylamid-

Konzentration gewahlt.

Zuerst wurde das Trenngel (Tab. 7) in eine Vertikalgelkammer bis zu 2/3 des
Endvolumens gefullt und mit Ethanol (70 %) uberschichtet, um eine glatte
Trennflache zu erhalten. Nach halbstindiger Polymerisation des Trenngels und der
Entfernung des Ethanols wurde das Sammelgel (Tab. 7) in das verbliebene Volumen
der Gelkammer gegossen und ein Kamm eingesetzt. Nach halbstindiger
Polymerisation des Sammelgels erfolgte der Probenauftrag. Die zu analysierenden
Proteinproben wurden mit einem Funftel ihres Volumens mit 5x SDS-Probenpuffer
(Tab. 7) versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Die mit Hilfe von SDS-Probenpuffer
hergestellten Proben wurden unverdinnt eingesetzt. Die SDS-Elektrophorese nach
Laemmli (94) wurde in 1x Laufpuffer (Tab. 7) bei einer konstanten Stromstarke von
30 mA pro Gel durchgefuhrt.

2.2.5.5 Western Blot

Mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennte Proteine kdnnen
aufgrund der negativen Ladung des gebundenen SDS elektrophoretisch weiter auf
eine Nitrozellulose- oder PVDF-Membran uUbertragen werden, wobei das SDS im
Laufe des Transfers abgetrennt wird. Anschlielend koénnen die transferierten
Proteine durch eine spezifische und sehr sensitive Antikdrperreaktion nachgewiesen
werden (154) dabei konnen bis zu 0,1 ng Protein detektiert werden. Fur den
Proteintransfer von SDS-Gelen auf eine PVDF-Membran wurde diese Membran
zunachst kurz in Methanol equilibriert und daraufhin fir 2 min in H,Ogest. gewaschen.
Anschlietend wurden Gel und Membran Ubereinander gelegt und von beiden Seiten
mit je einer Lage Whatman-Filterpapier und je einem Schwamm bedeckt. Diese
Schichtung wurde in eine BioRad-Blotkammer eingesetzt. Der Proteintransfer
erfolgte in Blot-Puffer (Tab. 7) bei einer konstanten Stromstarke von 300 mA fur
60 min.

Zum Fixieren der Proteinbanden wurde die Membran nach erfolgtem Blot kurz in
Methanol getaucht und vor den weiteren Schritten luftgetrocknet. Die Effizienz des

Transfers wurde durch reversible Proteinfarbung mit Ponceau Rouge S Ldsung
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Uberpruft. Dieser Farbstoff wurde durch Abspulen mit H,Og4est. anschlieend wieder
entfernt. Die PVDF-Membran wurde zur Blockierung von freien Bindungsstellen fur 1-
2 h bei RT in Blockierungspuffer (Tab. 7) auf einem Gelschuttler inkubiert. Nach
Blockierung wurde sie uber Nacht bei 4°C auf einem Gelschuttler mit dem jeweiligen
Primarantikérper (1:1000, verdunnt in Blockpuffer) inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen (5 min, RT) der Membran mit Waschpuffer (Tab. 7) wurde die Membran mit
einem Meerrettich-Peroxidase konjugiertem Sekundarantikorper (1:1000, verdinnt in
Blockierungspuffer) fur 1 h auf einem Gelschittler inkubiert. Nach erneutem
Waschen (3x 5 min mit Waschpuffer) wurde die Membran mit ECL-Reagenz versetzt
und zwischen zwei Tageslichtprojektor-Folien in eine Entwicklerkassette gelegt. Zur
Detektion der Chemilumineszenz wurde im Dunkeln fur einige sec bis min ein
Rontgenfilm eingelegt, der anschliefiend maschinell entwickelt wurde.

Eine andere Moglichkeit zur Detektion der Antikdrperbindung besteht in der Zugabe
von DAB-Entwicklungslésung. Dazu wurde die Membran wie oben beschrieben mit
Primarantikdrper und dem Meerrettich-Peroxidase konjungiertem Sekundarantikérper
inkubiert. Schlie3lich erfolgte die Zugabe von Substratpuffer mit DAB (Tab. 8) und
Inkubation des Western Blots, bis die Banden wunschgemaly in brauner Farbe
sichtbar geworden waren, dann wurde Stoplésung zugegeben und abschlieend die

Membran mit H,O gewaschen und lichtgeschitzt getrocknet.

2.2.6 Bestimmung der Zytokinkonzentration in Zellkulturiiberstianden

In dieser Arbeit wurde die IL-8 und VEGF Konzentration im Zellkulturiberstand von
HelLa-Zellen und HUVECs mittels ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)
untersucht. Hierfur wurden die jeweiligen Zellen mit B. henselae infiziert bzw. mit
bakteriellen Proteinen inkubiert, der Zellkulturiberstand abgenommen und mittels
ELISA analysiert.

2.2.6.1 Gewinnung von Zellkulturiiberstanden

Zur Gewinnung von Zellkulturiberstanden wurden die Zellen in 24-, 48- oder 96-well
ZellkulturgefalRen fur 24 bzw. 48 h inkubiert. Der Zellkulturiberstand wurde
abgenommen, zur Entfernung stérender Partikel zentrifugiert (20 000 g, 5 min, RT)

und bis zur Analyse bei —20°C gelagert.
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2.2.6.2 ELISA

Der ELISA ist ein oft angewandter und sehr sensitiver Immunoassay, mit dem sich
Zytokine im Pikogrammbereich nachweisen lassen. Deshalb eignet sich dieser sehr
gut zur Analyse von Zytokinkonzentrationen im Zellkulturiberstand. Das zu
messende Zytokin bindet als Antigen an einen, an die Vertiefungen der
Mikrotiterplatten gebundenen, monoklonalen Primarantikbrper im Sinne einer
Antigen-Antikorper-Reaktion. In einem nachsten Schritt bindet ein hinzugegebener
Sekundarantikérper ebenfalls an das Zytokin und katalysiert gleichzeitig eine
Farbreaktion. Die Intensitat der Farbreaktion ist proportional zur Zytokinkonzentration
und kann photometrisch bestimmt werden. Anhand einer Standardkurve mit

rekombinanten Zytokinen kann die absolute Konzentration ermittelt werden.

2.2.6.2.1 IL-8 ELISA

Zur Messung der Proteinmenge von IL-8 wurden die Vertiefungen der ELISA-
Mikrotiterplatten Uber Nacht bei 4°C mit je 50 pul eines monoklonalen
Primarantikdrpers (3 pg/ml in 0,1 M Na;HPO4, pH 9) inkubiert (146). Uberschiissige
Antikorper wurden durch viermaliges Waschen mit Waschpuffer (Tab. 9) entfernt.
Unspezifische Bindungsstellen wurden durch Inkubation mit Blockierungspuffer
(Tab. 9) fur 2 h bei RT blockiert. Nach erneutem viermaligen Waschen wurden 100 pl
der jeweiligen Zellkulturiiberstande in die einzelnen wells pipettiert. Als Standard
diente eine Verdunnungsreihe des rekombinanten humanen IL-8 (0-800 pg/ml,
verdunnt in Kulturmedium). Die Bindung von IL-8 aus den Zellkulturiberstanden an
die in der ELISA-Platte gebundenen Primarantikérper erfolgte Gber Nacht bei 4°C.
Am nachsten Tag wurde erneut viermal gewaschen. Nach 1-2 h Inkubation mit
biotinyliertem Sekundarantikorper (0,5 pg/ml; 100 pl pro well) bei RT und
anschlielfendem viermaligen Waschen wurden je 50 yl Konjugat (Tab. 9) auf die
einzelnen wells verteilt und fir 1 h bei 37°C inkubiert. Nach einem letzten
Waschschritt wurde PNPP in Substratpuffer (Tab. 9) zu einer Endkonzentration von
1 mg/ml aufgeldést und pro well 50 pl pipettiert. Nach einer 20-minutigen
Inkubationszeit bei 37°C im Dunkeln wurde die Zytokinkonzentration photometrisch
bei einer Wellenlange von 405 nm mit einer Referenzwellenlange von 490 nm mit
dem ELISA-Photometer bestimmt.
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2.2.6.2.2 VEGF-ELISA

Zum Nachweis von VEGF im Uberstand wurde ein bereits mit monoklonalem
Antikorper beschichteter ELISA (R&D Systems) verwendet. Die Durchfuhrung
erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Zu Beginn der ELISAs wurden 50 pl
Verdinnungspuffer pro well pipettiert. Im Anschluss daran wurden 200 pl des
Standards bzw. der Zellkulturiberstande hinzugefigt und fir 2h bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer wurde der
ELISA far 2 h mit 200 ul Konjugat inkubiert. Anschlielend wurde erneut dreimal
gewaschen. Danach wurden 200 ul Entwicklerlosung dazugegeben und nach einer
20-mindtigen Inkubationszeit wurde die Entwicklung mit 50 ul Stopplésung beendet.
Die Absorption wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 450 nm mit einer
Referenzwellenlange von 540 nm im ELISA-Photometer bestimmt und daraus

anhand des Standards die jeweilige Zytokinkonzentration ermittelt.

2.2.7 Molekulargenetische Methoden

Da mRNA in den Zellkulturversuchen nur in geringer Quantitdt vorhanden war,
wurde zur Quantifizierung der Genexpression in HUVECs zu einem bestimmten
Zeitpunkt die Methode der RT-PCR mit anschlieRender semiquantitativer PCR oder
quantitativer Real-Time-PCR (LightCycler) gewahlt. Aufgrund ihrer hohen Sensitivitat

erlaubt sie eine genaue Auswertung der zu untersuchenden mRNA.

2.2.7.1 RNA-Isolierung
Zur lIsolierung von RNA aus HUVECs wurde der RNeasy Mini Kit (QIAGEN)

verwendet. Diese Methode der RNA-Isolierung basiert auf einer Variante der
»Single-step Methode® (34). Dabei kann die RNA aus homogenisierten Zelllysaten an
Silica-Gel-Membranen gebunden und mittels H,O einfach eluiert werden. Da RNasen
ubiquitar verbreitet sind und RNA relativ instabil ist, wurden alle Arbeitsschritte auf
Eis durchgefuhrt. Fir die RNA-Isolierung und Reverse Transkription wurde
DEPC-behandeltes Wasser verwendet, um die enthaltenen RNasen zu inaktivieren.

Zur internern Kontrolle wurde jedes Experiment im Doppel angesetzt.

Fur die Isolierung von RNA aus Gesamtzelllysat wurden die HUVECs in 6-well-
Zellkulturplatten kultiviert. 6 h nach Infektion (MOI 250) wurde jeder Ansatz mit 300 pl
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RLT-Puffer, der zuvor 1:100 mit p-Mercaptoethanol versetzt wurde, lysiert und mit
einem Zellschaber vom Zellkulturplattenboden abgeldst. Das Lysat wurde in ein
RNase-freies Eppendorf-Reaktionsgefal® uberfuhrt. Nach Zugabe von je 300 ul 70 %
Ethanol wurde die Suspension auf eine Saule gegeben und zentrifugiert (1 min,
20 000 g, 4°C). AnschlieRend wurde die Saule einmal mit RW1-Puffer (700 pl; 1 min,
20000 g, 4°C) und zweimal mit RPE-Puffer (je 500 ul; 2 min, 20 000 g, 4°C)
gewaschen. Nach einer halbstindigen Trockenzeit der Saule wurde die RNA mit
2x 10 pl RNase freiem Wasser in ein neues RNase-freies Eppendorf-Reaktionsgefaf
eluiert (2 min, 20 000 g, 4°C) und bis zur weiteren Analyse bei -80°C aufbewahrt.

2.2.7.2 Quantifizierung der RNA

Um fur das weitere Vorgehen von jeder Probe identische RNA-Mengen zu
verwenden, wurde fur jeden Ansatz individuell der RNA-Gehalt bestimmt, da die
isolierte Gesamt-RNA-Menge in Abhangigkeit von der urspringlichen Zellzahl in der

Probe variiert.

Die photometrische Quantifizierung der RNA erfolgte bei 260 nm, da eine RNA-
Lésung mit einer OD=1 eine Konzentration von 40 pg/ml besitzt. Als Nullwert diente
10 mM Tris, pH 8. Alle Proben wurden zur Vermessung 1:40 mit 10 mM Tris, pH 8

verdunnt. Der RNA-Gehalt der Probe errechnet sich wie folgt:

Gemessener ODygp-Wert x Verdlinnungsfaktor 40 x 40 ug/ml.

Das Verhaltnis aus den Absorptionswerten bei 260 nm und bei 280 nm (absorbance
ratio) lieferte eine Aussage Uber den Reinheitsgrad der RNA und somit Uber die

Qualitat der Gesamt-RNA, wobei der optimale Wert zwischen 1,8 und 2,0 liegt.

2.2.7.3 Reverse-Transkriptase Reaktion (RT-PCR)

Fur eine semiquantitative PCR bzw. eine quantitative Real-Time-PCR wurden die
isolierten mMRNA-Strange einer Probe mittels des Enzyms Reverse Transkriptase in
cDNA umgeschrieben. Diese wird dann ihrerseits mittels der Polymerase
Kettenreaktion (PCR) amplifiziert. Da sich die mRNA von anderen RNA Formen
durch ein Ende mit mehreren aufeinanderfolgenden Adenin-Basen (Poly-A-Sequenz)
unterscheidet, lasst sich diese spezifisch markieren, indem man DNA-Strange aus

Thymidin-Basen (Oligo-dT) zu den Proben gibt, die sich komplementar als Primer an
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die Poly-A-Sequenz anlagern (Primer Annealing). An diesen Primer setzt nun die

Reverse Transkriptase an und Ubersetzt den kompletten Strang in cDNA.

FUr das Primer Annealing wurden 1-2 uyg Gesamt-RNA auf 9 ul mit H,O-DEPC
eingestellt, je 1 ul Oligo dT-Primer (500 ng) zugegeben und flr 10 min bei 65°C im
Heizblock inkubiert. Fur die Reverse Transkription wurden je 10 pl eines
Mastermixes zu den Proben gegeben und 1 h bei 42°C und anschlieBend zur
Inaktivierung der Reversen Transkriptase fur 5 min bei 90°C inkubiert. Die erhaltene
cDNA wurde 1:10 mit H,O-DEPC verdunnt und bei -20°C gelagert.

1x Mastermix: 4 yl 5x RT-Puffer
1 il RNase-out (40 U)
2yl DTT (0,1 M)
2 yl Nukleotide (10 mM)
1 pl SuperScript Il Reverse Transkriptase (200 U)

2.2.7.4 Polymerase Kettenreaktion

Mit Hilfe der PCR kann man ein definiertes DNA-Fragment exponentiell amplifizieren.
Dazu bendtigt man zwei Oligonukleotidprimer, die den zu amplifizierenden DNA-
Bereich flankieren und dort aufgrund von komplementaren Sequenzen hybridisieren
konnen. Die PCR beruht auf drei aufeinanderfolgenden Reaktionsschritten
(Denaturierung, Annealing, Polymerisation), die je nach Grof3e des zu erwartenden
Amplifikons 20-35 mal hintereinander wiederholt werden (115). Durch die
Denaturierung werden die DNA-Doppelstrange zu Einzelstrangen gelost, so dass im
zweiten Schritt (Annealing) die Oligonukleotidprimer mit den komplementaren
Strukturen hybridisieren kdnnen. Wahrend der Polymerisation erfolgt mittels einer
hitzestabilen DNA-Polymerase (32) die Synthese neuer DNA-Fragmente
komplementar zur vorhandenen DNA-Matrize. In dieser Arbeit wurden mittels
semiquantitativer PCR DNA-Fragmente der Gene HK 2, MCP-1, ICAM-1 mit den
entsprechenden Primern (Tab. 2) amplifiziert. Als interne Kontrolle wurde das

konstitutiv exprimierte Gen p-Aktin verwendet.

FUr jede PCR wurde ein Mastermix auf Eis angesetzt und jeweils 45 ul dieses

Gemisches zu 5 ul cDNA in ein PCR-Reaktionsgefald gegeben. Die PCRs wurden in
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einem PCR-Thermo-Cycler mit dem entsprechenden Programm (Tab. 10)
durchgefuhrt.

1x Mastermix: 25,1 pyl HO
5,0 yl 10x PCR-Puffer mit 15 mM MgCl,
1,0 yl Nukleotide (10 mM)
12,5 pl Primer-Mix (je 20 pl Primer + 960 ul H20)
0,4 ul Tag-Polymerase (2 U)

Tab. 10: PCR-Programme der in dieser Arbeit eingesetzten semiquantitativen PCRs (83)

Denaturierung | Denaturierung, Annealing, Polymerisation Ende Pause
B-Aktin 94°C-120s 94°C-60s, 72°C-150s, 22 Zyklen 72°C-5min |4°C
HK 2 95°C-120s 94°C-30s, 58°C-50s, 72°C-50s, 10 Zyklen - 4°C

94°C-30s, 58°C-50s, 72°C-50s, +20s je
Zyklus, 15 Zyklen

ICAM-1 95°C-120s 95°C-30s, 59°C-30s, 72°C-60s, 19 Zyklen 72°C-120s |4°C

MCP-1 95°C-120s 95°C-30s, 61°C-30s, 72°C-60s, 16 Zyklen 72°C-120s |4°C

2.2.7.5 Gelelektrophorese der PCR-Produkte

Zur Quantifizierung der amplifzierten DNA-Fragmente wurden die PCR-Produkte auf
einem Agarosegel mittels Elektrophorese aufgetrennt und anschlieRend mit einem
fluoreszierenden Farbstoff markiert, damit sie unter UV-Licht detektiert werden
konnten (69). Der Vergleich der Bandenintensitat untereinander erlaubte eine
semiquantitative Aussage Uber die Protein-Expression in der Zelle zum Zeitpunkt der
RNA-Extraktion.

Die 50 pyl PCR-Produkte wurden mit 5 ul Probenpuffer (OrangeG) versetzt und je
10 ul der Proben auf ein 1,5 %-iges Agarosegel aufgetragen, sowie 5 ul einer DNA-
Leiter zur Kontrolle der GroRe der PCR-Produkte. Die Gelelektrophorese erfolgte 45-
90 min bei 90 V. Das Gel wurde anschlieend 10-20 min in einer Ethidiumbromid

Losung (1 pg/ml) gefarbt, 10 min in HyO4est. entfarbt und mit Hilfe einer
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Geldokumentationsanlage fotografiert. Die Gelbilder wurden danach mit dem

Programm Adobe Photoshop 7.0 digital bearbeitet

2.2.7.6 Quantitative PCR mittels Light-Cycler

Als weitere Methode zur Quantifizierung der Genexpression in einer Zelle wurde die
Real-Time-PCR verwendet. Vorteil einer Quantifizierung mittels Real-Time-PCR im
Vergleich zur semiquantitativen PCR ist, dass die Menge des entstehenden PCR-
Produkts standig wahrend der PCR gemessen werden kann und somit in der linearen
Phase der PCR-Reaktion eine Mengenbestimmung mdglich ist, was zu genaueren
Ergebnissen als bei der Endpunktmessung einer semiquantitativen PCR fuhrt (70).

Die Quantifizierung der Real-Time-PCR basiert auf der Berechnung des
Fluoreszenz-Schwellenwertes (threshold cycle, Ct-Wert). Der Ct-Wert ist der PCR-
Zyklus, bei dem die Reporterfluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz signifikant
Ubersteigt. Ab diesem Zeitpunkt ist die Amplifikation des PCR-Produktes
exponentiell. Gleichzeitig werden in einem PCR-Lauf bekannte Matrizenmengen
(Standard) amplifiziert, um eine Aussage uUber die Menge an Matrize zu einem
bestimmten C;-Wert machen zu kdnnen. Aus den bekannten Matrizenmengen kann
eine Standardgerade erstellt werden, mit deren Hilfe man von einem bestimmten C+-
Wert auf die Matrizenkonzentration schliel3en kann. In dieser Arbeit wurde mittels
Real-Time-PCR die Expression der Gene IL-8 und VEGF untersucht. Zur
Bestimmung der IL-8-Genexpression wurde das Humane Interleukin-8 LightCycler™-
Primer Set sowie als interne Kontrolle das Humane G-6-PDH LightCycler™-Primer
Set (Roche) verwendet. G-6-PDH ist ein konstitutiv exprimiertes Gen in
eukaryotischen Zellen. Sowohl fur die IL-8- als auch fur die G-6-PDH-Real-Time-PCR
wurde ein Mastermix angesetzt, der in die LightCycler Kapillaren vorgelegt wurde.
Danach wurden je 5 ul der unverdunnten cDNA zugegeben und der gesamte Ansatz
kurz  zentrifugiert. Als Standard wurden kommerzielle Standards nach

Herstellerangaben eingesetzt.

1x Mastermix: 2 yl Primer (10 uM)
2 yl LC-FastStart DNA Master SYBR Green | 10x (Roche)
11 ul H0

Als Reaktionsbedingung wurde fir die IL-8- sowie fur G-6-PDH-Real-Time-PCR

folgendes Programm verwendet:
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Denaturierung: 95°C, 10 min

Annealing: Erniedrigung der Annealingtemperatur pro Zyklus um 0,5°C
von 68°C auf 58°C, je 10 sec

Amplifikation: 72°C, 16 sec

Zyklenzahl: 45

Schmelzkurve: von 58°C auf 95°C (kontinuierliche Temperaturerhdhung um
0,1°C/sec)

Im LightCycler™-Primer Set wird der fluoreszierende Reporterfarbstoff SYBR® -
Green | verwendet, der sich unspezifisch in doppelstrangige DNA einlagert und somit
proportional zur Produktmenge ansteigt. Dadurch kommt es wahrend der PCR-
Reaktion zu einem Fluoreszenzanstieg, mit dessen Hilfe die Reaktion verfolgt

werden kann.

Um zwischen korrektem Produkt, Artefakten oder Primerdimeren unterscheiden zu
konnen, wird nach Beendigung der PCR-Reaktion eine Schmelzkurvenanalyse
durchgefuhrt, bei der es durch schrittweise Erhdéhung der Temperatur zu einer
Auftrennung der DNA-Doppelstrange in Abhangigkeit von ihren Schmelzpunkten in
ihre Einzelstrange kommt. Daraus folgt eine Abnahme der Fluoreszenz, die
aufgezeichnet wird. Da die Produkte von Primerdimeren und Artefakten bei
niedrigeren Temperaturen schmelzen als die Produkte der Ziel-DNA, kann somit

zwischen korrektem Produkt, Primerdimeren bzw. Artefakten unterschieden werden.

Zur Bestimmung der VEGF-Gen-Expression mittels Real-Time-PCR wurden
synthetisierte TagMan-Sonden (TIB Molbiol, Berlin) verwendet. Als interne Kontrolle
diente das konstitutiv exprimierte Gen B2-Microglobulin. Bei einem TagMan-Assay
liegt zwischen den zwei spezifischen Oligonukleotiden ein  weiteres
fluoreszenzmarkiertes Oligonukleotid (TagMan-Probe). Unter einer TagMan-Probe
versteht man eine Sonde, die am 5’-Ende mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff
und am 3’-Ende oder intern mit einem Quencher-Farbstoff markiert ist (100). Bei
einer intakten Sonde wird die Reporter-Fluoreszenzemission durch die Nahe des
Quenchers zum Reporter unterdrickt. Kommt es nun wahrend der Reaktion zur

Neustrangsynthese, fragmentiert die Taqg-Polymerase durch ihre 5’-3'-
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Exonukleaseaktivitat die TagMan-Probe, woraus die Trennung des Reporters vom

Quencher resultiert und somit die Reporterfluoreszenz freigesetzt wird.

Die Zunahme der Reporterfluoreszenz wird nach jedem Zyklus gemessen und ist
proportional zur Menge der DNA-Matrize im Reaktionsgefall. Da die Tag-Polymerase
nur an TagMan-Sonden bindet, die an die Zielsequenz gebunden sind, und nur diese

fragmentiert, bleiben nicht hybridisierte Einzelstrange unbeschadet.

Zunachst wurde flr die VEGF-Real-Time-PCR ein Mastermix A angesetzt.

1x Mastermix A: 6,4 ul H2Opigest.
6,0 yl MgCl; (25 mM)
2,0 yl 10x PCR-Puffer
0,4 yl dNTPs (je 10 mM)
0,3 pl BSA (10 pg/pl)
0,15 yl Platinum Taq (5 U/ul)

Dieser Mastermix A wurde auf drei Eppendorf-Reaktionsgefal’e verteilt und die
dazugehdrigen Primer (Endkonz.: 0,25 uM) sowie TagMan Proben (Endkonz.:
0,1 uM) hinzugefugt.

1x Mastermix B:

VEGF B2-Microglobulin Standard

Mastermix A 15,25 ylI Mastermix A 15,25yl Mastermix A 15,25 pl
Primer VEGFex3 f 0,7 I Primer B2M f 0,7 yl Primer VEGFex3 f 0,7 pl
Primer VEGFex8 r 0,7 ul  Primer B2M r 0,7 yl  Primer VEGFex7ex5r 0,7 pl

Primer TM VEGFex3 0,4 yl  Primer B2M probe 0,4yl Primer TM VEGFex3 0,4 pl

Jeder Ansatz (VEGF, p2-Microglobulin, Standard) wurde im Doppel angesetzt. Pro
LightCycler Kapillare wurden 17 ul des Mastermix B vorgelegt. In die VEGF- und 32-
Microglobulin-Kapillaren wurde je 3 pl cDNA (1:8 in HyOpigest. Verdinnt) und zu den

zwei Standardkapillaren je 3 yl der Standardverdinnung zugefugt.

Als Standard fur die VEGF-Real-Time-PCR wurde ein Plasmid verwendet, das die
Splicing-Variante 165 des VEGF-Gens enthalt (157). Die Ausgangs-Konzentration
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der Plasmide wurde auf eine Verdiinnung von 10° Plasmiden/ul eingestellt. Um die
absolute Kopienanzahl der Ziel-Transkripte zu bestimmen, wurde eine
Standardgerade generiert. Bezogen auf diese Standardgerade wurde die Anzahl der
Kopien der zu untersuchenden Proben anhand der LightCycler Software 3.1 ermittelt

(157). Die Reaktion wurde unter folgenden Bedingungen durchgeflhrt:

Initiale Denaturierung: 95°C-2 min

Denaturierung: 95°C- 8s
Annealing: 68°C-12's ] 40 Zyklen
Extension: 72°C-20 s

35°C-120 s

Die Anzahl der amplifizierten Kopien wurde nach folgender Formel berechnet:

Kopienanzahl des gesuchten Gens
x 1000

Kopienanzahl B2-Microglobulin

2.2.8 Infektionsserologische Methoden zum Nachweis von B. henselae-

Antikorpern in Patientenseren

Der IFT ist momentan die Standardmethode zum Nachweis von Antikérpern gegen
B. henselae in Patientenseren. In dieser Arbeit wurde der IFT mit der neu etablierten
Methode des Immunoblot zum Nachweis von Antikorpern verglichen. Hierfur wurden
Patientenseren verwendet, die in der medizinischen Routinediagnostik zuvor bereits
positiv auf Antikérper gegen B. henselae getestet worden waren und zum Tell
freundlicherweise von Dr. Anna Sander, Institut fir Medizinische Mikrobiologie und
Hygiene der Universitat Freiburg, zur Verfugung gestellt. Bei den negativen
Kontrollseren handelt es sich um negativ auf B. henselae-Antikdrper getestete
Patientenseren, die der Routinediagnostik des Instituts fur Medizinische
Mikrobiologie und Hygiene der Universitat Tubingen entstammen. AulRerdem wurden
einige Patientenseren verwendet, die zuvor positiv auf Antikdrper gegen
Yersinia spp. im Rahmen der Routinediagnostik des Instituts fur Medizinische
Mikrobiologie und Hygiene, Tubingen, getestet worden waren. Dafir werden die
WIDAL-Agglutinationsreaktion, ELISA und Western Blot eingesetzt. Die WIDAL-
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Reaktion ist eine Agglutinationsreaktion, die zum Nachweis von Antikorpern mit
bekannten Antigenen dient und die Angabe einer Titerstufe erlaubt. Sie dient mehr
zum Nachweis akuter Yersiniosen, da der Agglutinationstiter verhaltnismafig schnell
absinkt und wird als positiv bewertet, wenn der Titer mit >1:200 angegeben wird. Die
WIDAL-Agglutinationsreaktion hat nach der Entdeckung von plasmid-kodierten
Virulenzmarkern, den Yersinia outer proteins (Yops), etwas an Bedeutung verloren.
ELISA und Western Blot werden mehr zum Nachweis langer zurickliegender oder
chronischer Yersiniosen eingesetzt. Dabei werden im ELISA IgG- und IgA-Antikorper
gegen Yersinia enterocolitica nachgewiesen. Die Nachweisbarkeit von IgA-
Antikorpern spricht meist fir eine rheumatische Erkrankung. Bei einer akuten
Yersiniose kommen IgA-Antikorper nur sehr fruh in der Immunantwort vor und
kénnen meist nicht detektiert werden. Der Immunoblot weist IgG- und IgA-Antikérper
gegen Yops nach, womit sicher die pathogenen Yersinia Stamme erfasst werden
konnen. Dabei ist der Nachweis von Antikorpern gegen YopD oder gegen zwei

andere Yops beweisend fur eine abgelaufene Yersiniose.

2.2.8.1 IFT zum Nachweis einer B. henselae Infektion

Der IFT ist die diagnostische Standardmethode zum Nachweis einer Infektion mit B.
henselae (127). Dabei werden Antikérper im Serum mittels indirektem IFT
nachgewiesen. Das Probenmaterial wird geometrisch verdunnt und mit dem in einer
Festphase fixierten Antigen inkubiert. Die im Serum enthaltenen spezifischen
Antikorper werden an das fixierte Antigen gebunden, der Nachweis der
Antikérperbindung erfolgt mit Hilfe von Fluorochrom-markierten Sekundarantikérpern
in einem Fluoreszenzmikroskop. Als Titer wird die hochste Serumverdinnung mit

deutlicher Fluoreszenz angegeben.

Zur Praparation von Antigen fur den IFT wurde B. henselae in Gegenwart von Vero-
Zellen (Nierenzellen der grinen Meerkatze) Uber 48 h angeziichtet, wobei die
Bakterien sich auch intrazellular vermehrten. Nach Lyse der Zellen erfolgte die
Lagerung der Aliquots bei -20°C.

Zur Herstellung des IFT wurden 3 pl der hergestellten Antigenlésung des
entsprechenden Bakterienstamms auf  Objekttrager  aufgebracht, mit
PFA/20 % Methanol fixiert und bei -20°C gelagert. Patientenseren, die zuvor bereits

im IFT positiv fur B. henselae Antikorper getestet waren oder negative Kontrollseren,
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wurden mit PBS 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 und 1:1600 verdinnt, auf die Antigen-
beschichteten Objekttrager aufgebracht und 1 h bei RT inkubiert. Die Objekttrager
wurden dreimal mit PBS gewaschen und unter Zugabe eines FITC-konjugierten
Sekundarantikérpers (1:100) erneut eine Stunde unter Lichtabschluss bei RT
inkubiert. Anschlielend erfolgte auRerdem die Farbung der DNA mit DAPI (1 pg/ml,
10 min, 4°C). Die Beurteilung der Titerstufen erfolgte wunter dem

Fluoreszenzmikroskop.

2.2.8.2 Western Blot zum Nachweis einer B. henselae Infektion

Der Nachweis von Antikorpern gegen B. henselae im Patientenserum sollte mit Hilfe
von Western Blot-Analysen erfolgen. Dabei werden Antikorper-Bindungen auf

Antigen-beladenen Filtermembranstreifen nachgewiesen.

Zur Herstellung der Membranstreifen wurde B. henselae 5d auf Columbia-
Blutagarplatten kultiviert, mit Wattestabchen abgeerntet und in PBS suspendiert,
einmal in PBS gewaschen, in eine Kuvette uberfuhrt und bei einer Wellenlange von
600 nm eine OD von 1 eingestellt. Die Ansatze wurden im Verhaltnis von 1:1 in
Laemmli-Puffer aufgenommen, 5 min bei 98°C im Heizblock inkubiert und
zentrifugiert (2 min, 20 000 g, 4°C). AnschlieBend wurden die Proteine mittels
SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran geblottet
(2.2.5.5). Die Membranen wurden wie beschrieben mit Blockierungspuffer inkubiert
und anschlieRend in Streifen geschnitten. Die Streifen wurden mit verschiedenen
Verdinnungen (1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, in Blockierugspuffer) von
Patientenseren, die im IFT positiv auf B. henselae Antikorper getestet worden waren
oder negative Kontrollseren, inkubiert (1h, RT). Nach Inkubation mit
Sekundarantikérper [anti-Human-Ig-HRP (Kaninchen), 1:1000] erfolgte die Detektion
mit Hilfe von DAB-Entwicklungslosung.

2.2.9 Statistik

Alle Experimente wurden mindestens dreimal wiederholt. Die zu untersuchende
Gruppe wurde jeweils mit der Kontrollgruppe verglichen. Zur Uberprifung der
Gleichheit der Mittelwerte erfolgte eine Datenbewertung Uber den Student t-Test bzw.
mit Hilfe einer einfachen Varianzanalyse. Die Differenz von Werten mit p<0,05 wurde
als statistisch signifikant beurteilt. Bei ungleichen Varianzen wurde eine

varianzstabilisierende Transformation durchgefihrt. Die Ergebnisse werden mit den
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entsprechend zulcktransformierten Mittelwerten zusammen mit deren 95%
Vertrauensintervallen dargestellt.

Fir Abb. 8 wurde ein nichtlineares Dosis-Wirkungsmodell angepasst und die
Parameter mit der Methode der kleinsten Quadrate geschatzt. Das Modell hat die
Gleichung:

11-8= a+AQ+exp(-ac)).

Hierbei ist a die Zytokinkonzentration der Kontrolle, 4 der maximale Zuwachs fur sehr
hohe Konzentrentationen ¢ von Aul3enmembranproteinen und « die Rate, mit der die
maximale Wirkung erreicht wird.

Fir Abb. 9 B wurde ebenfalls ein nichtlineares Dosis-Wirkungsmodell angepasst,
dieses Modell hat die Gleichung:

Do — P
1+ﬁ C
K

Hierbei ist py die Zytokinkonzentration der Kontrolle, p; die Zytokinkonzentration bei

11-8=p,+

sehr hohen Konzentrationen ¢ von Lipopolysaccharid, Ks, ist diejenige
Zytokinkonzentration, die bei der Halfte zwischen minimaler und maximaler Zugabe

von Lipopolysaccharid erreicht wird.
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3 Ergebnisse

3.1 BadA-abhangige Interaktion von B. henselae mit humanen Endothelzellen

In dieser Arbeit wurde die Rolle von BadA bei der Infektion humaner Endothelzellen
(ECs), die die eigentlichen Zielzellen einer B. henselae-Infektion darstellen (45), mit
B. henselae untersucht. Dabei sollte die angiogenetische, HIF-regulierte von der
entzundlichen, NFkB-regulierten Wirtszellantwort abgegrenzt werden. Zur Analyse
der Rolle von BadA wurde neben B. henselae WT auch eine BadA-defiziente

B. henselae-Transposonmutante verwendet (131).

3.1.1 BadA-abhangige Adharenz an und Invasion in ECs

Zur Untersuchung der Rolle von BadA bei der Infektion von Endothelzellen wurden
HUVECs mit B. henselae WT und BadA’ infiziert und die Adharenz und Invasion
mittels CLSM analysiert. Dazu wurde eine DIF von B. henselae WT und BadA™-
infizierten HUVECs 6 h nach Infektion angefertigt.

B.h. WT B. h. BadA-

Abb. 4: BadA-abhédngige Adhéarenz an und Invasion in HUVECs. HUVECs wurden mit B. henselae
WT und BadA" (MOI 250) infiziert, 6 h p.i. fixiert und mittels CLSM analysiert. Links: B.
henselae WT-infizierte Zellen, rechts: B. henselae BadA -infizierte Zellen. Blau: intrazellulare
Bakterien, griin: extrazellulare Bakterien, rot: Aktin, Skalierung: 20 um.

Diese Farbemethode beruht auf der farblichen Unterscheidung von intra- und
extrazellularen Bakterien infolge einer sequentiellen Antikorperfarbung, bei der
zunachst die extrazellularen, adharenten Bakterien mittels FITC-markiertem AK und

nach der Zelllyse auch die intrazellularen Bakterien mittels Cy5-markiertem AK
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angefarbt werden (66). Wahrend 6 h nach Infektion mit B. henselae WT noch
zahlreiche adharente Bakterien (grun) detektierbar waren, lielen sich zum diesem
Zeitpunkt kaum adharente BadA-defiziente Bakterien nachweisen (Abb. 4). Zudem
waren intrazellular mehr Bakterien des Wildtyps als des BadA-defizienten
Bakterienstamms nachweisbar (Daten nicht quantifiziert). Das Vorhandensein von
BadA ist also essentiell fur die Adharenz von B. henselae an Endothelzellen und

scheint auch fur die Wirtszell-Invasion eine wichtige Rolle zu spielen.

3.1.2 Nachweis der BadA-abhangigen Aktivierung von HIF-1 in ECs

Der durch B. henselae-induzierten proangiogenetischen Wirtszellantwort in HUVECs
liegt eine HIF-1-Aktivierung zugrunde (83). Um zu uberprifen, ob diese HIF-
Aktivierung BadA-abhangig verlauft, wurden HUVECs mit B. henselae WT und BadA
infiziert und nach 8 h Gesamtzellproteinextrakte prapariert und anschliel3end ein
HIF-1a Western Blot durchgefihrt. Dabei aktivierte lediglich B. henselae WT HIF-1,
wahrend in B. henselae BadA'-infizierten Zellen HIF-1a nicht detektiert werden
konnte (Abb. 5). Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass die HIF-1-Aktivierung in
Endothelzellen BadA-abhangig erfolgt.

K B.h.WT B.h.BadA" DFO
HIF-1a —» — .‘4
B-Aktln_> p— 4—J e ;

Abb. 5: BadA-abhingige Aktivierung von HIF-1 in HUVECs nach Infektion mit B. henselae.
HUVECs wurden mit B. henselae WT und BadA™ (MOI 500) infiziert und 8 h p.i. lysiert. Die
HIF-1a-Untereinheit (120 kDa) wurde im Western Blot mit einem HIF-1a spezifischen
Antikorper detektiert. Positivkontrolle: DFO-stimulierte Zellen (200 uM); interne Kontrolle: (-
Aktin, K: nicht infizierte Zellen, B. h. WT: B. henselae WT-infizierte Zellen, B. h. BadA: B.
henselae BadA -infizierte Zellen, DFO: DFO-stimulierte Zellen.

3.1.3 Analyse der BadA-abhangigen Geninduktion in ECs

In Folge einer B. henselae-Infektion kommt es in HeLa- und HUVEC-Zellen einerseits
zu einer proangiogenetischen, HIF-1-regulierten Wirtszellantwort und andererseits zu

einer inflammatorischen, NF-kB-dominierten Wirtszellantwort (83).



3 Ergebnisse 55

Weiterhin spielt BadA eine entscheidende Rolle in der Aktivierung einer
proangiogenetischen Wirtszellantwort in B. henselae-infizierten HeLa-Zellen (131).

Um die Hypothese zu uberprifen, ob BadA bei der Infektion von Endothelzellen mit
B. henselae fur die proangiogenetische Wirtszellantwort essentiell ist, wahrend die
inflammatorische Wirtszellantwort BadA-unabhangig aktiviert wird, wurden HUVECs
mit B. henselae WT und BadA™ infiziert und 6 h nach Infektion die Genexpression auf
RNA-Ebene analysiert. Mit semiquantitativer PCR wurde gezeigt, dass die
Transkription des HIF-1-regulierten Gens Hexokinase 2 BadA-abhangig induziert
wird (Abb. 6A). Fir VEGF konnte mittels quantitativer Real-Time-PCR nach Infektion
mit B. henselae WT eine 3,5-fach, nach Infektion mit B. henselae BadA™ lediglich eine

1,5-fach starkere Expression festgestellt werden (Abb. 6A).

A

WT BadA- PMA
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K WT BadA" PMA

B
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o [ D
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Abb. 6: Analyse der BadA-abhiangigen Wirtszellantwort in HUVECs nach Infektion mit
B. henselae. Induktion von Wirtszelltranskripten HIF-1- (A) und NF-kB- (B) regulierter Gene
in HUVECs nach B. henselae-Infektion. 6 h nach Infektion (MOI 250) wurde mRNA extrahiert
und in cDNA Uberschrieben. Die Geninduktion wurde mittels quantitativer Real-Time-PCR
(IL-8, VEGF) und semiquantitativer PCR (MCP-1, ICAM-1, HK 2) untersucht.
Positivkontrolle: PMA-stimulierte Zellen (25 ng/ml); Interne Kontrolle semiquantitative PCR:
B-Aktin; Interne Kontrolle Real-Time-PCR: B,-Mikroglobulin; K: nicht infizierte Zellen, WT: B.
henselae WT-infizierte Zellen, BadA: B. henselae BadA™-infizierte Zellen, PMA: PMA-
stimulierte Zellen.

VEGF mRNA
fache Induktion

=N

IL-8 mRNA

-fache Indukiton

Fuir die NFkB-regulierten Gene (147) MCP-1 und ICAM-1 konnte mittels
semiquantitativer PCR gezeigt werden, dass die Transkription BadA-unabhangig
induziert wird (Abb. 6B). Die Expression des u. a. NF-kB-regulierten Interleukin-8 (IL-
8) wurde wiederum mit Hilfe von quantitativer Real-Time-PCR analysiert. Hierbei
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ergab sich nach Infektion mit B. henselae WT eine 7,7-fach starkere Induktion, nach
Infektion mit B. henselae BadA™ eine 3,3-fach starkere Induktion (Abb. 6B). Folglich
wurde die BadA-Abhangigkeit der Induktion einer proangiogenetischen
Wirtszellantwort nachgewiesen, wahrend die Aktivierung einer entzindlichen, NF-kB-
regulierten Wirtszellantwort zumindest fir MCP-1 und ICAM-1 BadA-unabhangig
stattfindet. Die Aktivierung von IL-8 dagegen verlief in Abhangigkeit der Expression

von BadA, was in Ubereinstimmung zu friiher publizierten Ergebnissen steht (131).

3.1.4 Nachweis der BadA-abhangigen Aktivierung von p38 MAP-Kinase in
ECs

In bakteriellen Infektionen wird die IL-8 Produktion der Wirtszelle posttranskriptionell
reguliert, indem die IL-8-mRNA durch phosphorylierte p38 MAPK (pp38) stabilisiert
wird (64,72). Es ist aulRerdem bekannt, dass es zu einer Aktivierung von pp38 in
B. henselae-infizierten HelLa-Zellen kommt, diese jedoch nicht an einer
posttranskriptionellen Regulation von VEGF in HelLa-Zellen beteiligt ist (83). Hier
sollte untersucht werden, ob es zu einer BadA-abhangigen Aktivierung von pp38 in
B. henselae-infizierten HUVECs kommt. HUVECs wurden mit B. henselae WT und
BadA™ infiziert. 30 min nach Infektion wurden Proteinextrakte hergestellt und
anschliellend im Western Blot die phosphorylierte p38 MAPK detektiert. Hierbei zeigt
sich eine deutliche Zunahme der phosphorylierten p38 MAPK in B. henselae WT-
infizierten Zellen im Gegensatz zu nicht infizierten Kontrollzellen und B. henselae
BadA'-infizierten Zellen (Abb. 7). Somit besteht eindeutig eine BadA-Abhangigkeit

der Aktivierung von p38 MAPK in B. henselae-infizierten Endothelzellen.

K B.h. WT B.h.BadA- TNF-a
pp38 _>.,.- — et e | —ﬁ

R | —

Abb. 7: BadA-abhingige Aktivierung von p38 MAPK (pp38) in HUVECs nach Infektion mit
B. henselae. HUVECs wurden mit B. henselae WT und BadA™ (MOI 250) infiziert oder mit
TNF-a (50 ng/ml; Positivkontrolle) stimuliert und nach 15 min lysiert. Als interne Kontrolle
wurde ein Western Blot gegen die nicht-phosphorylierte p38 MAPK (p38) durchgefiihrt. K:
nicht infizierte Zellen, B. h. WT: B. henselae WT-infizierte Zellen, B. h. BadA™: B. henselae
BadA™ -infizierte Zellen, TNF-a: TNF-a-stimulierte Zellen.
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3.1.5 B. henselae-OMPs induzierte Zytokinsekretion in Endothel- und
Epithelzellen

B. henselae-OMPs kommen eine bedeutende Rolle bei der Adharenz von B.
henselae an HUVECs zu (22). Um zu klaren, welche Rolle OMPs bei der B.
henselae-induzierten Zytokinsekretion zukommt, wurde die Sekretion von VEGF als
Vertreter der proangiogenetischen Zytokine in HeLa-Zellen und von IL-8 als Vertreter
der proinflammatorischen Zytokine in HUVECs analysiert. OMPs wurden aus
B. henselae WT und BadA™ prapariert und die Proteinkonzentration im Bradford-
Assay bestimmt. HeLa-Zellen (VEGF) und HUVECs (IL-8) wurden nach Zugabe von
OMPs Uber 48h inkubiert und die jeweilige Zytokinkonzentration im
Zellkulturiberstand mittels ELISA bestimmt. Eine Aktivierung von VEGF in Hela-
Zellen konnte weder nach Zugabe von aus B. henselae WT aufgereinigten OMPs
noch nach Zugabe von aus B. henselae BadA™ aufgereinigten OMPs detektiert
werden (Daten nicht gezeigt). Dagegen konnte nach Zugabe von B. henselae WT
und BadA” OMPs zu HUVECs eine signifikante IL-8-Induktion, die sich mit Hilfe einer
Dosis-Wirkungs-Kurve darstellen lasst, nachgewiesen werden (Abb. 8). OMPs
induzieren also BadA-unabhangig eine proinflammatorische Wirtszellantwort in

HUVECs, nicht jedoch eine proangiogenetische Zellantwort in HeLa-Zellen.



3 Ergebnisse 58

1500 L

1250+

1000+

7504

IL-8 (pg/ml)

500

04 T T T T T
0 2 4 6 8 10
Konzentration (ug/ml)

Y O Data Kilon e Data WT --Modell Klon —Modell WT

Abb. 8: Bestimmung der IL-8-Sekretion nach Inkubation von HUVECs mit OMPs. OMPs wurden

aus B. henselae WT und BadA™ prapariert und die Proteinkonzentration mittels Bradford-
Assay bestimmt. HUVECs wurden tber 48 h mit OMPs (1, 5 und 10 ug/ml) inkubiert und der
Zellkulturiberstand im ELISA analysiert. Darstellung mit Hilfe eines nichtlinearen Dosis-
Wirkungsmodells, Schatzung der Parameter mit der Methode der kleinsten Quadrate. Das
Modell hat die Gleichung:

11-8= a+A(l+exp(-ac))

Hierbei ist a die Zytokinkonzentration der Kontrolle, 4 der maximale Zuwachs fir sehr hohe

Konzentrentationen ¢ von Aullenmembranproteinen und a die Rate, mit der die maximale
Wirkung erreicht wird.

Untere 95% Obere 95%

Parameter Schatzwert
Vertrauensgrenze Vertrauensgrenze

a 504 378 622
a 0.404 0.125 0.920
A Typ Klon 630 449 912
A Typ WT 750 567 1078
Data Klon = nach Inkubation mit OMPs aus B. henselae BadA ermittelte

Zytokinkonzentrationen, Data WT = nach Inkubation mit OMPs aus B. henselae WT
ermittelte Zytokinkonzentrationen, Modell Klon/Modell WT = jeweils zugehoriges Dosis-
Wirkungsmodell.
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3.1.6 Einfluss von B. henselae Lipopolysaccharid auf die Induktion einer

proinflammatorischen Wirtszellantwort in ECs

B. henselae LPS verfugt Uber eine geringe Endotoxizitat (161) und hat soweit
bekannt keine Bedeutung bei der Aktivierung einer proangiogenetischen
Wirtszellantwort (83). Der Einfluss von LPS auf die Induktion einer
proinflammatorischen Wirtszellantwort wurde anhand der IL-8 Konzentration im
Zellkulturiberstand von HUVECs nach Inkubation mit LPS untersucht. Das
verwendete Bartonella-LPS wurde aus B. henselae Houston-1 aufgereinigt und
freundlicherwese von Dr. Urs Zahringer, Borstel, zur Verfligung gestellt. HUVECs
wurden mit B. henselae WT und BadA' infiziert bzw. mit LPS (10 und 100 ng/ml)
inkubiert, der Zellkulturiberstand wurde nach 24 h abgenommen und die
Proteinkonzentration im ELISA bestimmt. Dabei stellt sich heraus, dass B. henselae
WT und BadA™ gleichermal3en zu einer jeweils signifikanten IL-8-Induktion fihren,
wahrend LPS fast keinen Einfluss auf die IL-8 Sekretion hatte (Abb. 9A).
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Abb. 9: Rolle von LPS bei der Induktion des NF-kB-regulierten Zytokins IL-8 in ECs. Analyse der
Zytokinkonzentration im Zellkulturiiberstand mittels ELISA. HUVECs wurden mit B. henselae
(MOI 500) infiziert bzw. unter Zugabe von LPS von B. henselae (A, 10 und 100 ng/ml) und
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von S. minnesota (B, 10 ng/ml, 100 ng/ml, 1000 ng/ml und 10 000 ng/ml) inkubiert. Der
Zellkulturiberstand wurde nach 24 h abgenommen.

A: Analyse mit Hilfe einer einfachen Varianzanalyse. Die Zytokinkonzentration nach Infektion
mit B. henselae WT und BadA- unterscheidet sich jeweils signifikant von der
Negativkontrolle (p < 0,0001). Negativ Kontrolle: nicht infizierte Zellen, B. henselae WT: B.
henselae WT-infizierte Zellen, B. henselae BadA-: B. henselae BadA- -infizierte Zellen, LPS:
Zellen, die mit LPS in der jeweiligen Konzentration stimuliert wurden. B: Darstellung der
Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen zugegebener LPS-Menge und der Zytokinkonzentration
im Uberstand mit Hilfe eines nichtlinearen Dosis-Wirkungsmodells, Schatzung der
Parameter mit der Methode der kleinsten Quadrate. Das Modell hat die Gleichung:

Po— P1
1+& C
K

Hierbei ist py die Zytokinkonzentration der Kontrolle, p; die Zytokinkonzentration bei sehr
hohen Konzentrationen Lipopolysaccharid, Ksy ist diejenige Zytokinkonzentration, die bei der
Halfte zwischen minimaler und maximaler Zugabe von Lipopolysaccharid erreicht wird.

11-8=p, +

. Untere 95% Obere 95%
Parameter Schatzwert
Vertrauensgrenze Vertrauensgrenze

o 100 93 108
P 1288 1157 1443
Kso 628 457 872

¢ 1.27 1.09 1.49

In entsprechenden Kontrollexperimenten, bei denen HUVECS mit LPS von S.
minnesota stimuliert wurden, zeigte sich nach 24 h eine konzentrationsabhangige
Induktion der IL-8 Sekretion (Abb. 9B). Demzufolge scheint B. henselae LPS keine
Bedeutung bei der Induktion einer proinflammatorischen, NF-kB-vermittelten

Wirtszellantwort in humanen Endothelzellen zuzukommen.

3.2 Funktionelle Analyse der BadAgop- und BadAstie-Doméane

BadA ist ein entscheidender Pathogenitatsfaktor von B. henselae. Es vermittelt
Adharenz an Wirtszellen und an extrazellulare Matrixproteine (131), auRerdem ist
seine Expression wesentlich fur die Induktion einer proangiogenetischen
Wirtszellantwort. In dieser Arbeit sollten einzelne BadA-Domanen auf ihre Fahigkeit
zur Adharenz und Induktion einer angiogenetischen Wirtszellantwort untersucht

werden.



3 Ergebnisse 62

3.2.1 Nachweis der Adharenz der BadAkopr-Doméane an Endothel- und

Epithelzellen

Die Kopf-Domanen der mit BadA verwandten, nicht-fimbriellen Adhasine Yersinia
Adhasin A (YadA) und Neisseria Adhasin A (NadA) sind flr die Bindung an die
extrazellulare Matrix [YadA, (139)] und die Adharenz an Epithelzellen [NadA, (25)]

verantwortlich.

A

KBadA,,, K BadA,,

10 pg/ml 5 pg/ml
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Abb. 10: Adhdrenz der BadAg.,-Domidne an HUVECs und HelLa-Zellen. Die aufgereinigte
BadAyop-Doméne (42 kDa, 10 und 5 pg/ml) wurde zu HUVECs und Hela Zellen gegeben.
Nach 4 h wurden die Zellen zur Entfernung von freiem Protein gewaschen, lysiert und im
Western Blot mit BadAg.rspezifischem Antikérper analysiert. Darstellung der
Dosisabhangigkeit der Adharenz (A) und der Abhangigkeit der Adharenz von der Zell-Linie
(B). Interne Kontrolle: B-Aktin; K: Zellen, K BadAxys: aufgereinigtes BadAxo-Protein als
interne Kontrolle im Western Blot, BadAgps: mit BadAkerinkubierte Zellen.

Um zu untersuchen, ob die BadAko,-Domane an Epithel- und Endothelzellen bindet,
wurde die ~42 kDa grof’e BadAkep-Domane rekombinant in E. coli exprimiert (Dr.
Tanja Riel3, nicht publiziert), die dabei entstandenen Einschlusskorperchen
aufgereinigt und zurlckgefaltet (Dr. Dirk Linke, nicht publiziert), die
Proteinkonzentration im Bradford-Assay bestimmt und das BadAkey-Protein in
verschiedenen Konzentrationen zu HUVECs und Hela-Zellen gegeben. Nach
vierstundiger Inkubation wurden die Zellen gewaschen, um ungebundenes BadAxops-

Protein zu entfernen. Die Adhdrenz der ~42 kDa groRen BadAkep-Doméne wurde
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danach in Ganzzelllysaten mit einem spezifischen BadAxes-Antikdrper (Riess &
Kempf, nicht publiziert) im Western Blot detektiert. Dabei zeigte sich eine deutliche,
konzentrationsabhangige Adharenz der BadA-Domane sowohl an HUVECs wie auch
an HelLa-Zellen (Abb. 10A). Im direkten Vergleich der beiden eingesetzten Zelllinien
liely sich eine deutlich starkere Adharenz des BadAke.,r an HUVECs als an Hela-
Zellen bei Einsatz der gleichen Zellzahl feststellen (Abb. 10B).

3.2.2 Quantifizierung der Adharenz von B. henselae an Endothel- und

Epithelzellen

Da die BadAkopr-Domane starker an ECs als an Epithelzellen adhariert (3.2.1), sollte
als nachstes analysiert werden, ob dies auch fur die Adharenz viabler B. henselae
gilt. Dazu wurden HUVECs und HelLa Zellen mit B. henselae WT infiziert und 30 min

nach Infektion die adharenten Bakterien isoliert.

24 7
20
16 1
12 1

Bakterien (%)

HUVECs Hela

Abb. 11: Quantifizierung der Adhéarenz von B. henselae an HUVECs und HelLa-Zellen. HUVECs
und Hela-Zellen wurden mit B. henselae WT (MOI 250) infiziert. 30 min p.i. wurde die
Anzahl der adharenten Bakterien durch Auszahlen der CFU nach dreiwdchiger Kultivierung
auf Columbia-Blutagarplatten bestimmt. Y-Achse: adharente Bakterien (%) bezogen auf die
gesamte eingesetzte Bakterienmenge (MOI 250). * Statistisch signifikanter Unterschied im
Vergleich zu HUVECs (p<0,05).

Deren Anzahl wurde durch Kultivierung von seriellen Verdinnungsreihen auf
Columbia-Blutagarplatten und Auszahlen der CFU bestimmt. Dabei zeigte sich eine
signifikant starkere Adharenz von B. henselae an HUVEC- als an HelLa-Zellen,
dargestellt als prozentualer Anteil der gesamten eingesetzten Bakterienmenge (Abb.
11). So adhéarieren 18,5 % der eingesetzten Bakterien an HUVECs, im Gegensatz

nur 9,1 % an HelLa-Zellen.
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3.2.3 Nachweis der HIF-1-Aktivierung durch die BadAk.pr-Doméne
HIF-1 wird in B. henselae-infizierten HelLa-Zellen (131) und HUVECs (3.1.2) BadA-

abhangig aktiviert. Als Nachstes sollte analysiert werden, ob die Aktivierung dieses
Transkriptionsfaktors durch die BadAkep-Doméne erfolgen kann. Zur Detektion des
HIF-1a Proteins im Western Blot wurden HelLa-Zellen mit B. henselae WT infiziert
bzw. mit BadAkepr inkubiert. 8 h nach Infektion bzw. Zugabe des Proteins wurden
Proteinextrakte aus den Wirtszellen gewonnen und nachfolgend HIF-1-Western Blots
durchgefuhrt. Dabei konnte im Gegensatz zu Kontrollzellen bei B. henselae-
infizierten und bei mit BadAkep-inkubierten Zellen die 120 kDa grof’e HIF-1a-
Untereinheit detektiert werden (Abb. 12). Daraus wird klar ersichtlich, dass HIF-1

durch Zugabe der aufgereinigten BadAk.pr-Domane aktiviert wird.

K B.h. BadA,

HIF-1a —» “w S

ST S ——

Abb. 12: Aktivierung von HIF-1 in HeLa-Zellen durch die BadAg.,-Doméne. HelLa-Zellen wurden
mit B. henselae (MOI 500) infiziert bzw. nach Zugabe von aufgereinigtem BadAgqps
(10 pg/ml) inkubiert. Nach 8 h wurden die Zellen lysiert und das HIF-1a Protein (120 kDa) im
Western Blot detektiert. Interne Kontrolle: B-Aktin, K: nicht infizierte Zellen, B. h.: B. henselae
WT-infizierte Zellen, BadAkq,r. mit aufgereinigtem BadAg. inkubierte Zellen.

3.2.4 Nachweis der BadAkops-induzierten Zytokinsekretion

Die Tatsache, dass die BadAk.-Domane HIF-1 in Wirtszellen aktiviert, warf die
Frage auf, ob die BadAkepr-Domane auch VEGF im Sinne einer proangiogenetischen
Wirtszellantwort und IL-8 im Sinne einer proinflammatorischen Zellantwort zu
aktivieren vermag. Um dies zu analysieren, wurden HelLa-Zellen mit aufgereinigtem
BadAkepr-Protein  Uber 48 h  inkubiert und die Proteinkonzentration im
Zellkulturiberstand mittels ELISA bestimmt (Abb. 13). In gleicher Weise wurden
HUVEC-Zellen behandelt und die Konzentration von IL-8 im Zellkulturiberstand
bestimmt (Abb. 13). Es ergab sich eine signifikante VEGF- bzw. IL-8 Induktion bei
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den mit BadAkopr-inkubierten Hela-Zellen bzw. HUVECs im Vergleich zu nicht

infizierten Kontrollzellen.

Aullerdem wurden Hela- (VEGF) bzw. HUVEC- (IL-8) Zellen mit BadAkops-Protein
inkubiert, das zuvor mit Proteinase K behandelt worden war. Bei Bestimmung der
Zytokinkonzentration im ELISA konnte gezeigt werden, dass es nach Zugabe von
Proteinase K-behandeltem BadAkqs weder zu IL-8- (HUVECS) noch zu VEGF-
(HeLa-Zellen) Sekretion kommt. Es ist somit wahrscheinlich, dass es sich bei der
BadAkop-induzierten Zytokinsekretion um einen BadAkqp-spezifischen Effekt und
nicht um einen unspezifischen Proteineffekt oder einen Effekt durch den mit dem
BadAkepr zu den Zellen gegebenen Losungspuffer (50 mM NaCl, 20 mM Tris, pH8)
handelt (Abb. 13).
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Abb. 13: BadAg.-induzierten Zytokinsekretion. HUVECs (IL-8) bzw. HelLa-Zellen (VEGF) wurden
Uber 48 h mit BadAker bzw. mit Proteinase K-inaktiviertem (60 min, 200 ug/ml, 37°C)
BadAxopr (10 pg/ml) inkubiert. Die Zytokinkonzentration im Uberstand wurde im ELISA
bestimmt. Negativkontrolle: nicht infizierte Zellen, BadA Head: mit BadAk.s inkubierte Zellen
(5 pug/ml), Head Proteinase K: Zellen, die mit Proteinase K-inaktiviertem BadAgq (5 pg/ml)
inkubiert wurden. Jeweils statistisch signifikante Induktion der IL-8 bzw. VEGF-Sekretion
durch das BadAk.ps — Protein im Vergleich zur Negativkontrolle (p<0,05).
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3.2.5 Funktionelle Analyse der BadAste-Domane

Bei der in dieser Arbeit verwendeten BadAsie-Domane handelt es sich um ein
~18 kDa grofRes Fragment aus dem BadA-Stiel, das in E. coli exprimiert und dann
aufgereinigt wurde (131). Um zu analysieren, ob die BadAste-Doméane an HUVECs
bindet, wurden HUVECs mit verschiedenen Konzentrationen des BadAsie (10 und
5 pg/ml) inkubiert und 4 h danach eine Proteinextraktion der verwendeten Zellen mit
anschlielRendem Western Blot durchgeflihrt. Die BadAsie-Domane wurde mit einem
spezifischen Antikérper detektiert (Abb. 14). Hierbei konnte gezeigt werden, dass die
BadAste-Domane eine konzentrationsabhangige Adharenz an HUVECs aufweist. Um
zu untersuchen, ob das aufgereinigte BadAsie-Protein eine IL-8- bzw. VEGF-
Sekretion induzieren kann, wurden HUVEC- bzw. HeLa-Zellen Uber 48 h mit BadAstjel
inkubiert und die Proteinkonzentration im Zellkulturiberstand mittels ELISA bestimmt
(Daten nicht gezeigt). Dabei konnte bei mit BadAsie inkubierten HUVECs
konzentrationsabhangig eine 1,48 bzw. 1,4-fach hohere Sekretion von IL-8 im
Vergleich zu Kontrollzellen und zu Zellen, die mit Proteinase K—inaktiviertem BadAste
inkubiert wurden, festgestellt werden. Dagegen ergab sich eine VEGF-Induktion in
HelLa-Zellen sowohl bei Inkubation von Zellen mit BadAstel, als auch bei Zugabe von
Proteinase K-inaktiviertem BadAsie. Diese Induktion der VEGF-Sekretion ist also
wahrscheinlich nicht kausal auf das aufgereinigte BadAs;e-Protein zurtckzufuhren,
sondern beruht wahrscheinlich eher auf einem unspezifischen Effekt.
Zusammenfassend lie3 sich also eine Adharenz des BadAsie an HUVECs
nachweisen, ebenso wie eine BadAs;e-getriggerte IL-8 Induktion in HUVECSs, nicht

dagegen eine durch BadAsgie ausgeldste VEGF-Induktion in HeLa-Zellen.
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Abb. 14: Adharenz des BadAs;. Darstellung der Adhérenz des BadAgge-Proteins an HUVEC-Zellen.
Zur Analyse der Adharenz des BadAsie wurden HUVECs Uber 4 h nach Zugabe der
BadAsie-Domane (18 kDa) inkubiert, gewaschen, lysiert und im Western Blot mit einem
BadAsie-spezifischen Antikdrper analysiert. Interne Kontrolle: 3-Aktin.
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3.3 Evaluation des Immunoblots als serodiagnostische Methode zum

Nachweis von Bartonella-Infektionen

Die Standardmethode zum serologischen Nachweis von Antikorpern bei Infektionen
mit B. henselae ist seit 1992 der indirekte Immunfluoreszenztest (1,127). Da diese
Methode zeitaufwandig ist und das Ergebnis durchaus vom Untersucher abhangt,
sollte in dieser Arbeit die Tauglichkeit des Immunoblots als diagnostische Methode
zum Nachweis von Anti-BadA-Antikorpern im Patientenserum untersucht werden.
Dies wurde anhand von 34 IFT-positiven Patientenseren und 31 IFT-negativen
Patientenseren durchgefiihrt. Die verwendeten 34 IFT-positiven Patientenseren
wurden z. T. freundlicherweise von Dr. Anna Sander, Freiburg, zur Verfugung gestellt
und wurden im Rahmen dieser Arbeit nochmals im IFT auf IgG-Antikorper gegen
B. henselae Marseille, Houston-1 und Bartonella quintana Toulouse getestet (Tab.
11). Die verwendeten IFT-negativen Patientenseren (Tab. 12) entstammen der
Routinediagnostik des Instituts fur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene,
Tabingen und wurden parallel im IFT auf IgG-Antikdrper gegen Bartonella spp.
untersucht. In Ubereinstimmung mit den Empfehlungen des CDC (1) wurde eine
Titerstufe von <1:100 IFT als negativ gewertet, eine Titerstufe >1:100 als positiv
bewertet. Titer von 1:100 wurden gemaly CDC-Kriterien als grenzwertig beurteilt,
diese Patientenseren wurden bei den Auswertungen in dieser Arbeit nicht

berucksichtigt.

3.3.1 Prinzip der Analyse der eingesetzten Patientenseren im BadA-

Immunoblot

Um die Tauglichkeit des BadA-Immunoblots als serodiagnostische Methode zu
analysieren, wurden Antigen-beschichtete Western Blot Streifen mit Patientenseren
inkubiert. Dazu wurden Ganzzelllysate von B. henselae Marseille WT, BadA™ und
Houston-1 sowie B. quintana Toulouse und Munchen auf Western Blot Streifen
aufgebracht und mit den im IFT positiv bzw. negativ auf IgG-Antikdrper gegen B.
henselae getesteten Patientseren inkubiert. Nach Inkubation mit einem
Sekundarantikérper (IgG) und Detektion der Proteinbanden mit DAB erfolgte die
Analyse der Proteinbanden nach ihrer GroRe in kDa mit Hilfe einer mitgeflihrten
Proteinleiter (Abb. 15). Dabei wurde bei der Auswertung der Antigen-beschichteten

Western Blots von B. henselae Marseille WT und BadA™ besonderer Augenmerk auf
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das bei ~340 kDa detektierbare BadA gerichtet,

um es auf eine eventuelle

Tauglichkeit als diagnostischer Marker zu untersuchen. Zur Kontrolle der Western

Blots wurden vor Testung von Patientenseren Western Blot Streifen mit B. henselae
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Abb. 15: Beispiel fiir die Analyse der verwendeten Positiv- und Negativseren im IgG
Immunoblot. Im IFT positiv und negativ auf IgG-Antikdrper gegen B. henselae getestete
Patientenseren wurden zu mit Ganzzelllysaten des jeweiligen Bakterienstamms beschichtete
Western Blot Streifen gegeben. Nach Inkubation mit Sekundarantikérper (IgG) und Detektion
mit DAB wurden die Proteinbanden mit Hilfe einer mitgefihrten Proteinleiter analysiert.
Nachweisbarkeit der BadA-Proteinbande bei ~340 kDa. Bewertung: Bewertung des BadA-
Immunoblots (positiv, negativ). Als interne Kontrolle wurde ein anti-BadA spezifischer
Antikorper verwendet.
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Abb. 16: Kontroll-Western Blots vor der Testung von Patientenseren. Die Western Blots der

Bakterienstdmme B. henselae Marseille WT, BadA™ und Houston-1 und B. quintana
Toulouse und Minchen wurden mit B. h. (vital)- und BadA- spezifischen Antikdrpern
getestet, um die Auftrennung der Proteine und die Qualitat des Western Blots zu prifen. B.
h. M.: B. henselae Marseille, B. h. BadA": B. henselae Marseille BadA , B. h. H. : B.
henselae Houston-1, B. g. T.: B. quintana Toulouse, B. g. M,: B. quintana Miinchen, Anti-B.
h.: Inkubation der Western Blot Streifen mit B. h. (vital)-spezifischem Antikérper (Kaninchen,
1:500), anti-BadA: BadA spezifischer Antikérper (Kaninchen, 1:500), Neg. Kontr.:
Patientenserum, das negativ im IFT auf Antikorper gegen B. henselae getestet wurde.

Bewertung: Bewertung des BadA-Immunoblots (positiv, negativ).

Tab. 11: Titerstufen und Nachweisbarkeit von anti-BadA-IgG-Antikérpern in Patientenseren, die zuvor
im IFT positiv auf Antikdrper gegen B. henselae getestet wurden.

IFT-Titerstufe
Serien Nr. Serum Nr. B. h. Marseille | B. h. Houston-1 | B. g. Toulouse BadA im Immunoblot
1 Sa2 200 100 100 pos.
2 Sa5 800 800 800 neg.
3 Sa6 400 400 400 neg.
4 Sa7 400 400 400 neg.
5 Sa8 3200 800 400 neg.
6 Sa9 400 400 200 pos.
7 Sa 10 400 200 800 neg.
8 Sa 13 800 800 800 pos.
9 Sa 14 200 100 100 pos.
10 Sa 16 1600 1600 1600 neg.
11 Sa 19 400 100 200 pos.




3 Ergebnisse

70

IFT-Titerstufe

Serien Nr. Serum Nr. B. h. Marseille | B. h. Houston-1 | B. g. Toulouse BadA im Immunoblot
12 Sa 21 200 100 100 pos.
13 Sa 22 400 400 200 pos.
14 Sa 23 400 200 200 pos.
15 Sa 28 800 800 800 neg.
16 Sa 30 200 100 100 pos.
17 Sa 31 400 400 400 pos.
18 Sa 32 3200 1600 3200 pos.
19 Sa 33 800 200 400 pos.
20 Sa 37 1600 1600 800 pos.
21 Sa 38 400 100 200 neg.
22 Sa 40 400 400 400 pos.
23 Sa 43 200 100 100 pos.
24 Sa 44 200 100 100 neg.
25 Sa 45 200 400 200 pos.
26 Sa 46 1600 800 200 pos.
27 Sa 47 800 1600 800 pos.
28 Sa 48 800 400 200 pos.
29 Sa 50 200 100 100 pos.
30 Se 3822 400 200 200 pos.
31 Se 4288 800 400 400 pos.
32 Se 1113/04 400 200 200 pos.
33 Se 1146/04 800 800 800 pos.
34 Se 2467/04 400 200 200 pos.

Tab. 12: Titerstufen und Nachweisbarkeit von anti-BadA-IgG-Antikdrpern in Patientenseren, die zuvor

im IFT negativ auf Antikbrper gegen B. henselae getestet wurden.

IFT-Titerstufe
Serien Nr. Serum Nr. B. h. Marseille | B. h. Houston-1 | B. g. Toulouse BadA im Immunoblot
1 Se 5808/04 <100 <100 <100 neg.
2 Se 6181/04 <100 <100 <100 pos.
3 Se 6350/04 <100 <100 <100 neg.
4 Se 6471/04 <100 <100 <100 neg.
5 Se 6711/04 <100 <100 <100 pos.
6 Se 7324/04 <100 <100 <100 neg.
7 Se 7424/04 <100 <100 <100 neg.
8 Se 7652/04 <100 <100 <100 neg.
9 Se 7688/04 <100 <100 <100 neg.
10 Se 7902/04 <100 <100 <100 pos.
11 Se 8060/04 <100 <100 <100 pos.
12 Se 8290/04 <100 <100 <100 neg.
13 Se 8556/04 <100 <100 <100 pos.
14 Se 8634/04 <100 <100 100 neg.
15 Se 8803/04 <100 <100 <100 neg.
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IFT-Titerstufe .
Serien Nr. Serum Nr. B. h. Marseille | B. h. Houston-1 | B. g. Toulouse BadA im Immunoblot
16 Se 9105/05 <100 <100 <100 neg.
17 Se 9136/04 <100 <100 <100 pos.
18 Se 9224/04 <100 <100 <100 neg.
19 Se 9383/04 <100 <100 <100 neg.
20 Se 9384/04 <100 <100 <100 neg.
21 Se 9452/04 <100 <100 <100 neg.
22 Se 9875/04 <100 <100 <100 neg.
23 Se 10039/04 <100 <100 <100 neg.
24 Se 10081/04 <100 <100 <100 neg.
25 Se 10491/04 <100 <100 <100 neg.
26 Se 6973/04 <100 <100 <100 neg.
27 Se 7043 <100 <100 <100 neg.
28 Se 7295 <100 <100 <100 neg.
29 Se 7359 100 <100 100 pos.
30 Se 7527 <100 <100 <100 pos.
31 Se 7772 <100 <100 <100 neg.

3.3.2 Analyse der Nachweisbarkeit von anti-BadA-Antikorpern im Immunoblot

Um die Tauglichkeit von BadA als serodiagnostischer Marker zu testen, wurde die
Nachweisbarkeit von anti-BadA-Antikdrpern in IFT-positiven und —negativen
Patientenseren im Immunoblot bestimmt. Hierfir wurden Antigen-beschichtete
Western Blot Streifen von B. henselae Marseille WT verwendet, mit Patientenseren
und einem geeigneten Anti-IgG Sekundarantikdrper inkubiert und nach Detektion mit
DAB die Nachweisbarkeit von anti-BadA-Antikorpern bestimmt. Zur besseren
Veranschaulichung der Ergebnisse wurde das Auftreten von anti-BadA-Antikoérpern
aullerdem in Abhangigkeit von der jeweiligen IFT-Titerstufe dargestellt (Abb. 17). Die
Nachweisbarkeit von anti-BadA-Antikorpern im Immunblot erwies sich bei den IFT-
positiv getesteten Patientenseren als weitgehend unabhangig von der Titerstufe.
Insgesamt gestaltet sich die Differenzierung der Banden schwierig, da eine Vielzahl

von Banden, die eng beieinander liegen, vorhanden waren.
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Abb. 17: Evaluation von anti-BadA-lgG im Immunoblot. Die H&aufigkeit von anti-BadA-IgG in
Patientenseren und Kontrollseren wurde in Abhéngigkeit von der Titerstufe im IFT
analysiert. Hierfir wurden Ganzzelllysate von B. henselae Marseille WT auf Western Blot
Streifen aufgebracht und mit Patienten- und Kontrollseren inkubiert. Nach Inkubation mit
einem Sekundarantikdrper erfolgte die Detektion mit DAB und die Analyse auf das
Vorhandensein von BadA (~340 kDa). Patientens.: im IFT mit einem Titer von >1:100 auf
Antikérper gegen B. henselae Marseille getestete Patientenseren, Kontrolls.: im IFT mit
einem Titer von <1:100 auf Antikdrper gegen B. henselae Marseille getestete Seren
gesunder Blutspender. Die Anzahl der jeweils verwendeten Patientenseren ist mit n=x
angegeben.

Mit Hilfe einer Vierfeldertafel konnte der Immunoblot und damit die Nachweisbarkeit
von anti-BadA-Antikopern mit der Standardmethode des IFT verglichen und die
diagnostische Sensitivitdt und Spezifitdt, sowie der positive und negative
Vorhersagewert bestimmt werden (Tab. 13). Die diagnostische Sensitivitat gibt dabei
an, mit welcher Wahrscheinlichkeit ein Labortest, in diesem Fall der Immunoblot, in
einer Gruppe von mit einem Standardtest positiv getesteten Kranken ein auffalliges
Testergebnis ergibt. Die diagnostische Spezifitat definiert hingegen, mit welcher
Wahrscheinlichkeit in einer Gruppe Gesunder ein unauffalliges Testergebnis
gefunden wird. Der positive Vorhersagewert beschreibt, wie viele mit einem Labortest
(in diesem Fall dem Immunoblot) positiv getestete Probanden auch tatsachlich anti-
B. henselae-Antikdrper, also in einem Standardtest ein positives Testergebnis
aufweisen. Der negative Vorhersagewert gibt hingegegen an, wie viele der
Immunblot negativ-getesteten Probanden auch tatsachlich keine anti-B. henselae-

Antikdrper, also auch im Standardtest einen negativen Befund aufweisen
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Diagnostische Sensitivitat =

Diagnostische Spezifitat =

Positiver Vorhersagewert =

Negativer Vorhersagewert =

richtig positiv

richtig positiv + falsch negativ

richtig negativ

richtig negativ + falsch positiv

richtig positiv

richtig positiv + falsch positiv

richtig negativ

richtig negativ + falsch negativ

Tab. 13: Vierfeldertafel zur Analyse der Sensitivitat und Spezifitdt des Immunoblots im Vergleich zu
der Standardmethode IFT

IFT-positiv IFT-negativ
Summe
Immunoblot-
. richtig positiv falsch positiv Immunoblot-
positiv B
positiv
Summe
Immunoblot- _ o _
] falsch negativ richtig negativ Immunoblot-
negativ
negativ
Summe Summe
IFT-positiv IFT-negativ
IFT-positiv IFT-negativ
Immunoblot-
. 25 8 33
positiv
Immunoblot-
) 9 23 32
negativ
34 31

Zusammenfassend weist der Immunoblot mit BadA als diagnostischem Marker im

Vergleich mit der Standardmethode IFT eine Sensitivitdt von 73,5 % und eine

Spezifitat von 74,2 % auf. Der positive Vorhersagewert betragt 75,8 %, der negative
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Vorhersagewert 71,9 %. Die Nachweisbarkeit von BadA-Antikérpern in IFT-positiven

Patientseren ist dabei weitgehend unabhangig von der IFT-Titerstufe.

3.3.3 Analyse weiterer Proteinbanden auf ihre Tauglichkeit als diagnostischer

Marker im Immunoblot

Um zu analysieren, ob sich neben BadA (3.3.2) andere, im Western Blot

detektierbare Banden als Marker fur die Diagnostik von Bartonella-Infektionen eignet,

£ 80% B. g. Miinchen M Positivseren
< .
E T 60% 0 Negativseren
(1]
2 € 40%
20
5 6 20%
Sa
0%
8 & 8 B &3 e
\1— ] i t ] t
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? ?
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Proteinbanden
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Proteingrofe in kDa

Abb. 18: Nachweisbarkeit von Proteinbanden im Immunoblot nach Inkubation mit
Patientenseren. Western Blot Streifen mit Ganzzelllysaten von B. quintana Toulouse (A)
und Minchen (B) wurden mit im IFT positiv und negativ getesteten Patientenseren inkubiert.
Die Analyse und Darstellung der Proteinbanden erfolgte nach der ungefahren ProteingrofRRe
in kDa, die mit Hilfe einer Proteinleiter abgeschatzt wurde. Antikorper gegen Proteine, die
gréRer waren als 100 kDa bei B. quintana Minchen bzw. als 85 kDa bei B. quintana
Toulouse, konnten in diesen Immunoblots nicht nachgewiesen werden. Darstellung der
prozentualen Nachweisbarkeit der einzelnen Proteinbanden. Positivseren: im IFT positiv auf
Antikérper gegen B. henselae getestete Patientenseren, Negativseren: im IFT negativ auf
Antikérper gegen B. henselae getestete Patientenseren

wurden samtliche nach Inkubation mit IFT-positven und -negativen Patientenseren
sichtbaren Proteinbanden der untersuchten Bakterienstamme B. henselae Marseille
WT, BadA", Houston-1 sowie B. quintana Toulouse und Minchen analysiert und nach
ihrer GréRe und prozentualen Nachweisbarkeit dargestellt (Abb. 19, Abb. 18).
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Abb. 19: Nachweisbarkeit von Antikérpern gegen Proteinbanden im Immunoblot nach
Inkubation mit Patientenseren. Western Blot Streifen mit Ganzzelllysaten von B. henselae
Marseille WT (A), BadA™ (B) und B. henselae Houston-1 (C) wurden mit im IFT positiv und
negativ getesteten Patientenseren inkubiert. Die Analyse und Darstellung der Antikdper
gegen Proteinbanden erfolgte nach der ungefahren ProteingréfRe in kDa, die mit Hilfe einer
Proteinleiter abgeschatzt wurde. Dabei traten bei den verschiedenen Bakterienstdmmen
Antikorper gegen Proteine unterschiedlicher GréRe auf. Darstellung der prozentualen
Nachweisbarkeit der einzelnen Proteinbanden. Positivseren: im IFT positiv auf Antikorper
gegen B. henselae getestete Patientenseren, Negativseren: im IFT negativ auf Antikdrper
gegen B. henselae getestete Patientenseren.

Dabei konnte festgestellt werden, dass BadA die grolte Bedeutung als
diagnostischer Marker zukommt, da es mit keinem anderen Protein moglich ist, IFT-
positive von [IFT-negativen Patientenseren zu differenzieren. Allenfalls im
niedermolekularen Bereich zwischen ~15 und ~20 kDa bei B. henselae Marseille WT
und dem ~15 kDa von B. quintana Munchen kdnnen Proteinbanden definiert werden,
die eine Entscheidung zwischen IFT-positiv und IFT-negativ zulassen und als

Bestatigung der IFT-Ergebnisse im Sinne einer Zweistufendiagnostik dienen kdnnen.
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3.3.4 Analyse der Kreuzreaktivitat von Yersinia-Antikorpern mit BadA

Um zu analysieren, ob wegen der strukturellen Homologien von YadA und BadA
(131) eine Kreuzreaktivitdt zwischen Antikdrpern gegen Yersinia spp. und Bartonella
besteht, wurden zehn ausgewahlte, im ELISA und Immunoblot positiv auf IgG-
Antikdrper gegen Yersinia enterocolitica getestete Patientenseren (bei zwei der
Patientenseren fand sich au3erdem ein positiver Befund im WIDAL gegen Yersinia
pseudotuberculosis) im Immunoblot auf eine Reaktivitat gegen BadA getestet (Tab.
15).

Zusatzlich wurden samtliche nach Inkubation mit Patientenseren detektierbare
Banden analysiert. AuRerdem wurden die eingesetzten Patientenseren mittels IFT
auf Reaktivitat mit B. henselae untersucht (Tab. 14). Dabei konnte in zwei von zehn
Patientenseren eindeutig Antikorper gegen B. henselae und B. quintana
nachgewiesen werden, in einem Serum wurden Antikérper lediglich gegen B.
henselae Marseille nachgewiesen. Im Immunoblot wurden hingegen in keinem der
eingesetzten Patientenseren Antikorper gegen BadA nachgewiesen (Abb. 20). Damit
konnte im Immunoblot gezeigt werden, dass hochstwahrscheinlich keine

Kreuzreaktivitat zwischen Antikorpern gegen YadA und BadA besteht.

Tab. 14: Titerstufen und Nachweisbarkeit von Anti-BadA-lgG-Antikérpern in Patientenseren, die
zuvor positiv auf Antikorper gegen Yersinia spp. getestet wurden.

Serien Nr. Serum Nr. IFT-Titerstufe BadA im Immunoblot
B. h. B. h. B.q. B. h. Marseille B. h. Marseille
Marseille Houston-1 Toulouse WT BadA
1 Se 3008/04 100 100 100 neg. neg.
2 Se 3010/04 200 <100 <100 neg. neg.
3 Se 3047/04 200 100 400 neg. neg.
4 Se 3049/04 <100 <100 <100 neg. neg.
5 Se 3974/04 <100 <100 <100 neg. neg.
6 Se 4995/04 1600 800 400 neg. neg.
7 Se 5017/04 <100 <100 <100 neg. neg.
8 Se 5204/04 <100 <100 <100 neg. neg.
9 Se 5205/04 <100 <100 <100 neg. neg.
10 Se 8814/04 <100 <100 <100 neg neg




3 Ergebnisse 77

Tab. 15: Serologische Parameter der verwendeten Yersinia spp. Patientenseren. Die Analyse
erfolgte mittels WIDAL, ELISA und Immunoblot. Angegeben sind die jeweiligen Titerstufen
im WIDAL, die Messergebnisse (in U/ml) im ELISA und die Bewertung im Immunoblot. Y. e.:
Yersinia enterocolitica, Y. p.: Yersinia pseudotuberculosis, n. d.: nicht durchgefiihrt.

Serien Nr. | Serum-Nr. WIDAL-Titerstufe ELSIA (U/ml) Immunoblot
Y.e. 03 Y.e. 09 Y.p.Typl Y.elgG Y.elgA Y.elgG Y.elgA

1 Se 3008/04 <100 <100 <100 74 n. d. pos. neg.
2 Se 3010/04 <100 <100 <100 205 n.d. pos. pos.
3 Se 3047/04 <100 <100 <100 281 n.d. pos. pos.
4 Se 3049/04 <100 <100 <100 113 n.d. pos. pos.
5 Se 3974/04 1600 <100 <100 397 n. d. pos. pos.
6 Se 4995/04 <100 <100 200 233 n.d. pos. pos.
7 Se 5017/04 <100 <100 200 233 n.d. pos. pos.
8 Se 5204/04 <100 <100 <100 462 n.d. pos. pos.
9 Se 5205/04

10 So8812I04 Die Daten konnten wegen computertechnischer Probleme nicht mehr aufgefunden werden.
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Abb. 20: Testung von im IFT auf Antikdrper gegen Yersinia spp. getestete Patientenseren im
Immunoblot gegen B. henselae Marseille. Zehn ausgewahlte, vorab positiv auf Antikérper
gegen Yersinia spp. getestete Patientenseren wurden im Immunoblot auf Kreuzreaktivitat
gegen B. henselae Marseille WT untersucht. Die Analyse der prozentualen Nachweisbarkeit
der Proteinbanden erfolgte in Abhangigkeit von der ungefahren Proteingrofie in kDa, die mit

Hilfe einer Proteinleiter ungefahr bestimmt wurde. Besonderes Augenmerk wurde auf eine
Kreuzreaktivitat zwischen Antikdrpern gegen YadA und BadA gerichtet.

3.3.5 Analyse der BadAkopr-Domane auf ihre Tauglichkeit als diagnostischer

Marker

Wie zuvor gezeigt wurde, gestaltet sich die Verwendung von BadA als diagnostischer
Marker schwierig, da im Ganzzelllysat der Bakterien eine Vielzahl verschiedener
Proteinbanden differenziert werden muss. AulRerdem gestaltet es sich wegen der
Grolle von BadA (~340 kDa) schwierig, dieses Protein sicher im Western Blot
nachweisen zu kdnnen. Deshalb erschien es sinnvoll, die BadAk-Domane (AS 48-
376 ) auf ihre Tauglichkeit als Marker im Immunoblot zu Gberprifen. Das in E. coli
exprimierte und aus den entstandenen Einschlusskorperchen aufgereinigte Protein
(Dr. Tanja Riel3, Dr. Dirk Linke, nicht publiziert) wurde auf Western Blot Streifen




3 Ergebnisse 78

aufgebracht und mit ausgewahlten im IFT positiv und negativ auf das Vorhandensein
von Antikbrpern gegen B. henselae getesteten Patientenseren in verschiedenen
Verdiinnungen (2 x 102, 2 x 10, 2 x 10™) inkubiert. Von den jeweils vier getesteten
Patientenseren waren bei der geringsten Verdinnung in allen vier der IFT-positiven
Seren, dagegen in zwei der IFT-negativen Seren Antikdrper gegen BadAkops
nachweisbar. Bei einer Verdiunnung von 1:2000 waren Antikdrper gegen den
BadAkepr noch bei zwei der IFT-positiven und bei keinem der IFT-negativen
Patientseren nachweisbar. Bei der hochsten eingesetzten Verdunnung waren keine
Antikdrper gegen das BadAkep-Protein mehr zu detektieren (Abb. 21). Obwohl es
sich hierbei um keine reprasentative Stichprobe handelt, scheint der BadAkopr
insgesamt kein hinreichend spezifischer diagnostischer Marker zu sein, da zwar alle
IFT-positiven Seren im Immunoblot auch als positiv erkannt wurden, jedoch auch die
Halfte der IFT-negativen Seren im Immunoblot Antikdrper gegen das BadAxepr

Protein aufzuweisen scheinen.
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Abb. 21: Analyse der BadA,..,-Domédne auf ihre Tauglichkeit als diagnostischer Marker.
Western Blots mit aufgereinigtem BadAye.q-Protein (42 kDa) wurden mit im IFT positiv und
negativ auf Antikérper gegen B. henselae getesteten Patientenseren (seriell verdinnt:
2x 102, 2x10%, 2x10™) inkubiert. Nach Inkubation mit Sekundarantikorper erfolgte die
Detektion mit DAB-Entwicklungslésung und die Analyse der Banden. Positivseren: im IFT
positiv auf Antikérper gegen B. henselae getestete Patientenseren, Negativseren: im IFT
negativ auf Antikdrper gegen B. henselae getestete Patientenseren. Von den jeweils vier
getesteten Patientenseren waren in allen vier der IFT-positiven Seren, dagegen in zwei der
IFT-negativen Seren Antikdrper gegen BadAyeag Nachweisbar.
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4 Diskussion

Die Fahigkeit, vaskuloproliferative Krankheitsbilder auszulésen, ist eine einzigartige
Eigenschaft von Bartonella spp. In vitro sind Bartonella spp. in der Lage, eine
Vielzahl unterschiedlicher Wirtszellen zu infizieren: so wurde fir B. henselae die
Infektion von Endothel- (46,85,131) und Epithelzellen (13,86), von Monozyten bzw.
Makrophagen (84,116,128) sowie kurzlich von hamatopoeischen Vorlauferzellen
(106) nachgewiesen. B. quintana ist ebenfalls in der Lage, Endothel- und

Epithelzellen zu infizieren (13,20).

Die eigentlichen Zielzellen einer B. henselae Infektion stellen jedoch wahrscheinlich
Endothelzellen dar. Es ist anzunehmen, dass sich der Erreger (B. henselae) sein
eigenes Habitat (Endothelzelle) durch Induktion der Endothelproliferation Gber direkte
Stimulation der Endothelzellproliferation, Inhibition der Endothelzellapoptose und
Ausldsung einer parakrinen, proangiogenetischen Wirtszellantwort sichert (82), was
in einem vaskuloproliferativen Krankheitsgeschehen resultiert. Diese Fahigkeit von B.
henselae kann als eine neuartige Pathogenitatsstrategie (,paracrine-loop“-Modell)
angesehen werden. Demzufolge verursacht der Erreger (Bartonella spp.) uber die
Induktion der Sekretion von Wachstumsfaktoren (VEGF u. a.) aus infizierten Zellen
(Epithelzellen, Makrophagen) nachfolgend die Proliferation der Zielzellen
(Endothelzellen) einer B. henselae-Infektion, ein Mechanismus, wie er analog fur das

Pflanzenpathogen A. tumefaciens beschrieben wurde [Abb. 22, (82)].

Die herausragende Bedeutung des trimeren Autotransporter-Adhasins BadA von B.
henselae im Infektionsverlauf und bei der Induktion einer proangiogenetischen
Wirtszellantwort ist karzlich beschrieben worden (131). Welche Rolle BadA bei der
Infektion von Endothelzellen durch B. henselae zukommt, welche Funktion einzelne
BadA-Domanen dabei innehaben und welche anderen Pathogenitatsfaktoren im

Infektionsverlauf von Bedeutung sind, wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht.
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Abb. 22: (a) Das ,paracrine loop-Modell“ der Induktion von Vaskuloproliferationen durch B. henselae
sowie (b) das ,Opin-Konzept® von A. tumefaciens. Schematische Darstellung der analogen
Schritte der Pathogenitatsmechanismen der beiden Erreger. Nach Infektion der Wirtszellen
verursachen beide Pathogene die Produktion von Wachstumsfaktoren (B. henselae: VEGF
und andere; A. tumefaciens: Auxine und Zytokinine). Diese Wachstumsfaktoren fuhren zur
Proliferation von Wirtszellen (B. henselae: Endothelzellen; A. tumefaciens: Pflanzenzellen).
Die daraus resultierende tumorése Wucherung wird im Falle von B. henselae als ,Bazillare
Angiomatose®, im Falle von A. tumefaciens als ,Wurzelhalsgalle® bezeichnet. Im Endeffekt
bieten beide stark vaskularisierten Tumore gute bakterielle Wachstumsbedingungen, indem
sie die jeweiligen Pathogene mit Nahrstoffen supplementieren. Im Falle der Wurzelhalsgalle
werden diese Nahrstoffe (Opine) von A. tumefaciens verstoffwechselt. Die Substrate, die das
Wachstum von B. henselae in Endothelzellen bedingen, sind bislang nicht bekannt, dirften
jedoch mit der Proteinbiosynthese der Wirtszellen in unmittelbarem Zusammenhang stehen.

Entnommen aus (82)
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4.1 Aktivierung einer proangiogenetischen und proinflammatorischen

Wirtszellantwort in ECs nach Infektion mit B. henselae

41.1 Analyse der BadA-Abhangigkeit der Endothelzellantwort

Wegen der groRen Bedeutung von Endothelzellen im Verlauf einer Infektion mit
B. henselae (82) wurde das Genexpressionsmuster in HUVECs nach Infektion mit
B. henselae im Vergleich zu nicht infizierten Zellen analysiert mittels Gen-Chip-
Experimenten (95) (Tab. 17, Abb. 24). Dabei konnte gezeigt werden, dass eine
B. henselae-Infektion in HUVECs aulier einer proangiogenetischen auch eine
inflammatorische Wirtszellantwort zur Folge hat. AuRerdem konnte die Aktivierung
einiger Gene detektiert werden, die bekanntermallen in der Karzinogenese eine
Rolle spielen. Das Genexpressionsmuster in HUVECs nach Infektion mit B. henselae
konnte fur einige HIF-1-regulierte [VEGF, Adrenomedullin (ADM), HK2] und flr einige
NF-kB-regulierte Gene (MCP-1, GM-CSF) auf mRNA- sowie zum Teil auch auf

Proteinebene verifiziert werden (83).

Dagegen ergaben Gen-Chip-Experimente in B. henselae-infizierten HeLa-Zellen eine
Aktivierung proangiogenetischer Gene und abgesehen von IL-8, das sowohl eine
angiogenetische wie auch inflammatorische Rolle spielt, keine Induktion von
inflammatorischen Genen (83). In HelLa-Zellen wird bekanntlich kein TLR-4
exprimiert (124). Trotzdem konnte auch in HeLa-Zellen eine NF-kB-Aktivierung nach
B. henseleae-Infektion gezeigt werden (83). Die NF-kB-abhangige I[L-8-Induktion
konnte mit Hilfe des NF-kB-Inhibitors Parthenolid bestatigt werden, der eine IL-8
Aktivierung verhinderte, jedoch keinen Einfluss auf eine VEGF-Sekretion hatte (83).
Damit konnte gezeigt werden, dass IL-8 trotz seiner Bedeutung flr
proangiogenetische und inflammatorische Vorgange klar NF-kB-abhangig reguliert

wird.

In dieser Arbeit sollte nun die Rolle von BadA fur die Auslésung angiogenetischer
und inflammatorischer Vorgange im Infektionsverlauf analysiert werden. Dazu
wurden HUVECs mit B. henselae WT und BadA' infiziert und die Geninduktion
ausgewabhlter proangiogenetischer und proinflammatorischer Gene auf mMRNA-Ebene

analysiert. Es konnte eine klare BadA-Abhangigkeit der Induktion einer
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proangiogenetischen Wirtszellantwort in HUVECs festgestellt werden (Abb. 6). Dies
stimmt mit den im Hela-Zellkulturmodell erhobenen Daten Uberein, wonach HIF-1
und die HIF-1 regulierten Gene VEGF, ADM und IGFBP-3 in Abhangigkeit von der

BadA-Expression von B. henselae aktiviert werden (131).

VEGEF ist das starkste Hypoxie-induzierbare Mitogen fir Endothelzellen (97). Es ist
bekannt, dass der VEGF-Rezeptor KDR, der HIF-2-reguliert ist (76), in
Endothelzellen nach B. henselae-Infektion induziert wird (83). Diese Beobachtung
lasst sich als eine Erweiterung des ,paracrine loop“—Modells verstehen [Abb. 22,
(82)] und koénnte bedeuten, dass das von Endothel- und Epithelzellen sekretierte
VEGF Uber die vermehrte Induktion des VEGF-Rezeptors KDR verstarkt auf die
Endothelzellen zuriickwirkt. Diese Uberlegung wird durch in vivo Daten gestiitzt, die
in Endothelzellen eine Expression der VEGF-Rezeptoren FLT-1 (fms-related tyrosine

kinase-1) und KDR nach B. bacilliformis-Infektion beschreiben (31).

AuRerdem wurde die BadA-Abhangigkeit der Aktivierung NF-kB-regulierter Gene auf
MRNA-Ebene untersucht. Die Aktivierung der untersuchten (NF-kB-regulierten) Gene
(MCP-1, ICAM-1, IL-8) kann BadA-unabhangig erfolgen, wenngleich gezeigt werden
konnte, dass mit B. henselae WT infizierte Endothelzellen eine signifikant starkere
Induktion der Proteinsekretion aufwiesen als Endothelzellen, die mit der BadA-

defizienten Transposonmutante infiziert wurden.

BadA konnte fur die Adharenz an die jeweilige Wirtszelle, wie sie fur viele TAAs
beschrieben wurde (71), eine wesentliche Rolle spielen. Die BadA-abhangige
Adharenz wurde in dieser Arbeit an Endothelzellen mittels CLSM untersucht. Dabei
zeigte sich eine deutlich starkere Adharenz und Invasion des WT gegenuber dem
BadA-defizienten Bakterienstamm, in Ubereinstimmung mit Vorexperimenten
unseres Labors (131). Es wird vermutet, dass es sich um eine Bindung von BadA an
B1-Integrine, wie sie in Endothel- und Epithelzellen exprimiert werden, handelt, die
Fn-vermittelt stattfindet (131).

Bemerkenswert bei der Analyse der proinflammatorischen Wirtszellanwort ist, dass
IL-8 auf mMRNA-Ebene von B. henselae BadA™ nur geringflgig induziert wurde,

wahrend 48 h nach Infektion eine ahnlich starke Induktion der Proteinsekretion von
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IL-8 wie nach Infektion mit dem WT detektiert werden konnte (Daten nicht gezeigt).
Es ist bekannt, dass die IL-8 Produktion der Wirtszelle posttranskriptionell reguliert
wird, indem die IL-8-mRNA durch phosphorylierte p38 MAPK (pp38) stabilisiert wird
(64,72). Aullerdem wird pp38 in HeLa-Zellen nach Infektion mit B. henselae aktiviert,
wenngleich ihr keine Rolle in der posttranskriptionellen Regulation von VEGF
zukommt (83).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die pp38 in HUVECs BadA-abhangig
aktiviert wird (Abb. 7). Welche genaue Funktion BadA bei dieser Aktivierung erfullt,
kann nicht abschlieRend geklart werden. Jedoch kdnnte angenommen werden, dass
die IL-8-mRNA in Endothelzellen nach Infektion mit B. hensleae BadA
posttranskriptionell nicht durch die pp38 stabilisiert wird, wie im Rahmen dieser Arbeit
gezeigt werden konnte, deshalb die mRNA weniger stabil ist und folglich nach 6 h

weniger deutlich detektiert werden kann.

4.1.2 Bedeutung von B. henselae OMPs im Infektionsverlauf

Mindestens funf outer membrane proteins (OMPs) von B. henselae binden an
Endothelzellen. Beschrieben wurde dieses Verhalten fir das 28, 32, 43, 52 und
58 kDa OMP (22). Besonders fur ein 43 kDa OMP, das eine dem OMP 2b von
Brucella spp. ahnliche Aminosauresequenz aufweist, konnte eine Bindungsfahigkeit
an HUVECs nachgewiesen werden (23). Angereinigte OMPs von B. henselae
stimulieren die Transkription der NF-kB-regulierten Gene ICAM-1 und E-Selektin
konzentrationsabhangig. Dabei erwiesen sich die B. henselae-OMPs in der NF-kB-
Aktivierung als ahnlich kompetent wie TNF-a. Dass es sich bei dieser NF-kB-
Aktivierung um einen LPS-Effekt handelt, konnte durch Zugabe von Polymyxin B
ausgeschlossen werden, da die NF-kB-Aktivierung nicht durch Polymyxin B zu
supprimieren war (23). Ebenso konnte gezeigt werden, dass MCP-1 in humanen
Endothelzellen (HMEC-1) durch niedermolekulare OMPs induziert wird und dieser
Effekt nicht durch Polymyxin B hemmbar ist (111), also kein LPS-abhangiger Prozess

dafiir verantwortlich sein kann.

Wegen der Bedeutung der OMPs als Adhasine wird diskutiert, ob das NF-kB-
regulierte ICAM-1 als moglicher Rezeptor fur das 43 kDa OMP in Frage kommen

konnte, wie es in ahnlicher Weise bereits fur das Rhinovirus gezeigt werden konnte
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(59). Hier induziert das Rhinovirus selbst seinen Rezeptor, das NF-kB regulierte
ICAM-1 (122). Es ist bislang unklar, ob Komponenten des TIVSS, das fur die
Expression von IL-8 und ICAM-1 in infizierten Endothelzelen essentiell ist (138),
einzelne dieser NF-kB aktivierenden OMPs darstellen. Dem VirB/VirD4 TIVSS wird
eine Vielzahl von Funktionen im Infektionsverlauf von Endothelzellen zugeschrieben,
u. a. Apoptoseinhibition, Aktivierung NF-kB-regulierter Gene sowie inhibitorische
Effekte auf die Endothelzellproliferation (138), die Abgrenzung der OMPs von diesem

TIVSS konnte jedoch bislang nicht naher analysiert werden.

Die Rolle der OMPs bei der Induktion einer proangiogenetischen Wirtszellantwort
sollte in dieser Arbeit untersucht werden und von der Bedeutung fur eine
proinflammatorische Zellantwort abgegrenzt werden. Dafur wurden HelLa-Zellen und
HUVECs mit OMPs WT und BadA™ stimuliert und im ELISA die Zytokin-Induktion [IL-
8 (HUVECSs), VEGF (HeLa)] bestimmt (Abb. 8). Hierbei konnte gezeigt werden, dass
OMPs Ubereinstimmend mit der Literatur (59) IL-8 im Sinne einer inflammatorischen
Zellantwort induzieren, nicht jedoch eine OMP-abhangige VEGF-Induktion im Sinne
einer proangiogenetischen Wirtszellantwort stattfindet. Tendenziell scheinen OMPs
von B. henselae WT das NF-kB-regulierte IL-8 in HUVECs starker zu induzieren als
OMPs von B. henselae BadA'. Diese Experimente stimmen mit der Beobachtung
Uberein, wonach hitzegetotete B. henselae eine proinflammatorische Zellantwort
triggern kénnen (59), wohingegen die Viabilitdt von B. henselae fir die Auslésung
einer angiogenetischen Wirtszellantwort essentiell zu sein scheint. So konnte mit
hitzegetoteten B. henselae nur eine geringe HIF-1-Aktivierung in Helas erreicht
werden (86).

41.3 Bedeutung von Lipopolysacchariden fiir die Induktion einer

inflammatorischen Wirtszellantwort

Lipopolysaccharide (LPS) stellen eine Hauptkomponente der Membran
gramnegativer Bakterien dar und sind als starker Induktor einer proinflammatorischen
Wirtszellantwort bekannt. LPS binden dabei an einen TLR-4/CD14 Komplex, was in
einer zur NF-kB-Aktivierung resultiert. Von B. hensleae und B. quintana ist bekannt,
dass deren LPS im Gegensatz zu enterobakteriellem LPS uber eine geringe
endotoxische Aktivitdt verfugt, was auf einige strukturelle Besonderheiten

zuruckgefuhrt werden kann. B. henselae-LPS fiuhrt im Gegensatz zu
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enterobakteriellem LPS nur zu einer schwachen Aktivierung des TLR-4 (161). Aulder
der Induktion einer proinflammatorischen Wirtszellantwort scheint LPS von E. coli in
Makrophagen auch eine HIF-1 Aktivierung zu triggern (16), jedoch blieb hierbei
letztlich unklar, ob das in diesen Experimenten verwendete LPS tatsachlich dafur
verantwortlich ist oder ob es sich um eine Verunreinigung handelt, da eine
entsprechende Polymyxin-B-Kontrolle nicht durchgefiihrt wurde. Bei der Stimulation
epithelialer Zellen mit angereinigtem B. henselae-LPS konnte dagegen keine HIF-1

Aktivierung beobachtet werden (83).

In dieser Arbeit sollte ausgeschlossen werden, dass die proinflammatorische
Endothelzellantwort LPS-abhangig induziert wird. Dies wurde anhand der IL-8-
Sekretion nach Behandlung von HUVECs mit angereinigtem B. henselae-LPS
Uberpruft (Abb. 9). Dabei ergab sich eindeutig, dass die IL-8-Sekretion im HUVECs-
Zellkulturmodell nicht durch B. henselae-LPS stimulierbar ist. Dies stimmt mit
Beobachtungen Uberein, wonach eine NF-kB-Aktivierung in Endothelzellen LPS-
unabhangig und lediglich nach Exposition von Endothelzellen mit aufgereinigten

B. henselae-OMPs nachweisbar ist (59).
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4.2 BadA - Nur Adhasin oder Induktor einer proangiogenetischen

Wirtszellantwort?

Trimere Autotransporter-Adhasine (TAA) stellen eine bedeutende Gruppe
pathogener Virulenzfaktoren in gramnegativen Bakterien dar. Sie verfigen Uber eine
modulare  Struktur mit einer N-terminalen Kopfdomane, einem Kkurzen
Sequenzelement, das als ,neck” bezeichnet wird, einer Stieldomane und einem C-
terminalen Membrananker und vermitteln die Adharenz von Bakterien an die
jeweiligen Wirtszellen (71). So wurde die essentielle Bedeutung von YadA fir die
Adhasion des Bakteriums an die Wirtszelle beschrieben (53). Durch Zugabe von
Antikorpern gegen Fibronektin konnte die Invasion des Bakteriums in die Wirtszelle
blockiert werden. Dies deutet darauf hin, dass die Invasion auf einer von der
extrazellularen Matrix abhangigen Bindung zwischen YadA und der Wirtszelle beruht
(52). Ahnliches wurde auch fiir BadA gezeigt: dieses scheint moglicherweise an B1-
Integrine zu binden, wofur wahrscheinlich auch ein Fn-vermittelter Prozess
verantwortlich sein konnte (131). AuRerdem ist bekannt, dass die Bindung von YadA
eine IL-8 Sekretion der Wirtszelle triggert (139). Flr BadA wurde beschrieben, dass
seine Expression entscheidend fur die Ausldsung einer proangiogenetischen
Wirtszellanwort ist (131). Fraglich blieb bislang, ob BadA im Infektiosverlauf nur die
Rolle eines Adhasins zukommt und weitere Vorgange in einer B. henselae-Infektion
zur Auslésung einer angiogenetischen Antwort fihren, oder ob BadA selbst eine

proangiogenetische Wirtszellanwort induzieren kann.

Bislang wurde BadA nicht in voller Lange exprimiert. Diese Arbeit beschrankte sich
daher auf die funktionelle Analyse der BadAkep- und der BadAsie-Domanen (Abb.
23). Dabei handelt es sich um Fragmente: der BadAkepr ist ein ~42 kDa grolles
Protein, das die Aminosauren 48-376 von BadA einschlie3t, der BadAste €in kleines
Fragment aus dem Ubergang vom Kopf zum Stiel (~18 kDa, 480 bp), das die

Aminosauren 377-539 einschliefit.

Uber die Kopf-Domanen trimerer Autotransporter-Adhasine ist bislang nicht viel
bekannt. Viele TAA-Kopf-Domanen sind analog zu dem YadAkqps aufgebaut, der aus
einem Trimer einer einstrangigen B-Helix besteht (117). Die YadAkepr-Domane bindet

an Proteine der extrazellularen Matrix, bislang konnten die Bindungsstellen jedoch
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noch nicht identifiziert werden. Die Kopf-Domane von NadA, die nicht homolog zu
derjenigen von YadA ist, scheint eine Adharenz an Epithelzellen zu vermitteln (25).
Die BadAke.p-Domane folgt N-terminal auf eine putative Signalsequenz, wie sie bei
BadA erstmals beschrieben wurde, und besteht aus einer Region, wie sie nur bei
BadA vorkommt und einer Domane mit elf Sequenzwiederholungen, die denen im
YadAkepr ahneln (131).

head stalk membrane anchor
[ | 1 1 ™1

e S ENIERRI NIRRT N

AS: 48 376 539

Legende:

head (YadA head Sequenzwiederholungen)
neck-Sequenz

Sequenz aus Adhé&sinen von Xylella

stalk

linksgéngiges coiled-coil Segment
rechtsgangiges coiled-coil Segment
membrane anchor

Abb. 23: Schematische Darstellung der Struktur von BadA mit N- und C-Termini. Das TAA BadA
besteht N-terminal aus einer vermutlich globularen Kopfdomane (,head"), einem Stiel
(,stalk) und einer C-terminalen Membran-Anker (,membrane anchor*) Domane. Bei dem in
dieser Arbeit verwendeten BadAg-Protein handelt es sich um ein ~42 kDa groRes Protein,
das die Aminosauren 48-376 von BadA einschlief3t. Bei der BadAgis-Doméane handelt es
sich um ein kleines Fragment aus dem Ubergang vom Kopf zum Stiel (~18 kDa, 480 bp),
das die Aminosauren 377-539 einschlief3t. AS: Aminosaure.

In dieser Arbeit sollte die BadAk.pr-Domane funktionell analysiert werden. Dafur
wurde zunachst im Western Blot die Adharenz des angereinigten Proteins an
Endothel- und Epithelzellen untersucht, und in einem nachsten Schritt die Funktion
dieser Doméane fur die Induktion einer proangiogenetischen  bzw.
proinflammatorischen Wirtszellantwort analysiert. Dabei lie® sich im Western Blot
eine deutliche Adharenz der Kopf-Domane an die Wirtszellen detektieren. Auffallig
war die deutlich starkere Adharenz an Endothel- als an Epithelzellen (Abb. 10). Als
mdgliche Bindungsstelle von BadA werden B1-Integrine angenommen (131), dabei
konnte eine deutlich starkere Adharenz von B. henselae an p1-Integrin-
Uberexprimierende Fibroblasten festgestellt werden als an entsprechende
Kontrollzellen. Somit kann spekuliert werden, dass auch die BadAkep,-Domane an 31-

Integrine bindet, die moglicherweise auf Endothelzellen starker als auf Epithelzellen
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exprimiert werden. Demzufolge war anzunehmen, dass viable B. henselae starker an
Endothel- als an Epithelzellen adharieren, was letztlich auch gezeigt wurde (Abb.
11). Ob dies auf eine verstarkte $1-Integrin-Expression auf der Oberflache der Zellen
zuruckzufihren ist oder ob unspezifische Effekte wie eine unterschiedliche Zahl an
adharenten Zellen am Boden der wells trotz standardisierter Zellzahl bei der Aussaat
der Zellen fir die Vesuchsergebnisse verantwortlich sind, konnte im Rahmen dieser

Arbeit nicht abschlie3end geklart werden und bleibt Gegenstand weiterer Analysen.

Weiterhin wurden die HIF-1-Aktivierung und die VEGF-Sekretion BadAkops-
stimulierter HelLa-Zellen untersucht. Es konnte festgestellt werden, dass sowohl
HIF-1 als auch VEGF nach Zugabe von BadAxqps aktiviert werden (Abb. 12, Abb.
13), wenngleich diese Induktion im Vergleich zu viablen B. henselae deutlich
geringer ausfiel. Leider gelang es im Rahmen dieser Arbeit nicht, die gereinigte
BadA-Domane z. B. auf Latex-Kugeln aufzubringen, die in idealer Weise ein
korpuskulares Element ahnlich einem BadA-exprimierenden Bakterium imitiert

hatten.

Im HUVEC-Zellkulturmodell wurde zusatzlich die BadAkep-induzierte IL-8-Sekretion
als ein bedeutender Marker einer proinflammatorischen Zellantwort untersucht. Hier
ergab sich zunachst eine deutliche Aktivierung der IL-8-Induktion, die nach
Stimulation mit BadAkepr, der zuvor mit Proteinase K inaktiviert worden war, nicht
mehr auftrat. Damit handelt es sich hierbei wohl um einen spezifischen, durch die
BadAkopr-Domane induzierten Effekt (Abb. 13). Die Aufreinigung der BadAkoeps
Domane erfolgte nach Expression in E. coli (ber eine Ni?*-Sepharose-Saule.
Demzufolge kann nicht ausgeschlossen werden, dass im Ldsungspuffer (50 mM
NaCl, 20 mM Tris, pH8) Spuren von Nickel enthalten sind. Es ist bekannt, dass die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors HIF-1 Uber Prolylhydroxylasen (PHDs) reguliert
wird (21,54) und diese Eisen, das an Histidin- und Aspartatsaurereste gebunden
wird, fur ihre Aktivitat bendtigen (158). Die PHDs erflllen die Funktion von
Sauerstoffsensoren und kénnen auf3er durch Sauerstoffmangel und Eisenchelatoren
auch durch den Austausch von Metallionen (Kobalt, Nickel) inaktiviert werden (110).
Es ware demnach durchaus maglich, dass Spuren von Nickel im Losungspuffer der
BadAkopr-Domane uber eine Inaktivierung z. B. der PHD-2, dem Aktivitatsregulator

von HIF-1, in einer Zunahme der Aktivitat von HIF-1 und der Sekretion
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proangiogenetischer Zytokine resultieren. Um diesen Mechanismus auszuschlie3en
wurde das BadAkepr-Protein mit Proteinase K inaktiviert und Epithel- bzw.
Endothelzellen mit diesem inaktivierten Protein stimuliert (Abb. 13). Die VEGF-
Induktion in Epithelzellen war nach Stimulation mit Proteinase K-inaktiviertem
BadAkepr NUr noch in geringem Malie nachweisbar. Dies spricht gegen eine Nickel-
induzierte VEGF-Sekretion und damit fir eine geringe Nickel-Konzentration im
Losungspuffer. Ebenso konnte eine VEGF-Induktion durch unspezifische
Proteineffekte weitgehend ausgeschlossen werden, da nach Inkubation von Hela-
Zellen mit BSA keine VEGF-Induktion beobachtet werden konnte (Daten nicht
gezeigt).

Bei den Stiel-Domanen trimerer Autotransporter-Adhasine handelt es sich um
hochrepetitive Strukturen, die sich als extrem langenvariabel darstellen und haufig
.coiled-coil“ Segmente enthalten. Die Stiel-Domanen stellen eine Art Pufferzone
zwischen der bakteriellen Zelloberflache und der Kopf-Domane dar (Linke et al.). Der
Stiel-Domane von YadA wird aullerdem eine Bedeutung beim Schutz des
Bakteriums vor der Immunabwehr des Organismus zugeschrieben. Dabei bindet und
inaktiviert der YadAsie Komplementfaktoren (133). Das in dieser Arbeit naher
analysierte Protein stellt ein 18 kDa grol3es Fragment aus dem Stiel dar, das in
E. coli exprimiert und anschlieRend aufgereinigt wurde (131). Die Adharenz und die
Induktion einer Zytokinsekretion in Wirtszellen wurde mittels ELISA und Western Blot
detektiert. Dabei lieR sich zeigen, dass das BadAstie-Fragment an HUVECs
konzentrationsabhangig adhariert (Abb. 14) und in diesen auch eine IL-8-Sekretion
auslost (Daten nicht gezeigt). Tendenziell scheint das Stiel-Fragment jedoch weniger
stark an Wirtszellen zu adharieren als die Kopf-Domane, was mit den Funktionen, die
den YadA-Domanen zugeschrieben werden, weitgehend Ubereinstimmt (133). Eine
Induktion der VEGF-Sekretion in BadAsgie-stimulierten HeLa-Zellen erscheint jedoch
unwahrscheinlich, da nach Proteinase K-Inaktivierung des BadAstiel noch immer eine
VEGF-Induktion detektiert werden konnte. Damit beruht diese VEGF-Induktion am
ehesten auf unspezifischen Effekten durch den Losungspuffer, beispielsweise durch

darin enthaltene Metallionen (s. oben).

Letztlich kann die Funktion der BadA-Domanen erst dann abschlielRend geklart

werden, wenn es gelingt, ein korpuskulares Element zu schaffen, welches die
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bakterielle Struktur besser imitiert. Funktionell kommt beiden untersuchten BadA-
Domanen eine Bedeutung fur die Adharenz an ECs zu, wobei es moglich erscheint,
dass dies uber B1-Integrine stattfindet. Bemerkenswert erscheint, dass die Induktion
einer proinflammatorischen Endothelzellantwort sowohl durch die BadA-Domanen als
auch unabhangig von der BadA-Expression von einer BadA-defizienten
Transposonmutante induziert werden kann. Im Verlauf einer Infektion mit B. henselae
scheinen also abgesehen von BadA auch andere Pathogenitatsfaktoren fur die

Induktion einer entziindlichen Wirtszellantwort verantwortlich zu sein.

Sicher kommt BadA eine SchllUsselfunktion bei der Interaktion von B. henselae mit
der Wirtszelle zu. Das Fehlen von BadA fuhrt zu einer deutlich eingeschrankten
Fibronektin- und Kollagenbindungsfahigkeit und zu einer deutlich verminderten
Wirtszell-Adharenz. (131). Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, ist die
Expression von BadA auch fir den Invasionsprozess von Bedeutung, welche
genauen Mechanismen dabei eine Rolle spielen, bleibt unklar. Das Fehlen von BadA
fuhrt auler zu verminderter Adharenz auch zur Unterbindung weiterer
Folgereaktionen einer B. henselae-Infektion (HIF-1-Aktivierung, Sekretion
angiogenetischer Zytokine). Der Frage, ob BadA einzig fir den Kontakt des
Bakteriums mit der Wirtszelle verantwortlich ist oder selbst Uber angiogenetische
Potenz verfugt, sollte in dieser Arbeit naher gekommen werden. Alternativ konnte die
BadA-vermittelte Adharenz von B. henselae auch die funktionelle Basis fur eine
Aktivierung des TIVSS von B. henselae herstellen, Uber das transolzierte

Effektorproteine (Beps) in die Zellen eingeschleust werden kdnnten (119,142).

Die proangiogenetische Potenz von BadA konnte in dieser Arbeit nicht abschliel3end
geklart werden, da dazu BadA und nicht nur einzelne Domanen funktionell
untersucht werden sollten. In dieser Arbeit konnte jedoch erstmals die BadAkoeps-
Domane in ihrer Bedeutung als proangiogenetischer Induktor dargestellt werden,
wenngleich die proangiogenetische Potenz dieses Proteins eingeschrankt zu sein
scheint. Um dies abschlielend zu klaren, sollte jedoch in weiteren Experimenten
versucht werden, das Protein auf Latex-Kugeln aufzubringen und so die korpuskulare
Struktur eines Bakteriums besser zu imitieren. Zusatzlich konnte gezeigt werden,
dass sowohl die BadAkep- als auch die BadAsie-Doméne Uber eine gewisse

proinflammatorische Potenz verfligen.
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4.3 BadA - ein neuer serodiagnostischer Marker im Verlauf von Bartonella-

Infektionen?

Das Konzept der serologischen Diagnostik beruht auf dem Nachweis von
spezifischen IgM- und IgG-Antikoérpern, die im Rahmen einer Immunantwort gegen
Mikroorganismen gebildet werden. Diese Methodik kommt im Besonderen dann zur
Anwendung, wenn die Anzucht des Erregers nicht oder nur unter gro3en Muhen
gelingt. Allerdings vergeht zwischen der Infektion und der Maoglichkeit des
Antikdrpernachweises eine gewisse Zeit, verbunden mit einer diagnostischen Lucke.
Zusatzlich kann bei immunsupprimierten Patienten eine Immunantwort mit
Antikorperbildung ausbleiben und so die Interpretation der serologischen Diagnostik
erheblich einschranken. Dies muss auch bei der Serodiagnostik von Bartonella spp.-
Erkrankungen bedacht werden, die besonders bei immundefizienten Patienten
auftreten. Diese Diagnostik erfolgt standardmaRig mittels IFT (1), einer zeitintensiven
und durchaus vom Untersucher abhangigen Methode. In dieser Arbeit sollte erstmals
der Western Blot als neue Methode zur serologischen Diagnostik getestet werden.
Dazu sollte BadA auf seine Verwendbarkeit als serodiagnostischer Marker geprift
werden und die Kriterien zur Beurteilung von Analysemethoden diskutiert werden: (i)
Reliabilitat (Reproduzierbarkeit und Prazision), (ii) Validitat und Vergleichbarkeit, (iii)
Spezifitat, (iv) Sensitivitat, (v) Praktikabilitat und Kosten (48).

Ahnlich wie NadA, dem eine protektive anti-NadA-Immunantwort in Mé&usen
zugesprochen wird (39), scheint es sich auch bei BadA um ein Oberflachenprotein zu
handeln, das im Verlauf einer B. henselae-Infektion exprimiert wird und dem eine
immunodominante Eigenschaft zukommt. Anti-BadA-Antikorper konnten sowohl im
Blutserum von Patienten nachgewiesen werden, die an einer KKK oder BA erkrankt
waren, als auch in Mausen, die mit hitzegetoteten Bakterien immunisiert worden
waren (131). Zusatzlich wurde die Moglichkeit diskutiert, BadA einer praktischen
Anwendung bei der Vakzinierung von Katzen, denen eine grof3e Bedeutung in der
Epidemiologie von B. henselae-Erkrankungen zukommt, zuzufihren und damit eine
mogliche Kontrolle Uber die B. henselae-Infektionen beim Menschen zu erhalten
(118).
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In dieser Arbeit sollte BadA als Marker im Immunoblot mit der Standardmethode des
IFT (1) zum Nachweis von Infektionen mit Bartonella henselae verglichen werden. Im
IFT getestete Patientenseren wurden im Immunoblot auf anti-BadA-Antikorper
untersucht. Unter Einbeziehung von 34 IFT-positiven und 31 IFT-negativen Seren
konnte im Vergleich zur Standardmethode eine Sensitivitdt von 73,5 % und eine
Spezifitat von 74,2 % berechnet werden. Der positive Vorhersagewert betrug 75,8 %,
der negative Vorhersagewert 71,9 %. Dabei erwies sich die Nachweisbarkeit von
anti-BadA-Antikérpern als weitgehend unabhéngig von der IFT-Titerstufe. Uber die
Prazision sowie die Richtigkeit und Vergleichbarkeit des BadA-Immunoblots kann an
dieser Stelle nur spekuliert werden, da zu diesen Kriterien keine besonderen
Testungen vorgenommen wurden. Die Reliabilitat meint die Prazision als KenngroRRe
der zufalligen Fehler und kann Uber die Bestimmung der Repetierbarkeit und
Reproduzierbarkeit kontrolliert werden. Zufallige Fehler kommen durch technische
Mangel wahrend der Durchfihrung der Messungen zustande und bewirken
Abweichungen vom Soll-Ergebnis (48). Auch bei den Untersuchungen dieser Arbeit
konnen zufallige Fehler vorgekommen sein, die Ergebnisse wurden jedoch mehrfach
reproduziert. Es erscheint also wahrscheinlich, dass eine ausreichende Reliabilitat in
diesen  Untersuchungen gewahrleistet war. Die Validitat (Richtigkeit,
Ubereinstimmung des Testresultats mit dem tatséchlichen Sachverhalt) ist ein
weiteres Kriterium zur Beurteilung und zum Vergleich von Labormethoden. Zum
Nachweis, dass es sich bei der detektierten Bande tatsachlich um die BadA-Bande
und demzufolge auch um in Patientenseren enthaltene Antikérper gegen BadA
handelt, wurden auch Ganzzelllysate einer BadA-defizienten Transposonmutante
(131) im Immunoblot mit Patientenseren inkubiert. Die mit
B. henselae BadA-Antigenen beschichteten Kontroll-Western Blots zeigten dabei in
~9 % der Falle eine Bande, die ungefahr in der Hohe auftrat, in der sonst die BadA
Bande nachweisbar war (Daten nicht gezeigt). Damit erscheint es wahrscheinlich,

dass in den allermeisten Fallen spezifisch die BadA-Bande erfasst wurde.

Damit der BadA-Immunoblot fir die Routinediagnostik angewendet werden kénnte,
musste die Methodik fur ein Routinelabor praktikabel sein. Dies scheint im Moment
wegen der Vielzahl von Banden, die im Immunoblot detektierbar sind, schwerlich
vorstellbar, da eine ausreichend prazise Bewertung der Ergebnisse so nur

eingeschrankt moglich ist.
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BadA ist Bestandteil einer neuen Gruppe trimerer Autotransporter-Adhasine, unter
denen YadA bisher am besten charakterisiert werden konnte. Gemeinsam ist diesen
Adhasinen eine modulare Struktur mit einer N-terminalen Kopfdomane, einem kurzen
Sequenzelement, das als ,neck” bezeichnet wird, einer Stieldomane und einem C-
terminalen Membrananker (71). Wegen dieser strukturellen Homologien erscheint es
moglich, dass Antikérper gegen YadA im Sinne einer Kreuzreaktivitdt auch gegen
BadA reagieren. Eine ahnliche Kreuzreaktivitat konnte im Yersinia-Immunoblot unter
Verwendung von Yersinia outer proteins (Yops) nachgewiesen. Dabei reagierten
Patientenseren, die Antikdrper gegen B. henselae, Brucella spp., Chlamydia
pneumoniae und Borrelia burgdorferi enthielten, im Sinne einer Kreuzreaktivitat mit
Yops (125). Demzufolge wurden in dieser Arbeit ausgewahlte Patientenseren mit
Antikdrpern gegen Yersinia spp. im BadA-Immunoblot auf eine etwaige
Kreuzreaktivitat getestet (Abb. 20). Es konnte dabei bei keinem der eingesetzten,
Yersinia spp.-Antikérper enthaltenden Patientenseren eine Reaktivitat im BadA-
Immunoblot nachgewiesen werden. Eine Kreuzreaktivitat erscheint damit extrem
unwahrscheinlich, auch wenn es sich um bislang kleine Fallzahlen handelt. Trotz der
strukturellen Homologien der TAAs tritt somit keine Kreuzreaktivitat auf, dies spricht
fur eine Verbesserung der Spezifitat des BadA-Immunoblots, da beim Vorhandensein
von Antikorpern gegen andere TAAs (z. B. YadA) keine falsch positiven Ergebnisse

im BadA-Immunoblot zu erwarten sind.

Wegen der Vielzahl der detektierbaren Banden im Immunoblot gestaltet sich die
Durchfuhrung des  BadA-Immunoblots  schwierig.  Gegenstand  weiterer
Untersuchungen war deshalb die Verwendung von BadA-Domanen im Immunoblot,
da es bislang nicht gelungen ist, BadA in voller Lange zu exprimieren. Dazu wurde
aufgereinigtes BadAkepr-Protein im Immunoblot mit ausgewahlten Patientenseren
getestet (Abb. 21). Dabei waren BadAkep-Antikorper in allen [FT-postiven
Patientenseren nachweisbar, ebenso wie in der Halfte der untersuchten IFT-
negativen Patientenseren. Auch bei Herstellung von Verdlinnungsreihen lie3 sich die
Spezifitat dieses Immunoblots nicht verbessern. Sicher handelt es sich bei diesem
Experiment um keine reprasentative Untersuchung, da insgesamt nur acht
Patientenseren untersucht wurden. Es erscheint allerdings sehr wahrscheinlich, dass
die BadAkepr-Doméne kein hinreichend spezifischer Marker ist. Dabei muss jedoch

die Ahnlichkeit der Kopf-Domanen (,head) vieler TAAs, fir die eine strukturelle und
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funktionelle Kongruenz beschrieben wurde (99), bedacht werden. Somit kdnnte auch
eine  Kreuzreaktivitat der Antikorper gegen die Kopf-Domane trimerer
Autotransporter-Adhasine bestehen, auch wenn in dieser Arbeit eine Kreuzreaktivitat
zwischen YadA und BadA weitgehend ausgeschlossen werden konnte. Dies sollte

Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

Leider konnten im Rahmen dieser Arbeit aus methodischen Grinden die Ergebnisse
des BadA-Immunoblots nicht mit dem klinischen Erscheinungsbild der Bartonellose
korreliert werden. Somit kann keine Aussage darlUber gemacht werden, ob das
Auftreten von BadA-Antikérpern mit der Schwere des klinischen Verlaufs korreliert.
Auch ist es nicht moglich, den fur Kliniker wichtigen positiven und negativen

Vorhersagewert des BadA-Immunoblots zu bestimmen.

In dieser Arbeit wurden zusatzlich weitere Proteinbanden, die im Western Blot
detektiert werden konnten, auf ihre Verwendbarkeit fur die serologische Diagnostik
Uberpruft. Es gestaltete sich jedoch abgesehen von einigen Proteinbanden im
niedermolekularen Bereich zwischen ~15 und ~20 kDa, schwierig, Proteinbanden zu
identifizieren, mit denen IFT-positive von IFT-negativen Patientenseren zu
differenzieren waren. Dies ist nicht zuletzt darauf zurtckzufuhren, dass eine Vielzahl
von Proteinbanden auf den Western Blot Streifen dicht beieinander liegen und
demzufolge schlecht differenziert werden kdnnen. Es konnte sein, dass bei den
Antikorpern gegen diese Proteine, die bei I|FT-positiven und IFT-negativen
Patientenseren nachweisbar sind, eine grofle Kreuzreaktivitdt mit ahnlichen

Proteinen anderer Bakterien vorkommt.

Wie gezeigt werden konnte, verfugt der BadA-Immunoblot Gber eine 73,5 %-ige
Sensitivitat und eine Spezifitdt von 74,2 %. Es erscheint sinnvoll, den BadA-
Immunoblot als im Rahmen einer Zweistufendiagnostik zusammen mit einem noch
sensitiveren diagnostischen Test zum Einsatz zu bringen. So kdnnten Patientenseren
mittels IFT auf Antikdrper gescreent werden und das Ergebnis in einem zweiten
Schritt mittels Immunoblot bestatigt werden. Ein solches Verfahren ist beispielsweise
fur die Diagnostik von Yersinia spp.- oder Borrelia spp.-Erkrankungen bekannt und
kommt immer dann zum Einsatz, wenn kein einzelnes diagnostisches Verfahren

hinreichend spezifisch und sensitiv ist.
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4.4 Ausblick: BadA in Diagnostik und Therapie

In dieser Arbeit wurde das TAA BadA einerseits funktionell naher analysiert,
andererseits auf eine mogliche Verwendbarkeit in der serologischen Diagnostik

untersucht.

Die serodiagnostische Bedeutung von BadA konnte in Rahmen dieser Arbeit
erstmals analysiert werden. Langfristig erscheint der Einsatz von BadA zur
Diagnostik von  Bartonella-Infektionen  sicherlich  sinnvoll, jedoch  muss
notwendigerweise die Praktikabilitat der Interpretation des BadA-Immunoblots
verbessert werden. Sollte es gelingen, BadA in voller Lange zu exprimieren und
dieses auf Western Blot Streifen aufzubringen, konnte damit ein sinnvolles
Diagnostikum  entwickelt ~werden. Alternativ  kdnnte  versucht werden,
immunodominante BadA-Domanen zu identifizieren und in der serologischen
Diagnostik einzusetzen. Letztendlich konnte der BadA-Immunoblot einen
Bestatigungstest im Rahmen einer Zweistufendiagnostik von Bartonella spp.-

Infektionen darstellen.

Bei chronisch ischamischen Erkrankungen wurde der alleinige Einsatz von VEGF zur
Stimulation des GefalRwachstums versucht, lieferte aber bislang enttauschende
Ergebnisse (56). Stabile Gefalte sind wahrscheinlich auf eine wohldosierte Mischung
aus angiogenetisch wirksamen Substanzen angewiesen, deswegen scheint die
gleichzeitige Applikation verschiedener angiogenetischer Zytokine
erfolgsversprechender zu sein (24,27). Die Aktivierung von HIF-1 in bakteriellen
Infektionen ist unbestritten, im Falle einer Infektion mit B. henselae handelt es sich
bei dieser angiogenetischen Reprogrammierung um einen BadA-abhangigen
Prozess (131). Die therapeutische Aktivierung von HIF-1 Uber bakterielle Faktoren
von B. henselae konnte somit einen kompletten ,angiogenetischen Cocktail® zur
Therapie ischamischer Erkrankungen darstellen. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass die Kopf-Domane von BadA die Induktion angiogenetisch wirksamer

Substanzen bewirken kann.

Eine B. henselae-Infektion humaner endothelialer Stammzellen fUhrt zu einer

Aktivierung des angiogenetischen Genprogramms und zu einer beschleunigten
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endothelialen Differenzierung (Mandle & Kempf, nicht publiziert). Da die Applikation
endothelialer Stammzellen moglicherweise einen vielversprechenden Therapieansatz
in ischamischen Erkrankungen darstellt (101,102), ware es durchaus vorstellbar,
dass die angiogenetische Programmierung dieser Zellen z. B. durch den Einsatz von
BadA auch in vivo beschleunigt ablaufen und als eine mogliche Therapieoption

ischamischer Erkrankungen zum Einsatz kommen konnte.

Sollte sich im Rahmen weiterer Untersuchungen bestatigen lassen, dass BadA ein
deutlicher Induktor einer angiogenetischen Reprogrammierung von Wirtszellen ist,
konnte der Einsatz von BadA langfristig ein vielversprechendes neues

Therapiekonzept chronisch ischamischer Erkrankungen darstellen.
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5 Zusammenfassung

Infektionen mit Bartonella henselae resultieren in den vaskuloproliferativen
Krankheitsbildern Bazillare Angiomatose und Peliosis hepatis. Endothelzellen stellen
dabei die wahrscheinlichen Zielzellen einer B. henselae Infektion dar. Das trimere
Autotransporter-Adhasin  BadA  ist einer der wenigen identifizierten
Pathogenitatsfaktoren von B. henselae und ist u. a. fir die Adharenz der Bakterien
an die Wirtszelle und die Induktion einer angiogenetischen Wirtszellantwort

entscheidend.

In der vorliegenden Arbeit sollte (i) die proangiogenetische, HIF-1-regulierte von der
proinflammatorischen, NF-kB-regulierten Endothelzellantwort nach einer B.
henselae-Infektion abgegrenzt werden, (ii) der Einfluss von BadA auf die
Wirtszellantwort naher analysiert werden und (iii) die Bedeutung weiterer
Pathogenitatsfaktoren von B. henselae (LPS, OMPs) fur die Auslosung der

beschriebenen Wirtszellantwort naher beleuchtet werden.

AuRerdem sollte analysiert werden, inwieweit sich BadA als serologischer Marker zur

Diagnostik von Bartonella-Erkrankungen eignet.

Die vorliegende Arbeit lieferte folgende Ergebnisse:

1. Die Adharenz von B. henselae an HUVECs findet BadA-vermittelt statt, auch
fur den Invasionsprozess in ECs scheint BadA von Bedeutung zu sein.

2. In HUVECs wird eine proangiogenetische, HIF-1-regulierte Wirtszellantwort in
Abhangigkeit der BadA-Expression induziert, wahrend eine
proinflammatorische, NF-kB-regulierte Wirtszellantwort unabhangig von der
BadA-Expression aktiviert werden kann. Ebenso wird die Map-Kinase p38 in
HUVECs BadA-vermittelt aktiviert.

3. Outer membrane proteins von B. henselae induzieren in HUVECs eine IL-8
Sekretion, vermitteln jedoch keine VEGF-Induktion in HeLa-Zellen.

4. Lipopolysacchariden von B. henselae kommen keine Bedeutung bei der
Aktivierung von IL-8 im Sinne einer proinflammatorischen Endothelzellantwort

ZU.
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5. Die angereinigte BadAkepr-Doméne adhériert an Endothelzellen (HUVECS)
starker als an Epithelzellen (HelLa-Zellen). Eine BadAkepr-induzierte HIF-1-
Aktivierung in HelLa-Zellen konnte im Western Blot nachgewiesen werden.
Ebenso konnte eine BadAkepr-vermittelte VEGF-Sekretion in Epithelzellen
ebenso wie eine IL-8-Sekretion in Endothelzellen im ELISA nachgewiesen
werden.

6. Der angereinigte BadAsie adharierte ebenfalls an HUVECs und induzierte
eine  Sekretion von IL-8, nicht dagegen eine Sekretion des
proangiogenetischen VEGF in HelLa-Zellen.

7. Der BadA-Immunoblot als neue serodiagnostische Methode wies in dieser
Arbeit eine Sensitivitat von 73,5 % und eine Spezifitat von 74,2% auf (positiver
Vorhersagewert: 75,8 %, negativer Vorhersagewert 71,9 %). Eine
Kreuzreaktivitat zwischen Antikérpern gegen YadA und BadA konnte nicht

nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen die Abhangigkeit der Induktion einer
proangiogenetischen Wirtszellantwort in Endothelzellen von der BadA-Expression auf
B. henselae sowie die angiogenetische Potenz der Kopf-Doméane von BadA an sich.
Es stellte sich weiterhin heraus, dass die Aktivierung einer inflammatorischen
Endothelzellantwort BadA-unabhangig und nicht LPS-getriggert stattfindet. Outer
membrane proteins kdnnten demnach fur eine entzindliche Endothelzellantwort

verantwortlich sein, einzelne OMPs wurden jedoch nicht naher identifiziert.

Mit dieser Arbeit konnte damit ein Beitrag zur funktionellen Analyse der
Pathogenitatsfaktoren, insbesondere von BadA, von B. henselae geleistet werden
und der Frage nachgegangen werden, wie B. henselae eine angiogenetische
Reprogrammierung in Wirtszellen induziert. Daraus konnten sich in der Zukunft

AnstoRRe zu neuen Therapieoptionen ischamischer Erkrankungen ergeben.
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7 Abkurzungen

In der folgenden Auffihrung nicht enthalten sind Abkurzungen fur SI-Einheiten, deren

Vorsilben sowie Elemente des Periodensystems und Aminosauren.

A.
Abb.
ADM
AIDS
AK
APS
ARNT
AS
ATP

BA
BadA
Bep
B2M
bp
BSA
bzw.
cDNA
CFU
CLSM
Cy5

DAB
DAPI
DEPC
DIF
DFO
DMSO
DNA

Agrobacterium

Abbildung

Adrenomedullin

aquired immune deficiency syndrom
Antikorper

Ammoniumpersulfat

aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator
Aminosaure

Adenosintriphosphat

Bartonella

Bazillare Angiomatose

Bartonella Adhasin A
Bartonella-translocated effector protein
B2-Mikroglobulin

Basenpaare

bovine serum albumine
beziehungsweise

copy DNA

colony forming unit

confocal laser scanning microscopy
Indodicarbocyanin

Tag

3,3 -Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid
4’-6-Diamidino-2-Phenylindol
Diethyl-Pyrocarbonat
Doppelimmunfluoreszenz
Desferrioxamin

Dimethylsulfoxid

deoxyribonucleic acid
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dNTP
DTT
E.

EB
EC
ECL
EDTA
EGF
ELISA
FCS
FITC
FLT-1
Fn

G-6-PDH
GM-CSF

HEPES

HHV-8
HIF
HIV

HK 2
HMEC
H,O
H2Ogest
H2Obidest
HRE
HRP
HUVEC
ial
ICAM

Desoxyribonukleosidtriphosphat
Dithiothreitol

Escherichia

elution buffer

Endothelzelle

enhanced chemo luminescence
Ethylen-Diamin-N,N,N",N - Tetraacetat
epidermal growth factor
enzyme-linked immunosorbent assay
fetal calf serum
Fluoresceinisothiocyanat

fms-related tyrosine kinase-1
Fibronektin

Erdbeschleunigung
Glukose-6-Phosphat Dehydrogenase
granulocyte-macrophage colony stimulating
factor

Stunde
N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N"-(2-
ethansulfonsaure)

Humanes Herpesvirus-8

hypoxia inducible factor

human immunodeficiency virus
Hexokinase 2

human microvascular endothelial cell
Wasser

einfach destilliertes Wasser

zweifach destilliertes Wasser
hypoxia responsive element
horse-radish peroxidase

human umbilical vein endothelial cell
Invasion-assoziierter Locus
intracellular adhesion molecule

Immunglobulin
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IGFBP-3
IL

K

kDa
KDR
KKK

LB

LPS

MCP-1
min
MOl
mi
NF-«kB
oD
OMP
ov
PBS

PCR
PFA
p.i.
PHD
PMA
PMSF
PNPP
RNA
rpm
RT

sec
SDS
Sl

insulin-like growth factor binding protein-3

Interleukin

Kontrolle

Kilodalton

kinase insert domain receptor
Katzenkratzkrankheit

Luria Bertani
Lipopolysaccarid

molar

monocyte chemotactic protein-1
Minute

multiplicity of infection
Milliliter

Nuklearer Faktor- kB
Optische Dichte

outer membrane protein
Orf-Virus

phosphate buffered saline (phosphatgepufferte

Salzlésung)

polymerase chain reaction
Paraformaldehyd

post infectionem (nach Infektion)
Prolylhydroxylase

Phorbol-12 Myristat-13 Azetat
Phenylmethansulfon-Saurefluorid
P-Nitrophenyl-Phosphat
ribonucleic acid

round per minute
Raumtemperatur

siehe

Salmonella

Sekunde

sodium dodecyl sulfate

Stimulationsindex
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S. 0.
spp.

T

TAA
Tab.
Taq
T-DNA
TEMED
TIVSS
TLR
TNF
Tris
TRITC

u. a.
V. a.
viv
VEGF
WT
w/v

w/w

YadA
YOP
z.B.
z. T.

siehe oben

Spezies

Thymidin

trimeres Autotransporter-Adhasin
Tabelle

Termophilus aquaticus
Transfer-DNA

N,N,N’,N -Tetramethyl-Ethylendiamin
Typ IV-Sekretionssystem

toll like receptor
Tumornekrosefaktor
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Tetramethylrhodaminisothiocyanat
unit (Einheit)

unter anderem

vor allem

Volumen pro Volumen

vascular endothelial growth factor
Wildtyp

Gewicht pro Volumen

Gewicht pro Gewicht

Yersinia

Yersinia Adhasin A

Yersinia outer protein

zum Beispiel

zum Teil
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Abb. 24: Geninduktion in Endothelzellen (HUVECs) 6 h nach B. henselae-Infektion. HUVECs
wurden mit B. henselae infiziert, 6 h inkubiert und die jeweilige Geninduktion mittels semi-
quantitativer (ADM, KDR, HK2, MCP-1, GM-CSF) und Real-Time-PCR (VEGF, IL-8)
bestimmt. Interne Kontrolle: B-Aktin (semiquantitative PCR), B.-Mikroglobulin (Real-Time-
PCR). K: nicht-infizierte Zellen, B. h.: B. henselae-infizierte Zellen, Sl: Stimulationsindex, *:
statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05) im Vergleich zur Negativkontrolle. Entnommen
aus (95).
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Tab. 17: Induzierte Gene in Endothelzellen (HUVEC) 6h nach B. henselae-Infektion. Entnommen aus

(95).
Nr. Gen (hochregulierte Gene) Abkiirzung Induktion Biologische Funktion® Genbank
Array® Zugangszahl
(U133A)
1. colony stimulating factor 2 GM- 18,51 proinflammatorisch NM_000758
(granulocyte-macrophage) CSF,CSF2
2. NGFI-A binding protein NAB2 13,83 Regulation der NM_005967
(EGR1 binding protein 2) Transkription
3. chemokine (C-C motif) ligand 2 CCL2, MCP1 11,63 proinflammatorisch, anti- NM_002982
apoptotisch
4. chemokine (C-X-C motif) ligand CXCL3, 9,71 proinflammatorisch, NM_002090
3 GRO3 Immunantwort
5. chemokine (C-X-C motif) ligand CXCLA1, 9,58 proinflammatorisch, NM_001511
1 GRO1 Immunantwort
zinc finger protein 36 ZFP36 8,34 mRNA Katabolismus NM_003407
chemokine (C-X-C motif) ligand CXCL2, 7,41 proinflammatorisch, NM_002089
2 GRO2 Immunantwort
8. selectin E SELE 5,9 Inflammation, vermittelt NM_000450
Zelladhasion
9.  angiopoietin-like 4 ANGPTL4 5,28 angioproliferativ, anti- NM_016109
apoptotisch
10. nuclear receptor subfamily 4 NR4A3 4,89 Regulation der NM_006981
group A, member 3 Transkription NM_173200
11. interleukin 8 IL-8 4,59 proinflammatorisch, NM_000584
angioproliferativ,
Immunantwort
12. pleckstrin homology-like domain PHLDA1 4,38 anti-kanzerogen NM_007350
family A, member 1
13. fragile X mental retardation FXR2 4,23 fragiles X Syndrom NM_004860
autosomal homolog 2
14. intracellular adhesion molecule ICAM 1 414 Zell-Adhésion NM_000201
1
15. nuclear factor of kappalight NFKBIA 4,11 NF-kB Inhibitor NM_020529
polypeptide gene enhancer in B-
cells inhibitor, alpha
16. FK506 binding protein 8 FKBP8 4,0 Signaltransduktion, anti-  NM_012181
apoptotisch
17. tumor necrosis factor alpha- TNFAIP3 3,92 Regulation der NM_006290
induced protein 3 Transkription, anti-
apoptotisch
18. KIAA0963 protein KIAA0963 3,78 unbekannt
19. hypothetical protein FLJ23231 FLJ23231 3,53 unbekannt NM_025079
20. solute carrier family 7, member ~ SLC7A5 3,39 Metabolismus, NM_003486

5 Aminosauretransport NM_015923
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Nr. Gen (hochregulierte Gene) Abkiirzung Induktion Biologische Funktion® Genbank
Array® Zugangszahl
(U133A)
21. growth arrest and DNA-damage GADD45B 3,36 proapoptotisch, NM_015675
inducible beta Signaltransduktion
22. potassium voltage-gated KCNC4 3,25 Metabolismus, NM_004978
channel, shaw-related Kaliumtransport NM_153763
subfamily, member 4
23. dual specificity phosphatase 1 DUSP1 3,2 Stressantwort, NM_004417
Signaltransduktion
24. spermatogenesis associated 2 SPATA2 3,14 Spermatogenese NM_006038
25. hepatitis delta antigen- DIPA 3,14 Regulation der Hepatitis NM_005438
interacting delta Virus Replikation
protein A
26. biglycan BGN 3,1 Tumorsupressor NM_001711
27. B-cell CLL/lymphoma 3 BCL3 2,95 Regulierung der NF-«kB- NM_005178
Aktivitat
28. jun B proto-oncogene JUNB 2,95 Transkription vom Pol2 NM_002229
Promotor, AP-1
Untereinheit
29. high mobility group AT-hook 1 HMGA1 2,85 Regulation der NM_002131
Transkription
30. CASK interacting protein 2 CASKIN2 2,79 Signalmolekadil, NM_020753
Adapterprotein
31. v-fos FBJ murine osteosarcoma FOS 2,71 Transkription vom Pol2 NM_005252
Promotor, AP-1
Untereinheit
32. vascular endothelial growth VEGF 2,69 angioproliferativ NM_003376
factor
33. platelet-derived growth factor PDGFA 2,69 Wachstumsfaktor NM_002607
alpha polypeptide NM_033023
34. cytochrome P450, family 1, CYP1A1 2,51 Metabolismus NM_000499
subfamily A, polypeptide 1 exogener/endogener
Chemikalien,
Elektronentransport
35. dual specificity phosphatase 6 DUSP6 2,48 Signaltransduktion NM_001946
36. hypothetical protein FLJ23042 FLJ23042 2,43 unbekannt NM_002859
37. heat shock 70kDA protein 1A HSPA1A 2,43 Stressantwort NM_005345
38. early growth response 1 EGR1 2,41 Regulation der NM_001964
Transkription
39. cytokine-inducible kinase CNK 2,38 Signaltransduktion NM_004073
40. insulin induced gene 1 INSIG1 2,36 Metabolismus, Kontrolle ~ NM_005542
des Cholesterin- und NM_198336
Fettsaurestoffwechsels
41. interferon regulatory factor 1 IRF1 2,35 Transkription vom Pol2 NM_002198

Promotor, Immunantwort
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Nr. Gen (hochregulierte Gene) Abkiirzung Induktion Biologische Funktion® Genbank
Array® Zugangszahl
(U133A)
42. VCY2 interacting protein 1 VCY2IP1 2,33 Spermatogenese NM_018174
43. adrenomedullin ADM 2,31 angioproliferativ NM_001124
44. CCAAT/enhancer binding CEBPB 2,3 Transkription vom Pol2 NM_005194
protein (C/EBP), beta Promotor
45. solute carrier family 2, member ~ SLC2A3, 2,2 Glukosetransport NM_006931
3 GLUT3
46. MYC-associated zinc finger MAZ 2,19 Transkription vom Pol2 NM_002383
protein Promotor
47. TGFB inducible early growth TIEG 2,16 Herabregulierung der NM_005655
response Transkription vom Pol2
Promotor
48. v-jun sarcoma virus 17 JUN 2,11 Regulation der NM_002228
oncogene homolog Transkription
49. HIF-1 responsive RTP801 RTP801 2,07 anti-apoptotisch NM_019058
50. sprouty homolog 2 SPRY2 2,06 Regulation der NM_005842
Signaltransduktion
51. Rho GDP dissociation inhibitor ~ ARHGDIA 2,03 Rho Protein Signal NM_004309
(GDI) alpha Transduktion
52. jun D proto-oncogene JUND 2,01 Transkription vom Pol2 NM_005354
Promotor
53. tyrosine 3-monooxygenase/ YWHAE 1,99 Signaltransduktion NM_006761
tryptophan 5-monooxygenase
activation protein, epsilon
polypeptide
54. core promoter element binding COPEB 1,99 Regulation der NM_001300
protein Transkription
55. ADP-ribosylation factor-like 7 ARL7 1,99 Signaltransduktion NM_005737
56. prostaglandin-endoperoxide PTGS2, 1,97 Regulation der NM_000963
synthase 2 COX2 Inflammation
57. vascular cell adhesion molecule VCAM1 1,97 Zelladhasion NM_080682
1
58. dual specificity phosphatase 5 DUSP5 1,92 Stressantwort, NM_004419
Signaltransduktion
59. nucleobindin 1 NUCB1 1,92 ca® Bindeprotein, NM_006184
60. bone morphogenetic protein 2 BMP2 1,91 Wachstumsfaktor, NM_001200
Signaltransduktion
61. serine proteinase inhibitor, clade SERPINB2 1,89 anti-apoptotisch NM_002575
B, member 2
62. basic helix-loop-helix domain BHLHB2 1,87 Regulation der NM_003670
containing, classB Transkription
63. interleukin 6 IL-6 1,83 Inflammation, NM_000600

Immunantwort
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Nr. Gen (hochregulierte Gene) Abkiirzung Induktion Biologische Funktion® Genbank
Array® Zugangszahl
(U133A)

64. heparan sulfate proteoglycan2 ~ HSPG2 1,83 proangiogenetisch NM_005529
(perlecan)

65. protein tyrosine phosphatase PTPRO 1,8 Elektronentransport NM_001807
receptor type, O/// protein
tyrosine phosphatase, receptor
type, O

66. inhibitor of DNA binding 2 ID2 1,79 Regulation von NM_002166
dominant negative helix-loop- Transkriptionsfaktoren
helix protein

67. zyxin ZYX 1,79 Zelladhasion, NM_003461

Signaltransduktion

68. protein phosphatase 1, PPP1R15A 1,77 Apoptose NM_014330
regulatory subunit 15A

69. tumor-associated calcium signal TACSTD2 1,74 Signaltransduktion NM_002353
transducer 2

70. chromosome 6 open reading C6orf62 0,58 unbekannt unbekannt
frame 62

71. thioredoxin interacting protein TXNIP 0,55 unbekannt NM_006472

72. core-binding factor, runt domain, CBFA2T1 0,49 Karzinogenese NM_004349
alpha subunit 2; translocated to NM_175634
1; cyclin D-related NM_175635

73. ATPase, H+ transporting, ATP6V1A 0,41 Protonentransport NM_001690
lysosomal 70kDa, V1 subunit A

74. phospholipase C-like 2 PLCL2 0,38 Lipidmetabolismus NM_015184

75. hypothetical protein FLJ11336 FLJ11336 0,35 unbekannt NM_018393

? Die Analyse von zwei voneinander unabhangigen Datensets wurde auf dem Affymetrix Microarray suite 5.0 und Affymetrix

Data Mining Tool 3.0 durchgefiihrt.

b Die biologischen Funktionen wurden der Datenbank Gene ontology (http://www.geneontology.org) entnommen
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