
 

 

Aus dem Institut für Medizinische Mikrobiologie und Hygiene 
der Universität Tübingen 

Ärztlicher Direktor: Professor Dr. I. B. Autenrieth 
 

 

 

 

Untersuchungen zur Regulation der Expression des  
Bartonella-Adhäsin A (BadA) Gens von Bartonella henselae 

 

 

 

 

 

 

Inaugural Dissertation 
zur Erlangung des Doktorgrades 

der Medizin 
 

der Medizinischen Fakultät 
der Eberhard-Karls-Universität 

zu Tübingen 
 

 

vorgelegt von 
 

Katja Vanessa Schmidt 
aus  

Pforzheim 
 

2009 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dekan:    Professor Dr. I. B. Autenrieth 

 

 

1. Berichterstatter: Professor Dr. V. Kempf 

2. Berichterstatter: Professor Dr. S. Wesselborg 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Für meine Familie 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Inhaltsverzeichnis  I 

 

Inhaltsverzeichnis 
1 Einleitung ............................................................................... 1 

1.1 Die Gattung Bartonella .......................................................................... 1 

1.1.1 Taxonomie, Geschichte und mikrobiologische Charakteristika..... 1 

1.1.2 Durch Bartonella spp. verursachte Erkrankungen......................... 1 
1.1.2.1 B. bacilliformis-Infektionen.......................................................................... 2 
1.1.2.2 B. quintana-Infektionen............................................................................... 3 
1.1.2.3 B. henselae-Infektionen.............................................................................. 3 

1.1.2.3.1 Pathogenese der durch B. henselae verursachten Infektionen.............. 4 
1.1.2.3.2 Katzenkratzkrankheit .............................................................................. 5 
1.1.2.3.3 Vaskuloproliferative Krankheitsbilder ..................................................... 7 

1.1.3 Epidemiologie ............................................................................... 9 

1.1.4 Diagnostik und Therapie ............................................................. 10 

1.1.5 Bartonella Adhäsin A (BadA) ...................................................... 11 

1.2  Angiogenese....................................................................................... 12 

1.2.1  Bakteriell induzierte Angiogenese.............................................. 14 

1.3 Zielsetzung dieser Arbeit ..................................................................... 15 

2 Material und Methoden ....................................................... 17 

2.1 Material................................................................................................ 17 

2.1.1 Geräte......................................................................................... 17 

2.1.2 Plastik- und Verbrauchsmaterialien ............................................ 18 

2.1.3 Chemikalien ................................................................................ 19 

2.1.4 Enzyme....................................................................................... 20 

2.1.5 Kits.............................................................................................. 20 

2.1.6 Oligonukleotide für PCR-Untersuchungen .................................. 21 

2.1.7 Antikörper ................................................................................... 22 

2.1.8 Größenstandards ........................................................................ 22 

2.1.9 Antibiotika ................................................................................... 22 

2.1.10 Bakterienstämme........................................................................ 22 

2.1.11 Verwendete Zellen ...................................................................... 23 

2.1.12 Medien ........................................................................................ 23 

2.1.13 Puffer und Stammlösungen ........................................................ 24 

2.2 Methoden............................................................................................. 28 



Inhaltsverzeichnis  II 

 

2.2.1 Bakterien..................................................................................... 28 
2.2.1.1 Bakterienanzucht und Kultivierung für in-vitro-Experimente .................... 28 
2.2.1.2 Herstellung von Bakterienstocks .............................................................. 28 
2.2.1.3 Testung neuer Bakterienmedien .............................................................. 28 

2.2.2 Zellkultur ..................................................................................... 29 
2.2.2.1 Kultivierung von Endothelzellen ............................................................... 29 
2.2.2.2 Kultivierung von Insektenzellen ................................................................ 30 
2.2.2.3 Bestimmung der Lebendzellzahl .............................................................. 30 
2.2.2.4 Infektionsexperimente .............................................................................. 30 

2.2.3 Methoden zum Proteinnachweis ................................................. 31 
2.2.3.1 Proteingewinnung für Western Blot .......................................................... 31 
2.2.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese.................................................... 31 
2.2.3.3 Western Blot ............................................................................................. 33 
2.2.3.4 Immunfluoreszenz-Mikroskopie / konfokale Laserscanningmikroskopie . 34 
2.2.3.5 Elektronenmikroskopie ............................................................................. 34 

2.2.4 RT-PCR ...................................................................................... 35 
2.2.4.1 RNA-Isolierung ......................................................................................... 35 
2.2.4.2 DNA-Verdau und PCR.............................................................................. 36 
2.2.4.3 Grundlagen der Methode.......................................................................... 36 
2.2.4.4 MicrobEnrich-Kit ....................................................................................... 41 
2.2.4.5 Agarose-Gelelektrophorese...................................................................... 44 
2.2.4.6 Northern-Gelelektrophorese ..................................................................... 44 

2.2.5 Statistik ....................................................................................... 45 

3 Ergebnisse ........................................................................... 46 

3.1 Expression von Bartonella Adhäsin A (BadA)...................................... 46 

3.1.1 Einfluss unterschiedlicher Temperaturen auf die badA-

Transkription ............................................................................... 46 

3.1.2 Einfluss unterschiedlicher DFO-Konzentrationen auf die badA-

Transkription ............................................................................... 55 

3.1.3 Einfluss unterschiedlicher Sauerstoffkonzentrationen auf die 

badA-Transkription...................................................................... 58 

3.2 Einfluss zellulärer Interaktion auf die badA-Transkription .................... 63 

3.2.1 Interaktion von B. henselae mit Schneiderzellen ........................ 63 

3.2.2 Interaktion von B. henselae mit Endothelzellen .......................... 64 

3.3 Testung von Flüssigmedien................................................................. 64 



Inhaltsverzeichnis  III 

 

4 Diskussion ........................................................................... 68 

4.1 BadA-Expression im Katzenfloh oder im Menschen? .......................... 69 

4.1.1 Einfluss unterschiedlicher Temperaturen auf die badA-Expression

 .................................................................................................... 70 

4.1.2 Einfluss von Eisenmangel auf die badA-Expression ................... 75 

4.1.3 Einfluss der O2-Konzentration auf die badA-Expression............. 76 

4.2 Einfluss von Wirtszellen auf die Transkription von badA ..................... 78 

4.3 Etablierung eines Insektenzellmediums als Wachstumsmedium für 

B. henselae.......................................................................................... 80 

4.4 Ausblick ............................................................................................... 81 

5 Zusammenfassung.............................................................. 82 

6 Tabellen................................................................................ 84 

7 Abkürzungen........................................................................ 85 

8 Literaturverzeichnis ............................................................ 89 

9 Publikation ......................................................................... 103 

10 Danksagung 

11 Lebenslauf 
 

 

 

 

 

 



1 Einleitung 

 

1

1 Einleitung 

1.1 Die Gattung Bartonella 

1.1.1 Taxonomie, Geschichte und mikrobiologische Charakteristika 

Bei Bakterien der Gattung Bartonella handelt es sich um gramnegative, 

fakultativ intrazelluläre, mikroaerophile Stäbchenbakterien von ca. 2 µm Länge 

und 0,5 µm Breite (107). Die in-vitro-Kultivierung erfolgt auf Schokoladen-, 

Kochblut- oder Hämin-angereichertem Agar bei 35-37 °C, erhöhter 

Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2 oder in Zellkulturen (43). 

Bartonella spp. gehören zur Klasse der α2-Proteobakterien und sind 

phylogenetisch eng mit den Gattungen Brucella, Agrobacterium und Rhizobium 

verwandt (93). Das zuerst entdeckte Bakterium der Gattung Bartonella war 

B. bacilliformis und blieb bis Anfang der 90er Jahre der einzige bekannte 

Vertreter der Gattung. 1993 konnte große genetische und molekularbiologische 

Übereinstimmung mittels 16S-RNA und DNA-Analysen zwischen den Bakterien 

der Gattung Rochalimaea und B. bacilliformis gezeigt werden, so dass in Folge 

alle Spezies der Gattung Rochalimaea der Gattung Bartonella zugeordnet 

wurden (15,100). Bis heute wurden 20 Spezies beschrieben, davon gelten neun 

als humanpathogen: B. bacilliformis, B. clarridgeiae, B. elizabethae, 

B. grahamii, B. henselae, B. quintana, B. rochalimaea, B. vinsonii und 

B. washoensis (38). B. henselae, B. quintana und B. bacilliformis können beim 

Menschen angioproliferative Krankheitsbilder auslösen, eine Fähigkeit, die von 

anderen Bakteriengattungen bisher nicht bekannt war. 

1.1.2 Durch Bartonella spp. verursachte Erkrankungen 

Bartonella spp. sind Säugetier-Pathogene mit engem Wirtsspektrum, d.h. sie 

sind jeweils nur an einen oder wenige Säugetierwirte, sog. Reservoirwirte, 

angepasst. V.a. blutsaugende Arthropoden wie zum Beispiel Läuse und Flöhe 

spielen eine Rolle in der Übertragung der Erreger. Neuere Untersuchungen 

lassen darauf schließen, dass Zecken ebenfalls eine wichtige Rolle bei der 

Übertragung von Bartonella spp. zukommt (46). Die Infektion eines 

Reservoirwirts führt in der Regel zu einer intraerythrozytären Bakteriämie. Wird 
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ein Fehlwirt infiziert, kann sich dies hingegen in unterschiedlichen 

Krankheitsbildern manifestieren (64). 

 

Für B. bacilliformis und B. quintana stellt der Mensch den Reservoirwirt dar, für 

B. henselae die Katze. B. bacilliformis ist Verursacher der Carrion’schen 

Krankheit (7), die lebensbedrohliche Verläufe (hämolytische Anämie) zeigt und 

durch Sandfliegen übertragen wird. Als Vektoren für B. quintana dienen 

Körperläuse. B. quintana verursacht Fünftagefieber, Endokarditis und Bazilläre 

Angiomatose (BA) (9). Typisch ist jeweils auch beim Fehlwirt eine 

intraerythrozytäre Bakteriämie (36). 

 

In der Katze verursacht B. henselae eine Bakteriämie ohne typische 

Krankheitszeichen (73). Der Mensch stellt für B. henselae einen Fehlwirt dar. 

Für den Verlauf einer Infektion ist der Immunstatus des Erkrankten 

entscheidend. Eine Infektion mit B. henselae äußert sich beim 

Immunkompetenten zumeist als selbstlimitierende Katzenkratzkrankheit (KKK) 

(35). Bei Menschen mit herabgesetzter zellulärer Immunität, beispielsweise 

Menschen mit HI-Virus-Infektion im AIDS-Stadium, kann eine B. henselae-

Infektion vaskuloproliferative Krankheitsbilder auslösen (16,37,74,106,136). 

1.1.2.1 B. bacilliformis-Infektionen 

B. bacilliformis ist der Erreger der Carrion’schen Krankheit, die in den Anden 

Südamerikas endemisch auftritt und durch die Sandfliegen der Gattungen 

Lutzomyia und Phlebotomus auf den Menschen übertragen wird (4). Die 

Erkrankung zeigt einen biphasischen Verlauf. Nach einer Inkubation von 2-6 

Wochen kommt es zu einer hämolytischen Anämie durch massive Invasion der 

Erreger in Erythrozyten, Septikämien und intermittierendes hohes Fieber. Diese 

Symptome sind verbunden mit einer hohen Letalität (3,12). Da Mitte des 

19. Jahrhunderts diese erste Phase der Carrion’schen Krankheit beim Bau der 

Eisenbahnlinie zwischen Lima und La Oroya rund 10.000 Arbeitern das Leben 

kostete, wird sie heute „Oroya-Fieber“ genannt. Überlebt der Infizierte das 

Oroya-Fieber, können nach Wochen bis Monaten noduloverruköse, 

teleangiektatische Granulome im Bereich von Gesicht und Extremitäten 



1 Einleitung 

 

3

auftreten. Diese Hauteffloreszenzen jucken und können gelegentlich bluten und 

von osteoartikulären Schmerzen begleitet sein. Diese Krankheitsmanifestation 

ist die chronische Phase der Carrion’schen Krankheit und wird als Verruga 

peruana bezeichnet (88,111,112,122). 1885 konnte Daniel Carrion in einem 

letalen Selbstversuch den Zusammenhang zwischen der chronisch-lokalisierten 

Form der Verruga peruana sowie der septischen Variante, dem Oroya-Fieber, 

nachweisen (61). 

1.1.2.2 B. quintana-Infektionen 

Das Fünftagefieber ist die klinische Manifestation einer Infektion mit B. quintana 

und wird durch die Kleiderlaus Pediculus humanus corporis von Mensch zu 

Mensch übertragen (8). Heutzutage sind B. quintana-Infektionen v.a. bei 

Personen zu finden, die unter schlechten hygienischen Bedingungen leben, z.B. 

Obdachlose, Drogenabhängige und Alkoholiker (17,63,135). Die Spannweite 

der klinischen Manifestation einer B. quintana-Infektion ist groß und reicht von 

asymptomatischen Infektionen bis hin zu schweren Erkrankungen. Klassisch 

sind periodische Fieberschübe, begleitet von starken Kopfschmerzen, 

Schwindel, Knochenschmerzen der Tibia sowie einer anhaltenden Bakteriämie. 

Endokarditis sowie vaskuloproliferative Krankheitsbilder wie die BA können 

ebenfalls Folgen einer Infektion mit B. quintana sein. 

Da die Krankheit vor allem epidemisch während der beiden Weltkriege vorkam 

wird sie auch als „Schützengrabenfieber“ bezeichnet (94). Zu Beginn des 

20. Jahrhunderts wurde der Erreger Rickettsia quintana benannt, 1961 in 

Rochalimaea quintana umbenannt und schließlich 1993 der Gattung Bartonella 

zugeordnet (78). Mit dem Rückgang der Epidemien nach den Weltkriegen verlor 

sich auch das Interesse an diesem Erreger, bis 1992 B. quintana als eine 

Ursache der Bazillären Angiomatose identifiziert wurde (75). 

1.1.2.3 B. henselae-Infektionen 

1990 konnte B. henselae erstmals aus dem Blut eines mit dem HI-Virus 

infizierten Patienten isoliert und in Folge als Ursache für Fieber und 

Bakteriämien definiert werden (133). 1992 erfolgte die Charakterisierung des 

Bakteriums und die Benennung nach der medizinisch-technischen Assistentin 
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Diane Hensel (106). Inzwischen konnte B. henselae mit verschiedensten 

Krankheitsbildern in Verbindung gebracht werden. Die möglichen klinischen 

Manifestationen einer B. henselae-Infektion sind bzgl. ihrer Morphologie und 

dem Befall von Organsystemen sehr breit gefächert (s. Tab. 1). 

Tab. 1: Klinische Manifestationen einer B. henselae-Infektion 

Krankheitsbild Charakteristik Erreger-
Nachweis Referenz 

Katzenkratzkrankheit Lymphadenopathie/ 

Lymphadenitis 

i.d.R. selbstlimitierend, 10 % 

Komplikationen abhängig vom 

Immunstatus 

Serologie 

PCR 

 

(43,108) 

 

Vaskuloproliferationen 
(PH und BA) 

i.d.R. Immunsupprimierte, 

selten Immunkompetente 

Histologie 

PCR 

Kultur 

(81,82,134) 

 

Sonstige 

• Enzephalitis 

• Endokarditis 

• Osteomyelitis 

• Innere Organe 

Verlauf abhängig vom 

Immunstatus 

Serologie 

PCR 

Kultur 

(54,82,105,129, 

134,139,148) 

 

 

 

1.1.2.3.1 Pathogenese der durch B. henselae verursachten Infektionen 

In-vitro-Untersuchungen konnten Aufschluss über die humorale Immunität 

gegen B. henselae geben (121). Lipopolysaccharide gramnegativer Bakterien 

binden C3, und somit wird der alternative Weg der Komplementkaskade 

aktiviert. Darüber hinaus vermag B. henselae ohne Anwesenheit spezifischer 

Antikörper den klassischen Weg der Komplementkaskade anzuschalten. Auf 

die finale, Komplement-vermittelte Zytolyse reagieren Bartonella spp. sehr 

sensibel. 

V.a. bei Immunsupprimierten konnten Bakteriämien mit B. henselae 

beschrieben werden, allerdings auch bei Immunkompetenten (19,85,107,133). 

Aus diesen Beobachtungen wurde die Hypothese postuliert, dass die Erreger 

sich in einer intrazellulären Nische aufhalten, um immunologische 

Abwehrmechanismen des Wirts zu umgehen. Weitere Tatsachen stützen diese 
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Hypothese: Antibiotika, die gut in Zellen penetrieren (z.B. Makrolide) sind von 

besonderer Wirksamkeit, das häufige Auftreten von Rezidiverkrankungen 

spricht für ein intrazelluläres Überleben der Bakterien und schließlich ist es 

möglich, durch Lyse-Zentrifugation von Blutkulturen höhere Keimzahlen beim 

Ausplattieren zu erreichen (16). 

Infektionsbiologische Grundlagen in der Pathogenese von Bartonella-

Infektionen sind Adhäsion und Invasion des Bakteriums an/in die Wirtszelle. 

Dabei spielen Oberflächenmembranproteine (outer membrane proteins, OMPs), 

das Trimere Autotransporter-Adhäsin Bartonella Adhäsin A (BadA) oder auch 

das Typ IV-Sekretionssystem von B. henselae eine wichtige Rolle. 

1.1.2.3.2 Katzenkratzkrankheit 

1950 wurde die Katzenkratzkrankheit erstmals ausführlich beschrieben, 

allerdings konnte man sie keinem Erreger zuordnen (35). Die Diagnose ließ 

sich lange Zeit nur klinisch anhand von folgenden vier Merkmalen stellen: 

(i) Kratzverletzung durch eine Katze, 

(ii) positive Reaktion beim Hauttest nach Hangar und Rose (aus befallenem 

Lymphknoten wurde Antigen gewonnen und intradermal injiziert), 

(iii) charakteristische Lymphknotenhistologie und  

(iv) keine anderen Laborbefunde, die eine Lymphadenopathie erklärten. 

 

Trafen drei dieser Merkmale zu, galt die Diagnose als gesichert. 1988 wurden 

Erreger aus einem Lymphknoten eines an Katzenkratzkrankheit leidenden 

Patienten isoliert und drei Jahre später als Afipia felis charakterisiert (14,45). 

1992 zeigten Untersuchungen jedoch, dass Patienten mit Katzenkratzkrankheit 

in 88 % der Fälle Antikörper gegen B. henselae, nicht aber gegen Afipia felis 

aufwiesen, so dass Afipia felis als Erreger der Katzenkratzkrankheit an 

Bedeutung verlor (108). Schließlich war es ab 1993 möglich, B. henselae aus 

befallenen Lymphknoten zu isolieren, zu kultivieren und mittels PCR zu 

identifizieren (40). 

Der natürliche Wirt von B. henselae ist die Katze (123). Kommt es zu einer 

Besiedlung des Fehlwirtes Mensch, sind Infektionen mit unterschiedlichen 

Krankheitsbildern die Folge. Bei immunkompetenten Personen, die über eine 
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intakte zelluläre Abwehr verfügen, kann sich eine B. henselae-Infektion 

typischerweise als Katzenkratzkrankheit manifestieren. Die Übertragung des 

Erregers von Katzen auf den Menschen ist direkt durch Kratz- und 

Bissverletzungen oder indirekt über Katzenflöhe (26,27) möglich. In 50-75 % 

der Fälle bildet sich an der Stelle des Flohbisses bzw. Katzenkratzers nach 4-6 

Tagen eine Papel oder Pustel aus (s. Abb. 1) (1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1: Inokulationsstelle der B. henselae-Infektion. Ausgebildete Pustel nach Katzen-

Kratzer oder Flohbiss im Rahmen einer Katzenkratzkrankheit. (http://www.animal-

health-online.de/drms/klein/katzenkratz.jpg). 

Nach 7-50 Tagen folgt eine Lymphadenopathie oder Lymphadenitis der 

regionalen Lymphknoten (9). 80 % aller befallenen Lymphknoten sind kranial, 

nuchal oder an der oberen Extremität gelegen (s. Abb. 2) (144,148,150). 

Untersucht man befallene Lymphknoten histologisch, sind nekrotisierende, 

granulomatöse Entzündungsreaktionen mit lymphatischem Infiltrat und 

mehrkernigen Riesenzellen zu beobachten. Bei 15 % der Patienten kommt es 

zu einer Abszessbildung der befallenen Lymphknoten (6,95,144). Bei 50 % der 

Patienten bleibt die Lymphadenitis die einzige Manifestation. Die restlichen 

50 % der Patienten leiden zusätzlich unter Begleitsymptomen wie Fieber, 

Kopfschmerzen, Gelenk- und Muskelschmerzen, Übelkeit, Gewichtsverlust und 

Splenomegalie. 
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Abb. 2: Klinische Manifestation der KKK. Zervikale Lymphadenopathie. 

(http://www.healthofchildren.com/images/gech_0001_0003_0_img0171.jpg). 

Schwerwiegende Komplikationen beobachtet man nur in 10 % der Fälle, dabei 

handelt es sich in erster Linie um das Parinaud’sche okuloglanduläre Syndrom, 

Enzephalitis, zerebrale Arteriitis, Radikulitis, Myelitis, granulomatöse Hepatitis 

oder Splenitis. Auch atypische Pneumonien, hiläre Lymphadenopathie, 

Pleuraerguss, Osteomyelitis, Erythema nodosum oder auch das Erythema 

anulare stehen mit der KKK in Verbindung (13,20,54,89,90,129,147,148). Diese 

Komplikationen stellen jeweils die Indikation für eine fünftägige antibiotische 

Therapie mit Azithromycin, während bei einer blande verlaufenden KKK nach 

ein bis zwei Monaten eine spontane Rückbildung zu beobachten ist und diese 

i.d.R. nur eine symptomatische Therapie erfordert. 

1.1.2.3.3 Vaskuloproliferative Krankheitsbilder 

Beim Immunsupprimierten kommt es auf Grund der eingeschränkten zellulären 

Abwehr zu schwerwiegenderen Manifestationen der B. henselae-Infektion, die 

als Bazilläre Angiomatose (BA) oder Peliosis hepatis (PH) bezeichnet werden 

(16,74,106,136). Der schwere Verlauf ist auf die mögliche intrazelluläre 

Persistenz des Erregers zurückzuführen (16). 

Eine unter sämtlichen Bakterienspezies einzigartige Eigenschaft von 

B. henselae ist die Fähigkeit, vaskuloproliferative Erkrankungen beim Fehlwirt 

Mensch hervorzurufen. Man spricht dabei von BA, sofern sich die Manifestation 

an der Haut oder den inneren Organen abspielt, von PH beim Befall der Leber. 

In der CDC-Klassifikation des U.S. Centers for Disease Control and Prevention 
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gilt die BA als AIDS-definierende Erkrankung. BA wurde erstmals 1983 bei 

AIDS-Patienten beschrieben (31,137), kann aber durchaus auch bei 

Immunkompetenten beobachtet werden (29,30,109,139,140). Ausgelöst wird 

sie durch B. henselae oder B. quintana, während die PH ausschließlich durch 

B. henselae verursacht wird (38). Die BA wird weiter in eine kutane Form mit 

einzeln oder mehrfach auftretenden Hautläsionen und eine parenchymatöse 

Form, bei der ausschließlich innere Organe wie Milz, Lymphknoten oder 

Knochenmark befallen sind, unterteilt (38). Morphologisch ähneln die kutanen, 

z.T. auch subkutanen Läsionen mit ihrem rötlich-lividen Aussehen dem durch 

das Humane Herpesvirus-8 hervorgerufenen Kaposi-Sarkom (s. Abb. 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3: Kutane Form der BA. 
(http://research.bidmc.harvard.edu/VPtutorials/HIV/tuPhot/images/39_640.jpg). 

Bei der PH handelt es sich um eine seltene vaskuloproliferative Hepatopathie 

(s. Abb. 4), die meist HIV-Patienten betrifft. Mikroskopisch fallen dilatierte 

Lebersinusoide mit zystischen, blutgefüllten Endothelzell-Proliferationen auf, 

das Stroma ist myxoid verändert (74,129). Die Patienten leiden unter 

Abdominalschmerzen, Hepatomegalie, Gewichtsverlust und Fieber (98). Neben 

B. henselae als Ursache ist diese Erkrankung auch als Folge eines 

fortgeschrittenen Tumorleidens oder nach Anabolikasteroid-Therapie zu 

beobachten (103,145). 
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Abb. 4: Radiologische Darstellung einer PH. (http://kjronline.org/figure/sv8n1064Fig4). 

Beide Formen der BA sowie die PH indizieren immer eine mindestens drei 

Wochen dauernde antibiotische Intervention. Zu Verfügung stehen Makrolide, 

Tetracycline oder Rifampicin, unter der zumeist eine komplette Rückbildung der 

vaskuloproliferativen Erscheinungen beobachtet werden kann (2,6). 

1.1.3 Epidemiologie 

Die Prävalenz der KKK durch B. henselae wurde 1993 in den USA mit 9,3 

Fällen pro 100.000 Einwohnern beziffert (62). Dabei konnte bei 4-6 % der 

gesunden Bevölkerung spezifische Bartonella Antikörper nachgewiesen werden 

(150). Bei 80 % der Patienten mit KKK handelt es sich um Kinder und 

Adoleszente, davon gaben rund 90 % anamnestisch einen Kontakt zu Katzen 

an. Dagegen war bei Patienten mit Bazillärer Angiomatose nur in 20 % der Fälle 

ein Kontakt zu Katzen eruierbar (150). In Deutschland hatten nachweislich 81 % 

der Patienten mit Katzenkratzkrankheit eine mit B. henselae infizierte Katze 

zuhause, dagegen waren bei gesunden Katzenbesitzern nur 38 % der 

Hauskatzen positiv getestet worden (126). 

Studien zur Seroprävalenz von Katzen fielen geografisch betrachtet sehr 

unterschiedlich aus: so sind in der Gegend um San Francisco (USA) 41 % der 

Hauskatzen positiv auf Bartonella-Antikörper getestet, während man im Raum 

Freiburg nur bei etwa 13 % der Hauskatzen Antikörper gegen B. henselae 

finden konnte (77,125,126). In Deutschland wurde eine Studie über die 

Seroprävalenz von Katzen in Nord- und Süddeutschland durchgeführt, hierbei 

mit mehr seropositiven Katzen im Norden. Dieses Ergebnis wurde mit 
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möglichen klimatischen und geografischen Einflüssen auf die Verteilung von 

B. henselae in Verbindung gebracht (55). Hingegen konnte in den USA gezeigt 

werden, dass die Prävalenz von Katzenflöhen mit einem warmen und feuchten 

Klima korreliert (65). Bei Zecken, die als Überträger der Borreliose eine große 

Rolle spielen, konnte ein ähnliches Phänomen beobachtet werden. Das 

Krankheitsbild der Borreliose tritt ebenfalls vermehrt in warmen Gebieten auf, 

v.a. im Sommer und im Herbst. Zecken wird inzwischen ebenfalls eine 

Beteiligung an der Transmission von B. henselae zugeschrieben (128). 

 

Unter gesunden Blutspendern liegt die Seroprävalenz von anti-Bartonella 

Antikörpern je nach Bewertungsgrenze und geografischer Lage bei ~5-30 % 

(1), so dass Bartonella-Erkrankungen als eine häufige Infektionserkrankung 

einzustufen sind. Bartonella-Infektionen sind in Deutschland in 13 % der Fälle 

Ursache unklarer Halslymphknotenschwellungen (114). In den USA kommt es 

jährlich zu 24.000 Fällen mit KKK, von denen etwa 2.000 stationär 

aufgenommen und behandelt werden müssen (62). 

1.1.4 Diagnostik und Therapie 

Die bestevaluierte Diagnostik einer Infektion mit B. henselae stellt der 

serologische Nachweis von Antikörpern mittels indirekten Immun-

fluoreszenztests dar. Bei Patienten mit KKK konnte so in 88 % der Fälle 

serologisch Antikörper nachgewiesen werden, in der Kontrollgruppe hatten 

lediglich 3 % der gesunden Probanden einen positiven Befund, der durch einen 

Titer >1:64 definiert ist (108). Alternativ ist ein DNA-Nachweis des Erregers 

mittels PCR-Amplifikation und anschließender Hybridisierung oder 16S-rRNA-

Gen-Sequenzierung aus frischen oder formalinfixierten Gewebebiopsaten 

möglich (5,43,95). 

Bei klinischem Verdacht einer BA erfolgt der Nachweis aus Biopsaten 

entsprechender Hautläsionen, die kulturelle Anzucht des Erregers ist allerdings 

sehr zeitaufwendig und schwierig. Ähnliche Probleme verursacht die 

Erregeranzucht in Zellkultur (17). 
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Komplikationslose Verläufe der KKK sind i.d.R. selbstlimitierend und werden 

lediglich symptomatisch, d.h. fiebersenkend und schmerzstillend behandelt. 

Treten Komplikationen auf, werden die besten Resultate durch eine fünftägige 

Behandlung mit Azithromycin erreicht. Mittel der ersten Wahl bei BA ist 

Clarithromycin oder Azithromycin, aber auch Erythromycin, Doxycyclin und 

Ciprofloxacin werden zur Behandlung eingesetzt, die maximale Therapiedauer 

liegt bei drei Wochen (124). Tritt die Erkrankung bei Immunsupprimierten auf 

oder kommt es zu Rückfällen, ist eine längere Antibiotikagabe indiziert (13). 

Entscheidend für die Antibiotikawirkung ist die maximal intrazellulär erreichbare 

Wirkstoffkonzentration, weswegen Makrolidantibiotika oder Tetracycline wie 

Doxycyclin bevorzugt zum Einsatz kommen. 

1.1.5 Bartonella Adhäsin A (BadA) 

Einige gramnegative Bakterien besitzen sog. Trimere Autotransporter-Adhäsine 

(TAAs) an ihrer Oberfläche. Diese stellen wichtige Pathogenitätsfaktoren dar 

und spielen eine bedeutende Rolle bei der Adhäsion an Wirtszellen. 

Typischerweise bilden TAAs trimere Oberflächenstrukturen mit einer Kopf-Stiel-

Anker Architektur („head-stalk-anchor“) (84), die ein pilusartiges Aussehen 

aufweisen, allerdings einen anderen Aufbau besitzen (60). Eine wichtige 

Aufgabe der TAAs ist vermutlich die Anpassung der Erreger an spezielle 

ökologische Nischen. 

Yersinia Adhäsin A (YadA) von Yersinia enterocolitica ist zurzeit das 

bestuntersuchte Adhäsin und somit der Prototyp unter den TAAs. Es besteht 

aus einer N-terminalen globulären Kopfdomäne („head“), einem als „neck“ 

bezeichneten Trimerisierungsmotiv, einem Stiel („stalk“) gebildet durch eine 

„coiled-coil“-Struktur sowie C-terminal der Membran-Anker-Domäne („membran 

anchor“). YadA erfüllt alle Kriterien eines Autotransporters, d.h. es besitzt alle 

nötigen Informationen für seinen Transport zur äußeren Membran und zur 

Translokation durch diese. 

Das hochmolekulare (∼328 kDa) Bartonella Adhäsin A (BadA) konnte den TAAs 

zugeordnet werden (116) und weist Homologien zu YadA auf. Vor der 

Zuordnung zu den TAAs wurde BadA als Pilus-Struktur beschrieben (10,70). 
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Neben der Adhärenz an Komponenten der extrazellulären Matrix sowie an 

Endothelzellen ist BadA bedeutend für die Aktivierung einer proangio-

genetischen Wirtszellantwort (116). Im Rahmen dieser proangiogenetischen 

Wirtszellantwort kommt es zur Aktivierung von hypoxia inducible factor (HIF)-1 

und zur Sekretion von Zytokinen wie vascular endothelial growth factor (VEGF), 

Adrenomedullin (ADM) und insuline like growth factor binding protein-3 

(IGFBP -3), deren Ausschüttung mit der Expression von BadA korreliert 

(67,117). 

Vielfaches Passagieren von B. henselae führt zum Verlust der BadA-

Expression. Dieses Ereignis wurde als Phasenvariation beschrieben (119), 

allerdings ist der genaue Mechanismus unbekannt. Der Begriff Phasenvariation 

beschreibt einen Vorgang des An- und Abschaltens der Expression bestimmter 

Phänotypen (58). Proteine mit Homologien zu BadA konnten in B. quintana als 

variably expressed outer membrane proteins (Vomps) (152) und in B. vinsonii 

als Bartonella repeat proteins (BrpA-C) (53) identifiziert werden. 

1.2  Angiogenese 

Die Neubildung von Blutgefäßen aus bereits bestehenden Kapillaren und 

Venolen beschreibt der Prozess der Angiogenese oder Arteriogenese (120). 

Dagegen findet bei der Vaskulogenese eine Ausbildung von Arterien und Venen 

aus endothelialen Vorläuferzellen statt und ist somit die Vorstufe der 

Angiogenese. 

Angiogenese lässt sich in zwei Formen unterteilen, die mit „sprouting“ und 

„nonsprouting“ bezeichnet werden. „Nonsprouting“ beschreibt einen Vorgang, 

bei dem Fortsätze extrazellulärer Matrix bestehende Gefäße teilen (120). 

„Sprouting“ selbst läuft in unterschiedlichen Phasen ab. Zunächst aktivieren 

Stimuli wie Zytokine den Gefäßwachstums-Prozess. Zelluläre Matrix wird 

abgebaut, die vorhandenen Zellen ändern ihre Morphologie und wandern auf 

den Stimulus zu. Es kommt zur Proliferation der Zellen, sie adhärieren 

aneinander, bilden die einschichtige Endothelschicht und kleiden damit das 

Gefäßlumen aus. Die noch sehr unstabilen Gefäße werden stabilisiert, indem 
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Endothelzellen Komponenten der extrazellulären Matrix sezernieren und 

schließlich Perizyten und Myozyten sich dem Gefäß anlagern (49). 

 

Während der Embryogenese des Menschen hat die Angiogenese eine große 

Bedeutung, schließlich ist das kardiovaskuläre System das erste 

funktionierende Organsystem des menschlichen Körpers (120). Im ausgereiften 

Organismus findet man Angiogenese physiologischer Weise nur im Verlauf des 

weiblichen Menstruationszyklus, während der Schwangerschaft und bei 

Wundheilungsprozessen (23). Trifft man bei Adulten auf Angiogenese, spricht 

man von Neoangiogenese. Diese ist Kennzeichen verschiedenster 

Erkrankungen wie Tumoren, Metastasen, diabetischer Retinopathie, 

rheumatoiden Erkrankungen, Psoriasis oder Bazillärer Angiomatose (24,49-

51,120). 

Das Gefäßsystem gewährleistet den Transport von Sauerstoff und Nährstoffen 

zu Zellen aus Geweben, die nicht mittels Sauerstoffdiffusion über die 

Körperoberfläche versorgt werden können. Die maximale Strecke für 

Sauerstoffdiffusion ist begrenzt, so dass Gewebe oder Tumoren ab einem 

Durchmesser von 100-200 µm Angiogenese induzieren müssen, um weiterhin 

mit Sauerstoff versorgt zu werden (24). Genetische Grundlage sind durch 

Hypoxie induzierbare Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise HIF-1, der das 

angioproliferative Genprogramm reguliert (104). Da das Wachstum jedes 

Tumors ein gleichzeitiges Wachstum von Blutgefäßen voraussetzt, können 

antiangiogenetische Therapien in der Tumortherapie zum Einsatz kommen 

(24,151). 

 

Andererseits können degenerative Erkrankungen der Blutgefäße zu 

Erkrankungen wie der koronaren Herzerkrankung (KHK) oder der peripheren 

arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) führen. Beide Krankheitsbilder führen zu 

Durchblutungsstörungen von Gewebe und damit zu einem Sauerstoff- und 

Nährstoffmangel. Möglicherweise könnte hier eine therapeutische Stimulation 

der Angiogenese konventionelle Therapieformen wie Bypass-Operationen 

ersetzen (83). 
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1.2.1  Bakteriell induzierte Angiogenese 

Für B. bacilliformis, B. quintana und B. henselae, die Erreger von vaskulo-

proliferativen Erkrankungen wie Verruga peruana, BA und PH, konnte eine 

Induktion der Angiogenese beschrieben werden (52,76,94). Dabei stellen 

Endothelzellen wohl die Zielzellen einer Bartonella-Infektion in sämtlichen 

Reservoirwirten (auch im Menschen) dar (38). 

Bisherige Versuche zeigen, dass B. bacilliformis, B. quintana und B. henselae 

im Verlauf einer Infektion in Endothelzellen eindringen (18,39,142), die 

intrazelluläre Replikation von B. henselae und B. quintana wurde nachgewiesen 

(18,69), wobei die Replikation von B. henselae in Endothelzellen schneller 

verläuft als auf unbelebten Standardnährböden (69). 

 

Der klassische Invasionsprozess einer Bakterien-vermittelten Endozytose (41) 

als auch die Internalisation so genannter „Invasomen“ (39) konnte bisher die 

Invasion von B. henselae in Endothelzellen erklären. Dabei sammeln sich die 

Bakterien aktiv an einem Pol der Zelle, das gebildete Aggregat wird durch 

Umordnung des Aktin-Zytoskeletts eingehüllt und schließlich in die Zelle 

aufgenommen (39). 

 

Durch in-vitro-Untersuchungen konnten mindestens drei verschiedene 

Mechanismen der Induktion vaskuloproliferativer Erkrankungen wie BA und PH 

durch B. henselae gefunden werden, die sich möglicherweise überlagern:  

(i) direkte Stimulation von Endothelzellproliferationsprozessen (21), 

(ii) Hemmung von Endothelzellapoptosemechanismen (71) und 

(iii) Aktivierung der Sekretion von vaskuloproliferativen Zytokinen (70). 

 

Zu verstehen ist die Aktivierung der Endothelzellproliferation durch B. henselae, 

B. quintana und B. bacilliformis (32,52,86,101) möglicherweise als 

Pathogenitätsstrategie humanpathogener Bakterien, durch die sich der Erreger 

sein eigenes Habitat, das Endothel selbst, sichert. Demnach wäre eine 

Tumorinduktion durch Bartonella spp. darauf ausgerichtet, dem Bakterium 

selbst Wachstumsvorteile zu sichern. 
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1.3 Zielsetzung dieser Arbeit 

Die Eigenschaft von Bartonella spp., vaskuloproliferative Krankheitsbilder zu 

verursachen, ist einzigartig unter humanpathogenen Bakterien. Eine besondere 

Rolle bei der Entstehung vaskuloproliferativer Erkrankungen kommt dabei 

vermutlich dem Trimeren Autotransporter-Adhäsin BadA zu, dessen Expression 

entscheidend für die Adhärenz der Bakterien an Endothelzellen und die 

nachfolgende Induktion einer proangiogenetischen Wirtszellantwort ist (116). 

Bekannt ist, dass vielfaches Passagieren von B. henselae zum Verlust der 

BadA-Expression führt, zugrunde liegende Mechanismen der Genregulation 

sind allerdings unbekannt. Möglicherweise wird die BadA-Expression durch 

veränderte Umweltbedingungen während der Transmission „Katze-Katzenfloh-

Mensch“ beeinflusst. Umweltfaktoren, die sich im Katzenfloh vom Mensch 

unterscheiden, sind beispielsweise Sauerstoffkonzentration, Eisenverfügbarkeit 

und Umgebungstemperatur. 

 

In dieser Arbeit sollten mittels in-vitro-Experimenten einige Bedingungen, die 

sich im Vektor (Floh) und Wirt (Mensch) unterscheiden, mit Hinblick auf 

Aktivierung oder Deaktivierung der badA-Expression untersucht werden. 

 

Die Temperatur im menschlichen Blut ist mit 37 °C höher als die Temperatur im 

Katzenfloh, dagegen sind Sauerstoffkonzentration und Eisenverfügbarkeit im 

Katzenfloh höher als im Menschen (11). Deswegen wurden die Auswirkungen 

von Temperaturbedingungen (27 °C, 30 °C, 37 °C und 42 °C) auf die BadA-

Expression untersucht. Zur Untersuchung der Rolle von Eisen wurden 

Blutagarplatten mit unterschiedlichen DFO-Mengen präpariert und schließlich 

die Bakterien bei 2 µM, 5 µM, 10 µM, 15 µM, 20 µM und 25 µM DFO kultiviert. 

Um einen möglichen Einfluss der unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen 

zu untersuchen, wurden zudem Bakterien bei 2 % oder 21 % Sauerstoff 

angezüchtet. Die Luftfeuchtigkeit von 90 % und der CO2-Gehalt von 5 % waren 

bei allen Versuchen gleich. Um eine Aktivierung des badA-Gens durch Zellen 

zu untersuchen, wurden jeweils Endothelzellen oder Insektenzellen mit 

B. henselae infiziert. Nach Inkubation unter den oben genannten Bedingungen 
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wurde die BadA-Expression mittels IFT, Western Blot und RT-PCR quantitativ 

untersucht. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte 

 Anaerobiertopf E. Merck, Darmstadt 

 Analysewaage BP610, PT1200 Sartorius, Göttingen 

 Brutschrank BBD 6220 Heraeus, Hanau 

 Eismaschine Scotsman, 

   Vernon Hills, USA 

 Elektronenmikroskop Philips CM10 Philips, Hamburg 

 Entwicklerkassette Cawo, Schrobenhausen 

 Eppendorfpipetten und Multistepper Eppendorf, Hamburg 

 Filmentwickler Curix 60 AGFA, Leverkusen 

 Fotokamera Olympus Olympus, Hamburg 

 und Dunkelhaube DH 30/32 Biostep, Jahnsdorf 

 Gelelektrophorese Kammern BioRad, München 

 und Zubehör 

 Glaskolben und Flaschen Schott Duran, Mainz 

 Heizblock DriBlock DB-2A Techne, Staffordshire, GB 

 Konfokales Laserscan-Mikroskop (CLSM) Leica, Bensheim 

 Leica DM IRE 2 

 LightCycler Roche, Mannheim 

 Mikroskope  Zeiss, Jena 

 Mikrowellenherd  Panasonic, Hamburg 

 Neubauer Zählkammer Marienfeld Superior,

  Lauda-Königshofen 

 Photometer: 

   Ultrospec 3000 pro Eppendorf, Hamburg 

   Ultrospec 2100 pro Amersham Bioscience 

    Piscataway, USA 

 Pipettus (-Akku) Hirschman, Fluorn-Winzeln 
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 Plattenschüttler Multimed Wicker,  

  Kirchheim/Teck 

 Quarzglas QS Küvetten Hellma, Müllheim 

 Rüttler eppendorf mixer 5432 Eppendorf, Hamburg 

 Spannungsquellen für Gel- BioRad, München 

 elekrophoresen 

 Sterilbank HERAsafe BDK, Sonnenbühl 

 Vortexer: 

  Julabo Paramix 3 Julabo, Seelbach 

  Genie 2  Bender & Hobein AG, 

Zürich, CH 

 Wasserbad Memmert, Schwabach 

 Zentrifugen: 

  Sigma 1K 10 Sigma, Osterode am Harz 

  Sigma 3K 30 Sigma, Osterode am Harz 

  Mini Spin plus Eppendorf, Hamburg 

  Multifuge 3S-R Heraeus, Hanau 

2.1.2 Plastik- und Verbrauchsmaterialien 

Soweit nicht anders aufgeführt wurden alle Plastik- und Verbrauchsmaterialien 

von folgenden Firmen bezogen: Eppendorf, Hamburg; Falcon/Becton-

Dickinson, Heidelberg; Greiner, Nürtingen; Nunc, Roskilde, DK. 

 Anaerobierbeutel Oxoid, Hampshire, GB 

 Autoradiografiefilme (Kodak X-OMAT) Sigma-Aldrich,  

  Deisenhofen 

 Einmalküvetten Sarstedt, Berlin 

 Facs-Röhrchen (5 ml) Sarstedt, Nümbrecht 

 Impfschlinge weiß 1 µl Sarstedt, Nümbrecht 

 Impfschlinge blau 10 µl Sarstedt, Nümbrecht 

 Kanüle, Microlance 3 BD, Drogheda, Irland 

 Latexhandschuhe DermaClean Ansell, München 

 LightCycler Kapillaren Roche, Mannheim 
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 Nitril-Handschuhe Kimberly Clark, Koblenz 

 Nitrocellulosemembran Schleicher und Schüll, 

  Dassel 

 Parafilm Pechiney Plastic  

  Packaging, Menasha, USA 

 Pasteurpipetten Hilgenberg, Malsfeld 

 Pipettenspitzen weiß 0,1-20 µl kurz Plastikbrand, Wertheim 

 Pipettenspitzen weiß 0,5-20 µl lang Plastikbrand, Werheim 

 Pipetten steril Costar, Corning NY, USA 

 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml 

 Spritze, Luer-Lok Tip 3 ml BD, Tense, Belgien 

 Sterilfiltertips 2,5 µl, 10 µl, 100 µl, 1000 µl Biozym, Hess. Oldendorf 

 Wattestäbchen MSP Schmeiser, Horb/Neckar 

 Whatman Papier Schleicher & Schüll, 

  Dassel 

2.1.3 Chemikalien 

 Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) Roth, Karlsruhe 

 Ampuwa Fresenius Kabi 

 APS AppliChem, Darmstadt 

 Chloroform ultrapure AppliChem, Darmstadt 

 DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole-2 HCL) Merck, Darmstadt 

 DMSO (Dimethyl-Sulfoxid) Roth, Karlsruhe 

 DTT (Dithiothreitol) Invitrogen, Karlsruhe 

 ECL Western Blot Detektionssystem Amersham Pharmacia 

 EDTA Sigma-Aldrich, Hamburg 

 Ethanol absolut AppliChem, Darmstadt 

 Ethidiumbromid AppliChem, Darmstadt 

 Essigsäure Roth, Karlsruhe 

 FCS Sigma-Aldrich, Hamburg 

 Fluoprep BioMérieux, Marcy l’Etoile, 

  Frankreich 
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 Formaldehyd AppliChem, Darmstadt 

 Formamid Ambion, Wiesbaden 

 Isopropanol Merck, Darmstadt 

 Kollagen G Biochrom, Berlin 

 LE Agarose Biozym, Hess. Oldendorf 

 L-Glutamin Invitrogen, Karlsruhe 

 Magermilchpulver Sucofin, Düsseldorf 

 Magnesiumchlorid Ambion, Wiesbaden 

 Nuclease free water Ambion, Huntingdon, UK 

 PBS (+ CaCl2/MgCl2) Invitrogen, Karlsruhe 

 Ponceau S Lösung Serva, Heidelberg 

 SDS ultrapure Roth, Karlsruhe 

 TEMED Sigma-Aldrich, Hamburg 

 Tris Sigma-Aldrich, Hamburg 

 Trizol Invitrogen, Karlsruhe 

 Trypanblau Sigma-Aldrich, Hamburg 

 Trypsin/EDTA Invitrogen, Karlsruhe 

 Tween 20 Merck, Darmstadt 

 1 mM Natriumcitrat pH 6,4 Ambion, St. Austin, USA 

2.1.4 Enzyme 

 DNAse I Roche, Mannheim 

 DNAse Inaktivator  Ambion, Wiesbaden 

 RNAsin Plus RNAse-Inhibitor Promega, Mannheim 

2.1.5 Kits 

 MicrobEnrich  Ambion, Wiesbaden 

 SYBR Green I  Roche, Mannheim 
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2.1.6 Oligonukleotide für PCR-Untersuchungen 

Tab. 2: Übersicht über die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide 

Bezeichnung Sequenz (5’→ 3’) Herkunft Referenz 

GyrB f1 GTA TAT CGG CGA TAC 

AGA TGA TGG 

Metabion, 

Martinsried 

diese Arbeit 

GyrB f2 TTG TAG ACA ACG CTA 

TTG ATG AAG C 

Metabion, 

Martinsried 

diese Arbeit 

GyrB r1 CCA TCA GCA TGA AGT 

GTC ACG 

Metabion, 

Martinsried 

diese Arbeit 

GyrB r2 CCT TCT GTT GGA TGA 

ATA TCG G 

Metabion, 

Martinsried 

diese Arbeit 

GyrA f1 AGG ATA ATT ATG ATG 

GAC GTG AGC 

Metabion, 

Martinsried 

diese Arbeit 

GyrA f2 GTG AAC CGG TAG TCT 

TAC CAG C 

Metabion, 

Martinsried 

diese Arbeit 

GyrA r1 AGG CGA TAC AAG CAT 

CAA GG 

Metabion, 

Martinsried 

diese Arbeit 

GyrA r2 TCG GGA TTA TCA ATC 

AAG GC 

Metabion, 

Martinsried 

diese Arbeit 

rpsL f1 CCT ACC GTA AAT CAG 

TTG ATT CG 

Metabion, 

Martinsried 

diese Arbeit 

rpsL f2 CCA ATT AAG CGT AAT 

AAG GTT CC 

Metabion, 

Martinsried 

diese Arbeit 

rpsL r1 GAG CAG AAT TTG GTT 

TCT TCG 

Metabion, 

Martinsried 

diese Arbeit 

rpsL r2 CAA ATC CAT TTG TCA 

AAC GG 

Metabion, 

Martinsried 

diese Arbeit 

BadA Klon42r3 GAT CCC TAG CGA CAT 

CAA AGG 

Metabion, 

Martinsried 

Dr. Tanja Riess, 

unpubliziert 

BadA f6 AAA GCA TTA AGG GGA 

ATG ATA TCA G 

Metabion, 

Martinsried 

(116) 

BadA r8 TGA TAT CAT GGA TCC 

TTA TGC TTT TAG CTG 

TGC 

Metabion, 

Martinsried 

(116) 

BadA Klon42f3 GGG CAT TAG AGG TTA 

TGA TCC 

Metabion, 

Martinsried 

Dr. Tanja Riess, 

unpubliziert 
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2.1.7 Antikörper 

Tab. 3: Übersicht über die in dieser Arbeit verwendeten Antikörper 

Bezeichnung Verwendung Verdünnung Herkunft Referenz 

Anti-BadA 
(Kaninchen) 

Western Blot 

IFT 

1:2.000 

1:250 

- (116) 

Anti-
Kaninchen-
IgG-FITC 
(Ziege) 

IFT 1:100 Dianova, 

Hamburg 

- 

Anti-
Kaninchen- 
Ig-HRP 
(Schwein) 

Western Blot 1:1.000 Cell Signalling 

Technology, 

Danvers, USA 

- 

 

2.1.8 Größenstandards 

 Page Ruler Protein Ladder Fermentas, St. Leon-Rot 

 50 bp Ladder Fermentas, St. Leon-Rot 

2.1.9 Antibiotika 

 Penicillin/Streptomycin Biochrom, Berlin 

 Kanamycin Plättchen (30 µg) Oxoid, Wesel 

2.1.10 Bakterienstämme 

Tab. 4: Übersicht über die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstämme 

Bakterienstamm Charakteristika Referenz 

B. henselae Marseille WT Patientenisolat, 

niedrige Passage-Nummer, 

BadA positiv 

(42) 
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2.1.11 Verwendete Zellen 

Tab. 5: Übersicht über die in dieser Arbeit verwendeten Zellen 

Zell-Linie Zelltyp Kulturmedium Infektionsmedium 

HUVEC Humane venöse 

Nabelschnurendothel

-zellen 

Endothelial Cell 

Growth Medium 

(PromoCell 

Mannheim) 

Endothelial Cell 

Basal Medium 

(PromoCell, 

Mannheim) 

Schneider-Zellen Epithelzelle einer 

embryonalen 

Drosophila 

melanogaster 

Zelllinie 

Schneider’s 

Drosophila 

Pulvermedium 

(Serva 

Electrophoresis) 

Schneider’s 

Drosophila 

Pulvermedium 

(Serva 

Electrophoresis) 

 

2.1.12 Medien 

Columbia Blutagarplatten Becton Dickinson, 

Heidelberg 

LB (Luria Bertani)-Medium 
 5 g NaCl 

 5 g Hefeextrakt 

 10 g Trypton 

 ad 1000 ml H2Obidest 

 pH 7,4-7,6 

 

Einfriermedium für Bakterien 
 20 % Glycerol in LB-Medium 

 

Endothelzellmedium (Kultur) 
 Endothelium Cell Growth Media 

  + Supplement Mix 

  + 10 % fetales Kälberserum (FCS) 

  + 100 U/ml Penicillin 

  + 100 µg/µl Streptomycin 

 

 

PromoCell, Mannheim 
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Endothelzellmedium (Infektion) 
 Endothelium Cell Basal Medium 

PromoCell, Mannheim 

Insektenzellmedium (Kultur) 
 Schneider’s Drosophila Pulvermedium 

  ad 1000 ml H2O 

  + 0,6 g CaCl2 

  + 0,4 g NaHCO3 

  pH 6,5 

  + 100 ml FCS 

  + 10 ml 200 µM L-Glutamine 

  + 100 U/ml Penicillin 

  + 100 µg/µl Streptomycin 

Serva Electrophoresis, 

Heidelberg 

Insektenzellmedium (Infektion) 
 Schneider’s Drosophila Pulvermedium 

  ad 1000 ml H2O 

  + 0,6 g CaCl2 

  + 0,4 g NaHCO3 

  pH 6,5 

  + 100 ml FCS 

  + 10 ml 200 µM L-Glutamine 

Serva Electrophoresis, 

Heidelberg 

 

2.1.13 Puffer und Stammlösungen 

a) Puffer und Lösungen für SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und 

Western Blot 

Laemmli Puffer (SDS-Probenpuffer 5x) 
 312, 5 mM Tris/HCL (pH 6,8) 

 50 % Glycerin 

 10 % SDS 

 250 mM DTT 

 0,5 % Bromphenolblau 
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SDS-Laufpuffer 
 50 mM Tris 

 384 mM Glycin 

 0,1 % SDS 

 ad 1000 ml H2O 

 

Lösung für Sammelgel (2 Gele) 
 500 µl 30 % Acrylamid-Stammlösung 

 380 µl 1,5 M Tris pH 6,8 

 30 µl 10 % SDS 

 30 µl 10 % APS 

 3 µl TEMED 

 2,1 ml H2O 

 

Lösung für 8 %-iges Trenngel (2 Gele) 
 2,7 ml 30 % Acrylamid-Stammlösung 

 2,5 ml 1,5 M Tris pH 8,8 

 100 µl 10 % SDS 

 100 µl 10 % APS 

 6 µl TEMED 

 4,6 ml H2O 

 

Lösung für 12 %-iges Trenngel (2 Gele) 
 4,0 ml 30 % Acrylamid-Stammlösung 

 2,5 ml 1,5 M Tris pH 8,8 

 100 µl 10 % SDS 

 100 µl 10 % APS 

 4,0 µl TEMED 

 3,3 ml H2O 

 

Blot-Puffer (10x) 
  25 mM Tris 

  192 mM Glycin 

  ad 1000 ml H2O 
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Waschpuffer (10x) 
  10 mM Tris/HCL pH 7,4 

  0,15 mM NaCl 

  0,2 % Tween 20 

  ad 2000 ml H2O 

 

Blockpuffer 
  5 % Magermilch  

 

 
b) Lösungen zum Entwickeln eines Western Blots via Enhanced 

Chemiluminescence (ECL) Detektion 

Luminol 
  0,22 g Luminol 

  ad 5 ml DMSO 

 

Cumarinsäure 
  0,075 g Cumarinsäure 

  ad 5 ml DMSO 

 

Lösung 1 
  250 µl Luminol 

  220 µl Cumarinsäure 

  ad 25 ml Tris/HCL 

  (100 mM, pH 8,5) 

 

Lösung 2 
  15 µl H2O2 (30 %) 

  ad 25 ml Tris/HCL 

  (100 mM, pH 8,5) 

 

c) Lösungen für Northern-Gelelektrophorese 

MOPS (10x) 
  200 mM MOPS 

  50 mM Natriumacetat 

  10 mM EDTA 

  pH 6,7 
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Probenpuffer 
  750 µl Formamid 

  150 µl 10x MOPS 

  262 µl Formaldehyd 

  5 µl Ethidiumbromid (10 µg/µl)

 

Lösung für Gel 
  0,8 g Agarose 

  68 ml Ampuwa 

  8 ml 10x MOPS 

  4 ml Formaldehyd 

 

 

d) Agarosegel 

50x TAE 
  242 g Tris 

  57,1 ml Essigsäure 100 % 

  100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 

  ad 1000 ml Aquabidest 

 

Gel 
  80 ml 1x TAE 

  2,4 g Agarose 

  8 µl Ethidiumbromid 

 

Blue juice (DNA Ladepuffer) 
  5 ml Glycerin 50 % 

  200 µl 0,5 M EDTA pH 8,0 

  25 mg Bromphenolblau 

  ad 10 ml Ampuwa 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Bakterien 

Zur RNA-Isolierung und für Infektionsexperimente wurde B. henselae WT 

verwendet. 

2.2.1.1 Bakterienanzucht und Kultivierung für in-vitro-Experimente 

Zur Kultivierung wurden jeweils 100 µl Bakteriensuspension pro Columbia-

Blutagarplatte mit 5 % Schafsblut ausplattiert und anschließend bei 37 °C, 5 % 

CO2 und 90 % relativer Luftfeuchtigkeit über 3, 5 und 7 Tage kultiviert. Für 

Versuche zur Untersuchung der BadA-Expression in Abhängigkeit der 

Temperatur wurden obige Bedingungen gleich gehalten, jedoch die 

Inkubationstemperatur auf 27 °C, 30 °C bzw. 42 °C geändert. 

Hypoxieversuche wurden ebenfalls unter den oben genannten Einstellungen 

durchgeführt, die atmosphärische Sauerstoffkonzentration wurde allerdings auf 

2 % gesenkt. Für Experimente zum Eisenentzug wurde DFO auf Columbia-

Blutagarplatten ausplattiert, um Endkonzentrationen von 2 µM, 5 µM, 10 µM, 

15 µM, 20 µM und 25 µM zu erreichen. 

2.2.1.2 Herstellung von Bakterienstocks 

Der jeweilige Bakterienstamm wurde auf Columbia-Blutagarplatten kultiviert, 

nach 5 d mit Wattestäbchen abgeerntet und in PBS suspendiert. Anschließend 

wurden die Bakterien mit PBS gewaschen, in Einfriermedium resuspendiert, 

aliquotiert und bei -80 °C eingefroren. Auf Columbia-Blutagarplatten 

ausplattierte serielle Verdünnungsreihen dienten der Bestimmung der 

Bakterienanzahl und wurden nach 14 d ausgezählt. 

2.2.1.3 Testung neuer Bakterienmedien 

In Zellkulturflaschen (80 cm2) wurde 15 ml Medium vorgelegt. Als Medien 

dienten basales Endothelzellmedium, Insektenmedium mit 4x106 Schneider-

Zellen, konditioniertes Insektenmedium aus dem Überstand einer Schneider-

Zell-Kultur und frisches Insektenmedium (jeweils ohne Penicillin/Streptomycin-

Zusatz). Jeder Ansatz wurde mit 1,3x108 Bakterien beimpft und bei 30 °C, 5 % 
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CO2 und 90 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Täglich wurden die Bakterienlösungen 

resuspendiert und anschließend 1 ml aus der Kultur entnommen. Daraus wurde 

eine Verdünnungsreihe von 1:101 bis 1:108 hergestellt und diese auf Columbia-

Blutagarplatten ausplattiert. Nach 14-tägiger Inkubation der Platten bei 37 °C, 

5 % CO2 und 90 % Luftfeuchte wurden die gewachsenen Kolonien (CFU: 

colony forming unit) ausgezählt und eine Wachstumskurve erstellt. 

2.2.2 Zellkultur 

Für die Zellkulturexperimente dieser Arbeit wurden humane Endothelzellen 

(HUVECs: human umbilical vein endothelial cells) sowie Schneider-Zellen 

verwendet. 

2.2.2.1 Kultivierung von Endothelzellen 

Zellkulturen wurden grundsätzlich unter sterilen Bedingungen bearbeitet. Die 

Kultivierung der Zelllinien erfolgte im Zellkulturbrutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 

und 90 % relativer Luftfeuchte. Für Endothelzellen wurden Zellkulturflaschen mit 

Kollagen G beschichtet. Dazu wurde Kollagen G in einem Verhältnis von 1:40 

mit PBS verdünnt und schließlich in einer Konzentration von 0,1 mg/ml über 

Nacht auf die Flaschenböden aufgebracht. Nach Absaugen des Kollagens am 

nächsten Tag wurden die beschichteten Zellkulturflaschen bei 4 °C gelagert. 

 

Nach dem Auftauen wurden Endothelzellen in die kollagenisierten 

Zellkulturflaschen (80 cm2) ausgesät und mit 12 ml Medium kultiviert. Nach 

Adhärenz der Zellen am Flaschenboden bildete sich innerhalb weniger Tage ein 

konfluenter Zellrasen aus. Um adhärente Zellen vom Flaschenboden 

abzulösen, wurde zunächst das Medium abgesaugt und anschließend die 

Zellen mit vorgewärmtem Trypsin/EDTA kurz gewaschen, um tote Zellen zu 

entfernen. Danach wurde die Kultur für 2-5 min mit Trypsin/EDTA bei 37 °C 

inkubiert. Durch das Trypsin werden Adhäsionsproteine der Zelloberfläche 

gespalten, was zum Ablösen der Zellen vom kollagenisierten Boden führt. Die 

Wirkung des Trypsins wird durch Zugabe des 3-4fachen Volumens an 

Zellkulturmedium aufgehoben. Zur weiteren Kultivierung wurden die Zellen im 

Verhältnis 1:3 bis 1:20 gesplittet und das Medium alle 2-3 Tage gewechselt. 
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2.2.2.2 Kultivierung von Insektenzellen 

Schneider-Zellen wurden in Zellkulturflaschen (80 cm2) ausgesät und in 15 ml 

Medium inkubiert. Um ein optimales Wachstumsverhalten zu beobachten, 

wurden die Zellen ihrer log-Phase entsprechend auf 2x106 pro ml bis 4x106 pro 

ml gesplittet, da ab 6x106 Zellen pro ml Schneider-Zellen in eine stationäre 

Wachstumsphase übergehen. 

Beobachtungen zufolge wachsen die Insektenzellen besser in Medium, das zu 

gleichen Teilen aus konditioniertem und frischem Medium besteht. 

Möglicherweise liegt diesem Phänomen eine Freisetzung von 

Wachstumsfaktoren der Zellen in ihre Umgebung zu Grunde. So wurden die 

Insektenzellen bei jedem Splittvorgang in ein 1:1-Gemisch aus altem und 

frischem Medium aufgenommen. Die ersten 1-2 Tage nach einem Splitvorgang 

konnte Zelladhärenz am Boden der Zellkulturflasche beobachtet werden, im 

Laufe der weiteren Inkubation lösten sich die Zellen vom Flaschenboden ab und 

lagen schwimmend im Medium vor. Schneider-Zellen können bis Passage-

Nummer 30-40 in Versuchen eingesetzt werden. 

2.2.2.3 Bestimmung der Lebendzellzahl 

Um die Anzahl der lebenden Zellen in Kultur zu bestimmen, wurde ein kleines 

Volumen der Zellsuspension 1:10 mit Trypan-Blau verdünnt. Durch Auszählen 

der äußeren vier Eckquadrate in einer Neubauer Zählkammer wurden die 

vitalen, ungefärbten Zellen bestimmt. Der Mittelwert der vier Eckquadrate wurde 

gebildet und mit dem Kammerfaktor (1x104/ml) und dem Faktor der Verdünnung 

mit Trypan-Blau multipliziert; somit erhielt man die Zellanzahl pro ml 

Zellsuspension. Für Infektionsexperimente mit Schneider-Zellen durften max. 

10 % tote Zellen vorliegen. 

2.2.2.4 Infektionsexperimente 

Am Tag vor der geplanten Infektion wurden die Endothelzellen vom Boden der 

Zellkulturflaschen wie oben beschrieben abgelöst und mittels Trypan-Blau die 

Anzahl der lebenden Zellen pro ml bestimmt. Anschließend wurden die Zellen in 

definierter Menge in neue kollagenisierte Zellkulturflaschen ausgesät. Am 

Versuchstag wurde zwei Stunden vor Infektion das Zellkulturmedium 



2 Material und Methoden 

 

31

abgenommen und durch antibiotikafreies Medium ersetzt. Nach Berechnung 

der benötigten Konzentration Bakterien pro Zelle wurde die gewünschte Anzahl 

Aliquots an B. henselae - Bakterienstocks aufgetaut, bei 3.500 rpm für 5 min bei 

RT zentrifugiert und in antibiotikafreiem Zellkulturmedium resuspendiert. Die 

Infektionsexperimente dieser Arbeit wurden mit einer MOI (multiplicity of 

infection) von 260 und 750 durchgeführt. Um die Bakterien-Zell-Kontakte zu 

verbessern, wurden die Zellkulturflaschen nach Infektion für 5 min bei 

1.300 rpm und RT zentrifugiert und schließlich im Zellkulturbrutschrank 

inkubiert. Für Infektionsversuche mit Insektenzellen wurden die Zellen in 

antibiotikafreiem Medium gehalten, nach 2-3maligem Passagieren konnte von 

Antibiotikafreiheit ausgegangen werden. Die MOI betrug bei Schneider-

Zellen 40. 

2.2.3 Methoden zum Proteinnachweis 

Zum Nachweis des BadA-Proteins wurden in dieser Arbeit das Western Blot 

Verfahren sowie der Nachweis durch IFT gewählt. In diesem Verfahren können 

Proteine mit einer sehr spezifischen und sensitiven Antikörperreaktion 

nachgewiesen werden. 

2.2.3.1 Proteingewinnung für Western Blot 

Eine Columbia-Blutagarplatte mit B. henselae wurde mit einem Wattestäbchen 

abgeerntet und in 2 ml PBS resuspendiert. In Einmalplastikküvetten wurde die 

Suspension 1:10 verdünnt eingefüllt, die optische Dichte bei einer Wellenlänge 

von λ = 550 nm gemessen und durch Zugabe von PBS auf OD = 1,0 eingestellt. 

Nach 1 min Zentrifugieren bei 14.500 rpm wurde der Überstand abgenommen 

und das Pellet im halben Volumen von 2x Laemmli-Puffer aufgenommen (z.B. 

OD1,0 bei 500 µl Volumen OD1,0 = 1:250 µl 2x Laemmli). Das entstandene 

Bakterienlysat wurde für 3 min auf 98 °C erhitzt, abzentrifugiert und bei -20 °C 

eingefroren oder direkt in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese verwendet. 

2.2.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Das Prinzip der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese besteht darin, Proteine 

unter denaturierenden Bedingungen nach ihren unterschiedlichen Massen 
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aufzutrennen. SDS ist ein anionisches und amphiphatisches Detergens, das im 

Verhältnis 1:1,4 pro Aminosäure an die kationischen Reste von Proteinen 

bindet und ihnen somit eine negative Überschussladung verleiht. Diese 

Überschussladung verhält sich proportional zur Größe der Proteine und macht 

die eigene Ladung der Proteine vernachlässigbar. Gleichzeitig nehmen SDS-

denaturierte Proteine eine stäbchenartige Konformation ein, die den Einfluss 

der nativen Oberflächenstruktur auf die Wanderungseigenschaften der Proteine 

aufhebt. Sie wandern demnach im elektrischen Feld zur Anode, wobei ihr 

Laufverhalten während der Elektrophorese nur von ihrer Größe abhängt. 

Proportional zum Logarithmus ihres Molekulargewichtes (33) werden die 

Proteine im Gel aufgetrennt, wobei der Trennbereich über die 

Acrylamid/Bisacrylamid-Konzentration kontrolliert werden kann. Diese kann 

zwischen 2 % und 30 % variieren und bestimmt die Porengröße des Gels. Um 

sehr große Proteine aufzutrennen, werden niedrigprozentige Gele verwendet. 

Je kleiner das Protein ist, umso höherprozentig und damit vernetzter sollte das 

Gel sein. Zur BadA-Darstellung wurden 8 %-ige und 12 %-ige Gele verwendet. 

 

Jedes Gel besteht aus zwei Komponenten, dem Trenngel und dem Sammelgel, 

die nacheinander hergestellt wurden. Begonnen wurde mit dem Trenngel, das 

in eine Vertikalkammer gegossen wurde, bis diese zu ¾ gefüllt war. Um eine 

glatte Trennfläche zu erhalten und übliche Verdunstung zu verringern, wurde 

das Gel mit 70 %-igem Ethanol überschichtet. Nach halbstündiger 

Polymerisation des Trenngels wurde der Ethanolüberstand entfernt, das 

Sammelgel in das verbliebene Volumen der Gelkammer gegossen und 

unverzüglich ein Kamm eingesetzt. Nach ebenfalls halbstündiger 

Polymerisation des Sammelgels wurde das Gel in das Elektrophoresesystem 

eingesetzt, der Kamm entfernt und die Geltaschen mit Hilfe einer Kanüle 

gespült. Pro Tasche wurde 10 µl der zu analysierende Probe eingesetzt und als 

Marker wurden 5 µl ruler page protein ladder aufgetragen. Die SDS-

Gelelektrophorese nach Laemmli (79) wurde in 1x Laufpuffer und bei einer 

konstanten Stromstärke von 30 mA pro Gel durchgeführt. 
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2.2.3.3 Western Blot 

Aufgrund ihrer negativen Ladung durch gebundenes SDS können mittels SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennte Proteine elektrophoretisch auf 

eine Nitrozellulose-Membran übertragen werden. Das SDS wird im Laufe des 

Transfers abgetrennt. Die übertragenen Proteine können im Anschluss durch 

eine spezifische und sensitive Antikörperreaktion nachgewiesen werden, bei 

der bis zu 0,1 ng Protein detektiert wird (141). Für den Proteintransfer wurden 

Gel und Membran aufeinander gelegt und von beiden Seiten mit je einer Lage 

Whatman-Filterpapier und je einem Schwamm bedeckt. Dieser Aufbau wurde 

anschließend in eine BioRad Blotkammer eingesetzt, das restliche Volumen der 

Blotkammer mit Blot-Puffer aufgefüllt und eine konstante Stromstärke von 

300 mA für eine Stunde angelegt. 

 

Nach erfolgtem Blot wurde die Effizienz des Transfers durch reversible Färbung 

mit Ponceau Rouge S Lösung überprüft. Dieser Farbstoff ist durch Waschen 

der Membran mit H2Odest. wieder zu lösen. Um freie Bindungsstellen zu 

blockieren, wurde die Membran für 2 h in Blockierungspuffer auf einem 

Gelschüttler bei RT inkubiert. Anschließend wurde sie über Nacht mit dem 

Primärantikörper (anti-BadA) 1:1.000 in Blockpuffer verdünnt bei 4 °C inkubiert. 

Am nächsten Tag wurde die Membran zunächst dreimal für 5 min bei RT mit 

Waschpuffer gewaschen und schließlich für 1 h bis maximal 2 h mit Meerrettich-

Peroxidase konjugiertem Sekundärantikörper 1:2.000 in Blockpuffer verdünnt 

auf einem Gelschüttler inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen für 

jeweils 5 min mit Waschpuffer bei RT wurde die Membran mit ECL-Reagenz 

versetzt, zwischen zwei Projektorfolien und anschließend in eine 

Entwicklerkassette gebracht. Für einige Sekunden bis höchstens eine Minute 

wurde im Dunkeln ein Röntgenfilm auf die Folien gelegt, um die 

Chemielumineszenz zu detektieren. 
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2.2.3.4 Immunfluoreszenz-Mikroskopie / konfokale 
Laserscanningmikroskopie 

Grundlage dieser Methode ist die Ausbildung von Antigen-Antikörper-

Komplexen. An die Antikörper ist ein fluoreszierender Farbstoff gekoppelt, über 

den z.B. bakterielle Oberflächenproteine detektiert werden können. Zum 

Nachweis der BadA-Expression wurde ein wenig Bakterienrasen von einer 

Columbia-Blutagarplatte abgenommen und die Bakterien in 500 µl PBS 

resuspendiert. 30 µl der Suspension wurden auf einen Objektträger gebracht 

und bei RT getrocknet. Anschließend kam der Objektträger in eine feuchte 

Kammer und die getrocknete Suspension wurde bei 4 °C über 10 min mit 

3,75 % PFA fixiert. Danach wurde dreimal mit PBS in einem 50 ml Falcon-

Röhrchen gewaschen. Als Primärantikörper wurde mit anti-BadA (1:250) für 

eine Stunde bei RT inkubiert und nachfolgend erneut dreimal mit PBS 

gewaschen. Als nächster Schritt folgte die Inkubation mit dem 

Sekundärantikörper FITC-anti-rabbit (1:100) für 45 min im Dunkeln bei RT. Zur 

DNA-Darstellung wurde DAPI (1 µg/ml) eingesetzt (5 min bei 4 °C), danach 

erfolgt erneut dreimaliges Waschen mit PBS und anschließend wurde der 

Objektträger mit Fluoprep beschichtet, einem Deckgläschen bedeckt und mit 

farblosem Nagellack versiegelt. Mittels konfokaler Laserscanningmikroskopie 

wurden die Proben auf BadA-Expression hin untersucht und ausgewertet. Das 

konfokale Laserscanningmikroskop ermöglicht die Aufnahme von 3-

dimensionalen Bildern, die Aufschluss über die Verteilung sowie die Menge 

eines markierten Proteins geben. Die verwendete „glow-mode“-Einstellung gibt 

in Falschfarbendarstellung eine quantitative Aussage über die Protein-Menge, 

wobei die Intensität von grün (wenig Protein) bis rot (viel Protein) reicht. 

2.2.3.5 Elektronenmikroskopie 

Nach siebentägigem Wachstum von B. henselae auf einer Blutagarplatte wurde 

die Bakterienkultur mit 2,5 % Glutaraldehyd in PBS über 15 min bei 37 °C fixiert 

und über weitere 24 h bei 4 °C gelagert. Die fixierten Bakterien wurden in 2 %-

iger Agarose eingebettet und anschließend Quader mit einem Millimeter 

Kantenlänge ausgeschnitten. Zur weiteren Fixierung (1 h auf Eis) diente 1 % 
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Osmiumtetroxid in 100 mM PO4-Puffer (pH 7,2), anschließend wurde mit 

H2Obidest gespült. Danach wurde die Fixierung mit 1 %-igem wässrigen 

Uranylacetat für 1 h bei 4 °C fortgeführt, das Präparat mehrfach in Ethanol 

gewaschen und schließlich in Epoxydharz eingebettet. Zur Einfärbung diente 

1 %-iges wässriges Uranylacetat und Bleizitrat. Die Analyse wurde mit dem 

Elektronenmikroskop CM10 von Philips mit einem 30 µm Objektiv bei 60 kV 

durchgeführt (Kooperation mit Dr. H. Schwarz, MPI Tübingen). 

2.2.4 RT-PCR 

2.2.4.1 RNA-Isolierung 

Pro Ansatz wurden zehn Columbia-Blutagarplatten, auf denen über 3 d, 5 d 

oder 7 d B. henselae kultiviert wurde, abgeerntet und die Bakterien in Nuclease-

free-water resuspendiert. Nach Zentrifugation der Suspension bei 4.000 rpm für 

3 min wurde der Überstand abgenommen und das Pellet in 1 ml Trizol gründlich 

resuspendiert. Trizol ist ein Einphasenreagenz aus Phenol und Guanidin-

isothiocyanat, das RNA stabilisiert und gleichzeitig Zellen sowie Zellbestandteile 

zerstört. Durch Trizol isolierte RNA ist frei von Proteinen und DNA. Zur 

Abtrennung der RNA wurde dem Homogenisat 200 µl Chloroform zugegeben, 

30-60 sec durch Schwenken gemischt und 3 min bei RT inkubiert. Chloroform 

trennt das Gemisch in eine obere wässrige Phase, die die RNA enthält und eine 

untere organische Phase. Nach Zentrifugation bei 12.000 g für 15 min bei 4 °C 

wurde die obere wässrige Phase in ein neues Reaktionsgefäß mit bereits 

vorgelegten 500 µl Isopropanol überführt und die Präzipitation der RNA erfolgte 

innerhalb 10 min bei RT. Das Präzipitat wurde für 30 min bei 4 °C und 12.000 g 

abzentrifugiert, der Überstand abgenommen und verworfen, anschließend 

wurde das Pellet mit 70 %-igem Ethanol gewaschen und erneut mit 7.500 g für 

5 min bei 4 °C zentrifugiert. Nach Lufttrocknung des RNA-Pellets wurde es in 

50 µl Natrium-Citrat gelöst und für 10 min bei 55 °C inkubiert. Zur 

Konzentrationsbestimmung wurden 2 µl des RNA-Natrium-Citrat-Gemisches 

1:200 verdünnt und photometrisch bei A260/280 gemessen, dabei sollte die Ratio 

für RNA zwischen 1,6-1,8 liegen. Die Proben wurden anschließend bei -20 °C 



2 Material und Methoden 

 

36

eingefroren oder direkt weiterverarbeitet. Längerfristige RNA-Lagerung erfolgte 

bei -80 °C. 

2.2.4.2 DNA-Verdau und PCR 

Für die quantitative RT-PCR wurden 5 µg der Gesamt-RNA in soviel PCR-

Wasser aufgenommen, dass ein Endvolumen von 50 µl vorlag. Eventuell 

vorhandene DNA musste durch Verdau entfernt und zusätzlich RNAsen 

inaktiviert werden. Dazu wurden 10 µl MgCl2, 2 µl DNAse I und 1 µl RNAsin® 

Plus RNAse Inhibitor zugefügt und 30 min bei RT inkubiert. Nach der 

Inkubationszeit wurde die Reaktion durch 6 µl DNAse-Inaktivierungsreagenz 

abgebrochen. DNAse I verdaut einzel- und doppelsträngige DNA zu 

Oligodesoxyribonukleotiden. Die Aktivität der Ribonuklease wird auf nicht 

messbares Niveau reduziert. RNAsin® Plus RNAse Inhibitor inaktiviert 

eukaryontische RNAsen (z.B. RNAse A und B) die zufällig die isolierte RNA 

kontaminiert haben könnten und stabilisiert so die bakterielle RNA. Das 

Gemisch wurde abzentrifugiert und der Überstand, der die gereinigte RNA 

enthält, in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Zur RNA wurde frisch 

angesetzter Mastermix hinzu pipettiert, der in einem Arbeitsschritt die RNA in 

cDNA umschreibt und die Amplifikation im LightCycler startet, auch als 

„single-step“-Methode bezeichnet. 

 

1x Mastermix: 

 H2O 4,2 µl 

 MgCl2 (25 mM) 1,6 µl 

 Primer 1 (10 pmol/µl) 0,5 µl 

 Primer 2 (10 pmol/µl) 0,5 µl 

 SYRmix 2,0 µl 

 Enzym 0,2 µl 

 RNA (1:10 verdünnt) 1,0 µl 

2.2.4.3 Grundlagen der Methode 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient dazu, einen bestimmten 

Genabschnitt mittels spezifischer Oligonukleotide (Primer) und DNA-
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Polymerase zu amplifizieren. LightCycler erlaubt neben sehr schnellen 

Zykluszeiten für die PCR eine gleichzeitige online und realtime Detektion der 

Reaktionskinetik. Die schnellen Zykluszeiten werden durch sehr effiziente 

Aufheiz- und Abkühlungsprozesse erreicht. Da Glaskapillaren mit einem sehr 

günstigen Verhältnis von Oberfläche zu Volumen als Reaktionsgefäße dienen, 

wird die gewünschte Temperatur im Reaktionsansatz binnen Millisekunden 

gewährleistet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5: Aufbau LightCycler (Roche). (http://www.bmskorea.co.kr/bms_product/ 

makerimage/roche/Genomics%20Systems/lightcycler-1.jpg). 

Im LightCycler System (s. Abb. 5) kommt der DNA-Farbstoff SYBR Green I 

häufig zur Anwendung, da dessen Spezifität und Sensitivität höher ist als bei 

Ethidiumbromid und nur Signale erzeugt werden, wenn er an doppelsträngige 

DNA gebunden vorliegt. Mittels „single-step“ Methode wird die isolierte RNA in 

cDNA umgeschrieben und diese schließlich amplifiziert. Die DNA liegt in der 

Denaturierungsphase als Einzelstrang vor (s. Abb. 6), SYBR Green I kann sich 

zu diesem Zeitpunkt nicht anlagern und das Fluoreszenzsignal ist schwach. 

Während des Annealing hybridisieren die Primer an die Zielsequenz, somit liegt 

vereinzelt doppelsträngige DNA vor, an die der Farbstoff binden kann. Während 

der Elongationsphase wird die DNA abgelesen und vervielfacht, was zu einer 

vermehrten Einlagerung des Farbstoffs führt. Am Ende der Elongationsphase 
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liegt praktisch die gesamte DNA doppelsträngig vor und das maximale 

Fluoreszenzsignal durch SYBR Green I wird erreicht. Durch an doppelsträngige 

DNA gebundenes SYBR Green I resultiert ein DNA-Fluoreszenzkomplex, der 

blaues Licht bei einer Wellenlänge λmax= 498 nm absorbiert und grünes Licht 

bei λmax= 522 nm emittiert. Die entstehende Fluoreszenz durch Amplifikation 

der DNA in der Probe wird in der Glaskapillare kanalisiert und konzentriert an 

der Spitze der Kapillare zur Messoptik abgeleitet. Während jedem Zyklus der 

PCR nimmt das Detektionssystem des LightCycler das Floureszenzsignal auf, 

daher die Bezeichnung realtime-PCR. Gleichzeitig wird das Signal auf dem 

Bildschirm visualisiert, dieser Vorgang stellt die online-Komponente dar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 6: PCR mit Einlagerung SYBR Green I. 
(http://www.blossombio.com.tw/Images/Service/ Quantitative%20PCR/1.jpg). 

 

Eine PCR hat nur wenige Zyklen, in denen sich das Produkt logarithmisch 

vermehrt, ehe die PCR-Effizienz abnimmt und schließlich gegen Null geht. Um 

eine möglichst exakte Quantifizierung zu erzielen, identifiziert der LightCycler 

Denaturierungsphase 

Beginn Elongationsphase 

Elongationsphase 
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die Zyklen, in denen sich die PCR in der sog. log-linearen Phase befindet, d.h. 

in der sich das Produkt in jedem Zyklus verdoppelt. Zur Quantifizierung muss 

zusätzlich zu den Proben eine Verdünnungsreihe als Standard mitlaufen 

(s. Abb. 7). Dabei werden Proben und Standard simultan amplifiziert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 7: Verdünnungsreihe. Eine badA-Probe wurde bei jedem LightCycler-Lauf 1:10, 

1:100, 1:1.000, 1:10.000 verdünnt. Über diese Verdünnungsreihe wurden relative 

Amplifikatzahlen der einzelnen Proben durch die LightCycler-Software ermittelt. 

 

Die Quantifizierung der RT-PCR-Produkte basiert auf Berechnung des 

Fluoreszenzschwellenwertes (Threshold Cycle, CT-Wert). Dabei handelt es sich 

um den PCR-Zyklus, bei dem die eingelagerte SYBR Green Fluoreszenz die 

Hintergrundfluoreszenz signifikant übersteigt. Aus den CT-Werten und 

zugehöriger Zykluszahl ermittelt die LightCycler Software eine 

Standardgerade, bei der die Zykluszahlen gegen den Logarithmus der 

Konzentration aufgetragen werden (s. Abb. 8). Die Konzentrationen der 

Verdünnungsreihe und der unbekannten Proben werden ermittelt, indem die 

Schnittpunkte, d.h. die Zykluszahlen der Proben mit denen des Standards 

verglichen werden. 

 

1:10 1:100 1:1.000 1:10.000
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Abb. 8: Standardgerade. Die Standardgerade wird aus den CT-Werten der Verdünnungsreihe 

durch die Software des LightCyclers ermittelt. 

 

Am Ende der PCR kann das LightCycler System mittels 

Schmelzkurvenanalyse Aussagen über die amplifizierten Produkte machen 

(s. Abb. 9). Dabei werden die entstandenen Produkte zunächst bei 95 °C 

denaturiert und bei 60 °C hybridisiert. Schließlich werden sie in kleinen 

Intervallen erneut auf 95 °C erhitzt und bei jedem Temperaturintervall die 

Fluoreszenz gemessen. Sobald die DNA denaturiert ist, wird der Farbstoff 

freigesetzt und das Fluoreszenzsignal nimmt ab. Die Schmelzkurve des 

ursprünglichen Genomabschnitts wird visualisiert, indem die erste negative 

Ableitung dieser Schmelzkurve (-dF/dT) berechnet wird. Daraus erhält man 

einen Graph, dessen Wendepunkt durch einen Peak dargestellt wird, der dem 

maximalen Schmelzpunkt entspricht. Nun hat jedes doppelsträngige DNA-

Produkt seinen eigenen Schmelzpunkt, definiert als die Temperatur, bei der 

50 % der DNA in einzelsträngiger und 50 % in doppelsträngiger Form vorliegt. 

Bestimmend für den Schmelzpunkt einzelner Fragmente sind deren Länge und 

deren Gehalt an Guanin- bzw. Cytosintriphosphat. 
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Abb. 9: Schmelzkurve LC. Die Schmelzkurve stellt Fluoreszenz der Proben bei 

unterschiedlichen Temperaturen dar. Der Peak wird bei der Temperatur erreicht, der 

die DNA denaturiert. Gleicher Denaturierungspunkt aller Proben schließt 

Kontaminationen aus. Somit stellt die Schmelzkurvenanalyse eine Qualitätsprüfung 

der Probe dar. 

2.2.4.4 MicrobEnrich-Kit 

Um nach Infektionsexperimenten bakterielle von eukaryontischer RNA zu 

trennen, wurde der MicrobEnrich-Kit verwendet (s. Abb. 10). Schneider-Zellen 

und Endothelzellen wurden mit B. henselae infiziert. Die Kulturen wurden nach 

6 h, 4 d und 5 d Inkubation homogenisiert. Um vor Anwendung des Kits schon 

möglichst wenig intakte Zellen zu haben, wurden die Co-Kulturen zunächst 

osmotisch mittels Ampuwa und anschließend mechanisch durch Kanülen 

(27 Gauge) lysiert. Die Lysate wurden für 5 min bei 3.500 rpm abzentrifugiert. 

Durch den Zentrifugationsgradienten konnte in diesem Schritt schon viel 

eukaryontisches Material, das sich im Überstand befand, entfernt werden. Das 

Pellet wurde in 1 ml Trizol suspendiert und die Gesamt-RNA (prokaryontische 

und eukaryontische) wurde isoliert. 

 

 

 

 

Proben mit  
badA - RNA 



2 Material und Methoden 

 

42

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 10: Methode MicrobEnrich. Darstellung der einzelnen Schritte zur Auftrennung von 

prokaryontischer und eukaryontischer RNA einer Co-Kultur (Beispielsweise mit 

B. henselae infizierte Endothelzellen) mittels magnetischer Matrix. 

25 µg Gesamt-RNA wurden in einem Volumen von 30 µl für den Kit eingesetzt. 

300 µl Binding Buffer und pro 5 µg eingesetzter RNA 2 µl Capture Oligo Mix 

(10 µl) wurden zugefügt. Das Gemisch wurde für 10 min bei 70 °C und 

anschließend für 1 h bei 37 °C inkubiert. Während dieser einstündigen 

Inkubation wurden die Oligo Mag Beads aufbereitet. Zum Einsatz kamen pro 

5 µg eingesetzter RNA 25 µl (125 µl), die in ein Eppendorf Reaktionsgefäß 

pipettiert wurden. Das Reaktionsgefäß wurde für gut 3 min auf einem 

Magnetständer inkubiert. Die Magnetbeads sammelten sich am magnetischen 

Ständer und der Überstand, der das Lösungsmittel der magnetischen Beads 

darstellt, konnte abgenommen werden. Nun wurden die Beads gewaschen, 

zunächst mit Nuclease-free-water, anschließend mit Binding Buffer (jeweils im 

Ausgangsvolumen 125 µl). Bis zum Einsatz wurden die Magnetbeads auf Eis 

gestellt. 

 

1. Schneider-Zellen oder Endothelzellen mit B. henselae WT infiziert

2. Osmotische Zelllyse mit H2Obidest

3. Mechanische Zelllyse

+
4. Gesamt-RNA-Isolierung

5. Zugabe von Oligo Mag Beads

6. Gemisch auf Magnetständer

7. Überstand in neues Reaktionsgefäß

←Prokaryontische RNA

←

→

→
Eukaryontische RNA↑

←

Prokaryontische
RNA
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Die mit Capture Oligo Mix versetzte RNA wurde nach einstündiger Inkubation 

bei 37 °C auf RT abgekühlt und zu den Oligo Mag Beads transferiert. Der Mix 

wurde für 15 min bei 37 °C inkubiert. Während dieser Inkubation verbinden sich 

die Magnetbeads mit der eukaryontischen RNA. Grundlage dieses Schrittes ist 

die Hybridisierung von Oligonukleotiden, die an magnetischen Beads gekoppelt 

sind, mit dem aufgespalteten Poly-AAA 3’-Ende der eukaryontischen RNA. 

Nach den 15 min wurde das Reaktionsgefäß auf einen Magnetständer gestellt 

und die Magnetbeads mit anhängender eukaryontischer RNA zum Magneten 

hingezogen. Der Überstand, der nun die prokaryontische RNA enthält, wurde in 

ein Collection Tube transferiert und auf Eis gestellt. Die Magnetbeads wurden 

mit 100 µl washsolution gewaschen und der Überstand ebenfalls in das 

Collection Tube pipettiert. Das Volumen der nun prokaryontischen RNA lag 

zwischen 400-470 µl, nun wurden der Reihe nach 1/10 Volumen (40-47 µl) 3M 

Sodium Acetate, 4 µl Glykogen und 2,5-faches Volumen eiskalten 100 %-igen 

Ethanol zugegeben. Anstelle von Ethanol wurde auch Isopropanol im Verhältnis 

1:1 zum Fällen der RNA verwendet. Mit Ethanol wurde für mind. 1 h bei -20 °C 

gefällt, mit Isopropanol für 15 min bei RT. Nach Zentrifugation bei ≥10.000 g für 

30 min wurde das RNA-Pellet 2x mit 70 %-igem Ethanol gewaschen und 5 min 

luftgetrocknet. Das Pellet wurde in 15 µl Natrium-Citrat aufgenommen für 

10 min auf 55 °C erhitzt und anschließend gevortext. Der DNAse-Verdau 

erfolgte mit 4 µl MgCl2, 0,8 µl DNAse und 0,4 µl RNAsin. Nach 30 minütiger 

Inkubation wurde die Reaktion mit 2,4 µl DNAse-Inaktivator beendet. 

Für die LightCycler-PCR wurde die RNA unverdünnt verwendet. 

 

 1x Mastermix: 

 H2O 4,2 µl 

 MgCl2 (25 mM) 1,6 µl 

 Primer 1 (10 pmol/µl) 0,5 µl 

 Primer 2 (10 pmol/µl) 0,5 µl 

 SYRmix 2,0 µl 

 Enzym 0,2 µl 

 RNA (unverdünnt) 1,0 µl 



2 Material und Methoden 

 

44

2.2.4.5 Agarose-Gelelektrophorese 

Bei Agarose handelt es sich um ein Polysaccharid aus D-Galaktose und 

3,6 Anhydrogalaktose. In dieser Arbeit wurde Agarose-Gelelektrophorese zum 

Nachweis von DNA verwendet. Die Konzentration der Agarose im Puffer richtet 

sich nach der Größe der in der Elektrophorese aufzutrennenden Fragmente. 

Für kleine Stücke eignen sich höherprozentige Gele, für große eher 

niedrigprozentige Gele. 2,4 g Agarose wurden in 80 ml TAE aufgekocht (= 3 %-

iges Gel) und 8 µl Ethidiumbromid als Floureszenzfarbstoff hinzugegeben. Die 

leicht abgekühlte Masse wurde in einen Schlitten transferiert und 15 min 

getrocknet. Die Proben (10 µl) wurden jeweils mit 3 µl blue juice versetzt und 

aufgetragen. Als Marker dienten 5 µl 50 bp ladder. Das Gel lief schließlich bei 

120-130 Volt für ca. 1 h. 

2.2.4.6 Northern-Gelelektrophorese 

Ein Northerngel wird zum Nachweis von RNA eingesetzt. In dieser Arbeit wurde 

zur Herstellung eines solchen Gels 0,8 g Agarose mit 68 ml Ampuwa in einer 

Mikrowelle geschmolzen. Nach Homogenisierung wurden 8 ml 10x MOPS 

dazugegeben. Nachdem das Gemisch abgekühlt war, wurden 4 ml 

Formaldehyd hinzu pipettiert. Zum Aushärten wurde das Gel in einen bereits mit 

Kämmen ausgestatteten Schlitten gegossen. Zwischenzeitlich wurde der 

Probenpuffer aus 750 µl Formamid, 150 µl 10x MOPS, 262 µl Formaldehyd und 

5 µl Ethidiumbromid (10 µg/µl) angesetzt. 

Die Proben enthielten 2 µg RNA in einem Volumen von 4 µl. Hinzu kam das 

dreifache Volumen (12 µl) Probenpuffer (s.o.). Zusammen wurde das Gemisch 

15 min bei 65 °C inkubiert. Vor dem Auftragen kam jeweils 1/6 des 

Probenpuffervolumens (2 µl) an blue juice dazu. Bei 65 Volt lief das Gel ca. 2-

3 h und wurde zur Dokumentation fotografiert (s. Abb. 11). 
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Abb. 11: Northerngel. Darstellung der 23s-RNA und 16s-RNA Banden nach Auftrennung 

durch Northern-Gelelektrophorese. 

Neben der photometrischen Messung zur quantitativen RNA-Bestimmung dient 

das Northerngel durch die Visualisierung gleichmäßig starker Banden als 

Kontrolle für richtige Messungen und sauberes Pipettieren. 

2.2.5 Statistik 

Alle Experimente wurden mindestens dreimal wiederholt und ergaben 

vergleichbare Ergebnisse. Es wurde jeweils eine Versuchsgruppe mit einer 

Kontrollgruppe verglichen. Alle in den PCR-Analysen ermittelten Werte sind 

relative und keine absoluten Werte. 

 

 

 

23s-RNA 

16s-RNA 
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3 Ergebnisse 

3.1 Expression von Bartonella Adhäsin A (BadA) 

In vorausgehenden Beobachtungen wurde festgestellt, dass vielfach 

passagierte B. henselae die Expression des Trimeren Autotransporter Adhäsins 

BadA einstellen (10,70). Mögliche genetische Ursachen, die dieses Phänomen 

erklären, sind allerdings unbekannt. Eventuell beeinflussen bestimmte 

Umweltbedingungen die Transkription des Gens badA und somit die Expression 

des Oberflächenproteins BadA. So wurden in dieser Arbeit in Anlehnung an das 

Vorkommen von B. henselae in Arthropoden und Säugern Umweltbedingungen 

gewählt, die den physiologischen Bedingungen in diesen Individuen ähneln. 

3.1.1 Einfluss unterschiedlicher Temperaturen auf die badA-
Transkription 

B. henselae wird von der Katze auf den Menschen übertragen, dies geschieht 

entweder direkt durch Kratz- und Bissverletzungen oder indirekt über 

Katzenflöhe (26,27). Während der Sommermonate gibt es prinzipiell mehr 

Flöhe als im Winter, da sommerliche Temperaturen und eine hohe 

Luftfeuchtigkeit für die Entwicklung der Katzenflöhe eine wichtige Rolle spielen. 

Optimale Konditionen für ihr Wachstum sind Temperaturen von 27-30 °C und 

eine relative Luftfeuchte von 75-92 % (115). 

Erste Versuche zur temperaturabhängigen badA-Expression wurden folglich 

zunächst bei 27 °C und 37 °C durchgeführt. Bei 27 °C war das Wachstum von 

B. henselae auf CBA sehr schlecht, darum wurden B. henselae bei 30 °C 

kultiviert. 37 °C entsprechen der menschlichen Körpertemperatur und sind 

zugleich optimal für das Wachstum von B. henselae. Zusätzlich wurde auch 

eine Temperatur von 42 °C in die Versuchsreihe hinzugenommen. Hierbei 

zeigte sich jedoch kein Unterschied zu den Ergebnissen, die bei 37 °C erhalten 

wurden. Daher wurde die Bedingung 42 °C nicht weiter untersucht (Daten nicht 

gezeigt). 
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B. henselae gleicher Passagenummer wurde zum gleichen Zeitpunkt für 7 d bei 

30 °C oder 37 °C, bei 90 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2 inkubiert. 

Anschließend wurde die prokaryontische RNA isoliert und die badA-

Transkription mittels RT-PCR im LightCycler quantifiziert. 

Diese Untersuchungen ergaben, dass es zwischen 37 °C und 42 °C keinen 

wesentlichen Unterschied in der badA-Transkription gab. Daraufhin wurden die 

weiteren Experimente auf die Temperaturen 30 °C und 37 °C beschränkt. Erste 

Ergebnisse zeigten eine 30-fache bis 180-fache (s. Abb. 12 A) Hochregulation 

der badA-Genexpression bei 30 °C gegenüber 37 °C nach 7 d Inkubation. Auf 

Proteinebene war ein schwacher quantitativer Unterschied der BadA-

Expression mittels Western Blot und IFT ebenfalls nachweisbar 

(s. Abb. 12 C, D). 
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C)       D) 
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Abb. 12: Temperatureinfluss auf die Expression von badA. A: Bestimmung der relativen 

Amplifikatanzahl von badA bei 30 °C und 37 °C nach sieben Tagen Bakterienkultur 

(Mittelwert und Standardabweichung von jeweils 4 Werten). B: badA Amplifikate: RT-

PCR; LightCycler-Darstellung (30 °C und 37 °C Inkubationstemperatur). C: Analyse 

der BadA Proteinexpression nach Immunfluoreszenzfärbung am konfokalen 

Laserscanningmikroskop („glow-mode“); rot: starke BadA-Expression, grün: schwache 

BadA-Expression. Skalierung 20 µm. D: Bestimmung der BadA-Expression mittels 

Western Blot mit α-BadA-Antikörpern. E: Elektronenmikroskopische Darstellung von 

B. henselae nach siebentägiger Inkubation bei 30 °C und 37 °C. 

Da es sich bei den Ergebnissen der PCR nur um relative Gen-Expressions-

Werte handelt, die vom LightCycler-Programm über eine Verdünnungsreihe 

einer der 30 °C-Proben errechnet wurden, galt es als nächstes, ein konstitutiv 

exprimiertes Gen zu finden. Normalerweise wird die RNA-Menge des zu 

untersuchenden Gens auf ein solches „housekeeping gene“ bezogen, um 

quantitative Analysen durchzuführen. Für B. henselae sind aber keine 

37 30 37 30 (°C) 

30°C, 7d 37°C, 7d 6 µl    5 µl 

BadA 

30°C, 7d 37°C, 7d 
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konstitutiv exprimierten Gene publiziert. Aus diesem Grund wurden in dieser 

Arbeit gyrA, gyrB (59), die bei anderen Bakterien konstitutiv exprimiert werden 

sowie rpsL (Christoph Dehio, persönliche Mitteilung) als Kontrolle eingesetzt. 

Eine wichtige Rolle im Rahmen der Transkription spielt die Topoisomerase II 

(Gyrase). Dabei handelt es sich um ein Heterotetramer, das von zwei 

Untereinheiten A und B aufgebaut wird, die durch gyrA und gyrB kodiert 

werden. Gyrase ist ein Enzym, das nur in Bakterien vorkommt, so dass Gyrase-

Hemmer in der Antibiotikatherapie Einsatz finden. Gyrase kann DNA-

Doppelstränge spalten und das bakterielle Chromosom oder Plasmid in einen 

energiereichen negativ superspiralisierten Zustand überführen, ein Vorgang, 

der ATP verbraucht. 

Ribosomen erfüllen entscheidende Funktionen während der Proteinbiosynthese 

und kommen sowohl in Eukaryonten als auch in Prokaryonten vor. Bakterielle 

Ribosomen bestehen aus einer großen und einer kleinen Untereinheit, die 

entsprechend ihrer Sedimentationskonstanten als 50 S und 30 S bezeichnet 

werden. Die kleine Untereinheit wird aus einer rRNA-Kette (16 S) und etwa 21 

Proteinen aufgebaut, eines davon ist das durch das rpsL-Gen kodierte 

ribosomale Protein S12 (“ribosomal protein small subunit 12“) (34). 

Die Funktionen von gyrA und gyrB sowie rpsL setzten voraus, dass diese 

Enzyme unabhängig von exogenen Faktoren ständig gebildet werden und damit 

ihre Funktion als „housekeeping gene“ berechtigt ist. Tatsächlich sieht der 

Kurvenverlauf für gyrA, gyrB und rpsL dem badA-Verlauf ähnlich: in Abb. 13 

sind die Amplifikationskurven von gyrB exemplarisch dargestellt. Deshalb kann 

vermutet werden, dass es sich bei der zuvor angenommenen 

temperaturabhängigen Hochregulation des badA-Gens um ein Wachstums-

phänomen handelt. 
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Abb. 13. Temperatureinfluss auf die Expression von gyrB. Die isolierte RNA des Versuches 

aus Abb. 12 wurde im LightCycler auf gyrB-Amplifikate untersucht. 

 

Dieser Hypothese wurde nachgegangen, indem zunächst Bakterien bei 30 °C 

und 37 °C inkubiert wurden. Nach 3, 5 und 7 Tagen erfolgte die RNA Isolierung 

und schließlich wurde die Transkription von badA untersucht. Makroskopisch 

wiesen die 37 °C-Kulturen stets einen dichteren Bakterienrasen auf, des 

Weiteren ließen sich die Bakterien, die bei 30 °C inkubiert wurden, viel leichter 

vom Agarboden ablösen. 

Die LightCycler-Daten zeigten von Tag 3 zu Tag 5 und nochmals zu Tag 7 

eine deutlich geringere Amplifikatanzahl bei den Bakterien, die bei 37 °C 

kultiviert wurden (Abb. 14, A, C), während die Bakterien bei 30 °C eine nahezu 

gleiche Amplifikatanzahl über alle drei Zeitpunkte aufwiesen. (Abb. 14, B, C). 

 

 

Abb. 14: Temperatureinfluss auf die Expression von badA zu verschiedenen Zeitpunkten. 

Bakterien wurden bei 30 °C und 37 °C für 3, 5 und 7 Tage inkubiert, RNA isoliert und 

die badA-Expression im LightCycler untersucht. A: Kurvenverlauf von badA-

Amplifikaten der 37 °C-Proben an Tag 3, 5 und 7 im LightCycler. B: Kurvenverlauf 

von badA-Amplifikaten der 30 °C-Proben an Tag 3, 5, und 7 im LightCycler. 

C: Gegenüberstellung der badA-Amplifikatabnahme bei 37 °C und dem konstanten 

Verlauf bei 30 °C (Mittelwert und Standardabweichung von jeweils 4 Werten). 
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Die Expression der vermutet konstitutiv expremierten Gene gyrA, gyrB und rpsL 

wurden ebenfalls nach Inkubationszeiten von 3, 5 und 7 Tagen überprüft und 

zeigte einen zu badA ähnlichen Verlauf (s. Abb. 15). 

A) 
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Abb. 15: Temperatureinfluss auf die Expression von gyrA zu verschiedenen Zeitpunkten. 
Unterschiedliche Inkubationszeiten bei 30 °C und 37 °C. Exemplarisch für alle drei 

getesteten konstitutiven Gene ist hier die gyrA-Transkription dargestellt. A: Inkubation 

bei 37 °C, Abnahme der gyrA-Amplifikate mit zunehmender Inkubationsdauer. 

B: Relativ stabile Amplifikatanzahl der 30 °C-Proben über alle drei Zeitpunkte. 
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Zur weiteren Untersuchung des Umweltfaktors „Temperatur“ wurden die 

Inkubationslängen verkürzt. B. henselae wurde zunächst drei Tage bei 37 °C 

kultiviert und schließlich ein Teil der Agarplatten über Nacht, für 24 h und für 

48 h bei 30 °C kultiviert. Nach den genannten Zeiten wurde RNA isoliert und 

wiederum die badA-Transkription untersucht. Dabei konnte kein Unterschied 

zwischen den einzelnen Temperaturen unter diesen kurzen Inkubationslängen 

in Hinsicht auf die badA-Transkription festgestellt werden (s. Abb. 16). 

 

Als Fazit lässt sich aus diesen Versuchen ziehen, dass die badA-Expression 

keiner Temperaturregulation, sondern einem wachstumsunabhängigen 

Phänomen unterliegt und dass dieses Phänomen auch auf die Untersuchungen 

sog. „housekeeping“ Gene zutrifft.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 16: Temperatureinfluss auf die Expression von badA in Temperatur-„shift“-
Experimenten. In Shift-Versuchen wurde die badA-Transkription bei 30 °C und 37 °C 

mittels RT-PCR im LightCycler untersucht. A: Der Kurvenverlauf zeigt keinen 

quantitativen Unterschied der Amplifikate bei Inkubation unter den unterschiedlichen 

Temperaturen über Nacht. B: Kein Temperatureinfluss über 24 h. C: Kein 

Temperatureinfluss über 48 h. 
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3.1.2 Einfluss unterschiedlicher DFO-Konzentrationen auf die badA-
Transkription 

DFO ist ein Eisenkomplexbildner. Aus zwei Gründen wurde der Einfluss von 

DFO auf die badA-Transkription untersucht. Zum einen liegt im Katzenfloh eine 

wesentliche höhere Eisenkonzentration vor als im Menschen und könnte damit 

ein BadA-regulierender Umweltfaktor sein (11). Zum anderen weisen die vorher 

beschriebenen Temperaturversuche darauf hin, dass durch das hohe 

Bakterienwachstum bei 37 °C Nährstoffe der Nährböden schneller aufgebraucht 

sind, was offensichtlich zu einer Stressreaktion führt, die die Transkription von 

badA drosseln könnte. 

Verwendet wurden Agarplatten, auf die unterschiedliche DFO-Mengen 

aufgespatelt wurden, so dass die Endkonzentrationen bei 2 µM, 5 µM, 10 µM, 

15 µM, 20 µM und 25 µM lagen. Darauf wurde B. henselae für sieben Tage bei 

30 °C oder 37 °C inkubiert. Platten mit 20 µM und 25 µM DFO zeigten 

makroskopisch kein bakterielles Wachstum. Deshalb wurden alle weiteren 

Versuche nur mit den Konzentrationen 0 µM, 5 µM und 15 µM DFO 

durchgeführt. Wie die Abb. 17 und Abb. 18 zeigen, ist ein Einfluss der 

Eisenkonzentration auf die Transkription von badA auszuschließen. 

 

 

 

 

 

 

Abb. 17: Einfluss unterschiedlicher DFO-Konzentrationen bei Inkubation (30 °C) auf die 
badA-Transkription. B. henselae wurden auf Agarböden mit DFO-Konzentrationen 

von 0 µM, 5 µM und 15 µM ausplattiert und für sieben Tage bei 30 °C, 90 % 

Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2 bebrütet. A: Darstellung der relativen Amplifikatanzahl 

von badA unter den verschiedenen Konzentrations-Triplicates (Mittelwert und 

Standardabweichung von jeweils 4 Werten). B: Kurvenverlauf der Proben im 

LightCycler. C: BadA-Expression analysiert nach Immunfluoreszenzfärbung mittels 

konfokaler Laserscanningmikroskopie („glow-mode“); rot: viel BadA-Expression, grün: 

wenig BadA-Expression. Skalierung 20 µm. 
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Abb. 17 
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Abb. 18 
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Abb. 18: Einfluss unterschiedlicher DFO-Konzentrationen bei Inkubation (37 °C) auf die 
badA-Transkription. B. henselae wurden auf Agarböden mit DFO-Konzentrationen 

von 0 µM, 5 µM und 15 µM ausplattiert und für sieben Tage bei 37 °C, 90 % 

Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2 bebrütet. A: Darstellung der relativen Amplifikatanzahl 

von badA unter den verschiedenen Konzentrationen (Mittelwert und 

Standardabweichung von jeweils 2 Werten). B: Kurvenverlauf der Proben im 

LightCycler. C: BadA-Expression analysiert nach Immunfluoreszenzfärbung mittels 

konfokalem Laserscanningmikroskop; rot: viel BadA-Expression, grün: wenig BadA-

Expression. Skalierung 40 µm. 

Bei den bei 37 °C kultivierten Bakterien ist kein relevanter Unterschied der 

BadA-Expression zwischen den einzelnen DFO-Konzentrationen zu sehen. 

Allerdings sind die crossing-points (CP) wie auch bei den Temperaturversuchen 

etwa vier Zyklen später als bei den 30 °C-Proben, was das Ergebnis des 

unterschiedlichen Wachstumsverhaltens der Bakterien bei unterschiedlichen 

Temperaturen stützt.  

3.1.3 Einfluss unterschiedlicher Sauerstoffkonzentrationen auf die 
badA-Transkription 

Da sich die Sauerstoffkonzentration im Gewebe verschiedener Wirte 

unterscheiden dürfte, wurde auch diese auf den Einfluss der badA-Transkription 

untersucht. Die Bakterien wurden für sieben Tage bei 5 % CO2 und 90 % 

relativer Luftfeuchte ebenfalls wieder sowohl bei 30 °C als auch bei 37 °C 

kultiviert. Die Sauerstoffkonzentration betrug in den hypoxischen Ansätzen 2 %, 

bei den Kontrollen 21 %. Das Ablösen vom Agarboden war bei den Bakterien 

unter Hypoxie wesentlich leichter möglich als bei den Proben, die bei 

atmosphärischem Sauerstoff heranwuchsen. 

Der CP der Kontrollproben lag drei Zyklen vor dem der Hypoxieproben 

(Abb. 19 B). Berechnet auf die relative Amplifikatanzahl zeigt sich damit eine 

etwa zehnfach höhere badA-Transkription unter atmosphärischem Sauerstoff 

als bei hypoxischen Bedingungen (Abb. 19 A). Der gleiche Versuchsansatz bei 

37 °C zeigte ein vergleichbares Ergebnis (Abb. 20 A, B). Auch hier konnte 

wieder eine Verschiebung des CP in einen späteren Zyklus bei der höheren 

Temperatur beobachtet werden. 
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Abb. 19: Einfluss unterschiedlicher Sauerstoffkonzentrationen auf die Transkription von 
badA bei 30 °C nach siebentägiger Inkubation. B. henselae wurde für sieben Tage 

bei 30 °C, 90 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2 bebrütet, der Kontrollansatz hatte einen 

Sauerstoffgehalt von 21 %, der Hypoxieansatz 2 %. A: Darstellung der relativen 

Amplifikatanzahl von badA bei unterschiedlichem Sauerstoffgehalt (Mittelwert und 

Standardabweichung von jeweils 4 Werten). B: Kurvenverlauf der Amplifikatanzahl im 

LightCycler. 
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Abb. 20: Einfluss unterschiedlicher Sauerstoffkonzentrationen auf die Transkription von 
badA bei 37 °C nach siebentägiger Inkubation. B. henselae wurde für sieben Tage 

bei 37 °C, 90 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2 bebrütet, der Kontrollansatz hatte einen 

Sauerstoffgehalt von 21 %, der Hypoxieansatz 2 %. A: Darstellung der relativen 

Amplifikatanzahl von badA bei unterschiedlichem Sauerstoffgehalt (Mittelwert und 

Standardabweichung von jeweils 3 Werten). B: Kurvenverlauf der Amplifikatanzahl im 

LightCycler. 

Zur Kontrolle der Ergebnisse wurden unter den genannten Bedingungen neben 

badA auch gyrA, gyrB und rpsL als so genannte „housekeeping genes“ 

untersucht. Exemplarisch ist in Abb. 21 B und Abb. 22 B die Transkription von 

gyrA bei 30 °C und 37 °C dargestellt. Man kann vermerken, dass der zehnfache 

Unterschied zwischen den Kontrollproben unter 21 % Sauerstoff und den 
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Hypoxieproben unter 2 % Sauerstoff den man bei badA beobachtet hat, bei 

gyrA 2,4-fach geringer ausfällt (s. Abb. 21 A; Abb. 22 A). Dies lässt vermuten, 

dass badA in der Tat durch Hypoxie reguliert ist. 

A) 
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Abb. 21: Einfluss unterschiedlicher Sauerstoffkonzentrationen auf die Transkription von 
gyrA bei 30 °C nach siebentägiger Inkubation. B. henselae wurde für sieben Tage 

bei 30 °C, 90 % Luftfeuchtigkeit, 5 % CO2 und entweder bei 21 % oder 2 % Sauerstoff 

inkubiert. A: Darstellung der unterschiedlichen gyrA-Amplifikatanzahlen (Mittelwert 

und Standardabweichung von jeweils 4 Werten). B: Dargestellt ist der Kurvenverlauf 

der gyrA-Amplifikate im LightCycler. Der Abstand der CP der beiden Ansätze ist 

kleiner als der, den man bei badA beobachtet hat. 
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Abb. 22: Einfluss unterschiedlicher Sauerstoffkonzentrationen auf die Transkription von 
gyrA bei 37 °C nach siebentägiger Inkubation. B. henselae wurde für sieben Tage 

bei 37 °C, 90 % Luftfeuchtigkeit, 5 % CO2 und entweder bei 21 % oder 2 % Sauerstoff 

inkubiert. A: Darstellung der unterschiedlichen gyrA-Amplifikatanzahlen (Mittelwert 

und Standardabweichung von jeweils 3 Werten). B: Dargestellt ist der Kurvenverlauf 

der gyrA-Amplifikate im LightCycler. Der Abstand der CP der beiden Ansätze ist 

kleiner als der, den man bei badA beobachtet hat. 

So findet sich bei Kultivierung bei 30 °C ein 4-facher Unterschied der relativen 

Amplifikatanzahl, bei 37 °C beträgt der Unterschied nur noch 2,6-fach. Diesen 

Ergebnissen zu Folge besteht ein Einfluss der Sauerstoffkonzentration auf die 

Transkription von badA. 
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3.2 Einfluss zellulärer Interaktion auf die badA-Transkription 

Bereits bekannt ist, dass B. henselae einen Endothelzellentropismus aufweist 

(119). Es galt herauszufinden, ob die Anwesenheit von Endothelzellen, die die 

Zielzellen für B. henselae im menschlichen Körper darstellen, eine Wirkung auf 

die Transkription von badA hat. Wegen des Vorkommens von B. henselae im 

Katzenfloh wurden neben den menschlichen Endothelzellen Insektenzellen zum 

Vergleich eingesetzt. Bei den verwendeten Insektenzellen wurden hierzu 

Schneiderzellen verwendet, die gattungsspezifisch den Flohzellen ähnlicher 

sind als Endothelzellen. Schneiderzellen sind Epithelzellen des letzten 

embryonalen Stadiums von Drosophila melanogaster, häufig als S2-Zellen 

bezeichnet, da die „zweite“ Reihe von 1972 am verbreitetsten ist. 

3.2.1 Interaktion von B. henselae mit Schneiderzellen 

Eine typische Eigenschaft von Schneiderzellen ist, dass sie nach jedem 

Passagierschritt zunächst zwei Tage am Boden der Kulturflasche adhärieren, 

sich im weiteren Verlauf lösen und frei im Medium schwimmen. Infiziert man 

Schneiderzellen mit B. henselae (MOI: 40), sind die Zellen auch noch nach über 

fünf Tagen am Boden der Zellkulturflasche adhärent. IFT-Untersuchungen 

lieferten Hinweise für Adhärenz von B. henselae an Schneider-Zellen und für 

eine starke Bakterienvermehrung. Die Bakterien lagerten sich in Haufen um die 

Zellen herum an, allerdings ohne Aussage über die Vitalität der Bakterien 

(s. Abb. 23). Hingegen wurden Kokulturen täglich ausplattiert und anhand der 

CFU eine Wachstumskurve erstellt. Dabei zeigte sich eine deutliche Abnahme 

der lebenden Bakterien bereits zwei Tage nach Infektion. 

Zur Untersuchung der badA-Expression wurden 5x106 Insektenzellen mit 

B. henselae (MOI: 40) infiziert. Nach einer Inkubation von 5 Tagen wurde die 

Gesamt-RNA dieser Kokultur isoliert. Durch Verwendung des sog. 

MicrobEnrich-Kit sollte die prokaryontische RNA von der eukaryontischen 

getrennt werden (s. Kapitel 2). Allerdings gelang es nicht, ausreichend 

bakterielle RNA zu gewinnen um damit weiter arbeiten zu können. Somit 

wurden keine Ergebnisse zum Einfluss von Insektenzellen auf die Transkription 

von badA erzielt. 
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Abb. 23: Immunfluoreszenzfärbung mittels konfokalem Laserscanningmikroskop von mit 

B. henselae infizierte Schneiderzellen. A: grün wurde B. henselae durch α-BadA-

Antikörper gefärbt, rot wurde das Zytoskelett der Schneiderzellen durch Phalloidin-

TRITC gefärbt. B: Mittels DAPI-Färbung wurde die DNA der Bakterien und der Zellen 

zusätzlich dargestellt. Skalierung 40 µm. 

3.2.2 Interaktion von B. henselae mit Endothelzellen 

Bereits bekannt ist, dass B. henselae an Endothelzellen adhäriert und sogar 

intrazellulär überlebt. Beobachtungen zeigen, dass die Replikation von 

B. henselae in Endothelzellen schneller von statten geht als auf 

Standardnährböden (69). Die Endothelzellen wurden mit B. henselae infiziert 

(MOI: 260; 750) und 3-6 h inkubiert. Es folgte die Isolierung der Gesamt-RNA 

und der Einsatz des MicrobEnrich-Kits. Auch hier war es leider nicht möglich, 

ausreichend bakterielle RNA zu isolieren, um mögliche Einflüsse auf die 

Transkription von badA zu untersuchen. 

3.3 Testung von Flüssigmedien 

Infektionsexperimente von Schneiderzellen mit B. henselae zeigten erhebliches 

bakterielles Wachstum in mikroskopischen Kontrollen. Dies kann durch 

unterschiedliche Mechanismen verursacht sein: 

(i) Direkte Interaktion von Schneiderzellen und B. henselae. 

(ii) Schneiderzellen geben Substanzen in das Medium ab, die bakterielles 

Wachstum fördern. 

(iii) Das Insektenmedium selbst könnte Nährstoffe enthalten, die das 

Wachstum von B. henselae erlauben. 
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Um diese drei Möglichkeiten zu untersuchen, wurde B. henselae in vier 

verschiedenen Ansätzen inkubiert und täglich ausplattiert: 

 

(1) Schneiderzellen in Insektenmedium. 

(2) Konditioniertes Medium (aus einer Kultur aus Schneiderzellen 

entnommen). Dieses Medium enthält möglicherweise wachstumsfördernde 

Substanzen, die von den Schneiderzellen selbst abgegeben werden. 

(3) Frisches Insektenmedium. 

(4) Basales Endothelzellmedium (ohne Antibiotikum, ohne FCS und ohne 

Supplement). 

 

B. henselae vermehrte sich im frischen Insektenmedium und zeigte den 

typischen Verlauf der bakteriellen Wachstumskurve (s. Abb. 24: IC frisch). Die 

CFU stieg vom Ausgangswert 1,0 x107/ml auf ein Maximum von 1,8x108/ml an. 

In konditioniertem Insektenmedium war ebenfalls Wachstum von B. henselae 

zu beobachten, allerdings nicht so stark wie in frischem Medium. Die 

Bakterienanzahl stieg von 1,0x107/ml auf 1,1x108/ml an (s. Abb. 24: 

IC konditioniert). Die Kokultur Schneiderzellen und B. henselae zeigte die 

ersten drei Tage eine konstante Bakterienanzahl, danach kam es aber zum 

Absterben, so dass ab Tag vier nach Infektion keine lebenden B. henselae 

mehr vorlagen (s. Abb. 24: IC). Die Kultivierung von B. henselae in basalem 

Endothelzellmedium führte bereits nach einem Tag zum kompletten Absterben 

aller Bakterien. 

Da zum ersten Mal ein Wachstumsverhalten von B. henselae in Flüssigmedium 

nachweisbar war, soll in Zukunft in weiteren Projekten untersucht werden, ob es 

möglich ist, die Kultivierung von B. henselae von Blutagarplatten auf dieses 

Flüssigmedium umzustellen. 
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Abb. 24: A): Bakterienwachstum in frischem Insektenmedium (IC frisch), in konditioniertem 

Insektenmedium (IC konditioniert) und in Kokultur mit Insektenzellen (IC) (jeweils 

Einfachbestimmungen). B): Bakterienwachstum in Kokultur mit Endothelzellen in 

basalem Endothelzellmedium (EC). 

Die Expression von BadA, das für die Bakterien aufgrund seiner Größe einen 

erheblichen Energieaufwand darstellen dürfte, weißt darauf hin, dass das 

Insektenflüssigmedium eine viel versprechende Alternative zur Bakterienkultur 

auf Agarplatten ist (s. Abb. 25). 
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Abb. 25: BadA-Expression von B. henselae nach Kultivierung in Flüssigmedium. Auch 

unter Inkubation in Flüssigmedium exprimiert B. henselae massenhaft BadA. 
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4 Diskussion 

Bartonella henselae verursacht die vaskuloproliferativen Krankheitsbilder BA 

und PH, diese Fähigkeit stellt eine einzigartige Eigenschaft unter 

humanpathogenen Bakterien dar (6). Grundlage solcher vaskuloproliferativer 

Prozesse ist eine Interaktion zwischen B. henselae und Wirtszellen (z.B. 

Endothelzellen). Diese sind die vermutlichen Zielzellen des Erregers bei einer 

Infektion des Menschen. Als grundlegende Mechanismen der 

Vaskuloproliferation werden zurzeit Hemmung der Endothelzellapoptose (71), 

Induktion der Endothelzellproliferation (21) sowie Aktivierung einer 

proangiogenetischen Endothelzellantwort (70) diskutiert. 

Die Interaktion zwischen B. henselae und Endothelzellen ist wesentlich von der 

Expression des Oberflächenproteins BadA abhängig. BadA ist ein 

hochmolekulares (~328 kDa) Protein, das zur Gruppe der trimeren 

Autotransporter Adhäsine (TAAs) gehört. TAAs sind wichtige Pathogenitäts-

faktoren gramnegativer Bakterien und bilden trimere Oberflächenstrukturen mit 

einer Kopf-Stiel-Anker-Architektur (84). 

Vielfaches Passagieren von B. henselae führt zum Verlust der BadA-

Expression, ein Phänomen, das als Phasenvariation bezeichnet wurde (119). 

Die zugrunde liegenden Mechanismen sind allerdings unbekannt. 

Phasenvariation beschreibt ein An- und Abschalten von Genen und könnte in 

der Tat die Expression von TAAs regulieren. Phasenvariation über Variationen 

in den TAAA-Nukleotidwiederholungen im nadA Promotor wirken sich direkt auf 

die NadA-Expression aus (92). Phasenvariation einer anderen Art wurde in 

Form der Anzahl an Guanidin in einem homopolymeren Poly (G)- Bereich 

stromaufwärts von uspA1 beschrieben (80). Für badA gibt es bislang keinerlei 

Hinweise auf einen derartigen Regulationsmechanismus (119). 

Möglicherweise wird die Expression von TAAs durch Umweltbedingungen 

reguliert. Unter diese Regulationsbedingungen fallen Änderungen der 

Temperatur, der Sauerstoffkonzentration oder der Eisenverfügbarkeit. Das 

bestuntersuchte TAA YadA von Yersinia enterocolitica wird beispielsweise über 

einen temperaturgesteuerten Aktivator namens VirF (LcrF) reguliert (132). 
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Ebenso konnte für UspA1 von Moraxella catarrhalis neben der Phasenvariation 

eine temperaturabhängige Regulation beschrieben werden (57). Die Expression 

des NadA von Neisseria meningitidis wird u.a. von Fur, einem Eisenaufnahme-

regulator, beeinflusst (91).  

BadA ist ein sehr großes Protein, dessen Bildung das Bakterium vermutlich viel 

Energie kostet. Damit wäre es für die Bakterienzelle ökonomisch sinnvoll, BadA 

nur dann zu exprimieren, wenn es im Infektionsprozess essentiell ist. Diese 

Phasen, in denen die BadA-Expression sinnvoll wäre, könnten durch 

Umgebungsbedingungen geregelt werden. So wurden in dieser Arbeit 

Umweltfaktoren auf ihren Einfluss auf die badA-Transkription untersucht. Der 

Erreger kommt u.a. im Katzenfloh und im Menschen vor. Somit ist es denkbar, 

dass die unterschiedlichen physiologischen Bedingungen, die in diesen 

Organismen herrschen, als Regulatoren auf die BadA-Expression wirken. An 

möglichen Bedingungen kommen Temperatur, Sauerstoffkonzentration und 

Eisenverfügbarkeit in Frage. Die drei Parameter Temperatur, 

Sauerstoffkonzentration und Eisenverfügbarkeit wurden dem Katzenfloh und 

dem Menschen angepasst nachgestellt und die badA-Transkription im 

Folgenden untersucht. 

4.1 BadA-Expression im Katzenfloh oder im Menschen? 

Es gibt zwei Möglichkeiten, wie B. henselae den Mensch infiziert. Der direkte 

Übertragungsweg erfolgt durch Kratz- und Bissverletzungen von Katzen, die 

den natürlichen Reservoirwirt darstellen. Indirekt werden die Keime über 

Katzenflöhe oder, wie neuere Ergebnisse zeigen, möglicherweise auch durch 

Zecken übertragen (46). 

Im Menschen liegt mit 37 °C eine höhere Temperatur vor als im Katzenfloh, wo 

ähnlich der Laus ca. 27 °C herrschen (11). Dagegen weist der Floh eine höhere 

Sauerstoffkonzentration sowie Eisenverfügbarkeit auf (11). Ob einer dieser 

Faktoren den Bakterien signalisiert, die BadA-Produktion in Gang zu setzen, 

galt es in dieser Arbeit zu untersuchen. Stellt BadA einen wesentlichen 

Pathogenitätsfaktor in B. henselae-Infektionen dar, müsste eine unterschiedlich 

starke Expression des TAA zu verschieden starken Verläufen des 
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Krankheitsbildes führen. Die hohe BadA-Transkription bei einer niedrigen 

Temperatur könnte dafür sprechen, dass der Prozess im Floh hochreguliert 

wird. Wenn im Floh mehr BadA vorhanden ist und BadA entscheidend für die 

Infektiosität des Erregers ist, kann man vermuten, dass eine Infektion mit 

B. henselae durch Insekten leichter stattfindet als bei einer direkten 

Übertragung z.B. von Katzen. 

4.1.1 Einfluss unterschiedlicher Temperaturen auf die badA-Expression 

An der Oberfläche von B. quintana konnten Hämbindeproteine (Hbp) 

identifiziert werden. Sie weisen keine Homologien zu bekannten bakteriellen 

Hämrezeptoren auf. Versuche zeigten eine 100-fach höhere Transkription eines 

dieser Hbps bei 30 °C gegenüber 37 °C (11). Im Falle von B. quintana sollte der 

30 °C-Ansatz die physiologische Bedingung in der Körperlaus nachbilden, der 

37 °C-Ansatz die im menschlichen Körper. Ansonsten ist eine 

temperaturabhängige Regulation von Pathogenitätsfaktoren von Bartonella 

bereits bekannt (11). 

Ähnlich den Ergebnissen von J.M. Battisti mit B. quintana konnte in dieser 

Arbeit nach siebentägiger Inkubation von B. henselae bei 30 °C eine 30- bis 

180-fach erhöhte Transkription des badA-Gens gegenüber Kulturbedingungen 

bei 37 °C beobachtet werden. Dies könnte für eine Hochregulation im Sinne 

eines Anschaltens des badA-Gens bereits im Vektor Katzenfloh sprechen. Zur 

Quantifizierung wurde eine Verdünnungsreihe einer der im Versuch 

verwendeten Proben eingesetzt. Dies führte allerdings nur zu relativen Werten 

der Amplifikatanzahlen. Um Absolutzahlen zu erhalten, wurden konstitutiv 

exprimierte Gene, die unabhängig von Umgebungsfaktoren stets gleich stark 

aktiv sein sollen, untersucht. 

Zum Einsatz kamen gyrA, gyrB sowie rpsL. Die PCR Ergebnisse zeigten 

allerdings für alle Gene ebenfalls eine höhere Transkription bei 30 °C verglichen 

mit 37 °C. Dies könnte bedeuten, dass diese Gene bei B. henselae nicht 

konstitutiv exprimiert werden und damit nicht als „housekeeping genes“ 

bezeichnet werden können. Unsere Daten lassen vermuten, dass die 

Expression von badA, gyrA, gyrB und rpsL abhängig vom Wachstum der 
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Bakterien sind, da bei 37 °C jeweils besseres Wachstum als bei 30 °C 

beobachtet wurde. 

Genauer untersucht wurde dieser Sachverhalt, indem Kulturen von B. henselae 

bei 30 °C und 37 °C bebrütet wurden, allerdings bereits nach 3, 5 und 7 Tagen 

die RNA–Isolierung erfolgte. Die Amplifikatanzahl der Bakterien, die bei 30 °C 

inkubiert wurden, blieb über den gesamten Zeitraum konstant. Die bei 37 °C 

kultivierten Bakterien, deren RNA an Tag 3 isoliert wurde, zeigten eine den bei 

30 °C kultivierten Bakterien vergleichbare Kopienanzahl für BadA. Von Tag 3 zu 

Tag 5 und nochmals zu Tag 7 kam es aber zu einer deutlichen Abnahme der 

Amplifikate.  

Eine mögliche Erklärung stellt die wachstumsabhängige Genregulierung in 

B. henselae dar. Überimpft man Bakterien in frisches Nährmedium und inkubiert 

diese bei einer konstanten Temperatur, ändert sich die Bakterienzahl in der 

gleichen Weise. Bestimmt man in regelmäßigen Zeitabständen die lebenden 

Bakterien und trägt diese Anzahl logarithmisch auf entsteht i.d.R. eine sog. 

sigmoide Wachstumskurve (Abb. 26), die in vier Stadien gegliedert wird. 

Das erste Stadium ist die lag-Phase (auch Latenzphase). Dabei handelt es sich 

um einen Zeitraum, in dem die Bakterien mit der Enzyminduktion beginnen um 

stoffwechselaktiv zu werden. Kolonienwachstum findet in dieser Phase noch 

nicht statt. Es folgt die log-Phase (auch exponentielle Phase), in der die 

Vermehrungsgeschwindigkeit ihr Maximum erreicht. In dieser Phase ist die 

Stoffwechselaktivität konstant, daher findet wahrscheinlich keine 

Enzyminduktion oder –hemmung statt. Die log-Phase geht in die stationäre 

Phase über, in der die Vermehrung eingestellt wird. Ursachen dafür sind 

Nährstofflimitierung oder Akkumulation nicht abbaubarer Metabolite, die eine 

toxische Wirkung entfalten. Durch diese negativ auf die Bakterien einwirkenden 

Umgebungsfaktoren kommt es zu einer Drosselung der Stoffwechselaktivität, 

die mit fortschreitender Zeit völlig eingestellt wird. Die Keime gehen schließlich 

in der Absterbephase zugrunde (66). 
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Abb. 26: Bakterielle Wachstumskurve. Bakterien durchlaufen während ihres Kolonie-

wachstums die vier Phasen lag-Phase, log-Phase, stationäre Phase und 

Absterbephase. Allerdings verweilen unterschiedliche Bakteriengattungen 

unterschiedlich lang in den einzelnen Phasen, so dass sich für jede Gattung ein 

spezifischer Verlauf ergibt. 

Es kann vermutet werden, dass sich aufgrund des langsameren Wachstums bei 

30 °C die Bakterien über die Tage 3, 5 und 7 vermutlich länger in ihrer 

exponentiellen Phase befanden. Die Stoffwechselaktivität in Form der 

Transkription von badA bliebe hier möglicherweise konstant. 

Die bei 37 °C kultivierten Bakterien liegen demnach an Tag 3 ebenfalls noch in 

der log-Phase vor, da die Aktivität mit einer sehr ähnlichen Anzahl an badA-

Kopien jener der 30 °C Bakterien entspricht. Es kann vermutet werden, dass 

allerdings zwischen Tag 3 und Tag 5 bei 37 °C jedoch der Übergang in die 

stationäre Phase oder sogar in die Absterbephase stattfindet. Im Fall von 

B. henselae findet makroskopisch bei 37 °C im Verlauf von sieben Tagen ein 

wesentlich stärkeres Kolonienwachstum statt, dies führt natürlich auch schneller 

zu einem Verbrauch der Nährstoffe. Eine Nährstofflimitierung bedeutet für die 

Bakterien Stress und führt zum Übergang in die stationäre Phase oder 

Absterbephase. Die noch vorhandene Energie wird zur Bildung lebenswichtiger 

Enzyme genutzt, zu denen badA, gyrA, gyrB und rpsL bei B. henselae 
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möglicherweise nicht gehören. Das makroskopisch unterschiedliche 

Koloniewachstum bei 30 °C und 37 °C untermauert die These der Temperatur-

einwirkung auf die Wachstumskurve. Es darf spekuliert werden, dass sich nach 

ausreichend langer Inkubation bei 30 °C wahrscheinlich eine den 37 °C-

Kulturen vergleichbare Bakterienanzahl pro Platte befände. Somit findet man 

bei 30 °C nur eine relative Induktion, es handelt sich aber eher um ein Artefakt 

bedingt durch das unterschiedliche Wachstumsverhalten denn um echte 

Regulation. Die tatsächliche Lösung des Sachverhaltes könnten normierte 

Wachstumsbedingungen (z.B. in Flüssigmedien) erbringen. 

 

Abgesehen von dem stärkeren Kolonienwachstum bei 37 °C war das Ablösen 

dieser Bakterien vom Agarboden schwieriger. Dieser Befund spricht für 

vermehrte Autoagglutination bzw. vermehrte Bindung der Bakterien an 

Fibronektin im Blutagarboden. Bereits gezeigt wurde, dass BadA-Expression 

und Autoagglutination sowie Fibronektinbindung direkt voneinander abhängen 

(119). Die PCR-Ergebnisse belegen eine Abnahme der badA-Transkription der 

37 °C-Bakterien. Dies steht zunächst im Widerspruch zu der makroskopisch 

festgestellten starken BadA-Expression. Würde BadA nun in der log-Phase 

transkribiert, translatiert sowie an der Oberfläche exprimiert, dafür in der 

stationären Phase lediglich exprimiert werden, würde dies die niedrige 

Transkriptionsphase und makroskopisch den hohen BadA-Besatz der bei 37 °C 

kultivierten Bakterien erklären. 

Eine andere Erklärung dieses scheinbaren Gegensatzes zwischen dem 

Nachweis des BadA-Proteins und den mRNA-Resultaten ist möglicherweise 

eine fehlende zeitliche Korrelation von Transkription und Expression des 

Proteins. So könnte die Produktion bzw. Expression von BadA bei den 37 °C-

Bakterien noch in vollem Gange sein, während die Transkription schon 

herunterreguliert ist. Die bei 30 °C kultivierten Bakterien könnten sich dagegen 

über Tag 3, 5 und 7 noch in der Transkriptionsphase befinden, die Expression 

des fertigen Proteins stünde dann noch aus. Nach ausreichend langer Zeit 

könnte an der Oberfläche quantitativ gleich viel BadA vorhanden sein und die 

bei 30 °C kultivierten Bakterien würden somit die gleiche 
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Autoagglutinationsfähigkeit besitzen wie die bei 37 °C kultivierten Bakterien. 

Transkription und Translation werden von Enzymen gesteuert. Enzyme sind 

Proteine mit einer spezifischen räumlichen Anordnung. Ist diese Konformation 

nicht ordnungsgemäß ausgebildet, laufen die zu katalysierenden 

Stoffwechselprozesse langsamer bis gar nicht ab. Neben anderen Faktoren hat 

die Temperatur erheblichen Einfluss auf die Konformation und damit auf die 

Funktionsfähigkeit der Enzyme. Möglicherweise führen Temperaturen von 

30 °C zu einer Änderung des aktiven Zentrums, so dass der Prozess 

Transkription-Translation mehr Zeit benötigt als unter optimalen Bedingungen. 

Somit würde das BadA der bei 37 °C kultivierten Bakterien bereits an der 

Oberfläche der Bakterienzelle exprimiert sein, bei den bei 30 °C kultivierten 

Bakterien jedoch noch nicht. Beispielsweise konnte in Shigella sonnei ein 

ähnlicher temperaturabhängiger posttranskriptionaler Mechanismus entfacht 

werden (97).  

Es gelang nicht sicher, durch Western Blot und IFT unterschiedliche BadA-

Proteinmengen der bei 30° C und 37° C kultivierten Erreger darzustellen. Selbst 

densitrometrische Verfahren lieferten keine klaren Unterschiede der 

Proteinmengen (Daten nicht gezeigt), so dass kein objektiver Parameter eine 

verschieden starke BadA-Expression bei unterschiedlichen Temperaturen 

belegt. Eventuell sind die in dieser Arbeit verwendeten Nachweismethoden für 

Proteine nicht empfindlich genug, um geringe Expressions-Unterschiede zu 

zeigen, oder sie sind so empfindlich, dass der Sättigungsbereich bereits erreicht 

ist. Eine andere Möglichkeit, BadA-Expressions-Level zu überprüfen, könnten 

indirekte Verfahren (Autoagglutination etc.) darstellen. Bei vergleichbarer BadA-

Expression an der Oberfläche sollte die Autoagglutination nicht divergieren. 

Allerdings wurde eine Diskrepanz im Agglutinationsverhalten nachgewiesen, die 

auch über mögliche Konformationsänderungen von BadA bei unterschiedlicher 

Temperatur zu erklären wäre. Wie leicht geringe Temperaturschwankungen die 

Funktion von Proteinen beeinflussen, zeigen beispielsweise Studien aus der 

Anästhesie. Unter Narkose kommt es gelegentlich zum Auftreten sog. 

akzidenteller Hypothermie, mit einer Reduktion der Körperkerntemperatur von 

1,5-2,0 °C. Dieser Abfall der Körpertemperatur hat negative Auswirkungen auf 
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die Immunfunktion und die Blutgerinnung des Patienten (102). Für diese 

Erscheinungen werden Enzyminhibition durch Temperatur verantwortlich 

gemacht (143). Auch bei Bakterien könnte dies unterschiedlich starke 

Autoagglutination und Fibronektinbindung bei gleich starker Expression von 

BadA erklären. So könnte von B. henselae der Funktionsverlust der bei 30 °C 

kultivierten Bakterien ebenfalls wieder über suboptimale räumliche Anordnung, 

in diesem Falle des Oberflächenproteins BadA, begründet sein. 

Temperaturabhängige Konformationsänderungen von Proteinen konnten im 

Bakterium Hydrogenobacter thermophilus gezeigt werden (138). 

 

Um temperaturabhängige Regulationsmechanismen, wie sie für YadA und 

UspA1 beschrieben sind, auszuschließen, wurden sog. „shift“-Versuche 

durchgeführt. Dabei wurde B. henselae zunächst über 3 d bei 37 °C inkubiert 

und schließlich ein Teil der beimpften Platten über Nacht, für 24 h sowie für 

48 h bei 30 °C weiterkultiviert. In Anbetracht der kürzeren Inkubationszeiten 

sollte es nicht zu einer Nährstofflimitierung und damit zu einem Einfluss auf die 

Wachstumskurve kommen. Die Übernachtkulturen sowie Inkubationszeiten von 

24 h und 48 h bei 30 °C zeigten keinen Unterschied in der badA-Transkription 

zu den Bakterien, die ausschließlich bei 37 °C kultiviert wurden. Insgesamt 

kann man davon ausgehen, dass eine niedrige Temperatur (30 °C), wie sie im 

Katzenfloh zu finden ist oder eine hohe Temperatur (37 °C), die der Temperatur 

im menschlichen Körper entspricht, die Genaktivität des TAA BadA nicht 

regulierend beeinflusst. 

4.1.2 Einfluss von Eisenmangel auf die badA-Expression 

Im menschlichen Körper kommt freies Häm nur in kleinen Mengen vor, somit ist 

die Eisenzufuhr für B. henselae Bakterien nach einer Infektion des Menschen 

limitiert. Im Katzenfloh liegt die Eisenkonzentration dagegen wesentlich höher 

(11). Interessanterweise wird die Expression von NadA mit Hilfe des 

Eisenaufnahmeregulators „Fur“ über die Eisenkonzentration des Bakteriums 

reguliert (91). Um eine Eisenlimitierung in-vitro nachzustellen, wurden 

Columbia-Blutagarplatten mit DFO, einem Eisenkomplexbildner, präpariert. Bei 

hohen Konzentrationen von 20 µM und 25 µM DFO war das Wachstum der 
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Bakterienkolonien sehr eingeschränkt. Somit spielt Eisen für das 

Kolonienwachstum sehr wahrscheinlich eine bedeutende Rolle. Der Einfluss 

dieser hohen Eisenlimitierung auf badA selbst konnte wegen des schlechten 

Bakterienwachstums unter diesen DFO-Konzentrationen nicht genauer 

untersucht werden. 

Daten zu den DFO-Konzentrationen 0 µM, 5 µM, und 15 µM wurden mittels 

PCR gesammelt und ausgewertet. Die Bakterien wurden wiederum für sieben 

Tage bei 30 °C oder 37 °C und den sonst konstanten Bedingungen auf 

Blutagarplatten mit obigen DFO-Konzentrationen kultiviert. Die badA-

Amplifikatanzahlen lagen dabei stets im gleichen Bereich, so dass auch 

unterschiedliche Eisenzufuhr nicht regulatorisch auf die BadA-Expression zu 

wirken scheint und damit kein Hinweis auf komplexere Regulations-

mechanismen (ähnlich dem Fur von Neisseria meningitidis) (84) vorliegt. 

Da die Ergebnisse der DFO-Versuche keine bemerkenswerten Unterschiede 

zwischen den einzelnen Konzentrationen zeigten, wurde in diesen 

Experimenten auf die zusätzliche Untersuchung der ohnehin bei B. henselae 

fraglichen konstitutiven Gene gyrA, gyrB und rpsL verzichtet. 

Eine denkbare Fehlerquelle liegt im Aufbringen des DFOs auf die einzelnen 

Platten. Es ist durchaus möglich, dass einzelne Platten inhomogen mit dem 

Eisenkomplexbildner DFO versorgt wurden. Extreme Unterschiede der DFO-

Konzentration innerhalb einer Platte sollte es aber nicht gegeben haben, da 

keine Hemmhöfe der Bakterienkultur zu sehen waren. 

4.1.3 Einfluss der O2-Konzentration auf die badA-Expression 

Es wird angenommen, dass Endothelzellen die Zielzellen einer B. henselae 

Infektion im menschlichen Körper sind. Sie sind für die Angiogenese 

unerlässlich, durchlaufen dabei nacheinander die Phasen Migration, 

Proliferation und Differenzierung und kleiden schließlich Gefäße aus (22,48). 

Die angiogenetische Kaskade läuft an, sobald das Gleichgewicht von 

Angiogenese-Stimulatoren und –Inhibitoren zugunsten der Stimulatoren 

verschoben ist („angiogenic switch“) (56). Die initialen Auslöser der 

Angiogenese sind vielfältig. Eine zentrale Position nimmt die Sauerstoff-

konzentration ein, sie beeinflusst die Freisetzung proangiogenetischer 
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Substanzen (24). Wichtigster Vertreter dieser Substanzen ist der vascular 

endothelial growth factor (VEGF) (120). VEGF führt u.a. zur Proliferation von 

Endothelzellen, die in die umgebende extrazelluläre Matrix einwandern und 

schließlich am Ende der angiogenetischen Kaskade ein ausgereiftes Gefäß 

hervorbringen. 

Hypoxie-induzierbare Transkriptionsfaktoren (hypoxia inducible factors, HIFs) 

haben im Prozess der Vaskuloproliferation eine zentrale Rolle (131). Eine 

Aktivierung des sauerstoffregulierten Transkriptionsfaktor HIF-1 ist bei einer 

Vielzahl von Erkrankungen, die mit Gewebehypoxie (z.B. ischämische oder 

neoplastische Erkrankungen) einhergehen nachweisbar (96,146), HIF-1 

reguliert die angiogenetisch wirksamen Zytokine VEGF (44,47), ADM (25,72) 

und IGFBP-3 (113,127). Zurzeit wird davon ausgegangen, dass zelluläre 

Hypoxie nach einer B. henselae-Infektion zu HIF-1 und nachfolgender VEGF-

Sekretion führt (67). Sauerstoffreduktion wirkt auf B. henselae nicht 

bakteriostatisch. Da sich die Sauerstoffkonzentrationen im Menschen und im 

Katzenfloh unterscheiden, sollte der Einfluss von O2 auf die badA-Expression 

untersucht werden (11). 

 

Der Einfluss der Hypoxie wurde untersucht, indem B. henselae bei 2 % 

Sauerstoff kultiviert wurde (unter sonst für B. henselae normalen Kultur-

Bedingungen). Simultan wurde zur Kontrolle B. henselae bei 21 % Sauerstoff 

kultiviert. 

Unter atmosphärischem Sauerstoff (21 %) war die badA-Amplifikatzahl rund 

zehnfach erhöht (im Vergleich zur Anzahl bei 2 % Sauerstoff). Dieses Ergebnis 

deutet möglicherweise darauf hin, dass die BadA-Bildung sauerstoffabhängig 

ist. 

Dieser deutliche Unterschied veranlasste uns, diese Versuche mit gyrA, gyrB 

sowie rpsL als mögliche „housekeeping genes“ zu wiederholen. Dabei zeigten 

diese drei Gene keine so gravierenden Unterschiede der Kopiezahl unter den 

beiden Bedingungen wie für BadA. Die Proben unter atmosphärischem 

Sauerstoffgehalt von gyrA, gyrB und rpsL hatten nur noch 2-4fach mehr 

Amplifikate gegenüber denen unter Hypoxie. Wie schon bei den 
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Temperaturversuchen betrug die Inkubationszeit dieser Experimente zur 

Sauerstoffkonzentration sieben Tage. Auch hier könnte diese lange 

Inkubationszeit wiederum über eine Nährstofflimitierung Einfluss auf die 

Wachstumsphasen nehmen und ist als Erklärung für die unterschiedlichen 

Amplifikatzahlen in Betracht zu ziehen. Allerdings ist genauso gut eine mögliche 

regulatorische Komponente nicht auszuschließen. Eine weitere Differenzierung 

zwischen diesen beiden Erklärungsversuchen scheiterte bisher an der 

technischen Umsetzung. Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Keime 

Hypoxie induzieren und damit einen angioproliferativen Prozess in Gang setzen 

(67), gleichzeitig aber die badA-Transkription reduziert wird. 
Dies stellt zunächst ein Paradoxon dar: B. henselae induziert Hypoxie und 

schaltet gleichzeitig seinen wichtigsten Pathogenitätsfaktor (BadA) aus. 

Allerdings ist es denkbar, dass BadA nach Infektion der Zelle sowie dem 

Aktivieren der angioproliferativen Maschinerie seine Aufgaben erfüllt hat. Um 

überflüssigen und unnötigen Energieverbrauch zu drosseln, könnte die 

Expression von BadA eingestellt werden. Dagegen werden die Gene der 

Transkription und Translation gyrA, gyrB und rpsL auf Grund ihrer wichtigen 

Funktion im Zellzyklus vergleichsweise wenig gedrosselt. In der Tat ist bislang 

über die Expression von BadA im weiteren Infektionsverlauf (z.B. intrazellulär) 

nichts bekannt. 

4.2 Einfluss von Wirtszellen auf die Transkription von badA 

Durch in-vitro Versuche wurde bestätigt, dass B. henselae neben 

Endothelzellen eine Vielzahl unterschiedlicher Wirtszellen zu infizieren vermag. 

Nachgewiesen wurde neben der Infektion von Endothelzellen (39,69,118) 

Infektionen von Epithelzellen (10,70) sowie von Monozyten bzw. Makrophagen 

(68,99,110). Die Fähigkeit, Endothelzellproliferation zu induzieren, wie man sie 

bei B. henselae, B. quintana und B. bacilliformis beobachten kann, wird als 

neuartige Pathogenitätsstrategie humanpathogener Bakterien verstanden 

(32,52,86,101). Nach dieser Hypothese verschafft sich B. henselae durch eine 

Induktion des Wachstums von Endothelzellen ökologische Wachstumsvorteile. 
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Eine klare BadA-abhängige Induktion der proangiogenetischen Wirtszellantwort 

in Wirtszellen konnte bereits nachgewiesen werden. Darüber weisen 

B. henselae WT eine stärkere Adhärenz und Invasion gegenüber den BadA-

defizienten Bakterienstämmen auf (116). Möglicherweise könnte jedoch an 

erster Stelle der Kaskade ein Einfluss von Seiten der Wirtszellen auf 

B. henselae beispielsweise in Form einer Aktivierung der BadA-Expression 

stehen. Aus diesem Grund wurden Endothelzellen mit B. henselae infiziert und 

nachfolgend die badA-Transkription mittels PCR analysiert. Hierzu wurde die 

gesamte RNA der Kokultur isoliert, mit Hilfe des MicrobEnrich-Kits sollte die 

eukaryontische RNA von der prokaryontischen getrennt werden. Allerdings lag 

nach diesem Trennungsschritt nie ausreichend prokaryontische RNA vor, um 

sie weiter zu verarbeiten und schließlich mittels RT-PCR im LightCycler 

auswerten zu können. Deshalb bleibt ein möglicher Einfluss der Wirtszellen auf 

die Expression von BadA von B. henselae weiterhin ungeklärt. 

 

Schneider-Zellen wurden als nicht menschliche Zellen in die Versuchsreihe 

aufgenommen. Verwendet wurde die verbreitete „zweite“ Linie 1972 aus einem 

der letzten embryonalen Stadien von Drosophila melanogaster, daher werden 

sie häufig als S2-Zellen bezeichnet. Kultiviert werden S2-Zellen in Kulturflaschen 

mit Insektenmedium („Schneider-Medium“). Normalerweise wachsen die Zellen 

bei Temperaturen um 25 °C. Diese Temperatur ist für das Wachstum von 

Bartonella jedoch zu niedrig. Aus diesem Grund wurden die Insektenzellen für 

diese Arbeit an 30 °C adaptiert. Beobachtungen zeigten, dass Schneiderzellen 

ein besseres Wachstumsverhalten aufweisen, wenn sie beim Splitten nicht 

ausschließlich in frisches, sondern in ein Gemisch aus zu gleichen Teilen 

konditioniertem und frischem Medium gegeben werden. Ursache für dieses 

bessere Wachstumsverhalten könnten möglicherweise ausgeschüttete 

Wachstumsfaktoren sein. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit immer zu 

gleichen Teilen frisches und konditioniertes Medium beim Splitten der 

Insektenzellen eingesetzt. Der Wachstumsverlauf gestaltete sich so, dass die 

Zellen die ersten beiden Tage nach einem Splittvorgang am Boden der 

Kulturflasche adhärent waren, sich an den folgenden Tagen lösten und 
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schließlich frei im Medium vorlagen. Diese Adhäsion verlängerte sich unter 

Infektion mit B. henselae. Sogar nach fünftägiger Infektion bestand die 

Adhäsion am Flaschenboden noch fort. Demnach finden sicherlich 

Interaktionen zwischen Zellen und Bakterien statt. Zudem zeigte die tägliche 

mikroskopische Verlaufskontrolle eine deutliche Zunahme der Bakterien. Nach 

4-tägiger Infektion mit B. henselae wurde die Gesamt-RNA isoliert und 

weiterverarbeitet. Aber auch dieser Versuch scheiterte nach der Auftrennung in 

prokaryontische und eukaryontische RNA durch den MicrobEnrich-Kit. Dieser 

Verarbeitungsschritt führte zu einem hohen Verlust an bakterieller RNA, so 

dass sie leider nicht zum Fortfahren des Versuches mit abschließender RT-

PCR ausreichte. 

4.3 Etablierung eines Insektenzellmediums als 
Wachstumsmedium für B. henselae 

Flüssigmedien zur Kultivierung von Bakterien sind für nahezu alle Bakterien 

Standard. Sie erlauben beispielsweise eine exakte Bestimmung der einzelnen 

bakteriellen Wachstumsphase sowie eine genaue Bestimmung der 

Bakterienanzahl. Auch die Weiterverarbeitung der Keime gestaltet sich einfach 

und beansprucht im Vergleich zum Abernten von Festnährmedien weniger Zeit. 

Beispielsweise kann RNA, die binnen kürzester Zeit zerfällt, aus Flüssigkulturen 

wesentlich zeitnaher isoliert werden. Bisher erfolgte die Kultivierung von 

B. henselae auf Blutagarplatten mit vergleichsweise langen Inkubationszeiten. 

Die Infektionsexperimente der Schneiderzellen mit B. henselae ließen dagegen 

auf schnelles Bakterienwachstum schließen. Dieser positive Einfluss auf das 

Wachstumsverhalten von B. henselae kann viele Ursachen haben. Neben der 

direkten Interaktion zwischen den Zellen und den Bakterien kann das 

Wachstum eine Antwort auf stimulierende Substanzen sein, die von den 

Schneiderzellen sezerniert werden und im konditionierten Medium enthalten 

sind. Natürlich können aber auch einzelne Bestandteile des Insektenmediums 

selbst diesen positiven Effekt bedingen. Wie die Ergebnisse zeigten, ist 

tatsächlich das frische, ungebrauchte Insektenmedium für die rasante 

Vermehrung der Bakterien verantwortlich. 
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Für die Kultivierung von Bartonella spp. wurden in der Vergangenheit schon 

mehrfach Flüssigmedien beschrieben. Schwarzmann verwendete 

beispielsweise ein Medium mit „Fields solution“ und Hämin (130). Ebenfalls mit 

Hämin angereichert ist das von Wong beschriebene auf RPMI-164C 

basierendes Medium (149). Ricardo Maggi schließlich baute sein BAPGM auf 

Insektenmedium auf (87). Allerdings konnte außer in BAPGM in unserem und in 

anderen Laboratorien kein Wachstum von Bartonella spp. nachgewiesen 

werden (R. Maggi, persönliche Mitteilung). 

Das von uns verwendete Schneidermedium wurde zwischenzeitlich optimiert, 

wichtige Bestandteile sind fetales Kälberserum sowie Saccharose. Die Vorteile 

für den Laboralltag liegen in einer präzisen Überwachung des bakteriellen 

Wachstums mittels optischer Dichtemessung und damit eine präzise 

Versuchsdurchführung. Zudem ist das Flüssigmedium kostengünstig und 

einfach in der Herstellung. 

4.4 Ausblick  

In dieser Arbeit wurden mehrere mögliche Regulatoren der badA-Transkription 

untersucht. Noch immer ist nicht geklärt, ob Endothelzellen auf die Transkription 

von badA in B. henselae Einfluss nehmen. Hier gilt es nach wie vor eine 

brauchbare Methode zu etablieren, die eine Analyse der bakteriellen RNA nach 

Infektion ermöglicht, um die Transkriptionsrate des badA-Gens ermitteln zu 

können. Ein möglicher Ansatz wäre mittels eines GFP-Reporterkonstruktes 

(green fluorescent protein), die Aktivität des BadA-Promoters zu messen. Das 

inzwischen etablierte Flüssigmedium wird zukünftig das unterschiedliche 

Wachstumsverhalten bei unterschiedlichen Temperaturen präziser untersuchen 

lassen. 
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5 Zusammenfassung 

Infektionen durch Bartonella henselae können beim Menschen die 

vaskuloproliferativen Krankheitsbilder Bazilläre Angiomatose und Peliosis 

hepatis hervorrufen. Endothelzellen stellen die wahrscheinlichen Zielzellen 

einer Infektion mit B. henselae im menschlichen Körper dar. Verantwortlich für 

die Adhärenz der Bakterien an die Wirtszelle sowie für die Induktion einer 

proangiogenetischen Wirtszellantwort ist das Trimere Autotransporter Adhäsin 

BadA. Vielfaches Passagieren von B. henselae führt zum Verlust von BadA. 

 

In dieser Arbeit sollte die Regulation der BadA-Expression untersucht werden. 

Differente physiologische Bedingungen wie sie im Katzenfloh und im 

menschlichen Organismus vorherrschen, wurden als mögliche 

Regulationsbedingungen untersucht. Dabei handelte es sich um 

unterschiedliche Kultivierungstemperaturen, unterschiedliche Eisen-

verfügbarkeit sowie unterschiedliche Sauerstoffkonzentrationen. Außerdem 

sollte analysiert werden, ob die Gegenwart von Wirtszellen (Endothelzellen, 

Insektenzellen) auf die BadA-Expression Einfluss nimmt. 

 

Die vorliegende Arbeit lieferte folgende Ergebnisse: 

 

1. Unterschiedliche Temperaturen während der Bakterienkultivierung haben 

keinen regulatorischen Einfluss auf Transkriptionsprozesse. Allerdings ist 

das Wachstum bei niedrigen Temperaturen verlangsamt. 

2. Zugabe von Eisen-Chelatoren bestimmt nicht die Transkription von 

badA, bei hohen Konzentrationen von DFO ist das Koloniewachstum von 

B. henselae jedoch stark eingeschränkt. 

3. Kultiviert man B. henselae unter Hypoxie, verringert sich die badA-

Expression um 90 %. Inwieweit es sich hierbei um tatsächliche 

Genregulation handelt, muss noch bestätigt werden. 
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4. Ein Einfluss von Wirtszellen auf die Expression von BadA in B. henselae 

konnte wegen technischen Schwierigkeiten nicht genauer untersucht 

werden. 

5. Frisches Schneidermedium ließ B. henselae hervorragend wachsen und 

stellt ein viel versprechendes Flüssigmedium für die schwierig zu 

kultivierenden Erreger dar. 

 

Umweltbedingungen, die die BadA-Expression in B. henselae regulieren, 

konnten über die hier verwendete mRNA-Technik leider nicht sicher 

nachgewiesen werden. Allenfalls könnte Hypoxie einen regulierenden Effekt 

haben, was zukünftig noch zu klären ist. Das Zufallsergebnis, dass B. henselae 

in Insekten-Zell-Flüssigmedium zu kultivieren ist stellt jedoch eine wesentliche 

Bereicherung für alle Untersuchungen im Bereich der Regulation von 

B. henselae dar, da ein schnelleres Wachstum und leichteres Verarbeiten der 

Bakterien somit in Zukunft möglich ist.  
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7 Abkürzungen 

 Abb. Abbildung 

 ADM Adrenomedullin 

 AIDS aquired immune deficiency syndrom 

 AK Antikörper 

 APS Ammoniumpersulfat 

 ATP Adenosintriphosphat 

 B. Bartonella 

 BA Bazilläre Angiomatose 

 BadA Bartonella Adhäsin A 

 badA Gen des Bartonella Adhäsin A 

 bakt. bakteriell 

 bp Basenpaare 

 BrpA-C Bartonella repeat protein 

 bzgl. bezüglich 

 bzw. beziehungsweise 

 °C Grad Celsius 

 CaCl2 Kalziumchlorid 

 CBA Columbia-Blutagar 

 CDC center for disease control 

 cDNA copy DNA 

 CFU colony forming unit 

 CLSM confocal laser scanning microscopy 

 cm2 Quadratzentimeter 

 CO2 Kohlendioxid 

 CT threshold cycle 

 d Tag 

 DAPI 4`-6-Diamidino-2-Phenylindole-2-HCL 

 DFO Desferrioxamin 

 d.h. das heißt 

 DMSO Dimethyl-Sulfoxid 
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 DNA desoxyribonucleic acid 

 DNAse Desoxyribonuclease 

 DTT Dithiothreitol 

 EC Endothelzelle 

 ECL enhanced chemo luminescence 

 EDTA Ethylen-Diamin-N,N,N`,N`-Tetraacetat 

 FCS fetal calf serum 

 FITC Fluoresceinisothiocyanat 

 g Erdbeschleunigung 

 GFP green fluorescence protein 

 GyrA Gyrase A 

 GyrB Gyrase B 

 h Stunde 

 IFT Immunfluoreszenztest 

 HCL Chlorwasserstoff 

 H2O Wasser 

 H2Odest. einfach destilliertes Wasser 

 H2Obidest. zweifach destilliertes Wasser 

 HIF-1 hypoxia inducible factor-1 

 HIV human immunodeficiency virus 

 HRP horse-radish peroxidase 

 HUVEC human umbilical vein endothelial cell 

 i.d.R. in der Regel 

 Ig Immunglobulin 

 IGFBP-3 insulin like growth factor binding protein-3 

 kDa Kilodalton 

 KHK koronare Herzerkrankung 

 KKK Katzenkratzkrankheit 

 kV Kilovolt 

 LB Luria Bertani 

 LC LightCycler 

 M Molar 
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 mA Milliampere 

 mg Milligramm 

 MgCl2 Magnesiumchlorid 

 min Minute 

 ml Milliliter 

 mM Millimolar 

 MOI multiplicity of infection 

 MOPS 3-(4- Morpholino)propansulfonsäure 

 NaCl Natriumchlorid 

 NaHCO3 Natriumhydrogenkarbonat 

 OD Optische Dichte 

 OMP outer membrane protein 

 p Plasmid 

 pAVK periphere arterielle Verschlusskrankheit 

 PBS phosphate buffered saline 

 PCR polymerase chain reaction 

 PFA Paraformaldehyd 

 pH Potentia hydrogenii 

 PH Peliosis hepatis 

 RNA ribonucleic acid 

 rRNA ribosomal ribonucleic acid 

 RNAse Ribonuclease 

 rpm round per minute 

 rpsL ribosomal protein small subunit 

 RT Raumtemperatur 

 RT-PCR real-time polymerase chain reaction 

 s. siehe 

 S2 Schneider 

 sec Sekunde 

 SDS sodium dodecyl sulfate 

 s.o./s.u. siehe oben / siehe unten 

 sog. so genannt(e)  
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 spp. Spezies 

 TAA trimeres Autotransporter-Adhäsin 

 Tab. Tabelle 

 TAE Tris-Acetat-EDTA Puffer 

 TEMED N,N,N`,N`-Tetramethyl-Ethylendiamin 

 Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

 Tween 20 Polyoxyethylen(20)sorbitan-monolaurat 

 U Unit 

 u.a. unter anderem 

 U.S. United States 

 USA United States of America 

 v.a. vor allem 

 VEGF vascular endothelial growth factor 

 Vomps variably expressed outer membrane proteins 

 WT Wildtyp 

 YadA Yersinia Adhäsin A 

 z.B. zum Beispiel 

 z.T. zum Teil 

 µl Mikroliter 

 µg Mikrogramm 
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