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1 Einleitung

1.1 Allgemeines zum Genus Bartonella
Bartonellen sind gram-negative, fakultativ intrazelluldr lebende Stébchen, die

hiamotroph viele Sdugetiere und auch den Menschen besiedeln (Tab. 1) (Dehio, 2001).
Sie sind 0,3 bis 0,5 um dick und 1,0 bis 1,7 um lang, gehoren der Ordnung der
Rickettsiales an und sind somit nahe verwandt mit der Gattung der Rickettsiae und

Coxiellae (Maurin and Raoult, 1996).

Art Wirt Ubertragung
B. bacilliformis Mensch Sandfliege
B. quintana Mensch Lause

B. henselae Mensch, Katze Katze

B. clarridgeiae Mensch, Katze Katze

B. elisabethae Mensch, Ratte unbekannt
B. vinsonii subsp. vinsonii Wiihlmaus -

B. vinsonii subsp. arupensis ~ Mensch, Maus ==

B. vinsonii subsp. berkhoffi Hund -

B. talpae kleine Waldtiere -

B. peromysci kleine Waldtiere 7=

B. grahamii kleine Waldtiere ==

B. taylorii kleine Waldtiere 7=

B. doshiae kleine Waldtiere -

B. alsatica Wildkaninchen -

B. tribocorum Ratte -

B. birtlesii kleine Waldtiere 7=

B. koehlerae Katze -

B. schoenbuchii Rehwild -

B. weissii Rind -7~

Tab. 1: Ubersicht iiber die heute bekannten Bartonella spezies

In Kultur wachsen Bartonellen sehr langsam, sie bendtigen komplexe Néhrmedien mit
Hamin (Sander et al., 2000). Am besten wachsen sie in Ko-Kultur mit Endothelzellen.
Einfacher und sehr effizient ist aber die Kultivierung auf Columbia-Agar, versetzt mit
5 % Schaf- oder Kaninchenblut bei 35 °C bis 37 °C (B. bacilliformis: 30 °C) in 5 %
CO; und wasserdampfgesittigter Atmosphare.

Fiir die Kultur von Primérisolaten sollten die Bakterienkulturen fiir mindestens vier
Wochen inkubiert werden. Es tritt zundchst ein langsam wachsender ,,rough“-Typ auf,
der spiter vom schneller wachsenden ,,smooth“-Typ iiberwachsen wird. Es ist zu
beachten, dass CO»-getriggerte Nachweissysteme wie BACTEC® fiir den Nachweis von

Bartonella spezies nicht geeignet sind (Schwartzman, 1996).



Abb. 1: Einzelkolonie von B. henselae nach mehreren Wochen Kultivierung

1.2 Bartonella spezies als Humanpathogen: Besonderheiten
der Pathogenese
Nur einige der heute bekannten Bartonella spezies sind humanpathogen. Sie werden

durch Arthropoden oder durch Kontakt mit dem infizierten Sdugetierwirt auf den
Menschen iibertragen und rufen sehr unterschiedliche Krankheitsbilder hervor, die zum
Teil ineinander iiber gehen konnen und je nach Immunstatus des Infizierten sehr
unterschiedlich sind.

Eine Ubersicht iiber die Krankheiten der sechs bisher bekannten humanpathogenen

Bartonella spezies sind in Tab. 2 zusammengestellt.

hamolytisch-pyretisch

Oroya-Fieber B. bacilliformis

Fiinf-Tage-Fieber B. quintana

Bakterdmie B. bacilliformis, B. henselae, B. quintana, B.
clarridgeiae, B. elisabethae, B. vinsonii ssp. arupensiss

Bakterdmie B. henselae , B. quintana

(beim Immunsupprimierten)

entzundlich-granulomatos

Katzenkratzkrankheit (KKK)  B. henselae , B. clarridgeiae

Neuroretinitis B. henselae, B. grahamii(?)
Endokarditis B. henselae, B. quintana, B. elisabethae
Endokarditis B. henselae, B. quintana

(beim Immunsupprimierten)

vasoproliferativ

Verruga peruana B. bacilliformis
Bazillare Angiomatose B. henselae, B. quintana
(beim Immunsupprimierten)

Bazilldre Peliose B. henselae

(beim Immunsupprimierten)

Tab. 2: Humanpathogenitéit von Bartonella spezies

Die Besonderheiten der einzelnen Formenkreise der Erkrankungen sollen nun kurz

erlautert werden.



1.2.1 Hamolytisch-pyretische Erkrankungen
Das Oroya-Fieber ist eine hdmolytische Erkrankung, die durch die Infektion des

Menschen mit B. bacilliformis hervorgerufen wird. Dieses Bakterium wird durch die
Sandmiicke (Lutzomyia verrucorum) iibertragen. Durch die limitierte regionale
Ausbreitung des Vektors sind die Infektionsorte auf die hoheren Regionen der Anden
beschrinkt. Das Krankheitsbild manifestiert sich mit rasch ansteigendem, unregelmifBig
verlaufenden  Fieberschilben, = Lymphadenopathien, starken = Kopfschmerzen,
Skelettschmerzen, Hepatosplenomegalie und einer sich rasch entwickelnden,
hdmolytischen Andmie. Letztere wird durch eine bakterielle Besiedlung der
Erythrozyten hervorgerufen. In der akuten Phase sind 40-100 % der Erythozyten
befallen (Ihler et al., 1996). AuBBergewdhnlich ist, dass B. bacilliformis dabei in die
roten Blutzellen eindringt und diese zerstort. Es gibt eine Vielzahl von Bakterien, die
wihrend ihrer Infektion des Menschen intrazelluldr auftreten. Dabei handelt es sich bei
den Wirtszellen vor allem um Epithelzellen oder Makrophagen, die invadiert werden
(siche 1.4.1). Die Invasion von Erythrozyten ist eine Besonderheit, die bisher nur
Spezies der Gattung Bartonella und der Familie der Anaplasmataceae beschrieben
wurde (Ristic, 1979) und daher Gegenstand aktueller Forschung ist (siehe 1.4.2).

Das akute Krankheitsbild kann in eine chronische Phase {ibergehen, die durch
vasoproliferative Tumore gekennzeichnet ist (siche unten). Beide Krankheitbild werden

unter dem Begriff Carrion’sche Erkrankung zusammengefasst.

Das Fiinf-Tage-Fieber ist eine Erkrankung, die durch B. quintana hervorgerufen wird.
Die Ubertragung auf den Menschen erfolgt iiber die Korperlaus (Pediculuc humanus)
und ist mit schlechten hygienischen Verhéltnissen assoziiert. Das Krankheitsbild
manifestiert sich mit periodisch auftretenden Fieberschiiben in einem Intervall von vier
bis acht Tagen iiber einen Zeitraum von bis zu zwei Monaten. Eine Hadmolyse gehort
nicht zum typischen Verlauf, wenn auch von Fillen mit begleitender Andmie berichtet

wird (Liberto and Matera, 2000; Maurin et al., 1997; Maurin and Raoult, 1996).

1.2.2 Entziindlich-granulomatose Erkrankungen
Zu diesem Formenkreis zéhlen die Katzenkratzkrankheit (KKK), die Endokarditis und

die Neuroretinitis. Annahmen, die die koronare Herzkrankheit mit Bartonella spezies in

Verbindung brachten, konnten nicht bestétigt werden (Ender et al., 2001).



Wihrend die Endokarditis und die Neuroretinitis sehr selten auftreten, (Holmes, 1995;
Kerkhoff et al., 1999; Maurin and Raoult, 1996), ist diec Katzenkratzkrankheit diec am
hiufigsten auftretende Erkrankung beim Menschen, die durch Bartonella spezies
ausgelost wird. 1997 schitzte man, daB3 in den USA jéhrlich 22.000 Patienten aufgrund
einer KKK ambulant behandelt wurden. Dies entspricht einer Pridvalenz von 9,3 pro
100.000 (Bass et al., 1997).

Die KKK wird durch eine Infektion des Immunkompetenten mit B. henselae
hervorgerufen und geht in unkomplizierten Fillen mit Lymphknotenschwellungen und
unspezifischen Symptomen wie Fieber oder Kopfschmerz einher. In den allermeisten
Féllen heilt die Erkrankung ohne antibiotische Behandlung innerhalb von 8 bis 12
Wochen aus.

B. henselae wird von Katzen durch Kratzwunden auf den Menschen {iibertragen.
Wihrend das Bakterium beim Menschen pathogen ist, lebt es in der Katze in der Regel
als asymptomatisch persistierender Parasit in den Erythrozyten. Die intraerythrozytére
Kolonisation des tierischen Wirts erinnert an die gleiche Lokalisation von B.
bacilliformis beim Oroya-Fieber (s.0.).

Bei immunsupprimierten Menschen werden zweit weitere, zu den vasoproliferativen
Erkrankungen zihlende Krankheitsbilder durch B. henselae ausgeldst, die bazilldre

Angiomatose und die bazilldre Peliosis hepatis.

1.2.3 Vasoproliferative Erkrankungen
Die bazillire Angiomatose (BA) und die bazillire Peliosis hepatis (BPH) sind

vasoproliferative Manifestationen, die durch Infektion immunsupprimierter Menschen
mit B. henselae und/ oder B. quintana ausgelost werden (die BPH-Félle wurden bisher
nur mit B. henselae assoziiert) (Koehler et al., 1997). Besonders AIDS-Patienten, aber
auch Immunsupprimierte nach Organtransplantationen, sind betroffen (Ahsan et al.,
1998; Kemper, 1995). Es sind aber auch schon Fille von BA bei immunkompetenten
Personen beschrieben worden (Cockerell, 1995).

In diesen Formenkreis gehort aulerdem die Verruga peruana, die als Sekundirstadium
der Carrion’schen Erkrankung (siehe oben) oder auch als primédre Manifestation einer B.
bacilliformis-Infektion auftreten kann.

Diesen Krankheitsbildern ist gemein, dass es zur Ausbildung multipler Tumoren an der
Haut kommt, die dem Kaposi-Sarkom dhnlich sind. Es handelt sich um millidre oder

nodulédre, vaskularisierte Papeln, die bei der Verruga peruana vor allem an den



Extremitéiten, bei der BA auch an den Schleimhéduten oder inneren Organen auftreten.
Es konnen die Epidermis, Dermis oder alle Schichten bis in die Subkutis betroffen sein
(Arias-Stella et al., 1986; Maurin and Raoult, 1996).

Histologisch findet man bei diesen Erkrankungen endotheliale Hyperplasien, die
ausgeformte Kapillaren bilden oder ohne Lumen in pseudoepitheloider Anordnung
vorliegen. Bakterien findet man extrazelluldr zwischen den Endothelzellen, aber auch
intrazelluldr (Arias-Stella et al., 1986; Sander et al., 1996). Diese ,,Einschliisse* werden
bei der Verruga peruana nach ihrem Erstbeschreiber manchmal Rocha-Lima-
Korperchen genannt.

Diese Krankheitsbilder beruhen auf einem weiteren, sehr speziellen
Pathogenitidtsmechanismus: die Fdhigkeit zur Invasion von Endothelzellen und vor
allem deren Induktion zur Aussprossung und Bildung neuer Kapillaren oder
kapillardhnlichen Strukturen. Dieser Prozess, den man als Neoangiogenese bezeichnet,
wird aus verschiedenen Griinden zur Zeit intensiv erforscht. Zum Beispiel ist er bei der
Krebsentstehung von Bedeutung, auflerdem versucht man, ihn therapeutisch

einzusetzen, um Umgehungskreisldufe um stenosierte GefaB3stellen zu induzieren.

1.3 Bartonella spezies im tierischen Wirt
Die meisten Bartonella spezies besiedeln das Blut verschiedener Sduger. Dazu zdhlen

sowohl Haustiere wie Hund und Katze als auch Mause und Ratten, die in néchster
Umgebung des Menschen anzutreffen sind, aber auch Wapiti, Rehe und Pumas. Es wird
vermutet, dass die verschiedenen Bartonella spezies nur ein definiertes, sehr enges
Wirtsspektrum besiedeln (siehe Tab. 1).

Die Durchseuchungsrate der einzelnen Wirtspopulationen ist grof. Bei einer
Studie von Heller et al. waren 53 % der streunenden Katzen in Frankreich bakterdmisch
mit B. henselae (Heller et al., 1997). In Freiburg i.B. waren 13 % der untersuchten
Katzen aus Haushalten bakterdmisch (Sander et al., 1997), in den USA konnte sogar
eine Privalenz von B. henselae in Hauskatzen von 41 % gezeigt werden (Glaser et al.,
1994).

Verschiedene Untersuchungen von kleinen Waldtieren in den USA und England
zeigten, dass aus iiber 50 % der gefangenen Tiere Bartonella spezies isoliert werden

konnten (Birtles et al., 1994; Kosoy et al., 1998; Kosoy et al., 1997). In Frankreich



konnten bei einer Untersuchung von Wildkaninchen in 9 von 30 Blutkulturen

Bartonella spezies gefunden werden (Heller et al., 1999).

Im Gegensatz zur Infektion des Menschen, die immer mit der Auslosung eines
Krankheitsgeschehens verbunden ist, verlauft die Infektion des tierischen Wirts meist in
Form einer lang andauernden, asymptomatischen Bakterdmie. Dies konnte bei
experimentellen Infektionen von Katzen (Regnery et al., 1996), Ratten (Hansmann,
2000; Schiilein et al., 2001) und Mausen (Koesling et al., 2001) ermittelt werden und
wird auch fiir den natiirlichen Infektionsverlauf angenommen (Dehio, 2001).

Die Invasion in die roten Blutzellen wird als kennzeichnend fiir die Infektion des
natiirlichen Reservoir-Wirtes angenommen. Die intraerythrozytire Lokalisation im
tierischen Wirt ist fiir einige Bartonella spezies verifiziert worden. Kordick et al. fanden
durch elektronenmikroskopische Zwei Studien wiesen in 3-6 % der Erythrozyten
natiirlich infizierter Katzen intrazelluldre Bakterien (Kordick and Breitschwerdt 1995;
Rolain et al. 2001). Heller et al. beschrieben solche Stadien nach experimenteller
Infektion von Kaninchen mit B. alsatica aufgrund lichtmikroskopischer Analysen
(Heller et al., 1999). Auch fiir B. talpae und B. permysci (friher: Grahamella spezies)
sind intraerythrozytire Stadien beschrieben worden (Birtles et al., 1994; Birtles, 1995).
Auf welche Weise Bartonella spezies es schaffen, das intraerythrozytire
Kompartiement zu Besiedeln ist bisher ebenso wenig verstanden, wie die Bedeutung
dieser Strategie fiir den asymptomatischen Infektionsprozel und den Lebenszyklus

dieser Bakterien.

1.4 Pathogenitatsmechanismen der Gattung Bartonella
Bei der Besiedlung eines Organismus mit Bartonella spezies kann es also zu sehr

unterschiedlichen Reaktionen kommen: die asymptomatische Kolonisation im tierischen
Wirt auf der einen Seite und akute oder chronische Erkrankungen bei Besiedlung des
Menschen auf der anderen Seite. Zwei Virulenzstrategien fallen dabei auf: (1) die
Induktion von Angiogenese und (2) die Invasion in Erythrozyten.

Die Induktion von angiogenetischen Prozessen ist nur bei der Besiedlung des
immunsuprimierten Menschen mit B. henselae oder B. quintana bekannt. Auf diesen
Prozef3 soll hier nicht ndher eingegangen werden. Es sei hier auf folgende Literatur

hingewiesen: (Dehio, 1999; Dehio, 2001; Kempf, Volkmann et al., 2001).



Die intraerythrozytire Kolonisation scheint bei die Besiedlung des natiirlichen
Wirts fiir alle Bartonella spezies eine spezielle Virulenzstrategie zu sein. Die damit
verbundene Féahigkeit zur Invasion in rote Blutzellen ist beinahe einzigartig. Darauf soll

nun niher eingegangen werden.

1.4.1 Das intrazelluldre Auftreten von Bakterien
Ein weit verbreiteter Mechanismus vieler Mikroorganismen fiir die Invasion in Zellen

ist die Induktion eines phagozytotischen Vorgangs der Wirtszelle. Review: (Dramsi and
Cossart, 1998). Dieser Prozefl ist fundamental wichtig fiir sehr viele intrazelluldr
auftretende Pathogene, und der amerikanische Forscher S. Silverstein schrieb 1995:%
Phagozytosis appeals to almost everyone. [...] Science fiction devotes will revel as
invading microbial pathogens evade the cell’s outer defences and win the day by
striking at a station along the endocytic pathway. The laid-back of all ages will
appreciate the many ways procaryotes from life-long, sometimes symbiotic,
associations with the cells that phagocytose them. ...“(Silverstein, 1995).

Der Prozel3 der Phagozytose kann vereinfacht in drei charakteristische Phasen unterteilt
werden: (1) Nach der Adhision des Bakteriums iiber einen rezeptorvermittelten Prozef3
kommt es durch eine intrazelluldre Signalkette zur Reorganisation des Zytoskeletts. Es
folgt (2) die Internalisation der Plasmamembran mit dem Partikel als endozytotisches
Vesikel. (3) Nach der Aufnahme des Mikroorganismus verhindert dieser auf
verschiedenste Weise, da3 er durch den normalen Verdauungsvorgang der Zelle zerstort
wird (Escape). Diese Prozesse sind hochdynamisch und erfordern vor allem seitens der
Wirtszelle ein aktives Zytoskelett und einen streng gesteuerten Membranflul zwischen
den einzelnen Kompartimenten der Zelle. Die Bakterien liegen nach der Aufnahme
meist in kleinen Membranvesikeln vor, die oft in der Ndhe des Zellkerns lokalisiert sind
(Alberts et al., 1995; Greenberg, 1995).

Dieses Prinzip, welches von verschiedenen Bakterien auf recht unterschiedliche Weise
verwirklicht wird, gilt nicht nur fiir die Invasion in sogenannte 'professionelle
Phagozyten’, wie Granulozyten oder Makrophagen, die zum Beispiel von Gonokokken
oder Mykobakterien besiedelt werden. Auch andere Zellen, die normalerweise gar nicht
zur Phagozytose befdhigt sind, konnen von Bakterien veranlaBit werden, diese durch
Phagozytose aufzunehmen. Chlamydien besiedeln das Epithel des Urogenitaltraktes und
des Auges (Wyrick, 2000). Auch Neisserien (Merz and So, 2000) Shigellen (Bourdet-



Sicard et al., 2000), Mycobakterien (Bermudez and Sangari, 2001), Salmonellen
(Falkow, 1997; Raupach et al., 1999) und andere sind gut erforschte Beispiele.

Auch fiir B. bacilliformis (Garcia et al., 1992), B. henselae (Dehio et al., 1997; Dehio,
1999) und fiir B. quintana (Brouqui and Raoult, 1996) konnte in vitro (fiir B. quintana
auch in vivo ) gezeigt werden, dall diese in verschiedene Epithelien und Endothelien
aufgenommen werden. Dabei kommt es in dhnlicher Weise wie oben geschildert, zur

Induktion der aktiven, phagozytotischen Aufnahme in die Wirtszellen.

1.4.2 Die Erythrozyteninvasion von Bartonella
Erythrozyten stellen eine besondere Klasse von Zellen dar: Ein ausgereifter Erythrozyt

hat weder einen Zellkern, den andere Zellen fiir die Steuerung phagozytotischer
Vorginge benutzen, noch weist er, wie andere Zellen, die Mdglichkeit der Aktin-
abhingigen Bildung von endozytotischen Vesikeln auf oder zeigt einen aktiven

Membranflufl zwischen der Plasmamembran und dem intrazelluldren Raum.
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Abb. 3: Aufbau des Membranzytoskeletts des Erythrozyten

Die Erythrozytenmembran ist vielmehr auf Stabilitdit gegen &uBlere Scherkrifte
ausgelegt (Hoffbrand et al., 1997).

Es stellt sich die Frage, wie es zur intraerythrozytdren Lokalisation von Bartonella
spezies kommt? Liegt der Invasion in die Erythrozyten vielleicht ein vollig neuer
Mechanismus zugrunde?

Der jetzige Wissensstand soll im Folgenden dargestellt werden.



1.4.2.1 Deformin, Flagellen und Fimbriae als mogliche Pathogenitatsfaktoren
fur die Erythrozyteninvasion von Bartonella

1986 konnten Benson et al. durch elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigen,
daB B. bacilliformis stabile Komplexe mit humanen Erythrozyten in vitro bildet.

Die Aggregatbildung zeigte sich in Abhédngigkeit von der Beweglichkeit von B.
bacilliformis, die es durch seine starke Flagellierung erhilt (Benson et al., 1986).
Antikorper gegen Flagellin, ein 42 kDa-Protein, welches die Flagellen von B.
bacilliformis aufbaut, konnten die Aggregation stark vermindern (Scherer et al., 1993).
Es ist nicht bekannt, welche Rolle die Flagellen spielen; sie konnten zum einen
Adherenzstrukturen aufweisen, zum anderen konnte es aber auch sein, dass sie durch
die Fahigkeit zur Motilititsvermittlung einen entscheidenden Pathogenitétsfaktor
darstellen (Minnick and Anderson, 2000; Minnick et al., 1996). Allerdings scheint die
Invasion nicht zwingend von flagellenvermittelten Strukturen oder der Motilidt
abhingig zu sein, da beispielsweise B. henselae nicht flagelliert ist (Dehio, 1997).

Auch die Rolle der von einigen Bartonella spezies ausgebildeten Fimbrien (auch
bundle-forming-pili, BFP genannt), die bei vielen anderen Bakterien eine Rolle bei der
Adhision spielen, ist nicht geklart (Minnick et al., 1996).

Bei der von Benson et al. beschriebenen Aggregatbildung von B. bacilliformis mit
Erythrozyten kam es zu einer deutlichen Formverdnderung der roten Blutzellen, die
auch nach dem Abldsen der Bakterien erhalten blieb (Benson et al., 1986). Es konnte
ein hydrophober Faktor, Deformin genannt, aus dem Uberstand der Kulturen von B.
bacilliformis und B. henselae isoliert werden, welcher, auch ohne die Anwesenheit von
Bakterien, bei Zugabe zu roten Blutzellen zu Deformationen der Erythrozytenwand
fiihrt (Iwaki-Egawa and Ihler, 1997). Zundchst nahm man an, es handele sich um ein
Protein (Xu et al., 1995), neuere Bericht weisen aber darauf hin, dass Deformin ein
kleines, hydrophobes Molekiil mit einem Molekulargewicht von ungefihr 1,4 kDa ist
(Derrick & Thler, 2001). Es kann von Albumin als hitze- und protease-resistentes,
wasserlosliches Molekiil gelost werden (Dehio, 2001). Die beschriebenen
Invaginationen gehen durch Behandlung mit Vanadate, einem ATPase-Inhibitor, oder
dem Phospholipid Dilauroylphosphatidylcholine sowie durch Erhéhung der
intrazelluldren Kalzium-Konzentration zuriick (Mernaugh and Ihler, 1992). Die
Beduetung dieses Faktors und der genaue Wirkmechanismus ebenso wie die Frage, wie

Deformin in den extrazelluliren Raum gelangt, sind bisher nicht geklért.



1.4.2.2 Typ IV-Sekretionssysteme
Viele pathogene Mikroorganismen haben spezielle Systeme entwickelt, um

Pathogenititsfaktoren (meist Proteine, aber auch andere Stoffe) in den extrazelluldren
Raum zu transportieren, da hier die Interaktion mit dem Wirt stattfinden kann. Diese
Transportsystemen werden heute allgemein in fiinf Familien unterschieden (Henderson
et al., 2000; Lory, 1998). Fiir B. henselae and B. tribocorum konnte ein Typ IV-
Transporter identifiziert werden (Baron, O’Callaghan et al, 2002; Dehio 2001a). Bei
diesen  Transportsystemen  handelt es sich um  Abwandlungen von
Konjugationssystemen, welche als erstes bei Agrobacterium tumefaciens entdeckt
wurden und nun auch fiir viele Humanpathogene, wie z.B. Bordetella pertussis,
Brucella spezies und Helicobacter pylori bekannt sind (Christie and Vogel, 2000).
Durch Lokusspezifische Mutagenese von zwei der fiir dieses Transportsystem
notwendigen Proteine in B. tribocorum konnte gezeigt werden, dass der Typ IV-

Transporter fiir die Erythrozyteninvasion wichtig sein konnte (Dehio, 2001).

1.4.2.3 Membran-Rezeptor-Proteine fur die Interaktion von Bartonella spezies
mit Erythrozyten

Fiir die Interaktion von B. bacilliformis und B. henselae mit menschlichen und auch
tierischen Erythrozyten sind einige Proteine identifiziert worden, die moglicherweise
eine Rolle als Rezeptorproteine spielen. In zwei unterschiedlichen Studien konnte ein
230 kDa groB3es Protein in der Membran von humanen Erythrozyten ermittelt werden,
welches von B. bacilliformis gebunden wird. Es wurde die Vermutung angestellt, dass
es sich um Spektrin handele. Auch aufgereinigtes Spektrin wird von B. bacilliformis
gebunden. Dariliberhinaus wurden weitere Proteine benannt, so zum Beispiel
Glycophorin A/B und Aktin (Buckles and McGinnis Hill, 2000; Iwaki-Egawa and Ihler,
1997). Ob es sich dabei um funkionell wichtige Interaktionen handelt, ist nicht klar.
Schon frither wurde jedoch nach in-vitro-Infektionsexperimenten mit B. bacilliformis
postuliert, dass die Bindungsstrukturen am Erythrozyten keine Glykoproteine seien,
sondern wahrscheinlich Glykolipide (Walker and Winkler, 1981). Insgesamt ist die
Frage nach der molekularen Interakrion von Bartonella spezies mit der

Erythrozytenmembran bisher noch wenig geklért.

1.4.2.4 Der ialA/B-Locus
Neben den oben genannten zellbiologischen Erkenntnissen wurde 1995 von Mitchell

und Minnick erstmals auf genetischer Ebene ein Hinweis fiir die Identifikation von

10



Pathogenitétsfaktoren fiir die Erythrozyteninvasion von B. bacilliformis verdftentlicht.
Es wurde vom Genom von B. bacilliformis eine Plasmidbank in E. coli erstellt. Dazu
wurde das Genom in Stiicke geteilt, die groBer sind, als die durchschnittliche Lénge
eine Gens und somit potentiell Gene enthalten, die fiir einen bestimmten Phinotyp
notwendig sind. In einem in vitro-Infektionsversuch mit diesen genetisch verédnderten
E. coli erhielt man Klone, die vorher nicht invasiv waren, nun aber die Fahigkeit zur
Erythrozyteninvasion erhalten hatten. Sie mufliten Gene erhalten haben, die fiir diesen
Phénotyp notwendig sind. Es wurde so ein chromosomales, 1,469 kb gro3es Fragment
identifiziert, welches zwei offene Leseraster von 510 bp und 558 bp enthielt, die von
einer intergenischen Sequenz von 116 bp getrennt wurden und als ia/4 und ialB
bezeichnet wurden (fiir ,,invasion associated locus*).

lalA kodiert fiir ein 21 kDa grofles Protein (Mitchell and Minnick, 1995). Es
handelt sich bei diesem Protein um eine Nudix-Hydrolase (Nucleotid-Diphosphat und
X-Rest). Diese Enzyme hydrolysieren Stoffe, bestehend aus einem NDP (Nucleosid-
Diphosphat) und einer weiteren Gruppe. Substrate konnen Nucleosidtriphosphate sein,
genauso wie Dinucleosid Polyphosphate oder Nucleotide mit weiteren
Kohlenhydratketten. Dabei sind einige dieser Enzyme hoch spezifisch, andere hingegen
konnen unterschiedliche Stoffe als Substrat verwenden. IalA hydrolosiert als
bevorzugtes Substrat ein Diadenosintetraphosphat, Adenosin 5’-tetraphospho-
5’adenosin (ApsA). Es konnen aber auch Diadenosine mit bis zu sechs Phophatgruppen
verstoffwechselt werden, oder Dinucleotide mit der Purinbase Guanin statt Adenin.
Nudix-Hydrolasen sind sowohl in menschlichen Zellen als auch bei Prokaryonten und
Pflanzen gefunden worden. Funktionell werden sie mit einer Vielzahl von Prozessen in
Verbindung gebracht. Dazu zdhlt auch die Anpassung an, durch Sauerstoffradikale
ausgelosten, metabolischen Strefl und die Regulation der DNA-Replikation wihrend der
Zellteilung. Dies sind Féahigkeiten, die bei der Invasion von Zellen moglicherweise eine
Rolle spielen. So vermittelt ein sehr dhnliches Gen aus Actinobacillus
actionmycetemcomitans in E. coli die Fahigkeit in Epithelzellen der Mundschleimhaut
eindringen zu konnen (Cartwright et al., 1999; Conyers and Bessman, 1999). Review:
(McLennan, 1999).

Das Protein des ialB-Locus wurde durch in vitro-Expression mit einer relativen
Masse von 20 kDa angegeben. Die Expression in E. coli zeigte eine relative Masse von

18 kDa. Dieses Ergebnis, und die computergestiitzte Identifikation einer moglichen
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Signalpeptidase-Schnittstelle fiihrten zu der Vermutung, es konne sich um ein
posttranslational verdndertes Protein, mdoglicherweise ein Protein mit einer
Signalsequenz fiir die extrazellulire Prédsentation bzw. Sekretion handeln. Die
Proteinsequenz zeigt eine 63,6 %ige Ahnlichkeit zu dem Ail-Protein von Yersinia.
enterocolitica, welches bei Expression in E. coli ebenfalls zu einem invasiven Verhalten
in Kulturzellen fiithrt (Miller et al, 1990; Mitchell and Minnick, 1995). Man nahm
zunichst an, daf} es sich bei dem durch den ia/B-Locus kodierten Protein um ein
duBeres Membranprotein handelt (Coleman et al., 1998), spiter konnte gezeigt werden,
daB3 es sich um ein Protein der inneren Membran handelt (Coleman and Minnick, 2001).
In vitro-Experimente deuteten zunéchst darauf hin, dass die Adhésion an Erythrozyten
von ialB nicht geférdert wird. Eine Rolle fiir den Invasionsprozel3 wurde aber als
wahrscheinlich angenommen (Mitchell and Minnick, 1995). In einer aus der gleichen
Arbeitsgruppe stammenden neuernen Verdffentlichung iiber Adhésions- und -
Invasionsexperimente in vitro mit einem generierten lalB-defizienten B. bacilliformis-
Stamm wurde jedoch deutlich, dass IalB wohl doch fiir die Adhdsion an und auch fiir
die Invasion von B. bacilliformis in humane Erythrozyten wichtig ist (Coleman and
Minnick, 2001). Daten iiber die Bedeutung von lalB fiir das in vivo-Verhalten von

Bartonella spezies gibt es bisher nicht.

1.4.2.5 Weitere Hypothesen
Ein weiterer Mechanismus, der die intraerythrozytidre Lokalisation von Bartonellen

erklaren konnte, wére die Infektion von erythroiden Vorlduferzellen. Diese Zellen, die
vor allem im roten Knochenmark liegen, sind endozytotisch hoch aktiv. Sie konnten
daher Bakterien iiber induzierte Phagozytose aufnehmen, um dann als ausgereifte
Erythrozyten im peripheren Blut zu erscheinen.

Der Reifungsprozess der erythroiden Vorlduferzellen im Knochenmark, der
Erythropoese genannt wird, dauert bis zur Entlassung in den Blutstrom fiinf bis sieben
Tage. Die zundchst im Blut erscheinenden Zellen sind die Retikulozyten, kernlose
Zellen, die nur noch ein Rest RNA enthalten und innerhalb von einem Tag zu maturen

Erythrozyten ausdifferenzieren.
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Abb. 4: Bisher bekannte oder vermutete Pathogenititsfaktoren der Erythrozyteninvasion
von Bartonella spezies

Etwa 5 % der roten Blutzellen im peripheren Blut sind Retikulozyten. Physiologisch
befinden sich auch noch andere, weniger differenzierte erythroide Vorlduferzellen in
sehr geringer Zahl im Blut. Thre Zahl wird auf unter 0,1 % geschdtzt (Dérmer and
Clemens, 1994).

Bisher ist iiber die Interaktion von Bartonella spezies mit erythropoetischen
Vorlduferzellen nichts bekannt.

1.5 Ausgangspunkt und Ziel der Arbeit

Ausgangspunkt der Arbeit war die Beobachtung, dass Bartonella spezies zur Invasion
von Erythrozyten fdhig sind. In den meisten Féllen gelangen intrazelluldr vorkommende
Mikroorganismen durch induzierte Endozytose ins Zellinnere, also durch einen aktiven
Prozess der Wirtszelle, wofiir ein aktives Zytoskelett benotigt wird (Alberts et. al, 1995;
Cossart et al, 1996; Dramsi and Cossart 1998, Finlay and Falkow, 1989). Dies haben
Erythrozyten nicht. Auf welche Weise Bartonella spezies in diese Zellen invadieren ist
bisher nicht bekannt. Ebensowenig weil man dariiber Bescheid, welche Bedeutung
diese flir Bartonella spezies typische Pathogenititsstrategie fiir die Besiedlung
unterschiedlicher Wirtsorganismen hat. Wenige Instrumente zur Beantwortung dieser
Fragen und der Frage nach anderen Pathogenititsmechanismen standen bislang zur

Verfligung.
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Die Erythrozyteninvasion von Bartonella sollte von zwei Seiten her untersucht werden:
(1) deskriptiv in einem Tiermodell, mit besondere Hinsicht auf die Interaktion mit
erythroiden Vorlduferzellen und (2) auf genetischer Ebene, mit dem Ziel, fiir die

Invasion notwendige Pathogenitétsfaktoren identifizieren zu kdnnen.

1.5.1 Etablierung eines Tiermodells der Erythrozyteninvasion
Fiir die Erythrozyteninvasion wurden in vitro-Infektionsmodelle fiir B. bacilliformis

(Mitchell and Minnick, 1995) und B. henselae (Mehock et al., 1998) beschrieben. Die
Invasionsraten waren allerdings sehr gering. So schienen diese Systeme ungeeignet fiir
die Analyse des Invasionsprozesses.

Als 1998 die Spezies B. tribocorum beschrieben wurde, schien diese gut geeignet zu
sein, um das Verhalten von Bartonella spezies in vivo untersuchen zu konnen; B.
tribocorum ist ein natiirlicher, asymptomatisch persistierender Parasit im Blut von
Wanderratten (Rattus norvegicus) und ist nach dem heutigen Kenntnisstand fiir den
Menschen nicht pathogen. Heller et al. war es moglich gewesen, eine Bakterdmie in
experimentell infizierten Ratten hervorzurufen (Heller et al., 1998).

Uber den Verlauf der Infektion, speziell die Lokalisation der Bakterien in vivo
und ihrer Interaktion mit Erythrozyten war bisher nichts bekannt. Ziel dieser Arbeit war
daher die griindliche Untersuchung des natiirlichen Infektionsverlaufes in diesem
Modell. So sollten weitere Aufschliisse {iber die dkologischen Besonderheiten von
Bartonella erarbeitet werden. Insbesondere sollte dabei die Frage nach einer moglichen
Interaktion von Bartonella spezies mit erythropoetischen Vorlduferzellen bearbeitet
werden. Auflerdem sollte es als Grundlage dienen, um generierte Defektmutanten
phinotypisch analysieren zu konnen (siehe unten).

Dazu stand ein von R. Schiilein (Max-Planck-Institut fiir Infektionsbiologie,
Tiibingen) genetisch verdnderter Stamm von B. tribocorum 506" zur Verfiigung, der
GFP (green fluorescent protein) exprimiert (B. tribocorum-gfp). GFP ist ein Protein,
welches urspriinglich aus einer Qualle (Aequoria victoria) isoliert wurde. Die in seiner
dreidimensionalen Struktur verdnderte Form gfpmus kann in Prokaryonten exprimiert
werden. Es flihrt bei Anregung mit einem Argonlaser (488 nm) zu einer Fluoreszenz-
Emission mit einer Wellenldnge von ca. 500 - 530 nm, die im FITC-Kanal eines
Durchfluflzytometers bzw. eines konfokalen Fluorenzensmikroskops registriert werden
kann. gfpmu; wurde erstmals 1998 von Dehio et al. in Bartonellen exprimiert (Dehio et
al., 1998).
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B. tribocorum-gfp zeigte eine konstitutive GFP-Expression (R. Schiilein,
personliche Mitteilung), die es mdglich machte, das Verhalten dieser Bakterien in der
Ratte als moglichem Infektionsmodell mit Hilfe der Durchflulzytometrie und der

konfokalen Fluoreszensmikroskopie sehr differenziert verfolgen zu kénnen.

1.5.2 Generierung von Defektmutanten
Mitchell und Minnick suchten erstmals nach Pathogenitéitsfaktoren von Bartonella

spezies auf genetischer Ebene (Mitchell and Minnick, 1995). Mit ihrem Versuch konnte
eine bestimmte Region des Chromosoms von B. bacilliformis identifiziert werden, der
ialA/B-Locus, der nicht invasionsfdhigen FE. coli-Stimmen die Fahigkeit zur
Erythrozyteninvasion in vitro vermittelte (siche 1.4.2.4). Es stellten sich nun die Frage,
ob auch bei B. tribocorum diese Gene vorhanden sind, und ob ia/4 und ialB oder eines
von ihnen eine funktionelle Rolle fiir die Erythrozyteninvasion von B. tribocorum in

vivo spielt/spielen?

Um diese Fragen zu beantworten, sollte der ialA/B-Locus von B. tribocorum zunichst
kloniert und sequenziert werden, um dann Defektmutanten herstellen zu konnen und
diese auf ihre Invasionsfahigkeit in Erytheozyten zu untersuchen.

Fiir die Klonierung wurden von C. Dehio und C. Lanz (Max-Planck-Institut fiir
Infektionsbiologie, Tiibingen) aus der von Mitchell et al. (Mitchell and Minnick, 1995)
verdffentlichten Sequenz des iad/Bl-Locus von B. bacilliformis zwei Primer,
prCHD101 und prCHD103, abgeleitet.

Durch Standard-PCR wurde mit diesen Primern aus chromosomaler DNA von B.
tribocorum eine genetische Sequenz amplifiziert und in den pTOPOII-Vektor von
Invitrogen kloniert, pCD389 (Abb. 5). Nach der Sequenzierung mittels Primer-Walking
konnten die offenen Leseraster von iald, ialB und zwei weiteren, orfl und orf2
genannten Genen identifiziert werden.

Zur Generierung von Defektmutanten sollte in dieser Arbeit ein System entwickelt
werden, welches eine lokusspezifische Mutagenese erlaubt. Zu Beginn der Arbeit gab
es nur ein einziges System zur genetischen Manipulation von Bartonella spezies,
welches die Generierung von Zufallsmutanten durch Tansposon-Mutagenese ermoglicht
(Dehio and Meyer, 1997). Durch inkomplette Duplikation einzelner Gene sollte nun

eine Mdglichkeit zur gezielten Mutagenese geschaffen und angewendet werden.
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Abb. 5: (A) Sequenzierungsvektor pCD389 mit dem ialA/B-Locus von B. tribocorum
Upstream des ialB-Gens liegt ialA und ctpA, ein Gen flr eine c-terminal prozessierende
Protease (Mitchell and Minnick, 1997a).

(B) Minimal-Plasmid pCD 394

Das Plasmid tragt einen Origin of Transfer (oriT) und ein Gen fiir Kanamycinresistenz (Km").
Der Startpunkt fiir die Replikation des Plasmids wahrend der Zellteilung, oriV (vegetativer
Origin) ist der oric,e1, €in in Bartonella nicht replizierender Origin. Daher wird das Plasmid bei
der Zellteilung von B. tribocorum nicht weitergegeben.

Als Ausgangspunkt fiir diese single-cross-over Mutagenese (weiteres zum
Mutagenesesystem 3.2.2) diente ein Minimalvektor, pMinl (Kahrs et al.,, 1995),
welcher mit einem in B. henselae bereits erprobten Kanamycin-Resistenzmarker (km")
(Dehio and Meyer, 1997) versehen, das Minimal-Plasmid pCD394 (Abb. 5) ergab.

Die Komplementation der Defektmutanten sollte mit einem von Dehio et al. in

Bartonella spezies eingesetzten Vektor pPR39 erfolgen (Dehio and Meyer, 1997).

1.5.3 Zusammenfassung
Die Etablierung eines in vivo-Infektionsmodells und die genaue Beschreibung des

Infektionsverlaufs und der Interaktion von Bartonella mit dem erythroiden System des
Wirts sollte die Moglichkeit bieten, Aufschlufl tiber einen moglichen Mechanismus der
intraerythrozytéren Kolonisation von Bartonella zu gewinnen.

Die Kombination dieses Infektionsmodells zusammen mit der Mdoglichkeit der
genetischen Manipulation spezieller Loci im Genom von Bartonella sollte optimale
Voraussetzungen fiir die Aufkldrung von Pathogenitétsfaktoren schaffen.. In dieser
Arbeit sollte die Etablierung dieser Systeme an der Untersuchung des ia/B-Locus

erfolgen.
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2 Material

2.1.1 Allgemeine Materialien

2.1.2 Laborgerate und Verbrauchsmaterialien
FACS (Becton Dickinson), Brutschrinke (Biihler, Kerdus, Heinicke, Memmert),

Einmalspritzen und Kaniilen (Becton Dickinson und Braun Melsungen), Gelapparaturen
fir SDS-PAGE (Biorad), Glaswaren (Schott), Kiivetten (Sarstedt), Magnetriihrer
(Heidolph),

mikroskopische Deckglaschen (rund, & 12 mm und 30 mm) (Multimed),
Nitrozellulosefilter (Millipore), Parafilm (American National Can), Pasteurpipetten
(Brand, Hirschmann), pH-Meter (Radiometer Kopenhagen), Photometer (Beckmann),
Plastikwaren fiir die Zellkultur (Costar, Nunc, Greiner), Plastikwaren allgemein
(Eppendorf, Greiner, Falcon, Nunc, Sarstedt)), PVDF-Membran (Millipore),
Schiittelinkubatoren (New Brunswick Scientific), Schiittler (Biihler), Spannungsgeréte
(Bachofer, LKB, Fischer und Delta Elektronika), Sterilbank (Gelaire, Heraeus),
Sterilpumpe (Millipore), Thermal Cycler (Perkin Elmer Cetus), UV-Lampen (Benda),
Ultraschallgerdt (Branson), Vortex (Janke und Kunkel), Waagen (Wauter, Mettler,
Sartorius), Wasserbdder (Kottermann, GFL, Julabo Labortechnik und Bachhofer),

Zentrifugen und Zubehor (Eppendorf, Heraeus, Hermle, Sorvall, Beckmann)

2.1.3 Chemikalien und Kits

Acrylamid (Roth), Agar-Agar (Difco), Agarose (SeaKem), Antibiotika (Sigma),
Columbia Agar (Difco Laboratories), DMEM (Gibco/BRL), FCS (Boehringer), Gene
Clean Kit (Bio 101), IPTG (Roth), B-Mercaptoethanol (Serva), Natriumdodecylsulfat
(SDS) (Roth), Paraformaldehyd (Merck), Proteinmarker (BioRad), Rinderserumalbumin
(BSA) (Miles Laboratories), TEMED (Serva), Tris-Base (Roth), Triton X-100 (Merck),
Tween 20 (Serva), Glucose (Riedel).

Alle anderen Chemikalien wurden entweder von Merck, Serva, Sigma, Fluka oder Roth

bezogen.
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2.2 Material fur das Arbeiten mit DNA

2.2.1 Plasmide

Name Eigenschaften Quelle

pPR39 Gm" Tra” mob" oriRSF1010 (IncQ) (Ratet et al., 1988)

pMinl oricoi1 TC" oriTrps tersq terupa (Kabhrs et al., 1995)

pSUP2021 Cm' Tc', Tn5 mit Km',Tra~ mob"|(Simon et al., 1983)

oriColEl

pTOPOII Km" Ap' oriColE1 lacZo flori Plac Invitrogen

pRK2013 Km' trpED oriColE1 (Figurski and  Helinski,
1979)

pRK600 Cm' trpED oriColE1 (Figurski and  Helinski,
1979)

pLAFRkm?2 pLAFR5 erginzt durch Km" aus|(Keen etal., 1988)

pSUP2021, kloniert durch Dr. C. Lanz

2.2.2 Oligonukleotide

Name Sequenz 5- 3° Eigenschaften
prCHD101 CGG AAT TCA AAT GGG CTA AAA |bindet im ctp4 Gen von
TTG AAG GTT GG Bartonella (Mitchell and
Minnick, 1995)
prCHD103 CGG AAT TCA GGA ACG CAA TCT | bindet downstream von ialB
TTT GGT AAG GG im ppa-Lokus von
Bartonella (Mitchell and
Minnick, 1995)
prCHD154 GTC GAC TAC GAT CTA GAG AAT | Sequenzierung der Smal-
CC Schnittstelle in pCD394
prCHD155 AAT TAG ATC ATT AAA GGC TCC | Sequenzierung der Smal-
T Schnittstelle in pCD394
2.2.3 Enzyme

T4-DNA-Ligase, Lysozym und Proteinase K (Boehringer), Klenow-Polymerase

(Pharmacia), Pfu-Polymerase und Taq Extender

(Stratagene),

Tag-Polymerase
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(Appligene und GibcoBRL), Restriktionsenzyme (Appligene, Biolabs, Boehringer,

GibcoBRL, Pharmacia und USB).

2.2.4 Allgemeine Losungen

50 x TAE-Puffer

242 g/l Tris-Base, 57,1 ml/l Eisessig, 50
mM EDTA

GEBS-Puffer

20 % Glycerin, 50 mM EDTA, 0,05 %
Bromphenolblau, 0,5 % Sarkosyl

Methylenblau

0,1 % (w/v) Methylenblau in H,O

Ethidiumbromidfarbelosung

1 mg/ml Ethidiumbromid in Wasser

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol

gemischt im Verhéltnis 25:24:1

Chloroform/Isoamylalkohol

gemischt im Verhéltnis 24:1

Natrium-Acetat

3 M Natrium-Acetat pH 5,2

2.2.5 Puffer fur Restriktionsenzyme

10 x A-Puffer (Boehringer)

330 mM Tris/Acetat, 100 mM Mg-Acetat,
660 mM K-Acetat, 5 mM DTT, pH 7,9

10 x B-Puffer (Boehringer)

100 mM Tris/HCI, 50 mM MgCl,, 1 M
NacCl, 10 mM Mercaptoethanol, pH 8,0

10 x L-Puffer (Boehringer)

100 mM Tris/HCI, 100 mM MgCl,, 10 mM
DTE, pH 7.5

10 x H-Puffer (Boehringer)

500 mM Tris/HCI, 100 mM MgCl,, 1 M
NaCl, 10 mM DTE, pH 7.5

10 x M-Puffer (Boehringer)

100 mM Tris/HCI. 100 mM MgCl,, 500
mM NaCl, 10 mM DTE, pH 7,5

2.2.6 Puffer fiir andere Enzyme

10 x Ligase-Puffer

660 mM Tris, 50 mM MgCl,, 10 mM DTT,
10 mM ATP, pH 7,5

10 x CIP

100 mM Tris/HCI1, 10 mM ZnCl,, 10 mM
MgCly, pH 8,3
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10 x Taq (Appligene)

0,1 M Tris-HCI, 0,5 M KCI, 15 mM
MgCl,, 1% Triton x 100, 2 mg/ml BSA,
pH 9,0

2.2.7 Losungen fiir die Isolierung von Plasmid-DNA

P1-Puffer 50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 100
pug/ml RNase A, pH 8, 0, 4 °C

P2-Puffer 200 mM NaOH, 1 % (w/v) SDS, RT

P3-Puffer 3 M Kaliumacetat, pH 4,8, 4 °C

QBT-Puffer 50 mM MOPS-NaOH pH 7,0, 750 mM
NaCl, 15 % (v/v) Ethanol, 0,15 % Triton
X-100, RT

QC-Puffer 50 mM MOPS-NaOH pH 7,0, 1 M NaCl,
15 % (v/v) Ethanol, RT

QF-Puffer 50 mM Tris-HCI pH 8,5, 1,25 M NaCl, 15
% (v/v) Ethanol, RT

RNAse A 10 mg/ml in 10 mM Tris-HCI pH 7.5, 15

mM NaCl, 15 min bei 100 °C, abkiihlen
auf RT, bei -20 °C lagern

2.2.8 Losungen fiir die Isolierung genomischer DNA

Lysepuffer

2 % SDS/0,1 M EDTA

Natriumacetat-Stammldsung

3 M NaOAc pH 5,5

1 x TE-Puffer

10 mM Tris/HCI, pH 8,0, 1 mM EDTA

CsCl-Stammldsung

41 g CsCl-Salz in 45 ml Wasser

CsCl-gesittigtes Isopropanol

CsCl-Salz  in  Isopropanol mehrfach

resuspendieren und als Bodensatz belassen

Lysozym

Stammlosung: 10 mg/ml (pro Ansatz 400

ul der frisch angesetzten Stammlosung)

Proteinase K

Stammldsung: 10 mg/ml (pro Ansatz 50 pl

der frisch angesetzten Stammldsung)
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2.3 Material fur das Arbeiten mit Proteinen

2.3.1 Sarcosyl-Praparation der auReren Membran von Bartonella

Lysozym-Lsg

Lysozym (Merck) in H,O [2 mg/ml]

Sucrose-Losung

5 ml TRIS/HCI pH 7,8 mit 1,28 g
Saccharose (Roth) [0,75 mM]

Proteinaseinhibitor-Losung

1 Tablette Complete™ Proteinase Inhibitor
tablets, Mini
Mannheim) in 1,5 ml H,O 16sen [x7]

cocktail (Boehringer

EDTA-Losung

30 ml TRIS/HCI pH 8,0 mit 0,017 g EDTA
(Riedel-de Haen) [1,5 mM] versetzen

HEPES-L6sung

HEPES (Merck) [10 mM] pH 7.4

Sarcosyl-Ldosung

2 % Sarcosyl in HEPES [10 mM] pH 7,4

2.3.2 SDS-PAGE

2 x Probenpuffer 20 % (v/v) Glycerin, 3 % (w/v) SDS, 3 %
(v/v) B-Mercaptoethanol, 0,05 % (w/v)
Bromphenolblau

Acrylamidlosung Stammlosung von Roth (30 %-ige

Acrylamidldsung mit 0,8 % Bisacrylamid

Sammelgel-Puffer

125 mM Tris-HCl, 0,1 % SDS, pH 6,8

Trenngel-Puffer

375 mM Tris-HCI, 0,1 % SDS, pH 8,8

APS

10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat

TEMED

0,1 % N,N,N’",N’,-Tetramethyldiamin

Laufpufter (5 x)

25 mM Tris, 250 mM Glycin, 0,1 % (g/v)
SDS, pH 8,3

Coomassie-Blue

50 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Eisessig,
0,1 % Coomassie Brilliant Blue R250

Entfarbelosung fiir Coomassie

10 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Ethanol,
7,5 % (v/v) Essigsédure

2.3.3 Losungen fur Silberfarbung
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Fixierer 50 % (v/v) Methanol, 12 % (v/v)
Essigséure, 0,5 ml/l 37 %Formaldehyd
Waschpuffer 50 % (v/v) Ethanol

Natriumthiosulfat-Losung

0,13 g/l Natriumthiosulfat

Silbernitrat-Losung

2 g/l AgNOs, 0,75 ml/l 37 % Formaldehyd

Entwickler-Losung

60 g/l Na,COs, 0,25 mg/1
Natriumthiosulfat, 0,5 ml/1 37%
Formaldehyd

Stop-Losung

50 % (v/v) Methanol, 12 % (v/v)

Essigsaure

2.4 Material fiir das Arbeiten mit Bakterien

2.4.1 Escherichia coli-Stamme

Bakterien- Genotyp oder wichtige Eigen- Quelle
stamm schaften
82150 thrB1004 pro thi strA hsdS lacZAM15 | (Dehio and Meyer, 1997)

(F" lacZAMIS5 laclg traD36 proA”
proB") AdapA::em (Em") pir

B1255 thrB1004 pro thi strA hsdS lacZAM15 | (Dehio and Meyer, 1997)

(F" lacZAMI15 laclg traD36 prod”
proB") AdapA::erm (Erm") pir::RP4
[::* (Km") von SM10]

DH5a F, endAl, hsdR17(ry, mi), supE44, thi- | Gibco BRL

1, recAl,
lacZYA)U169, phi80d, lacZAM1 5,

relAl, A(argF-

SURE gyrA96 reldl lac recB rcJ sbcC|Stratagene
umuC::Tn5(km')ivirC [F'proAB
lacl’ZDM15 Tn10 (tr")]

Novablue endAl hsdR17(ri2 My ) supE44 thi-1 | Novagen

recAl gyrA9 reldl lac [F' proAB
lacl?ZDM15::Tn10 (tr')] DE3
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2.4.2 Bartonella-Stamme

Bakterien- Genotyp oder wichtige Eigen- Quelle

stamm schaften

B. tribocorum Heller et al.(1998)
506"

B. tribocorum- | gfp (Schiilein et al., 2001)
gfp, Clone 2

2.4.3 Antibiotika und Zusatze

Ampicillin (Ap)

50 bzw. 100 pg/ml in LB-Medium bzw. -
Agar

Kanamycin (Km)

50 bzw. 100 pg/ml in LB-Medium bzw. -
Agar und CBA

Gentamicin (Gm)

10 pg/ml in LB-Medium bzw. -Agar und
CBA

X-Gal 32 pg/ml 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-b-D-
Galaktopyranosid

IPTG 1 mM Isopropyl-b-D-
Thiogalaktopyranosid

2.4.4 Losungen fur die Herstellung kompetenter Zellen

Waschlosung I

MilliQ-Wasser

Waschlosung I1

MilliQ-Wasser mit 5 % Glycerin

Elektroporations-Losung

Aqua bidest. mit 10 % Glycerin

2.4.5 Medien fir die Bakterienkultur

Columbia-Schafblut-Agar

44 g Columbia Blood Agar Base (Difco) ad
1 1 Aqua bidest.; nach dem Autoklavieren
abkiihlen auf 55°C und dann Zugabe von 5
% (v/v) sterilem defibriniertem Schafblut

(Difco)

LB-Medium 10 g Bacto-Trypton, 5 g Bacto-
Hefeextrakt, 10 g NaCl, ad 1 1 Aqua bidest.
LB-Platten wie LB-Medium, 2 g/l Difco-Agar
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Einfriermedium

PPM-Medium (15 g Proteose-Pepton
(Gibco), 5 g NaCl, 0,5 g Stirke, 4 g
KH2PO4, 1 g K,PHO4, ad 1 1 mit Aqua
bidest., pH 7,5; vor dem animpfen mit
Bakterien 1 % Vitaminmix und 0,5 %
NaHCO; (8,4 %) zugeben) mit 20 %
Glycerol

2.5 Material fur das Arbeiten mit Tieren

2.5.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten 6 Wochen alte, weibliche Wistar-Ratten, die von der Firma

Harlan und Winkelmann, Borchen bezogen wurden.

2.5.2 Blutentnahmen

Cirtatlésung (x10)

37 g Natriumcitrat in 100 ml PBS

einwiegen und steril filtrieren

Spritzen

2 ml (Becton Dickinson)

Kaniilen

21-27 G (Becton Dickinson, Terumo)

2.6 Material fur das Arbeiten mit Zellen

2.6.1 Allgemeine Losungen

10 x PBS

80 g NaCl, 2 g KCI, 2 g KH,POy4, 14,42 ¢
Na,HPO4x2 H,0O, mit Aqua dest. auf 1 1
auffiillen, pH 7,2 - 7,4

Paraformaldehyd (PFA) 3,7 % Paraformaldehyd in 200 mM Hepes,
pH 7,4
Moviol 6 g Glycerin, 2,4 g Moviol, 6 ml Aqua

dest., bei RT 16sen, Zugabe von 12 ml 0,2
M Tris, pH 8, 10 min 50 °C, 15 min bei

4.000 rpm zentrifugieren, 4 °C

2.6.2 Antikorper

| Antikérper/Spez [Typ |Name |Herkunft |Konjugation |Hersteller |[Konz. |
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Glycophorin A

Kaninchen

unkonjugiert

Diez et al.

1:50

CD 71
(Transferrin-
Rezeptor)

IgG2a

0X-26

Maus

PE

PahrMingen

1:1600
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3 Methoden

3.1 Arbeiten mit DNA

3.1.1 Isolation genomischer DNA

3.1.1.1  CsClI-Extraktion chomosomaler DNA von Bartonella spezies
Hierzu wurden 3 Platten einer 2-7 d alten Kultur der jeweiligen Bartonella spezies mit

einem sterilen Wattetupfer in PBS aufgenommen, pelletiert und in 500 pl Puffer I
resuspendiert. Es erfolgte die Zugabe von 400 pl 10 mg/ml Lysozym-L6sung, vortexen,
15 min inkubieren bei 37 °C, Zugabe von 50 pl einer 10 mg/ml Proteinase K-Ldsung,
erneutes vortexen, Zugabe von 500 pl 2% SDS/0.1M EDTA-Losung. Nach
vorsichtigem Vermischen wurde die Lyse-Losung fiir 1h bei 37 °C im Schiittler
inkubiert. Die viskose Masse bewegte sich nur trige und klarte nach und nach
vollstindig auf. Dies bewirkte das Aufbrechen der &uBere Membran, und die sich
bildenden Sphiroblasten lysierten unter Einflufl des SDS.

Das Zellysat wird mit TE auf 1,8 ml Gesamtvolumen aufgefiillt und durch
vorsichtiges Invertieren vollstindig gemischt. Es folgte die Zugabe von 1,845 g CsCl,
welches unter Wiarme und Schwenken gelost wurde. Die DNA-Losung wurde in 3 ml
,»Quick-Seal“-Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt, mit 50 ul einer 10 mg/ml EtBr-Losung
iiberschichtet, vorsichtig gemischt und fiir 5 h bei 20 °C oder 4 °C iiber Nacht im Vti56
Rotor bei 100.000 rpm zentrifugiert.

Unter UV-Licht konnte die chromosomale DNA-Bande aus dem CsCl-Gradienten
mit einer weitlumigen Kaniile abgezogen werden, in ein neues Rohrchen iiberfiihrt
werden und erneut mit CsCl-Stammldsung versetzt fiir weitere 4 h zentrifugiert werden.
Die danach abgezogene DNA-Bande wurde in ein Eppendorf-Reaktionsgefal3 (1,5 ml)
iiberfiihrt und durch Ausschwenken (wiederholtes Abziehen und Verwerfen der oberen,
organischen Phase) mit CsCl-geséttigtem Isopropanol von EtBr befreit.

Die gewonnene DNA wurde mit Isopropanol gefillt; dazu wurde die DNA-
Losung mit Aqua bidest. verdiinnt, es wurde das 0,7-fache Volumen Isopropanol
hinzugefiigt und bis zum Ausfallen eines aus Faden bestehenden Klumpens vorsichtig

gemischt. Die DNA wurde in 70 % EtOH gewaschen und {iber Nacht in TE gelost.
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3.1.2 Plasmidpraparationen

3.1.2.1 Midipraparation von Plasmid-DNA mit Qiagen-tip 100
100 ml LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika wurden mit 5 ml einer Uber-Nacht-

Kultur von E. coli angeimpft und bis zu einer ODssp von 0,8 bei 37 °C unter Schiitteln
inkubiert. Die Bakterien wurden in einem SS34-Rotor bei 6000 rpm in einer Sorvall-
Zentrifuge pelletiert und in 5 ml P1 mit 100 pg/ml RNase resuspendiert. Durch Zugabe
von 10 ml P2 und Inkubation fiir 5 min bei Raumtemperatur wurden die Zellen lysiert
und durch Zugabe von 10 ml eisgekiihltem P3 wurden Proteine und chromosomale
DNA gefillt. Es folgte die sofortige Zentrifugation in einem SS34 Rotor bei 13000 rpm
bei 4 °C fiir 30 min. Der plasmidhaltige Uberstand wurde auf eine mit 5 ml QBT zuvor
dquilibrierte Quiagen-tip 100 Sdule aufgetragen. Die Sdule wurde mit 10 ml QC
gewaschen und die DNA mit 5 ml QF eluiert. Die Fillung der DNA erfolgte durch
Zugabe von 0,7 Volumen Isopropanol. Die DNA wurde nochmals im SS34 unter o.g.
Bedingungen abzentrifugiert.

Der Uberstand der Losung nach Zentrifugation wurde verworfen, das Pellet wurde
in 400 pul Bidest aufgenommen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Hier
erfolgte eine erneute Fillung mit 40 pul Natriumacetat, pH 4,8 und 880 pl absolutem
Ethanol. Die DNA wurde fiir 5 min bei 13000 rpm in einer Heraeus-Tischzentrifuge
pelletiert, einmal mit 500 ul Ethanol 70 % gewaschen, erneut pelletiert und in 50 bis

100 ul Bidest aufgenommen.

3.1.3 DNA-Modifikationen

3.1.3.1 Restriktionen
Die Restriktionen von DNA wurden in einem Volumen von 25 pl durchgefiihrt. Puffer-

und Reaktionsbedingungen fiir Restriktionsendonukleasen richteten sich nach den
Angaben der jeweiligen Lieferfirmen. Fiir analytische Reaktionen wurden 200 ng DNA
eingesetzt, fiir Restriktionen mit anschlieBender Fragmentisolierung wurden 1 pg DNA
verwendet. Das Enzym/DNA Verhiltnis betrug zwischen 1-5U/ug DNA. Die
Inkubationszeit dauerte zwischen 2-24 h. Fiir Restriktionen mit zwei oder mehreren
Enzymen wurde nach Moglichkeit immer zuerst mit solchen Endonukleasen
geschnitten, die bei niedrigen Salzkonzentrationen arbeiten. Fiir das Nachschneiden mit
Enzymen die Hochsalzbedingungen erforderten, wurde das zusétzlich benétigte Salz
(NaCl, KCl) in Form von 1M Losungen dem Restriktionsansatz hinzugefiigt. Die

Restriktionsendonukleasen wurden entweder durch Erhitzen fir 10 min auf 68 °C
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inaktiviert, wenn mit der geschnittenen DNA weitere Reaktionen durchgefiihrt werden

sollten, bei sofortiger Gelelektrophorese wurde die Reaktion durch Zugabe von GEBS
gestoppt.

3.1.3.2 Klenow-fill in und Klenow-exo
Nach der Restriktion von DNA mit Restriktionsendonukleasen war es teilweise

notwendig, glatte Fragmentenden zu erzeugen. Hierzu wurde die 5'-
3'Polymeraseaktivitidt bzw. die 3'5" Exonuklesaseaktivitit des Klenow-Fragments der
DNA-Polymerase 1 von E. coli benutzt. Die Reaktionsansitze enthielten bis zu 1 ug
DNA in verschiedenen Restriktionspuffern in einem Volumen von 25 pl.

Fiir die Reaktion wurde 1 U Klenow-Polymerase eingesetzt. Zum Auffiillen von
5’-Uberhiingen wurden 1,25 uM Desoxyribonukleotide zugesetzt und 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Zum Entfernen von 3’-Uberhiingen wurde der Ansatz nach
Zugabe von Klenow-Fragment zunidchst fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert,
danach wurde noch einmal fiir 15 min mit Desoxyribonukleotiden inkubiert. Die

Reaktion wurde durch Erhitzen der Losung auf 68 °C fiir eine 10 min abgestoppt.

3.1.3.3 Dephosphorylierung linearer DNA
Um die Selbstligation von passenden sticky-end-Fragmenten oder blunt-end-

Fragmenten zu verhindern, was die Effizienz einer angestrebten Ligationsreaktion
beeintrdchtingen wiirde, wurden die 5'-Enden einiger DNA-Fragmente (meist den
geschnittenen Vektoren) durch CIP (calf-intestine-phosphatase) dephosphoryliert.
Hierzu wurde nach der Restrinktion 1 pl [1U/ul] CIP zugefiigt und fiir 15 min bei RT
inkubiert. Die Reaktion wurde bei 68 °C fiir 15 min abgestoppt.

3.1.3.4 Ligation
Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte in einem Volumen von 20 ul bei 14 °C fiir

16-48 h. Der Ligationsansatz enthielt 2 pul 10x Ligase-Puffer, 2 ul T4-Ligase, Fragment-

DNA und Vektor-DNA in einem geschitzten Verhiltnis von 5:1. Die Ligationsreaktion
wurde durch Erhitzten auf 65°C fiir 10 min abgestoppt.

3.1.4 Gelelektrophoresen von DNA

3.1.4.1 Analytische Gelelektrophorese
Zur analytischen Gelelektrophorese wurden je nach Groflenzusammmensetztung der

erwarteten DNA-Fragmente 0,8 % bis 1,4 % (w/v) Agaroseflachgele mit der Grofle

15x10 cm und einem Volumen von 50 ml (bei Gelelektrophoresen von 100 pl Proben
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auch 100 ml) verwendet. Dazu wurde die Agarose in TAE-Puffer eingewogen und in
einem Erlenmeyerkolben in einer Mikrowelle bis zum vollstdndigen Losen erhitzt;
eventuell verdunstetes Volumen wurde durch eine Markierung ermittelt und sofort
durch Bidest ersetzt. Die Losung wurde nach Abkiihlung auf ca. 45°C in eine
abgedichtete und mit einem Kamm bestiickte Apparatur gegossen. Nach dem Erstarren
(zum Teil bei 4 °C) wurden die Gele in eine Elektrophoresekammer gelegt und mit
TAE-Puffer knapp tliberschichtet. Die Elektrophoresen erfolgten bei 70-110 V fiir 30-90
min. Das Gel wurde fiir 10 min in Ethidiumbromidlésung (10 pug/ml) gelegt, danach
kurz mit Aqua dest. gewaschen, um die aufgetrennte DNA anschlieBend im UV-

Durchlicht sichtbar zu machen.

3.1.4.2 Praparative Gelelektrophorese
Fiir die priparative Gelelektrophorese von DNA wurden die oben beschriebenen

Agarose-Flachgele verwendet. Die Gele wurden nach der Elektrophorese mir 1 %
Methylenblau-Losung fiir 3 min gefarbt und dann mit Bidest fiir ca. 15 min unter
mehrmaligem Schwenken vorsichtig entférbt. (Als Kontrolle diente oft ein parallel dazu
laufendes analytisches Gel). Die zu praparierenden Banden wurden mit einer Klinge aus

dem Gel geschnitten und nach der beschriebenen Methode aufgereinigt.

3.1.5 DNA-Fragmentisolierung aus Agarosegelen

3.1.5.1 GeneClean (BIO 101)
Fiir alle Aufreinigungen von DNA wurde GeneClean (BIO 101) eingesetzt. Das

gewiinschte DNA-Fragment wurde aus einem priparativen Gel ausgeschnitten,
gewogen und mit dem dreifachen Volumen NaJ versehen. Die Agarose wurde zunichtst
bei 50 °C vollstindig aufgelost, dann kurz auf Eis abgekiihlt, bevor Glasmilch im
Verhiltnis 1 ul/ug DNA zugegeben (mindestens aber 5 pl) und sorgféltig mit der DNA-
Agarose-Losung vermengt wurde. Die DNA adsorbierte an der Glasmilch wéhrend
einer fiinfminiitigen Inkubation auf Eis. AnschlieBend wurde fiir 30 s in einer
Eppendorf-Tischzentifuge bei 13000 rpm pelletiert und der Uberstand abgeschiittet. Das
Glasmilchpellet wurde drei Mal in ,,New Wash* resuspendiert, um Agasose-Reste zu
entfernen. Danach wurde das Pellet in 10 pl Bidest aufgenommen, und die DNA wurde
fiir 5 min bei 55 °C eluiert. Nach 30 s Zentrifugation bei 13000 rpm wurde der DNA-
haltige Uberstand abgenommen. Der Elutionsschritt wurde ein zweites Mal mit 5 ul

Bidest wiederholt.
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2 pl der 15 pl DNA-Elution wurden zur Konzentrations- und Reinheitskontrolle
auf ein analytisches Agarosegel aufgetragen. Danach wurde die DNA zur Weiterarbeit

verwendet oder bei -20 °C gelagert.

3.1.6 PCR - Verfahren

3.1.6.1 Standard -PCR

Fiir einen Ansatz von 50 pl wurden die entsprechende Puffermenge, je 5 pl einer 10 pM
Primer-Losung mit 1 pl einer 1,25 mM dNTP-Losung (Desoxyribunucleinsédure-
triphosphate) zu 33 ul Bidest gegeben. Es wurde gereinigte DNA (Standard) oder die
DNA aus Bakterienlysaten (Kolonie-PCR) in 1 pul Volumen zugefiigt und 2,5 U Tagqg-
Polymerase hinzugegeben.

Soweit nicht anders angegeben, wurde zur Amplifikation von DNA-Abschnitten
das folgende Programm benutzt: initial wurde bei 95 °C fiir I min denaturiert, es folgten
25 Zyklen mit 10 s Denaturieren bei 95°C, 10 s Anlagern bei 50°C und 1 min
Verldngern bei 72°C. Die finale Elongation dauerte 2 min bei 72°C.

3.1.6.2 Kolonie-PCR
Um Amplifikationen direkt von der DNA aus Bakterien moglich zu machen, wurden

Bakterien von der Platte mit einer 200 pl Pipettierspitze (gelb) abgepickt, das Material
wurde in 100 pl Bidest gelost und 10 min gekocht. Das Lysat wurde fiir eine Standard-
PCR oder eine Long-PCR eingesetzt. Hierbei wurde immer der Appligene-

Inkubationspuffer verwendet.

3.1.6.3 Long-PCR
Um Fragmente von einer GroBe iiber 4.0 kb amplifizieren zu konnen, wurde dem

Standardansatz 2,5 U Taq-Extender-Additiv (Stratagene) zugefiigt. Die initiale
Denaturierung wurde auf 3 min verldngert, die Elongationszeit im Zyklus betrug hier 5

min, die finale Elongation 10 min.

3.1.7 Sequenzierarbeiten
Die Sequenzierarbeiten wurden alle von I. Wagner von der Service-Gruppe des Max-

Planck-Institut fiir Infektionsbiologie in Berlin geleistet.
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3.2 Arbeiten mit Proteinen

3.2.1 Sarcosyl-Praparation der auBReren Membranproteine von B.
tribocorum

Bartonellen von 20 Platten werden nach 3 d Inkubation in ca. 15 ml PBS aufgenommen
und in einer Hermle Zentrifuge mit ZK 380 swing out Rotor bei 4000 rpm [ca. 4000 g]
fiir 5 min pelletiert. Der Uberstand wird verworfen, das Pellet in 1,5 ml PBS und
50 pg/ml Gentamycin aufgenommen und fiir 2 h inkubiert. Nach zwei Mal Waschen in
PBS wird das Pellet in 5 ml Saccharose-Losung in einem 50 ml Falcon-Tube
aufgenommen, auf Eis werden 1,5 ml Proteinaseinhibitor-Losung und 350 pl Lysozym-
Losung hinzugegeben. Danach erfolgt unter Schwenken die Zugabe von 10 ml ESTA-
Losung liber den Zeitraum von 8 min. Es folgt eine Ultraschall-AufschlieBung der
Zellen iiber 20 Zyklen mit 15 StoBen (=25 s) und 15 s Pause. Die Zelltrimmer und
intakten Zellen werden mit der Hermle-Zentrifuge und o.g. Rotor bei 4000 rpm in 30
min bei 0 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wird in ein Ultrazentrifunge-Réhrchen
(UZ-Rohrchen) gegeben und auf ! 0o austariert. Es erfolgt die Zentrifugation in einer
Beckman L7-Ultrazentrifuge mit Ti60-Rotor bei 30000 rpm und 4 °C iiber 2 h. Der
Uberstand wird verworfen und das Gesamtmembran-Pellet mit einer 1 ml Spritze und
0,8 mm Nadel in 5 ml HEPES-Lo6sung gelost. Es erfolgt die Zugabe von 5 ml Sarcosyl-
Losung und ein erneuter UZ-Schritt. Der Uberstand wird abgekippt, das
AuBeremembran-Pellet wird in gleicher Weise in 1 ml HEPES-Losung in einem
Eppendorf-Reaktionsgefdall (1,5 ml) geldst. Zur Lagerung wird die Losung in einer
Heraeus Biofuge 13 bei 13000 rpm [ 14000 g] pelletiert und bei -70 °C eingefroren.

3.2.2 SDS-PAGE

3.2.2.1 Herstellen von Polyacrylamidgelen

Losungen Sammelgel Trenngel (15 %)
H,0 [ml] 1,63 2
Upper buffer [ml] 0,63 2
Lower buffer [ml] - -
30 % Acrylamidlosung [ml] 0,38 4
TEMED [ul] 10 10
APS [ul] 17,5 40

Die Angaben gelten fiir 2 Gele fiir das Mini-Protein-ll-Gelkammer-System von BioRad
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Zunidchst wurden die zum System gehdrenden Glasplatten mit Seife von Gelresten
befreit und dann mit 70 % EtOH entfettet. Nach dem Einbau der Glasplatten mit
Spacern in den Giel3stinder wurden zunichst die Losungen fiir die Trenngele in o. g.
Reihenfolge in einem 5 ml Becherglas zusammengebracht, sofort zwischen die
Glasplatten gegossen und mit Isopropanol ca. 0,5 cm iiberschichtet. Nach der
Polymerisation (ca. 15 min) wurde das Isopropanol durch Spiilen mit H,O entfernt.

Nun wurden die Sammelgele angesetzt und sofort ca. 1,5 cm hoch iiber die
Trenngele gegossen. Zum Aussparen der Probentaschen wurde ein Kamm, mit
geniigendem Abstand zum Trenngel, in das Sammelgel eingesteckt. Nach der
Polymerisation der Sammelgele wurden wurde das gesammte System aus dem
GieBstiander entfernt und in die mit Elektrophorese-Puffer gefiillte Elektrophoresewanne

gehingt. Erst hier wurden die Kdmme entfernt.

3.2.2.2 Auftrennung von Proteinen durch SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese

Die aufzutrennenden Proben wurden in SDS-Probenpuffer aufgenommen, fiir 10 min im
Wasserbad bei 100 °C in einem mit einem Loch im Deckel versehenden Eppendorf-
Reaktionsgefal3 (1,5 ml) erhitzt und kurz abzentrifugiert. Die Proben wurden sodann auf
das Gel aufgebracht. Die Elektrophorese erfolgte bei 150 V, 40 mA proGel, bis die

blaue Bande das Gel gerade verlassen hatte.

3.2.2.3 Coomassie-Farbung von SDS-Gelen
Die SDS-PAGE Gele wurden nach der Elektrophorese im Coomassie Fiarbebad 5-30

min gefarbt, dann kurz mit Wasser gewaschen und unter mehrmaligem Wechseln der

Entfarbelosung entfirbt (1 h bis iiber Nacht).

3.2.2.4 Silberfarbung von SDS-Gelen
Die Polyacrylamidgele wurden fiir 10 min fixiert, drei Mal fiir die Dauer von 10 min

mit 50 % Ethanol gewaschen, bevor sie 100 s mit Natriumthiosulfat (1,3 g/l) inkubiert
wurden. Es folgten 3 kurze Waschschritte mit Wasser, bevor die Gele in
Silbernitratlosung (2 g/1) 20 min impréagniert wurden. Nach zwei kurzen Waschschritten
wurden die Proteinbanden im Entwickler sichtbar gemacht (1-15 min) und die Reaktion

abgestoppt.
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3.3 Arbeiten mit Bakterien
3.3.1 Kultur von Bakterien

3.3.1.1  Kultur von E. coli
Escherichia coli wurden auf LB-Platten, ggf. die zur Selektion notwendigen Antibiotika

enthaltend, bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Fiir die Uber-Nacht-Kultur wurden
Bakterien von der Platte mit einer Impfose in ein entsprechendes Volumen LB-Medium,
ggf. mit Antibiotika, iberimpft oder aus dem Glycerolstock entnommen und bei 37 °C

mit 200-250 rpm geschiittelt.

3.3.1.2 Kultur von Bartonellen
Die verschiedenen Spezies der Gattung Bartonella wurden auf CSB-Platten bzw. auf

Schokoladenagar bei 37 °C und 5 % CO,, B. bacilliformis bei 30 °C und 5 % CO;
kultiviert.

3.3.2 Transformation

3.3.2.1 Herstellung elektrokompetenter Bakterien:
Es wurde eine Fliissigkultur mit E. coli aus dem Stock angeimpft und iiber Nacht in o.g.

Weise kultiviert. Von dieser Kultur wurden 4 ml in 400 ml neues Medium {ibertragen
und auf eine ODss50=0,15 (frithe log-Phase) angezogen. Die Kultur wurde dann sofort
fiir 30 min auf Eis gestellt und ab sofort nur noch gekiihlt bearbeitet. Die Bakterien
wurden dann fiir 15 min bei 4 °C mit 3000 x g abzentrifugiert und in 400 ml
(Ausgangsvolumen) eiskaltem MilliQ Wasser resuspendiert. Es folgten drei weitere
Zentrifugationen, nach denen das Pellet zuichst in 200 ml (halbes Ausgangsvolumen)
eiskaltem MilliQ Wasser aufgenommen wurde. Nach der zweiten Zentrifugation
wurde in 8 ml (1/50 des Ausgangsvolumens) eiskalter Elektroporationslosung (MilliQ
mit 10 % (w/v) Glycerol ) und zum Schlufl in 2 ml (1/200 des Ausgangsvolumens)
eiskalter Elektroporationslosung resuspendiert.

Die Zellen wurden nun sofort in Volumen von 50 ul aliquotiert und in fliissigem

Stickstoff gefroren. Die Lagerung erfolgte bei -70 °C.

3.3.2.2 Elektrotransformation von E. coli
Zur Elektrotransformation von E. coli wurden elektrokompetente Bakterien von -70 °C

aufgetaut und dabei stindig auf Eis belassen. Diese wurden sodann in eisgekiihlte
Elektrotransformationskiivetten (2 mm, EquiBio) gegeben und mit 1 ul eisgekiihltem
Ligationsansatz oder Plasmid-DNA versetzt. Nach 5 min Inkubation wurde die
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Elektrotransformation mit einem BIO RAD Gene Pulser durchgefiihrt. Dieser war

zusitzlich mit einem BIO RAD Pulse-Controller und einem Capacitance Extender
ausgestattet. Der Gene Pulser war standardméBig auf 25 uFD eingestellt, die Spannung
wurde auf 25,0 V eingestellt. Der Pulse Controller war standardméBig auf 200 Q

eingestellt, der Capacitance Extender war auf 250 puFD justiert.

Die Transformanten wurden in 1 ml und 37 °C warmem LB-Medium (ohne
Selektionsantibiotika, jedoch mit erforderlichen Zusdtzen wie z.B. DAP) aufgenommen
und fiir 30 min bei 37 °C geschiittelt. Danach wurden je 100 ul und der Rest der
Bakterien auf LB-Platten mit Antibiotika und Zusétzen ausplattiert und fiir 16 h bei
37 °Cund 5 % CO; inkubiert.

3.3.3 Konjugation

3.3.3.1 Drei-Parentale Konjugation von Bartonella spezies
Als Donor- und Helferstamm diente E. coli 2150, eine DAP-Deletionsmutante, die

zum Wachstum von auflen zugefiihrte Diaminopimelinsdure (DAP) benétigt. Dieses
System ermdoglicht nach der Konjugation eine wirkungsvolle Selektion gegen diese
Bakterien.

Als Helferplasmide, welche die mob- und Tra-Funktion tragen, wurden pRK2013
mit einer Kanamycin-Resistenz und pRK600 mit einer Chloramphenicol-Resistenz
verwendet.

Fiir die Konjugation wurden die entsprechenden E. coli-Stdimme auf LB-Agar, versetzt
mit 1 mM DAP und ggf. entsprechenden Antibiotika, iiber Nacht aus dem
Glycerolstock kultiviert.

Diese wurden zwei Mal in PBS gewaschen und wenn nétig, auf eine bestimmte optische
Dichte eingestellt (meist ODs9s=5.0).

Die 2-3 d alte Kultur von Bartonellen wurde ein Mal in PBS gewaschen; je eine
halbe Platte wurde pro Konjugationsansatz mit 15 pl Donor- und Helfersuspension
gemischt, abzentrifugiert und in 100 ul PBS auf Nitrocellulosefilter (Porengrof3e
<0,2 um, r= 2 cm) aufgetragen.

Die Filter lagen auf einer frischen CSB-Agar-Platte, die mit ImM DAP versehen war.

Die Konjugationsansdtze wurde fiir 5-7h bei 35 °C bei 5% CO, inkubiert.
Sodann wurden die Bakterien vom Filter mit PBS heruntergelost und drei Mal mit PBS
gewaschen. Die Bakterien wurden in 1 ml PBS aufgenommen und je 50 pul (=5 % des

Volumens) wurden auf frische CSB-Platten — ohne DAP und mit einem auf
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Konjuganten selektierendem Antibiotikum — ausplattiert. Je nachdem, um was fiir ein
konjugiertes Plasmid es sich handelte, waren nach 5-8 Tagen die ersten Kolonien zu

sehen.

3.4 Arbeiten mit Tieren

3.4.1 Infektion von Laborratten mit Bartonella tribocorum
Fiir die Infektion wurde B. tribocorum fiir 2-3 d auf CSB-Platte angezogen. Unmittelbar

vor der Infektion wurde die Kultur mit einem sterilen Wattestdbchen abgeerntet, in PBS
suspendiert und auf eine optische Dichte bei 595 nm von 1,0 eingestellt.
Die Infektion erfolgte mittels Injektion von 0,3 ml der Suspension in die Schwanzvene

des Tiers. Dazu wurde eine 1,0 ml Spritze und eine 27 G-Kaniile verwendet.

3.4.2 Blutabnahme bei Ratten
Die Blutabnahme erfolgte ebenfalls iiber die Schwanzvene des Tieres. Das Blut wurde

mit eine 2 ml-Spritze abgenommen, welche mit 50 ul Citratldsung versehen wurde. Bei
genauer Bestimmung des Abnahmevolumens wurde das Gewicht der Spritze vor und
nach der Blutentnahme verglichen. Um die periphere Durchblutung der Tiere
anzuregen, wurden die Tiere vor der Punktion in vielen Fillen fiir ca. 3-5 min unter eine

Wirmelampe gesetzt.

3.4.3 Organentnahme bei Ratten
Zur Organentnahme wurden die Versuchstiere in einem mit Ather-Luft-Gemisch

geflillten Exikator sediert und danach mit einer intramuskuldren Injektion von 0,5 ml
Rompun (Bayer) und 0,3 ml Ketamin 50 (Schwabe-Curamed) narkotisiert. Nach 15-20
min wurde mit der Entnahme der Organe unter der Cleanbench begonnen. Dazu wurde
die Bauchdecke des Tiers vorsichtig mit einer Schere inzidiert und ein medianer Schnitt
von kaudal nach kranial gesetzt, ohne Organe zu verletzen. Die zu entnehmenden

Organe wurden mit einer Pinzette angehoben und mit der Schere vollstindig abgesetzt.

3.5 Arbeiten mit Zellen

3.5.1 IF-Farbungen von Vollblut aus Ratten
5 wl Citratblut von Ratten wurde in 500 pl PBS aufgenommen und bei 200 g (Heraeus:

1500 rpm) fiir 2 min pelletiert. Der Uberstand wurde abgenommen, das Pellet in 50 pl
PBS aufgenommen [1:10].
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Antikorper wurden entsprechend der Liste (Material) eingesetzt. Die Proben wurden fiir
30 min bei 4 °C im Dunkeln gehalten. Es erfolgten zwei Waschschritte in o.g. Weise,

das Pellet wurde zum Schluf} in 500 pl PBS aufgenommen und durch FACS analysiert.

3.5.2 FACS-Analyse von Vollblut von Ratten zur Bestimmung des
Bakterientiters

5-10 pl Citratblut, welches durch intravendse Punktion des Tieres erhalten wurde,
wurde in 500 bis 1000 pl sterilem, gefiltertem PBS aufgenommen, durchmischt und
sofort analysiert.

Zur Bestimmung des Bakterientiters von infiziertem Rattenblut wurde die Population
von Zellen die bei Auftragung forward- gegen sideward-scatter den Erythrozyten
entsprach, auf fluoreszierende (GFP-positive) Ereignisse hin untersucht. Zur
Errechnung der Zahl an infizierten Erythrozyten pro ml Blut wurde die Gesamtzahl der
erfassten Erythrozyten (5 x 10°-15 x 10") zu den GFP-postiven Ereignissen ins
Verhiltnis gesetzt. Als BezugsgroBe wurde von 5 x 10° Erythrozyten pro ml Blut

ausgegangen.

3.6 Statistische Methoden
Die statistische Auswertungen in Abb. 6, 9 und 10 wurden von Herrn Prof. Klaus Dietz

(Institut fiir Medizinische Biometrie, Universitdt Tiibingen) mit dem Programm Jmp
(SAS; Version 5) durchgefiihrt. Die anderen Grafiken wurden mit dem Programm Excel
7.0 fiir Windows 95 erarbeitet.

Soweit nicht anders angegeben wurde bei der Angabe von Werten bezogen auf ml Blut

von einer Erythrozytenzahl von 6x10° pro ml ausgegangen.

In Abb. 6 konnte der Verlauf des Bakterientiters bei allen Versuchstieren mit der
Methode der kleinsten Quadrate durch folgendens Modell beschrieben werden:
c/((1 +Exp(-(bl * ( Tag - T1)))) * (1 + Exp(b2 * (Tag - T2))))

Dabei bedeutet ¢ den Maximalwert des Bakterientiters. Der Anstieg wird mit einer
logistischen Funktion beschrieben. T1 ist der Wendepunkt und bl bestimmt die
Steigung im Wendepunkt. Der Maximalwert wird ebenfalls mit einer logistischen
Funktion beschrieben. T2 ist deren Wendpunkt und b2 bestimmt die Steigung in diesem
Wendepunkt.

In Abb. 9 wurden die Ergebnisse der Titerverlaufe aus der Blutkultur mit den
Ergebnissen der Titerverldufe ermittet durch die FACS-Analyse ebenfalls durch die

Methode der kleinsten Quadrate verglichen. Fiir eine Regressionsanalyse der Kolonie-
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und FACS-Werte wurde eine Varianzstabilisierung durch eine logarithmische
Transformation durchgefiihrt.

In Abb. 10 wurde die Anzahl der Bakterien pro Eryhtrozyt im Verlauf der Infektion
durch die Methode der Kleinsten Quadrate mit Hilfe des folgenden Modells
beschrieben:

(0 = { 0 t<T
m A(1-e™Dy  t>T

A entspricht dabei dem Wert der asymptotischen Naherung an das Séttigungsniveau, A
entspricht der Geschwindigkeit des Anstiegs und T dem Zeitpunkt des ersten Anstiegs.

In Abb. 11 und 12 wurde die gesamte Anzahl der registrierten Bakterien von je einem
Versuchstier pro MeBzeitpunkt angegeben. Dahe ist keine Bildung eines Mittelwertes
oder Standardabweichung moglich.

In Abb. 17 und 18 sind die Mittelwerte mit Standardabweichung der Anzahl der
Konjuganten aus 6 bis 12 ausgezéhlten Kulturplatten angegeben.

In Abb. 23 sind die Mittelwerte der Bakterientiter mit Standardabweichung von 5
Versuchstieren angegeben.

In Abb. 25 sind die Bakterientiter im Blut von je einem Versuchstier ermittelt auf
Platten mit und ohne Sekektionsmarker. Als Plasmidstabilitit wurde der Quotient der

Werte mit Selektionsmarker durch die Werte ohne Selektionsmarker angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierung eines in vivo-Modells der Erythrozyteninvasion

4.1.1 Die Ratte als Modell fiir die Erythrozyteninvasion
B. tribocorum-gpf (Schiilein et al., 2001) sollte auf die Infektidsitdt im Ratten-Tiermodell

getestet werden.

Erste Experimente zeigten zundchst, dass die Ratten (Wistar) die Infektion ohne &uf3ere
Zeichen der Beeintrichtigung tolerierten. Unterschiedliche Applikationswege (i.v.,s.c.,i.d.)
hatten dabei keine Auswirkungen auf die Versuchstiere, bei allen Infektionen kam es zu einer
Bakterdmie (siehe unten). Auch in diesem Zustand war kein Zeichen der Beeintrachtigung bei

den Tieren zu bemerken.

4.1.2 Verlauf der Bakteramie nach experimenteller Infektion von Ratten mit
B. tribocorum-gfp

Zur genaueren Untersuchung des Infektionsverlaufes wurde nach intravendser Infektion von
vier Ratten Blut aus der Schwanzvene an unterschiedlichen Tagen entnommen und sowohl in
der Blutkultur (Abb. 6) als auch mit Hilfe der DurchfluBzytometrie (Abb. 8) auf
B. tribocorum-gfp untersucht.

In der Blutkultur konnte in den ersten drei Tagen p.i. keine Bakterien aus dem Blut
angeziichtet werden. Es zeigte sich dann ein rascher, exponentieller Titeranstieg ab Tag drei
p.i. (zwei Tiere) bzw. an Tag vier p.i. (zwei Tiere), der sein Maximum an Tag 10 bis 14
findet. Am Tag zehn lieBen sich bis zu 16,2 x 10° Bakterien pro ml Blut kultivieren. Es folgt
eine Phase, in der die Bakterientiter auf diesem maximalen Niveau relativ konstant blieben.
Die Hohe des Plateaus und die Dauer dieser Phase waren bei den vier Versuchstieren sehr
unterschiedlich. Es folgte der exponentielle Riickgang der Bakterienzahl im Blut, der
wesentlich langsamer war, als der Anstieg des Bakterientiter.

Die statistische Auswertung der Daten zeigte einen negative Korrelation zwischen der Hohe
des Plateaus, angegeben als der maximal gemesse Bakterientiter ¢, und der Dauer der
Plateauphase, errechnet aus der Differenz der Zeitpunkte T1 und T2. In der Ratte 28 (rechts
oben) dauterte die Plateauphase mit 34,4 Tagen am ldngsten, es wurden aber nur ein
maximaler Bakterientiter von 1,09 x 10° Bakterien pro ml erreicht. In Ratte 27 (links oben)
wurde ein maximaler Titer von 1,09 x 10’ Bakterien pro ml Blut gemessen. Die Plateauphase

dauerte hier aber nur 19,9 Tage.
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Abb. 6: Verlauf des Titers der Bakteramie bei vier Ratten nach intravendser Infektion mit

B. tribocorum-gfp

Nach intravendéser Injektion von 3x10® Bakterien wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten (x-Achse)
Blut aus der Schwanzvene des Tiers enthommen und auf CSB-Agar ausgestrichen. Die Anzahl der
CFU wurden nach ca. 7 Tagen Bebritung ermittelt und in Bakterien pro ml Blut umgerechnet (y-
Achse). Dargestellt ist die Beschreibung des Bakterientiters in den einzelnen Versuchstieren durch ein
mathematisches Modell. Dabei ist ¢ der Maximalwert des Bakterientiters. Der Anstieg wird mit einer
logistischen Funktion beschrieben. T1 ist der Wendepunkt und b1 bestimmt die Steigung im
Wendepunkt. Der Maximalwert wird ebenfalls mit einer logistischen Funktion beschrieben. T2 ist
deren Wendpunkt und b2 bestimmt die Steigung in diesem Wendepunkt. Ab Tag 3 p.i. sind

B. tribocorum-gfp im Blut nachweisbar. Die Anzahl der anziichtbaren Bakterien nimmt bis zum Tag 6
exponentiell zu. Die hdchsten Titer werden an Tag 10 bis 14 gemessen und nehmen dann ab.
Auffallig ist der steile Anstieg der Bakteramie an Tag 3-4, die unterschiedlich lange Plateauphase und
besonders die ersten drei Tage, in denen keine Bakterien aus dem Blut anzichtbar sind.

AuBerdem wurde der Verlauf der Bakterdmie mit Hilfe der FACS-Analyse untersucht. Fiir
diese Analyse wurde die Population von Zellen untersucht, die im forward-sideward-scatter

den Erythrozyten entsprach (ein repréisentatives Bild ist in Abb. 7 wiedergegeben). Im FL1-

39



Kanal (erster Fluoreszenzkanal) registrierte GFP-positive Ereignisse entsprachen

B. tribocorum-gfp assoziiert an Erythrozyten.

10+
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0% 10 102 10t i
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Abb. 7: Vollblut einer mit B. tribocorum-gfp infizierten Ratte in Dot-Blot-Analyse, forward-
gegen sideward-scatter

Die einzelnen MeRergebnisse werden in diesem Diagramm (relativen Einheiten) nach ihrer Grof3e (x-
Achse) und nach ihrer Granularitat (y-Achse) dargestellt. So kann man die Population der
Erythrozyten (gate 1) und der freien Bakterien (gate 2) von allen anderen Ereignissen zuverlassig
unterscheiden. Fir jedes Ereignis wurden bei der gleichen Messung noch andere Daten registriert,
z.B. die Fluoreszenzstarke. Fur die folgenden Ergebnisse wurden nur die weiteren Daten der
Erythrozyten und/oder der freien Bakterien dargestellt.

Mit dieser Methode konnten ab Tag vier p.i. (drei Tiere), bzw. an Tag fiinf p.i. das erste Mal
mit Bakterien assoziierte Erythrozyten (Fluoreszenz-positive Ereignisse in gate (1)
nachgewiesen werden. Die maximale Anzahl dieser Ereignisse wurde an Tag zehn gemessen.
Die Bakterdmie war bis zum Tag 63 im FACS nachweisbar. Die Zunahme an GFP-positiven
Ereignissen war zwischen Tag fiinf p.i. und dem Maximum an Tag zehn nur noch sehr gering.
Um die Aussagekraft der durch die FACS-Analyse erhaltenen Verlaufswerte mit denen der
Blutkultur vergleichen zu koénnen, wurde ein statistischer Vergleich der FACS-Werte mit den
zugrunde liegenden Werten aus der Blutkultur von Herrn Prof. Klaus Dietz (Institut fiir
Medizinische Biometrie, Universitit Tiibingen) vorgenommen (Abb. 9). Es wurde zwischen
FACS und Koloniezahl folgende Bezichung ermittelt: FACS = 272 x (Kolonie)™”. Die
logarithmische Regression beschreibt 70 % der Variabilitit. Die Standardabweichung der
logarithmischen Residuen betrdgt 0,367. Dies bedeutet, dass die Beobachtungen mit einem

prozentualen Fehler von 233 % um den Erwartungswert streuen.
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Abb. 8: Anzahl der bakterienassoziierten Erythrozyten von Ratten nach intravendser Infektion
mit B. tribocorum-gfp, ermittelt durch FACS-Analyse

Far diese Messung wurden die Anzahl der GFP-positiven Ereignisse in der Erythrozytenpopulation
ermittelt. Es wurden 5x10° bis 1,5x10° Zellen gemessen. Die Werte wurden auf einen ml Blut
umgerechnet. Die ersten GFP-positiven Ereignisse konnten an Tag vier registriert werden. Die Anzahl
der Ereignisse nimmt dann bis zum Tag funf stark zu, um dann nicht mehr erheblich gréRer zu
werden. Die grofdte Anzahl an GFP-positiven Ereignissen sind an Tag zehn ermittelt worden. Bis zum
Tag 28 bleibt der Wert konstant. An Tag 38 sind bei einer Ratte keine GFP-positiven Ereignisse mehr
ermittelbar, an Tag 42 bei zwei Ratten, an Tag 49 bei drei von vier Ratten. An Tag 63 sind bei keinem
Versuchstier mehr GFP-positive Ereignisse in der FACS-Messung zu registrieren.
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Abb. 9: Vergleich der Ergebnisse der Blutkultur und der FACS-Analyse
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Nach log-log-Transformation der Ergebnisse wurde jedem Wert der Blutkultur (x-Achse) der
entsprechende Werte der FACS-Analyse (y-Achse) zugeordnet. Die zugehdrige Gerade wird durch
folgende Formel beschrieben: FACS = 272 x (Kolonie) . Von dieser berechneten Geraden weichen
die gemessenen Werte im Mittel um den Faktor 2,33 ab.

4.1.3 Interaktion von B. tribocorum-gfp mit Erythrozyten
Mit Hilfe der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie konnte die Anzahl der intraerythrozytér

vorhandenen Bakterien ermittelt werden. Diese Arbeit wurde von Frau Dr. C. Lanz (Max-

Planck-Institut fiir Infektionsbiologie, Tiibingen) iiber den Zeitraum von vier Tage p.i. bis 28
Tage p.i. durchgefiihrt (Abb. 10).
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Abb. 10: Anzahl der B. tribocorum-gfp pro Erythrozyt in vier infizierten Ratten, ermittelt mit
Laser-Scanning-Mikroskopie

Von direkt nach der intravendsen Blutabnahme angefertigten Blutausstrichen wurden 5-15 infizierte
Erythrozyten auf die Anzahl intraerythrozytaren Bakterien mit Hilfe der Laser-Scanning-Mikroskopie
untersucht. Dargestellt ist die mittlere Anzahl von Bakterien pro Erythrozyt in allen vier Ratten (Y-
Achse) im Verlauf der Infektion (X-Achse). Man erkennt eine Phase des raschen Anstiegs der
Bakterienzahl pro Erythrozyt, die in eine Plateauphase libergeht.

Die ersten intraerythrozytiren Bakterien waren an Tag vier p.i. zu sehen. Es folgte eine rasche
Zunahme der Bakterienzahl pro Erythrozyt bis ca. zum Tag 15 p.i.. Darauf folgte eine
Plateauphase, in der sich die Anzahl der Bakterien pro Erythrozyt nicht mehr énderte. Die

statistische Auswertung der Daten ergab eine mittlere Geschwindigkeit des Anstiegs der
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Bakterienzahl von 0,66 (0,22 - 1,09) und ein mittleres Niveau der stabilen Phase von 8,54
(6,19 - 10,78) Bakterien pro Erythrozyt. Dabei korrelierten diese beiden Werte negativ
miteinander, d.h. auf einen langsamen Anstieg folgte ein hoheres Plateau, in den Ratten 27
und 30 (oben links und unten rechts) erfolgte der Anstieg der Baktienzahl pro Erythrozyt sehr
rasch (Mittel: 1,07), es wurde aber nur ein Niveau der stabilen Phase von durchschnittlich
7,14 Bakterien pro Erythrozyt erreicht. In den Ratten 28 und 29 (oben rechts und unten links)
erfolgte der Anstieg langsamer (Mittel: 0,25), es wurde aber ein Niveau in der stabilen Phase

von 9,4 Bakterien pro Erythrozyt erreicht.

4.1.4 Untersuchung der ersten drei Tage der Infektion
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Abb. 11: FACS-Messung der Gesamtzahl von Bakterien im Blut von infizierten Ratten wahrend
der ersten 48 h

Dargestellt ist die Summe der freien und zellasoziierten Bakterien. Es handelt sich bei jedem MeRwert
um eine andere Ratte.

Um das Verhalten der Bakterien in den ersten drei Tagen genauer zu untersuchen, wurde zu
unterschiedlichen Zeitpunkten die Anzahl von allen Bakterien im Blut (zellassoziiert und frei)
durch FACS-Analyse ermittelt. Dabei wurden nicht nur die mit Zellen assoziierten Bakterien,
sonder auch sich frei im Blut befindliche Bakterien registriert (Abb. 11).

Nach 30 Minuten p.i. von ca. 3 x 10° Bakterien konnten im Blut durch FACS-Analyse 1,3 x
107 B. tribocorum-gfp pro ml Blut registriert werden. Nach einer, zwei und vier Stunden sind
mit 1,0 x 10" Bakterien pro ml Blut iiber drei Stunden gleichbleibende Werte registriert
worden. Nach vier Stunden nimmt die Bakterienanzahl dann rapide ab, bis nach 24 Stunden
keine Bakterien mehr im intravends entnommenen Blut nachweisbar sind. Diese Phase dauert
dann bis zum vierten Tag p.i. an.

Geht man von einem Blutvolumen einer Ratte (ca. sechs Wochen alt) von 15 ml aus (
peronliche Mitteilung von R. Heller, Universitit Straburg), so erhdlt man bei gegebener

Infektionsdosis einen theoretischen Wert von ca. 2,0 x 10’ Bakterien pro ml Blut. Die
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Differenz des theoretischen Wertes zu den dargestellten MeBwerten zeigt, dass sich nach 30
Minuten ca. 35 %, also 7 x 10° Bakterien schon nicht mehr frei im Blut befinden. Nach einer

Stunde sind ca. 50 % der Bakterien aus dem Blutstrom entfernt.

4.1.5 Organspezifische Akkumulation von B. tribocorum-gfp
Es stellte sich nun die Frage, ob es Organe gibt, in denen sich die frisch injizierten Bakterien

akkumulieren und von dort aus eine manifeste Bakterdmie mit intraerythrozytiren Stadien
entwickeln. Die Frage nach der Interaktion mit dem erythropoetischen System war hierbei
von besonderem Interesse, da die Invasion in phagozytisch stark aktive erythropoetische
Vorlduferzellen ein Hinweise auf den Invasionsmechanismus von Barfonella hitte sein
konnen.

1000
900
800
700
600
500
400

—e—Blut
—X—Knochenmark
—4hA—Leber
—+—Milz

dgfp-counts pro 1 Mio. Zellen

Zeit p.i.

Abb. 12: Nachweis von GFP-markierten Bakterien in verschiedenen Organen

Nach anféanglicher Uberflutung des Tieres mit Bakterien kommt es schon in der ersten Stunde zu
einem enormen Abfall der Bakterienzahl im Blut. Auffallig der vermehrte Nachweis von GFP-positiven
Ereignissen in der Leber zwischen der zweiten und achten Stunde, die sogar die Detektionsrate im
Blut Ubersteigt. Bakterielle Prasenz im Sinne GFP-positiver Ereignisse im Knochenmark konnte kaum
nachgewiesen werden.

Zu diesem Zweck wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Infektion Milz, Leber und
Knochenmark entnommen und aus dem jeweiligen Organ ausgespiiltes Blut im FACS auf
B. tribocorum-gfp untersucht. Die Ergebnisse sind in Abb. 12 wiedergegeben.

Die Untersuchung der einzelnen Organe zeigte, dass sich nach 30 Minuten 20 mal weniger
Bakterien in Leber, Milz und Knochenmark befinden, als im frei zirkulierenden Blut, dass aus
der Schwanzvene entnommen wurde. In Milz und Knochenmark waren relativ zum Blut auch
zu den anderen MefBzeitpunkten immer weniger Bakterien nachweisbar.

Bei der Untersuchung der Leber waren nach einer Stunde genauso viele Bakterien in der
Spiillosungen dieses Organs, wie im frei zirkulierenden Blut, dass aus der Schwanzvene
entnommen wurde. Nach vier Stunden waren in der Leber dann 1,8 mal mehr, nach acht

Stunden sogar 40 mal mehr Bakterien nachzuweisen, als im peripher vendsen Blut. Nach 24
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Stunden konnte in keiner der Proben GFP-positive Ereignisse registriert werden. Diese Phase

dauerte bis zum Tag vier an.

4.1.6 Interaktion mit Erythrozyten und die Beteiligung von erythroiden
Vorlauferzellen

Um der Frage weiter nachzugehen, ob es wihrend der Etablierung der Bakterimie von
B. tribocorum-gfp zu einer Interaktion mit erythroiden Vorlduferzellen kommt, sollte im

peripheren Blut nach diesen Ereignissen gesucht werden.
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Abb. 13: Dot-Plot der Erythrozytenpopulation einer fiinf Tage zuvor infizierten Ratte: (A) ohne
Antikorperfarbung, (B) mit Anti-Glycophorin A -Farbung und (C) mit Anti-CD71-Farbung

Im FL1-Kanal (X-Achse) wird GFP detektiert, im PE-Kanal (Y-Achse) Anti-GA und Anti-CD71. Deutlich
kann man die infizierten Erythrozyten von den nicht infizierten Erythrozyten durch ein um mehr als
eine Zehnerpotenz verstarktes GFP-Signal abtrennen (A, Pfeil). Bei Markierung des Bluts mit
Glycophorin A und Farbung mit einem PE-Antikérper wird sowohl die nicht infizierte
Erythrozytenpopulation angefarbt (B, links), als auch die infizierten Erythrozyten (B, rechts) an
angefarbt. Beide Populationen ,shiften” bei dieser Farbung auf der y-Achse (PE-Farbung). Bei der
Farbung des Blutes mit CD71-Antikérpern ,shiftet” ein Teil der nicht infizierten Population, die
infizierten Erythrozyten werden nicht angefarbt, sie ,shiften” nicht.

Um sicher zu stellen, dass es sich bei den bakterienassoziierten Zellen um erythroide (aus der
Reihe der roten Blutzellen stammende) Zellen handelt, wurden infizierte Rattenblutproben
mit einem fiir diese Zellen spezifischen Antikdrper, Anti-Glycophorin A (Anti-GA) markiert
und mit einem PE-gefirbten Sekunddrantikdrper angefdrbt (Buhring et al., 1996; Herraez et
al., 1993). In Abb. 13 ist ein Dot-Blot vom Blut einer fiinf Tage zuvor infizierten Ratte mit
und ohne Anti-GA-Firbung dargestellt. Deutlich ist die Population der infizierten Zellen von
nicht infizierten Zellen durch mehr als eine Zehnerpotenz stirkere Signale im FITC-Kanal
abzugrenzen.

Bei einer zusitzlichen Farbung mit Anti-GA (Abb. 13B) zeigen alle GFP-positiven Zellen
eine um mehr als eine Zehnerpotenz grofere Signalintensitdt im PE-Kanal. Die infizierten
Zellen trugen Glycophorin A auf ihrer Oberfldche.

Auch die GFP-negative Population zeigte bei dieser Farbung eine Signalverstirkung im PE-

Kanal. Es konnten hier bei Messungen mit weniger Ereignissen zunidchst noch zwei
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Populationen abgegrenzt werden, eine GA-positive, die den erythroiden Blutzellen entspricht
und eine GA-negative, die den restlichen Blutzellen (weile Blutzellen und Blutplittchen)
entspricht. Die Abgrenzbarkeit ist allerdings bei der Darstellung von 1,5 Mio. gemessenen
Ereignissen in der Erythrozytenpopulation nicht mehr moglich. Am oberen Rand der
Population ist ein Auswandern der Messpunkte in diagonaler Richtung zu beobachten, was
den Eindruck der Signalverstirkung im FITC-Kanal vermittelt. Dabei handelt es sich um ein
Uberstrahlen des sehr intensiven PE-Signals in den FITC-Kanal und sollte nicht als GFP-
positiv interpretiert werden.

Bei 1,5 Mio. gemessenen Ereignissen in der Erythrozytenpopulation waren in beiden
Messungen ca. 100 Ereignisse GFP-positiv.

Da Glycophorin A auf allen Zellen der erythroiden Reihe vorkommt, sollte nun
unterschieden werden, um welches Differenzierungsstadium es sich bei den infizierten Zellen
handelt. Im peripheren Blut kommen nur zu einem sehr kleinen Prozentsatz Vorlduferzellen
der Erythrozyten vor. Vor allem handelt es sich dabei um Retikulozyten, also kernlose Zellen,
in denen nur noch Reste von RNA nachzuweisen sind, die innerhalb von einem Tagen zu
maturen Erythrozyten ausreifen. Retikulozyten stellen 3-5 % der erythroiden Zellen des
peripheren Blutes dar (Dormer and Clemens, 1994) (dieser Wert wurde durch FACS-Analyse
mit RETICOUNT®-gefarbtem Rattenblut (Becton Dickinson) bestitigt, (Ergebnisse nicht
gezeigt). Es sollte nun gepriift werden, ob B. tribocorum-gfp bevorzugt Retikulozyten
infiziert, da dies als ein Hinweis auf die Infektion von noch fritheren erythroiden Zellen
anzusehen wire.

Retikulozyten, aber auch noch frilhere Vorstufen der Erythrozyten tragen den
Transferrin-Rezeptor (CD71) auf ihrer Oberfliche und koénnen so von Erythrozyten
unterschieden werden (Serke, 1994). Die Farbung von PE-markierte Anti-CD71-Antikérper
sollte nun zeigen, ob die infizierten, GA-positiven Zellen auch CD71 auf ihrer Oberflache
trugen.

Die FACS-Analyse (Abb. 13C) zeigte fiir CD71-PE-geférbtes Blut keine Signalverstirkung
im PE-Kanal fiir die GFP-positiven Zellen. Die infizierten Zellen trugen kein CD71.

Es konnten zwar Ereignisse mit GFP-Signal und PE-Signal registriert werden. Diese stellen
sich jedoch als ,,schweifartige* Ausziehung der FITC- und PE-negativen Population dar und
ordnen sich diagonal im Messfeld an. Sie zeigen damit das typische Darstellungsverhalten
von autofluorenszenten Partikeln.

Aus der Population der GFP-negativen Zellen konnten 1,5 % der Ereignisse mit Anti-CD71
angeféarbt werden. Dies entspricht der Population der frithen Retikulozyten im peripheren Blut

und zeigt, dass eine Anfiarbung mit diesem Antikorper moglich gewesen ist. Die Population
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der infizierten Zellen unterschied sich in den mit Anti-CD71-gefarbten Proben nicht von
ungefiarbten Proben. Auch hier waren ca. 100 GFP-positive Zellen bei 1,5 Mio. gemessenen

Ereignissen der Erythrozytenpopulation registriert.
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4.2 Arbeiten zu einem lokusspezifischen Mutagenesesystem
fur B. tribocorum

4.2.1 Der ialA/B-Locus von B. tribocorum
Die Analyse der Sequenz des ial4/B-Locus ergab fiir ialA eine Lange von 521 bp, fiir

ialB eine Lange von 560 bp, mit einer intergenischen Region von 110 bp. Fiir beide
Gene konnte eine Ribosomen-Bindungsstelle (Shine-Dalgarno-Sequenz) identifiziert
werden. Eine putative Promotor-Region im Sinne einer Pribnow-Schnaller-Box (-10-
Region) und -35-Region (Birge, 2000) konnte ebenfalls fiir ial4 und ialB festgelegt
werden. Die Analyse der Translationssequenz von IlalB zeigte eine mdgliche
Schnittstelle fiir ein Signalpeptid vor der Aminosaure 23 (Abb. 13). Im Vergleich zu der
von Mitchell et al. verdffentlichten DNA Sequenz des iald/B-Locus von B.
bacilliformis (Mitchell and Minnick, 1995) konnte eine Homologie und Identitit von
75,2 % fiir den ialA/B-Locus von B. tribocorum ermittelt werden (verglichen mit dem

Programm bestfit von GCG (Devereux et al., 1984)).

4.2.2 Herstellung von Defektmutanten im ja/B-Locus von Bartonella
tribocorum durch unvolistandige Duplikation

4.2.2.1 Das System der inkompletten Duplikation als effizientes Werkzeug fur
lokusspezifischen Mutagenese

Die Mutagenese durch inkomplette Duplikation ist eine sehr leicht handhabbare
Methode zur Generierung von Mutationen definierter Genorte in Bakterien.
Voraussetzung fiir ein solches System ist ein Vektor, mit einem geeigneten
Selektionsmarker, welcher in den Organismus eingebracht werden kann, dort jedoch
nicht repliziert wird. Ein solcher Vektor geht bei den ersten Teilungsschritten wihrend
der Vermehrung des Bakteriums verloren und wird daher als Selbstmordplasmid
bezeichnet. Die Unfdhigkeit zur Replikation des Plasmides fiihrt dazu, das dieses — und
somit auch der Selektionsmarker — bei der Zellteilung nicht weiter gegeben werden
kann. Wird in diesen Vektor eine homologe Sequenz von dem Chromosom des
Bakteriums kloniert, so kann es nach Einbringen in den Organismus zum Crossover
zwischen den homologen Sequenzen auf dem Plasmid und dem Chromosom kommen,
was zu einer Integration des Plasmides im homologen Bereich des Chromosoms fiihrt.
Die komplette genetische Information des Plasmides wird nun bei der Replikation

weitergetragen — die homologe
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Abb. 14: Durch PCR mit der Primerkombination prCHD101 und prCHD103 von
genomischer DNA von B. tribocorum amplifizierter Bereich, mit abgeleiteter Amino-
saurensequenz. Mogliche Ribosomenbindungsstellen sind unterstrichen, eine

maogliche Terminatorsequenz ist durch zwei gegenlaufige Pfeile dargestellt, mdgliche
Schnittstelle einer Signalpeptidsequenz ist durch einen senkrechten Strich angezeigt.
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Abb. 15: FluBschema fiir die unvollstandige Duplikation eines Genlokus am Beispiel von
ialB

Ein internes Rsal-Fragment mit 344 bp (hellrot) von ialB, dem am 5- und am 3’-Ende Teile
fehlen, wird Gber Smal in pCD394 integriert. Nach Konjugation in B. tribocorum kommt es zum
Crossover des Plasmids mit der homologen Sequenz im Chromosom (dunkelrot). Es resultiert
die unvollstandige Duplikation von ialB.
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Sequenz liegt doppelt vor. Entsprechende crossing-over-Ereignisse konnen durch das
Vorhandensein des Selektionsmarkers heraus selektioniert werden. Wird nun als
homologe Sequenz ein inkomplettes offenes Leseraster angeboten, welches am 5 Ende
und am 3'Ende verkiirzt ist, so kommt es nach einem Crossover im Prozel3 der
Replikation zu einer Duplikation des entsprechenden Genes. Die Duplikate sind jedoch
am 5'Ende bzw. am 3'Ende deletiert. In Abb. 15 ist dieser Ablauf schematisch fiir den

ialB-Locus von B. tribocorum gezeigt.

4.2.2.2 Klonierung eines Mutagenese-Vektors flr den jalB-Locus von B.
tribocorum

Ein subgenisches Fragment vom ia/B-Gen wurde durch Restriktion von pCD389 mit
Rsal hergestellt und nach der Aufreinigung des 385 bp groBen Fragmentes durch
Ligation in das zuvor mit Smal gedffneten pCD394 eingefiigt (Abb. 15).

Dieses Minimal-Plasmid ist ein Abkémmling von pMinl (Kahrs et al., 1995), ergéinzt
durch eine Kanamycin-Resistenz (Abb.5). Es trigt einen oriColE1 als
Replikationsursprung, welcher in Bartonellen nicht repliziert. Es kann daher als
Selbstmord-Plasmid fiir die single-Crossover-Mutagenese eingesetzt werden. Der
vorhandene oriTrps ermoglicht einen konjugativen Transfer des Plasmids.

Nach erfolgter Ligation wurde die Orientierung des integrierten Fragmentes durch den
analytischen Verdau des aufgereinigten Vektors mit Agel und Eco47-3 ermittelt. Es
entstanden die beiden Vektoren pCGO019 und pCGO19iv, mit paralleler bzw.
antiparalleler Richtung des ‘ialB’-Fragmentes zum Km'-Gen. Die Ergebnisse wurden

durch Sequenzierung der Insertionsstelle mit prCHD154 und prCHD155 bestétigt.

4.2.2.3 Transfer des Mutagenese-Vektors in B. fribocorum durch Konjugation
Die beiden Mutationsplasmide pCGO019 und pCGO19iv sollten nun mittels

dreipatentaler Konjugation in B. tribocorum 506 T eingebracht werden (Abb. 16).

Dazu wurde ein schon von Dehio et al. 1997 verwendetes Konjugationssystem genutzt,
welches E. coli B2150-Stimme verwendet, die auf die Zufuhr von externer
Diaminopimelinsdure (DAP), einem Bestandteil der Bakterienzellwand, angewiesen
sind. E. coli B2150-Donor- und E. coli B2150-Helferstimme konnen durch die
Verwendung von DAP-freien Selektionsmedien nach erfolgter Konjugation effizient am
Wachstum gehindert werden. Da E. coli 2150 keine Transferfunktion auf dem
Chromosom besitzt, wurde diese durch pRK2013 (,,Helferplasmid®) in trans zur
Verfligung gestellt (Dehio and Meyer, 1997; Figurski and Helinski, 1979).
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Abb. 16: Schematischer Verlauf einer dreiparentalen Konjugation

Die plasmidkodierten Tra-Funktionen (mehrere Gene) des Helferplasmids pRK2013 kodieren
fiir Funktionen, die die Ausbildung eines Pilus zum Ubertragen des genetischen Materials
ermdglichen, sowie die Fahigkeit zum Setzen eines Einzelstrangschnitts am Beginn des zu
Ubertragenden DNA-Strangs (oriT), der Mobilisation und weitere Funktionen. Das Helferplasmid
mobilisiert sich selbst und wird in den Donorstamm (bertragen. Dort fiihrt es zur Mobilisation
des Donorplasmids pCG019, welches in den Rezipientenstamm Ubertragen werden kann
(Seyffert et al., 1998).

Da sowohl pCG019 und pCGO19iv als auch das Helferplasmid pRK2013 Kanamycin
als Selektionsmarker enthielten, galt es zu ermitteln, in welchem MalBle die
Selbstmobilisierung von letzterem zur Ausbildung von kanamycinresistenten
Bartonella-Kolonien fithren wiirde. Dazu wurde neben einem Konjugationsansatz mit
E. coli 32150 (pCGO19) als Donorstamm, die Kontrolle mit dem Helferstamm allein
durchgefiihrt. Auerdem wurde ein Ansatz mit einem Donorstamm der das Minimal-
Plasmid (pCD394) ohne homologe Sequenz zur Integration ins Chromosom enthielt,
konjugiert. Die entstehenden Kolonien wurden in zwei unabhidngigen Ansdtzen bis zum

Tag acht auf mindestens flinf Platten ermittelt (Abb. 17).
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Abb. 17: Kontrolle der Selbstmobilisierung von pRK2013 bei der dreiparentalen
Konjugation von B. tribocorum

Dargestellt ist die Anzahl der kanamycinresistenten Klone zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nach Konjugation von Bartonella mit unterschiedlichen Donorstdmmen als Ausdruck fur die
Mobilisierungsfrequenz der einzelnen Vektoren. Erkennbar ist die deutlich héhere
Mobilisierungsfrequenz von pRK2013 im Gegensatz zu pCG019 und pCD394.

Die Konjugationen mit pCD394 als Donorplasmid ergaben kanamcinresistente
Konjuganten in etwas geringerer Zahl als bei der Konjugationen mit pCGO019, der die
homologe Sequenz von ialB enthilt. Es ist hier zu diskutieren, ob es zur Integration von
pCD394 ins Chromosom von B. tribocorum 506" kommt, oder ob der
kanamycinresistente Phinotyp auf eine andere Weise erzeugt wird.

Bei den Konjugationsansédtzen ohne Donor, die nur mit einem Helferstamm angesetzt
waren, entstanden sogar eine erhebliche Anzahl an kanamycinresistenten Konjuganten,
deren Anzahl die Konjuganten in den Ansétzen mit pCG019 im Donorstamm um das
Doppelte iiberstieg.

Eine effiziente Selektion auf kanamycinresistente Konjuganten, die durch Integration
von pCGO019 ins Chromosom entstanden sind, wurde dadurch erschwert.

Daher wurde das Helferplasmid pRK2013 durch pRK600 ersetzt, in welchem die
Kanamycinresistenz durch eine Chloramphenicolresistenz ersetzt wurde (Figurski and
Helinski, 1979). pRK600 wurde dazu aus E. coli MM394 durch (selbstmobilisierte)
Konjugation in E. coli 32150 gebracht.
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Abb. 18: Vergleich der Mobilisationsfrequenz von pRK2013 und pRK600 in E. coli
Dargestellt ist die Anzahl der pCD405 tragenden Konjuganten (y-Achse) durch Mobilisation mit
pRK600 im Vergleich zur Mobilisation mit pRK2013. Die Mobilisation durch pRK2013 ist um ca.
eine Zehnerpotenz effektiver.

Das Helferplasmid pRK600 zeigte bei Versuchen mit E. coli eine etwa zehnfach
geringere Mobilisation als pRK2013 (Abb. 18). In Konjugationen mit B. tribocorum

506" als Rezipient konnten keine Konjuganten erhalten werden.

Diese Ergebnisse machten eine genotypische Untersuchung der Konjuganten zur
Identifizierung von Klonen, die durch Rekombination mit pCGO019 einen

kanamycinresistenten Phanotyp erhalten hatten, nétig.

4.2.3 Genotypische Analyse der Konjuganten

4.2.3.1 Identifizierung der Defektmutanten
Zur ldentifizierung der Defektmutanten sollte die GréBendnderung des ial/4/B-Locus

durch Integration des Mutagenese-Vektors mittels PCR-Amplifikation nachgewiesen
werden. Zu diesem Zweck wurden zwei Strategien mit unterschiedlichen

Primerkombinationen gewéhlt, die in Abb. 19 erldutert sind.
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Abb. 19: PCR-Strategien zur genotypischen Identifizierung und Analyse der
Defektmutanten

A: Nachweis der GroRendifferenz zwischen Wildtyp (WT) und Mutante (MUT) mittels
Kolonie-long-PCR

Durch Integration des Mutagenese-Vektors und dadurch erfolgte partielle Duplikation des ialB-
Gens ergibt sich eine Langendifferenz des kompletten ialA/B-Lokus, der mit den Primern
prCHD101 und prCHD103 amplifiziert werden kann. Die Gr6R3e des Fragments, welches im
Wildtyp-Zustand entsteht, betragt 2728 bp. Nach Integration von pCG019 betragt die Grolte des
mit prCHD101 und prCHD103 amplifizierten Fragments 5926 bp.

B: Nachweis der Integration des Mutagenese-Vektors durch Positionierung eines
Primers im Chromosom und des zweiten Primers im Vektor (,,inside-outside-Strategie*)
mittels Kolonie-PCR.

Diese PCR ergibt nur dann ein Produkt, wenn die Integration von pCG019 im ia/B-Lokus
stattgefunden hat. Die Bindungsstelle je eines Primer liegt im Chromosom, direkt neben dem
ialB-Lokus, der andere Primer bindet im Vektor-backbone von pCG019. Es kommt nur dann zu
einer Amplifikation eines Produkts, wenn die Integration von pCG019 an der richtigen Stelle
stattgefunden hat.

Ca. 25 der auf den Selektionsplatten gewachsenen Kolonien wurden nach acht Tagen
tiberstrichen, um dann mit der Kolonie-PCR bzw. Kononie-long-PCR analysiert zu
werden. Abb. 20 zeigt die gelelektrophoretische Auswertung der PCR-Produkte der
ersten von drei Konjugationen.

In ca. 30 % der Félle wurde der kanamycinresistente Phénotyp durch ein singuldres
Crossover von pCG019 erzeugt und somit eine inkomplette Duplikation des ia/B-Gens
hervorgerufen. Die Konjugation mit pCG019iv ergab keine solchen Ereignisse. Daher
wurde in den folgenden Konjugationen nur noch mit pCG019 gearbeitet und dhnliche

Insertionsfrequenzen erreicht.
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Abb. 20: Ergebnisse der genotypischen Analyse des ialA/B-Locus von B. tribocorum
nach Konjugation mit den Mutagenese-Vektoren pCG019 und pCG019iv

A: Von 25 Kolonien (pCG019:1-13, pCG019iv:14-25), die mit prCHD101/103 getestet wurden,
erhielten drei den kanamycinresistenten Phanotyp (#4, #11, #13), erkennbar durch die
Grolendifferenz des amplifizierten ialA/B-Lokus (Wildtyp 2728 bp), durch Integration von
pCG019 (5926 bp).

B: PCR von Klon 4 mit prCHD111/154 und prCHD118/155. Die Integration fand an der richtigen
Stelle statt.

4.2.3.2 Stabilitat der Defektmutanten
Um eine phanotypischeTestung der Defektmutanten verldsslich durchfiihren zu koénnen,

musste sichergestellt werden, dass die Mutation auf genetischer Ebene stabil
weitergetragen  wird. Dies  galt insbesondere fiir = Bedingungen ohne
Selektionsmdglichlichkeiten auf den Marker Kanamycin, wie es im Tiermodell der Fall

ist.

5926bp —

2728bp —

Abb. 21: Agarose-Gel der Kolonie-long-PCR von B. tribocorum Mut#4 bei Kultivierung
ohne Selektionsdruck

Die Spuren geben jeweils die Woche der Kultivierung an. Es wurde nach der Kultivierung der
ialA/B-Lokus Uber o.g. Strategie amplifiziert. Die Grofe des entstehenden Fragments gibt
Auskunft dartiber, ob es sich um den mutierten Genotyp (5926 bp) oder den durch
Desintegration von pCGO019 wiederhergestellten genetischen Wildtyp (2728 bp) handelt.

56



Dazu wurden 50 pl einer verdiinnten Bakterienlésung [ODsgs nm=1,0x10'12] von Mut#4
(B. tribocorum 506" ialB::;pCGO019) fiir je eine Woche auf CSB-Agar mit und ohne
Selektionsbedingungen kultiviert und nach Anzahl der wachsenden Kolonien
verglichen. Von einigen Kolonien der Platte ohne Selektion wurde eine Kolonie-long-
PCR mit prCHD101/103 durchgefiihrt (Abb. 21).

Die PCR zeigte eine gleichbleibend intensive Bande bei 5926 bp, was dem mutierten
Genotyp entspricht. Uber den Zeitraum von sieben Wochen kam es zu keiner
nachweisbaren Desintegration von pCGO019. Diese Ergebnisse wurden durch Vergleich

der Anzahl der Kolonien auf Ndhrboden mit und ohne Selektion bestétigt.

4.2.4 Phanotypische Analyse der Defektmutanten durch SDS-PAGE
Um die Auswirkung der inkompletten Duplikation des ial/B-Gens in B. tribocorum

evaluieren zu konnen, sollte die Frage beantwortet werden, ob der knock out auf
Proteinebene nachgewiesen werden konne. Hinweise, die flir eine Lokalisation des
[alB-Proteins in der dulleren Membran von B. bacilliformis sprachen (Coleman et al.,
1998), wurden zum Anlall genommen, die dulere Membranfraktion von B. tribocorum
506"-Wildtyp (WT) und der #uBeren Membranfraktion von Mut#4 (ialB) zu
untersuchen.

Die folgende Abbildung (Abb. 22) zeigt die aufgetrennten Proteine auf einem
silbergefiarbtem SDS-Polyacrylamid-Gel.
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Abb. 22: Silbergefarbte SDS-PAGE (15%) der Sarcosyl-unléslichen Proteine der duBeren
Membranen von B. tribocorum 506 T (WT) und Mut#4 der Konjugation mit pCG019 (ialB’)
Das abgeleitete Molekulargewicht von lalB liegt bei 19 kDa. Eine entsprechende Bande kann
beim Wildtyp gefunden werden, fehlt jedoch bei der Mutante (siehe Pfeile).
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Neuere Ergebnisse von Minnick et al. lokalisierten das ia/B-Protein von B. bacilliformis
allerdings in der inneren Bakterienmembran (Coleman and Minnick, 2001; Dehio,

2001).

4.2.5 Phanotypische Analyse der Defektmutanten im Tiermodell
Ob der ialB-defiziente Genotyp in seinem Invasionsverhalten in vivo beeinfluflt sein

wiirde, sollte im zuvor etablierten Tiermodell untersucht werden. Dazu wurden Ratten
mit Bakterien des ialB-defizienten Genotypes infiziert. Als Kontrolle diente ein
plasmidtragender B. tribocorum-Stamm, B. tribocorum (pLAFR5km?2), der die gleiche
Kanamycinresistenz trug. Der Verlauf der Bakterdmie in fiinf unterschiedlichen
Infektionen wurde durch Kultivierung des Blutes zu unterschiedlichen Zeitpunkten

verfolgt (Abb. 23).
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Abb. 23: Bakteramie von je fiinf Ratten nach Infektion mit B. tribocorum-Stammen mit
ialB-defizienten Genotyp und B. tribocorum (pLAFR5km2) als Kontrolle

Die Infektion von Ratten mit dem ialB-defizienten Genotyp fiihrt nicht zu einer Bakteramie. Der
Kontrollstamm kann einen normalen Infektionsverlauf etablieren.

In keinem der Tiere, die mit einem ialB-defizienten Stamm infiziert waren, konnten
Bakterien aus dem Blut angeziichtet werden. Hingegen zeigten die Tiere, die mit B.
tribocorum (pLAFRS5km?2) infiziert waren, einen nahezu identischen Infektionsverlauf
im Vergleich zu den Experimenten, die mit B. tribocorum-gfp gemacht wurden; die
Bakterdmie begann an Tag vier bis fiinf, der hochste Titer wurde an Tag 10 bis 14
erreicht. Allerdings waren die maximalen Titer mit bis zu 13 x 10° Bakterien pro ml
Blut etwas geringer. Diese Ergebnisse zeigen, dass der ia/B-defiziente Stamm von B.

tribocorum 506" seine Infektidsitit verloren hat.
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4.2.6 Klonierung eines Komplementationsvektors fiir ialB-defiziente B.
tribocorum-Stamme

Fiir B. tribocorum ialB::(pCG019) sollte die Komplementation in trans erfolgen, also
durch die Einfiihrung des Wildtypgens auf einem Plasmid.

Dazu wurde in einen auf Gentamycin selektionierbaren Klonierungsvektor pPR39
(Ratet et al, 1988) das ial/B-Gen von B. tribocorum und die davor liegende
intergenische Region bis zum Ende des offenen Leserasters von ia/4 kloniert (Abb. 24).
Die daraus resultierenden Vektoren pCD404 und pCD405 wurden sodann in E. coli

32150 transformiert und mittels dreiparentaler Konjugation in B. tribocorum iiberfiihrt.

< <
con on
S S
S S
L—=}J
BamHI
Gm’*
pPR39

)

<
ald i ialB, 4

pCD404 Gm* pCD405 G

Abb. 24: Klonierung der Komplementationsvektoren pCD404 und pCD405

pCD389 wurde mit Sau3A geschnitten und das entstehenden 740 bp-Fragment, mit dem 3°-
Bereich des ORFs von ialA, der intergenischen Region und des ORFs von jalB, wurde Uber ein
Agarosegel aufgereinigt und in den mit BamHI geschnittenen Vektor pPR39 ligiert.

4.2.7 Analyse des Komplementationsvektors im Tiermodell
Eine wichtige Voraussetzung fiir die Funktionsfahigkeit eines

Komplementationsvektors ist dessen Plasmidstabilitét, d.h. der dauerhafte Verbleib im
Bakterium, auch wenn diese nicht unter Selektionsbedingungen wachsen. Auflerdem

darf das Tragen des Vektors keine anderen FEigenschaften des Bakteriums
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beeintrdchtigen oder verdndern. Um die FEignung von pPR39 als
Komplementationsvektor zu ermitteln, wurden pPR39, pCD404 und pCD405 durch
dreipatentale Konjugation in B. fribocorum 506" (Wildtyp) eingebracht. Alle drei
Stimme wurden dann im Rattenmodell auf ihre Fahigkeit, eine Bakterdmie
hervorzurufen, analysiert.
Dazu wurden je eine Ratte mit B. tribocorum (pPR39), B. tribocorum (pCD404) oder B.
tribocorum (pCD405) infiziert und zu verschiedenen Zeitpunkten Blut entnommen. Die
Blutproben wurden zu gleichen Teilen auf Nahrboden mit und ohne Selektionsmarker
ausplattiert und in gleicher Weise bebriitet. So konnten zwei wesentliche Informationen
erhalten werden: zum einen wurde die gesamte Anzahl der Bakterien im Blut bestimmt
(Titer). Zum anderen wurde die Anzahl an Bakterien bestimmt, die noch den auf dem
Plasmid kodierten Resistenzmarker Gentamycin trugen (,,Plasmidstabilitdt). So konnte
der Prozentsatz an Bakterien ermittelt werden, der das Plasmid wihrend des
Infektionsvorganges verloren hatten (Abb. 25).

Die Infektionsverldaufe von B. tribocorum (pPR39) und B. tribocorum (pCD404)
sind mit dem von B. tribocorum (pLAFRS km2) vergleichbar. Die Infektion mit B.
tribocorum (pCD405) rief wesentlich niedrigere Bakterientiter hervor. Hier konnten
auch von Beginn der Bakterdmie an keine gentamycinresistenten Bakterien angezogen
werden.
pPR39 und pCD404 konnten iiber den gesamten Infektionszeitraum von 40 Tagen
Gentamycinresistenz vermitteln. Bei B. tribocorum (pPR39) waren nach zehn Tagen
nur noch 20 % der Bakterien gentamycinresistent. Dieser Prozentsatz sank dann bis
zum Ende des Versuchs auf 10 % ab. Die CFU von B. tribocorum (pCD404) waren
nach zehn Tagen nur noch zu 70 % gentamycinresistent, zum Ende des Versuchs sank
der Prozentsatz dann auch auf 10 % ab. Insgesamt beschreibt die Kurve, die den
prozentualen Anteil der Anzahl der resistenten Bakterien an der Gesamtzahl der

anziichtbaren Klone zeigt einen sehr unregelméssigen Verlauf.
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Abb. 25: (A) B. tribocorum (pPR39), (B) B. tribocorum (pCD404) oder (C) B. tribocorum

« » s Xu » » ONNE Selektionsmarker

——e—— mit Selektionsmarker

%-Stabilitat

% cfu Gm" / total cfu

% cfu Gm" / total cfu

(pCDA405) infiziert waren. Titerbestimmung auf Nahrmedien mit und ohne

Selektionsmarker.Durch den Vergleich der Titerbestimmung mit und ohne Selektionsmedium

kann eine Aussage uber die Prasenz des das Resistenzgen tragende Plasmid getroffen werden
(=Plasmidstabilitat). Man beachte die fehlende Stabilitat von pCD404.
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4.2.8 Komplementation der ialB-defizienten B. tribocorum-Stamme
Bei diesem Versuch kam es darauf an, die Fahigkeit der ia/B-Mutanten zur Etablierung

einer Bakterdmie in vivo wieder herstellen. Daher wurde darauf geachtet, die Mutanten
keiner unnétigen Passagierung iiber Néhrboden auszusetzen. Die Konjugation der
Mutanten mit dem Komplementationsplasmid wurde daher direkt nach deren
genotypischer Analyse durchgefiihrt. Es wurden alle Vektoren (pPR39, pCD404 und
pCD405) und auch eine Kombination von pCD404 und pCD405 konjugiert und im
Rattenmodell getestet. In keinem der Félle konnte jedoch eine Bakterdmie festgestellt

werden.
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5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zum Verstindnis der Erythrozyteninvasion von
Bartonella spezies beizutragen. Wichtige Grundlagen wurden in dieser Arbeit flir die
Beantwortung dieser Frage gelegt:

e FEtablierung eines in vivo-Modells der Erythrozyteninvasion durch B. tribocorum-gfp
in der Ratte und Beschreibung der Interaktion von B. tribocorum-gfp mit
Erythrozyten in vivo unter besonderer Berlicksichtigung der:

1. Intraerythrozytiren Lokalisation
2. Frage nach der Interaktion mit erythropoetischen Vorlduferzellen
e Arbeiten zu einem lokusspezifischen Mutagenesesystem und Anwendung dieses

Systems zur Kldrung der Rolle des ia/B-Lokus fiir die Erythrozyteninvasion in vivo.

5.1 Etablierung eines in vivo-Modells der
Erythrozyteninvasion
Die Entwicklung eines gut handhabbaren Tiermodells der Erythrozyteninvasion von

Bartonella spezies war aus mehreren Griinden wichtig: zum einen sollte dieses System
dazu verwendet werden, den Infektionsverlauf in vivo und die Interaktion von
Bartonella spezies mit Erythrozyten im natiirlichen tierischen Wirt exakt zu
beschreiben. Zum anderen hatte sich gezeigt, dal in vitro-Modelle der
Erythrozyteninvasion nur sehr bedingt aussagekréftige Ergebnisse lieferten (Mehock et
al., 1998). Daher sollte ein in vivo System als Grundlage fiir die phénotypische Testung
von Defektmutanten (s.u.) (Mitchell and Minnick, 1995) entwickelt werden.

5.1.1 Das Modellsystem Ratte
Um Bartonella spezies in vivo zu untersuchen, wurde die Ratte als Infektionsmodell

gewahlt. Fiir diese Tiere wurde B. tribocorum als natiirlicher Parasit beschrieben, und
erste experimentelle Infektionen waren gelungen (Heller et al., 1998). Bisher wurden
experimentelle Infektionen mit Bartonella spezies im natiirlichen tierischen Wirt nur fiir
B. henselae in der Katze (Abbott et al., 1997; Greene et al., 1996; Guptill et al., 1997;
Kordick and Breitschwerdt, 1997; Regnery et al., 1996), sowie die experimentelle
Infektionen von Woll-Ratten (Sigmodon hispidus) (Kosoy et al.,, 1999) und
verschiedenen Labormdusen (Balb/c, C57Bl/6, Swiss mice) (Barrat et al., 1999)

beschrieben (siehe Tab. 3). In den beiden letztgenannten Féllen wurde allerdings mit
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Primérisolaten aus wildlebenden Tieren infiziert, ohne zu bestimmen, um welche
Bartonella spezies es sich hierbei handelt.

Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Infektionsmodellen bietet das hier etablierte
Modellsystem viele Vorteile: neben der einfachen Handhabung dieser Tiere sind sie
kostengiinstig, und es existiert ein grofer experimenteller Erfahrungsschatz. Im
Hinblick auf weiterfithrende Fragestellungen im Bereich der Immunologie gibt es
dariiber hinaus viele etablierte Instrumente (z.B. Antikorper oder immundefiziente
Inzuchtstimme), die das Modellsystem Ratte zu einer wichtigen und vorteilhaften
Arbeitsgrundlage machen. Allerdings sollte die Maus als ebenfalls etabliertes
Infektionsmodell in mancherlei Hinsicht als iiberlegen angesehen werden (Koesling et
al., 2001).

Um die Infektion von B. tribocorum im Tier genau analysieren zu konnen, wurde in
dieser Arbeit ein durch R. Schiilein (Max-Planck-Institut fiir Infektionsbiologie,
Tiibingen) genetisch verdnderter Stamm verwendet, der das green fluorescent protein
(GFP) exprimiert (Dehio et al.,, 1998; Schiilein et al., 2001). So konnte der
Infektionsverlauf mit Hilfe der Durchflulzytometrie (FACS) und der Laser-scanning-
Mikroskopie untersucht werden.

GFP-exprimierende B. quintana wurden kiirzlich zur Untersuchung der
Transmitterfunktion von humanen Korperldusen in einem Infektionsmodell mit
infizierten Kaninchen eingesetzt. In diesen Experimenten wurde GFP jedoch nur zur
Identifizierung von Bartonella-Kolonien in Ausstrichen auf Ndhrboden genutzt

(Fournier et al., 2001).

5.1.2 Verlauf der Bakteramie in der Ratte
Die intravendse Infektion der Ratten mit B. tribocorum-gfp wurde von allen

Versuchstieren 1iiber die gesamte Versuchsdauer ohne &ullere Zeichen der
Beeintriachtigung und ohne klinische Zeichen einer Infektion toleriert.

Die Ergebnisse der Blutkultur und der Auswertung der FACS-Analysen zeigten ein
einheitliches Bild. Nach der Clearance des bakteriellen Inokulums wéhrend des ersten
Tages sind Bakterien nach drei bis vier Tagen p.i. erstmals im Blut nachweisbar. Bis
zum Tag 6 bis 10 p.i. kommt es zu einer raschen Vermehrung der Bakterien im Blut.
Danach kommt es zu einer stabilen Phase der Infektion, wahrend der die Bakterientiter
konstant bleiben. Diese wird gefolgt durch eine langsame Abnahme der Anzahl der

Bakterien.
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Der Infektionsverlauf kann aufgrund dieser Beobachtungen in vier Phasen eingeteilt

werden:

1. priabakteramische Initiationsphase
2. bakterdmische Vermehrungsphase
3. Phase der Persistenz

4. Phase der Elimitation

Der zeitliche Ablauf der Beobachtungen sind sehr gut mit den Kenntnissen aus den

anderen Tiermodellen vereinbar. Ein Vergleich ist in der nachfolgenden Tabelle

aufgestellt.

Tier/ Bakteramie (Tage p.i.) Autor

Infektion mit

Beginn Hohepunkt Ende

Ratte 4 10 70 eigene Studie

B. tribocorum

Maus 5-7 14-21 77 (Koesling et al., 2001)
B. grahamii

Ratte 7 14-28 56-70 (Hansmann, 2000)

B. tribocorum

Woll-Ratte <7 14 49-105 (Kosoy et al., 1999)
B. spezies

Katze 7 n.n. >56 (Regnery et al., 1996)
B. henselae

Katze <14 n.n. 112 (Guptill et al., 1997)
B. henselae

Katze 11 n.n. n.n. (Kordick and

B. henselae Breitschwerdt, 1997)
Katze 7 14 56-126 (O'Reilly et al., 1999)
B. henselae

Katze intermittierend (Kordick et al., 1999)
B. henselae und von Tag 4 bis Tag 454 nachgewiesen

B. clarridgeiae

Tab. 4: Vergleich der experimentellen Infektionen von natiirlichen tierischen Wirten mit
Bartonella spezies (=autologe Infektion)

Gemeinsames Kennzeichen dieser Modellinfektionen ist ihre lange Dauer, der o.g.
beschriebene vierphasige Verlauf mit der prabakterdmischen Initiationsphase sowie ein
hoher Manifestationsindex, d.h. jede Inokulation fiihrte zu einer manifesten Infektion.

Die Besiedlung scheint dabei um so erfolgreicher, je weniger massiv die
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Auseinandersetzung zwischen Wirt und Bakterium ist. Dafiir konnte die Beobachtung
sprechen, dass ein hoher Bakterientiter in der Phase der Persistenz eine kiizeren
Infektionsdauer nach sich zieht. Ahnliche SchluBfolgerungen wiren fiir die
Beobachtung mdglich, dass ein langsamer Anstieg der Bakterienzahl pro Erythrozyt zu
einer hoheren Gesamtzahl an Bakterien pro Erythrozyt fiihrt. In dieses Bild wiirde auch
die Tatsache passen, dass niedrigere Infktionsdosen im Wollrattenmodell von Kosoy et
al. zu einer stirkeren und ldnger andauernden Bakterédmie flihrten (Kosoy et al., 1999).
Zusammenfassend lassen diese Daten das Bild entstehen, dass es sich bei der
Etablierung der Infektion von B. tribocorum in seinem natiirlichen Wirt um einen
mehrstufigen Prozel handelt, bei dem die Besiedlung der Erythrozyten im peripheren
Blut nicht den ersten Schritt darstellt, erkennbar an der prébakterdmischen
Initiationsphase.

Es handelt sich nicht um eine perakut verlaufende Bakterdmie, die mit einer erheblichen
Reaktion des Wirtsorganismus (bis hin zu einer septischen Reaktion) einhergeht,

sondern um einen subklinisch verlaufenden Infektionsprozef3.

5.1.3 Die FACS-Analyse und gfp als Untersuchungsmethode fiir einen
hamotrophen Infektionsverlauf

Die FACS-Analyse in Kombination mit gfp-markierten Bakterien wurde erstmals zur
Untersuchung eines Bakterdmieverlaufs eingesetzt. Der Vergleich der Ergebnisse mit
die den Ergebnissen aus der Blutkultur als Standardmethode ergab eine 233 %ige
Streuung der durch die Ergebnisse. Ein mittlerer Faktor von 2,33 ist allerdings nicht als
erheblich einzustufen. Die Ergebnisse beider Methoden liegen in der gleichen
GroBenordnung. Beriicksichtig man, dass die Ergebnisse iiber die Zeit mehrere
GroBenordnungen durchlaufen, so kann die FACS-Analyse durch den Vergleich mit der
Blutkultur als Standardmethode als zuverldssige Mefmehtode angesehen werden. In
der Praxis hat die Methode den Vorteil, dass ein Ergebnis sofort vorliegt und dass nicht
steril gearbeitet werden muf. Der Nachweis der ersten Bakterien im Blut gelang einen
Tag verzogert im Vergleich zur Blutkultur. AuBlerdem konnte die Bakterdmie nicht so

lange nachgewiesen werden wie durch Kultivierung.

5.1.4 Interaktion mit Erythrozyten
Die intraerythrozytdre Lokalisation von B. tribocorum konnte im Verlauf der

experimentellen Infektion von Ratten eindeutig festgestellt werden. Dariiber hinaus
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konnte gezeigt werden, dass es zu einer Teilungsaktivitit von B. tribocorum-gfp im
intraerythrozytiren Kompartiment kommt. Das hier etablierte Tiermodell eignet sich

also hervorragend als in vivo-Modell der Erythrozyteninvasion.

Die intraerythrozytire Lokalisation bietet viele Vorteile fiir das kolonisierende
Bakterium: Dieses Kompartiment ist vor der Immunantwort durch Antikdrper
geschiitzt. Es kann keine intrazellulire Antigenprozessierung stattfinden, da keine
Lysosomen vorhanden sind; somit ist der eindringende Organismus auch vor der
spezifischen, zelluldiren Immunantwort verborgen (Reynafarje and Ramos, 1961).
Neben dem Schutz vor der Immunabwehr des Wirtes bietet der Erythrozyt ein optimales
Nahrstoffangebot, denn Bartonellen bendtigen als Wachstumsfaktor Hemin, welches
intraerythrozytir reichlich vorhanden ist (Sander et al., 2000).

Die Lebensdauer eines roten Blutkdrperchens ist beim Menschen mit 120 Tagen im
Vergleich zu anderen Zellen recht lang. Dieses Kompartiment eignet sich auch aus
diesem Grund fiir die langandauernde Besiedlung.

Nicht geklart werden konnte in dieser Arbeit, ob es durch die Invasion und
nachfolgende Teilungsaktivitit der Bakterien im intraerythrozytiren Kompartiment zur
Lyse der Erythrozyten oder friihzeitigen Elimination durch das retikuloendotheliale
System kommit.

R. Schiilein und A. Seubert (Max-Planck-Institut fiir Infektionsbiologie, Tiibingen)
konnten in weiteren Experimenten zeigen, dass die intraerythrozytire Teilungsaktivitdt
von B. tribocorum-gfp nach ca. 15-21 Tagen p.i. sisitert (Schiilein et al., 2001). Wie es
zu diesem Phdnomen kommt, ist bisher unklar. Vielleicht kommt es zu einem
Replikationsstop durch Verarmung an Néhrstoffen oder die Anhdufung toxischer
Stoffwechselendprodukte.

Moglicherweise handelt es sich aber auch um eine aktive Regulation der
Teilungsaktivitit, reguliert durch Botenstoffe, die Informationen innerhalb der
Bakterienpopulation iibermitteln. Dieser ProzeB, der als quorum sensing (quorum=
beschluf3fahige Gruppe, sensing = messen, fiihlen) bezeichnet wird, erlaubt es
einzelligen Organismen wie Bakterien, abhingig von der Zelldichte der eigenen
Population im augenblicklichen Lebensraum, unterschiedlich zu reagieren. Dieses wird
durch Sekretion von Signalmolekiilen erreicht, die in der Zellpopulation akkumulieren.

Die regulative Antwort der einzelnen Organismen hidngt von der Konzentration der
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Signalstoffe ab. Myxococcus xanthus koordinert iiber quorum sensing das Verhalten
einer Population unter Nahrstoffmangel, was dazu fiihrt, dass ein Fruchtkorper gebildet
wird, der Sporen enthdlt. Auf diese Art und Weise wird aber auch die Produktion
bestimmter Antibiotika in Streptomyces spezies reguliert, ebenso wie die Féahigkeit zur
Transformation von Bacillus subtilis. Das am besten untersuchte Beispiel ist allerdings
die Regulation der Luminescens-Aktivitdit von Vibrio fischeri, die erst ab einer
bestimmte Zelldichte in der Bakterienpopulation beginnt (Bassler, 1999; Dale, 2001).
Moglicherweise wird im abgeschlossenen intraerythrozytiren Kompartiment das
Wachstum dieser B. tribocorum-Population ebenfalls auf diese Weise reguliert, mit dem
Ziel des Erhalts des vorteilhaften intraerythrozytiren Kompartiments als
Besiedlungsnische.

R. Schiilein und A. Seubert fanden aullerdem, dass die Zirkulationszeit der invadierten
Erythrozyten im Vergleich zu nicht invadierten Erythrozyten kaum verkiirzt ist, die
Invasion und Besiedlung von B. tribocorum-gfp also als ,nicht-lytisch® betrachtet
werden kann. In der replikativen Phase der intraerythrozytiren Bakterien haben die
invadierten roten Blutzellen einen leicht erhohten turn-over. In der darauf folgenden
nicht replikativen Phase der Bakterien werden die Wirtszellen jedoch nicht schneller
abgebaut (Schiilein et al., 2001). Dariiber hinaus konnte festgestellt werden, dass es im
Kolonisierungsprozess wiederholt zu Reinfektionen von Erythrozyten kommt, was an
sprunghaften Anstiegen der Zahl der invadierten Erythrozyten bis zur vierten Woche
p.1. deutlich wurde. Von welchem Ort aus diese Reinfektion stattfindet bleibt unklar
(Schiilein et al., 2001).

Wozu dient diese offensichtlich auf eine lang andauernde Kolonisation ausgelegte
Infektion des natiirlichen Wirts durch Bartonella spezies?

Die wenig immunogene, nicht lytische Vermehrungs- und Persistenzphase in den roten
Blutzellen ist moglicherweise deshalb im Lebenszyklus von Bartonella spezies wichtig,
da es den Bakterien durch diese Lokalisation moglich ist, iiber blutsaugende Insekten
andere Organismen zu infizieren (Ihler et al., 1996). Fiir die Infektion von Katze zu
Katze wurde eindeutig gezeigt, daB eine Ubertragung durch die Katze besiedelnde
Flohe moglich ist (Chomel et al., 1996; Foil et al., 1998). Auch fiir B. bacilliformis weil}
man um die Bedeutung des Insektenvektors, der Schmetterlingsmiicke, fiir die Infektion

des Menschen (Ihler et al., 1996).
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5.1.5 Die prabakteramische Phase: Untersuchung der ersten drei Tage
der Infektion

Die als pribakterimische Phase bezeichnete abakterdmische Periode des
Infektionsverlaufes wurde bisher bei allen autologen (= Infektion des Wirts mit dem
natiirlich in ihm vorkommenden Bakterienstamm) experimentellen Infektionen
gefunden und konnte auch in den hier vorgestellten Versuchen klar abgegrenzt werden
(Tab. 3). Was wihrend dieser Phase geschieht, war bisher unklar.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse ermoglichten es, das Verhalten von
B. tribocorum-gfp wihrend dieser Zeit quantitativ im Blut, Leber, Milz und
Knochenmark zu erfassen.

Bereits nach einer Stunde sind 50 % der injizierten Bakterien aus dem Blutstrom
entfernt, nach 24 Stunden sind keine Bakterien mehr im Blutstrom nachweisbar.

Die Moglichkeit, dass die Bakterien innerhalb der ersten Stunde durch die unspezifische
Immunabwehr des peripheren Blutes abgerdumt werden, ist unwahrscheinlich. In
diesem Fall wire zu erwarten, dass die phagozytischen Blutzellen in der FACS-Analyse
mit GFP-positiven Signalen registriert worden wiren. Experimente mit Anti-CD45-
Antikorperfarbungen des peripheren Blutes als pan-Leukozytenmarker zeigten keine
Akkumulation von GFP-positiven Ereignissen in diesen Zellen (Ergebnisse nicht
gezeigt).

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass es nach experimenteller, intravendser
Infektion von Ratten mit B. tribocorum-gfp zu einer Akkumulation der Bakterien in der
Leber zwei Stunden p.i. gekommen ist, die bis 24 Stunden p.i. nachweisbar war. Direkt
vergleichbare Daten von autologen Infektionsexperimenten mit Bartonella spezies gibt
es bisher nicht.

Kerem et al. konnten in einem heterologen Mausmodell mit experimenteller
intraperitonealer Infektion von BALB/c-Méusen mit B. henselae sechs Stunden p.i. bis
zum Ende des Beobachtungszeitraums nach sieben Tagen, bakterielle DNA nur in der
Leber und den mesenterialen Lymphknoten dieser Tiere nachweisen. Die Kultur der
Bakterien aus Milz, Leber, Lymphknoten und Gehirn gelang nur in den ersten 24
Stunden p.i. und nur bei hohen Infektionsdosen (3x10® CFU) (Karem et al., 1999).

In einer weiteren Studie mit C57BL/6-Miusen, die ebenfalls mit B. henselae infiziert
wurden, konnte liber sechs Tage aus Leber und Milz Bakterien kultiviert werden. Die

Kultur aus dem Blut gelang nie. In der Leber konnte {iber drei Monate B. henselae-
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DNA nachgewiesen werden. In anderen Organen war dies nicht moglich (Regnath et al.,

1998).

Die Elimination von Antigenen ist eine der Hauptaufgaben der Leber, die dadurch eine
wichtige regulative Funktion fiir das Immunsystem hat. Die meisten der in die
Blutzirkulation eingetretenen Bakterien werden hier aus dem Blut entfernt. Die
Filterfunktion ist aber auch fiir aus dem Darm aufgenommene Antigenstrukturen aus der
Nahrung und der intestinalen Darmflora wichtig. Durch den sehr hohen Blutdurchfluf3
durch dieses Organ (beim Menschen wird tdglich 360 Mal das gesamte Blut durch die
Leber gepumpt) und dem 5-7um messenden, geringen Durchmesser der
Lebersinusoide, gelangen im Blut vorhandene Antigene sehr schnell in engen Kontakt
mit den Blutgefdflen der Leber. Im Periportalbereich (Bereich des einstromenden Blutes
aus dem Darm) der Lebersinusoide befindet sich eine groBe Anzahl spezieller,
gewebsstindiger Makrophagen, die Kupffer'schen Sternzellen in den GefdBwénden, die
in dieser Position Antigene sehr effizient eliminieren konnen. Auflerdem sind die
Endothelzellen der Sinusiode stark endozytotisch aktiv. Reviews: (Cousens and Wing,
2000; Knolle and Gerken, 2000; Wisse et al., 1996).

Die Akkumulation von B. tribocorum-gfp in der Leber der Versuchstiere nach der i.v.-
Infektion konnte also ein unspezifisches Ereignis als Folge der Filterfunktion der Leber
sein. Allerdings miifite man sich dann die Frage stellen, warum in einigen Fillen noch

so lange genetisches Material von Bartonella gefunden werden kann.

Viele Mikroorganismen besiedeln sehr spezifisch die Leber, und nutzen diese als
Ausgangspunkt fiir die Kolonisation des Organismus.

Solch ein Infektionsweg ist zum Beispiel flir Listeria monocytogenes als
bakterielles Pathogen beschrieben. Die Bakterien sind nach experimenteller i.v.-
Infektion von Méusen nach zehn Minuten aus der Blutzirkulation entfernt. Sie
adherieren an Kupffer'sche Sternzellen und sind nach sechs Stunden zu 90 % in den
Hepatozyten zu finden. Die Infektion mit Listeria monocytogenes ruft dabei eine heftige
Immunantwort hervor, die von ortsstindigen Zellen der Leber ausgeht, und zur
Rekrutierung peripherer Immunzellen, v.a. neutrophiler Granulozyten fiihrt. Dazu
gehort, dass von den Kupffer’schen Sternzellen die Interleukine IL-6, IL-13 und TNF-a

gebildet werden, die stimmulierend auf Neutrophile wirken, auBerdem IL-12 und IL-18,
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die alle als proinflammatorische Zytokine angesehen werden. Von den Endothelzellen
der Sinusoide und den Kupffer'schen Sternzellen werden Zelladhdsionsmolekiile
exprimiert, die zur Adhdsion von Neutrophilen und zur Eindimmung der Listeria-
Infektion wichtig sind. Auch Hepatozyten konnten durch ihre Produktion von Akute-
Phase-Proteinen wichtig fiir die Kontrolle der Infektion sein. In einer spéteren Phase
wird die Infektion durch die dann einsetzende adaptive Immunantwort terminiert
(Cousens and Wing, 2000).

Auch von den Erregern der Malaria, Plasmodium spezies ist ein Hepatotropismus
bekannt, und obwohl es sich hier um Protozoen handelt, sollen kurz einige
Besonderheiten in deren Lebensweise in Bezug auf die Kolonisation der Leber
dargestellt werden.

Auch hier gibt es nicht nur humanpathogene Stdimme, sondern u. a. auch murine
Pathogene (und viele andere), die oft im Tiermodell beschrieben werden. So konnte in
verschiedenen experimentellen Infektionen gezeigt werden, dass Plasmodien innerhalb
von 15-60 Minuten aus dem peripheren Blutstrom entfernt werden und spezifisch in der
Leber akkumulieren (Meis et al., 1983). Diese Filterfunktion der Leber konnte auch in
vitro am isolierten Organ gezeigt werden. Diese Beobachtung war nicht an die Vitalitit
des Parasiten gebunden. Auch abgetdtete Plasmodium spezies wurden mit einer
Effizienz von 70 % aus der Zirkulation entfernt (Sinden and Smith, 1982).

Plasmodium spezies sind, wie Bartonella spezies auch, obligat intrazelluldar
vorkommende Pathogene. In der Leber konnen diese mit drei Zellarten interagieren:
dem GefédBendothel, den Hepatozyten und den Kupffer'schen Sternzellen.

Die erste Phase der Vermehrung durchlaufen diese in den Hepatozyten. Die
Hepatozyten kdnnen in vitro direkt invadiert werden (Pirson, 1982). In vivo liegen diese
jedoch hinter dem die Blutgefdle auskleidenden Endothel und einem sich dahinter
befindenden Extrazellularraum, dem Dissé-Raum. Das Endothel ist ein sogenanntes
»fenesteriertes Endothel®, welches ca. 0,1 um grofle Interzellularspalten aufweist und
keine durchgehende Basalmembran hat. Trotzdem sind die Fenster nicht frei
durchgingig und fiir Plasmodien viel zu klein. Experimentelle Daten sprechen dafiir,
dass Kupffer'schen Sternzellen eine Transportfunktion iiber die Endothelbarriere
hinweg iibernehmen, und die Plasmodien aus dem Blutstrom an die Hepatozyten
herantransportieren (Meis et al., 1983; Sinden and Smith, 1982). Es konnte aber auch

sein, dass die Parasiten direkt in die Hepatozyten eindringen, indem sie an Mikrovilli
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dieser Zellen binden, die durch das fenestrierte Endothel in das Sinusoidallumen
hineinhdngen. Der Transport in die Hepatozyten erfolgt auf jeden Fall sehr schnell,
denn schon nach einer Stunde p.i. konnten Sporozoiten in diesen Zellen nachgewiesen
werden (Meis et al., 1983). Die Infektion der Hepatozyten wird mit der Ausschiittung
von INFy und Induktion einer Stickstoffmonoxid-Synthase beantwortet. Die
Uberlebensstrategie von Plasmodium scheint darin zu bestehen, sich sehr rasch und
massenhaft in den Leberzellen zu vermehren und so das Immunsystem des Wirts zu
iiberrollen (Hildebrandt, 1996). Nach dieser initialen Vermehrungs- und Reifungsphase
verlassen die Pathogene die Hepatozyten, um Erythrozyten zu invadieren. Interessant
ist, dass einige Erreger in den Leberzellen in Form von Hypnozoiten verbleiben, die
ihren Stoffwechsel auf ein Minimum FEinschrinken, und nach Jahren eine erneute
klinische Infektion auslosen konnen. Auf bisher ungeklirte Weise wird eine
Immunantwort gegen befallene Wirtszellen verhindert (Hildebrandt, 1996). Review:
(Sinnis and Sim, 1997).

Warum zeigen diese Pathogene einen so ausgepréigten Hepatotropismus mit sehr rascher
Aufnahme in die Hepatozyten? Die Leber, als immunologisch sehr kompetentes Organ
miifite die Besiedlung von Pathogenen doch gut verhindern kénnen.

Die Hepatozyten stellen immunologisch eine Besonderheit dar, die sich aus der
geschiitzten Lage hinter dem sinusoidalen Endothel und dem Dissé-Raum ergibt. Bei
intakter Sinusoidal-Architektur fiihrt eine Infektion der Hepatozyten nicht zu einer
Infiltration von mononukledren Zellen und auch nicht zu einer Aktivierung von
spezifischen T-Zellen. Dies konnte durch Experimente mit transgenen Méusen
nachgewiesen werden, die ein fremdes nicht sekretiertes Protein selektiv in Hepatozyten
exprimierten. Spezifische T-Zellen wurden in diesen Tieren nicht aktiviert, jedoch
erfolgte eine Aktivierung bei Tieren, die dieses Protein auf anderen Zellen trugen. Im
Verlauf der meisten Infektionen werden allerdings immunogene Stoffe des Pathogens
aus der Wirtszellen abgegeben, und es kommt so doch zu einer proinflammatorischen
Aktivierung (Limmer, 1998). Die Endothelien der Sinusoide konnen diese Antigene
aufnehmen, und haben die Moglichkeit, diese auf MHCI-Molekiilen fiir CD8+ T-Zellen
zu prasentieren, ein Vorgang, der cross-presentation genannt wird. Dadurch kann eine
Immunantwort gegen intrazellulire Pathogene eingeleitet werden. Allerdings gibt es

auch hier Hinweise, dass in manchen Situationen diese Antigenprdsentation auf den
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Sinusoidalendothelien eher zu einer Toleranz des Immunsystems fiihrt, als zur
Einleitung einer Abwehrreaktion (Limmer et al., 2000).

Vielleicht sind diese Besonderheiten ein Grund fiir viele Pathogene, Hepatozyten als
primdre Nische zu nutzen.

Es konnte sich auch bei der beschriebenen Akkumulation von B. tribocorum-gfp um
solche Prozesse handeln. Die Hepatozyten konnten dann vielleicht als primére Nische
wéhrend der priabakterdmischen Phase fiir Bartonella spezies dienen und
moglicherweise von dort die Besiedlung der Erythrozyten erfolgen.

Naheliegend wire auch, dass Bartonellen in die sinusoidalen Endothelzellen invadieren,
da auch im Fall der Besiedelung eines immunsupprimierten Fehlwirts bei der BA und

BPH Bartonellen in enger Assoziation mit Endothelzellen gefunden werden.

Die hier vorgestellten Beobachtungen sollten aber nur als orientierende Ergebnisse
angesehen werden und bediirfen auf jeden Fall weiterer Priifung. Da es sich zu jedem
MefBzeitpunkt um ein unterschiedliches Tier handelte, sind Vergleiche mit anderen
Zeitpunkten aufgrund der gleichen Infektionsbedingungen zwar mdglich, doch sind
individuelle Abweichungen nicht ausgeschlossen. AuBlerdem handelte es sich immer
nur um ein Versuchstier pro Messzeitpunkt und nicht um eine Gruppe von Tieren.
AuBlerdem sollte hinsichtlich des methodischen Vorgehens bedacht werden, dass ein
histologischer Nachweis der Bakterien in den verschiedenen Organen wesentlich
aussagekriftiger wére.

Der hier geschilderte Versuch 148t auch keine Aussagen darliber zu, ob fiir
B. tribocorum-gfp die Leber einen ersten Infektionsort darstellt, oder ob es hier nur zur

Abrdumung der Bakterien durch die Immunabwehr der Ratte kommt.

5.1.6 Interaktion mit erythropoetischen Vorlauferzellen
Erkenntnisse iiber den Mechanismus der Invasion von Bartonella spezies in die roten

Blutzellen zu gewinnen, war ein Ziel dieser Arbeit. Es wurde die Hypothese aufgestellt,
dass es zu einer Interaktion von Bartonella mit erythropoetischen Vorlduferzellen
kommt. Diese Zellen sind endozytotisch sehr aktiv, daher wurde die Uberlegung
angestellt, dass in diesem Reifungsstadium der roten Blutzellen die Aufnahme der
Bakterien iiber einen Mechanismus erfolgt, der der induzierten Phagozytose dhnlich ist

und fiir viele andere, intrazellular vorkommende Bakterien beschrieben wurde.
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Die 3-4tigige Latenzzeit vor Beginn der Bakterdmie wire mit der Reifungszeit von
infizierten erythroiden Vorlduferzellen vereinbar gewesen. Diese hétten in einem
frithen, noch endozytosefdhigen Stadium durch B. tribocorum-gfp invadiert werden

konnen, um dann als infizierte, fast reife Erythrozyten im peripheren Blut aufzutauchen.

Die Ergebnisse konnten die Hypothese, dass es wihrend der Infektion von
B. tribocorum-gfp zu einer Interaktion mit erythropoetischen Vorlduferzellen kommt,
nicht bestdtigen. Zum einen konnte keine Akkumulation von Bakterien im
Knochenmark der Ratten festgestellt werden, was der wahrscheinlichste Ort fiir eine
Interaktion mit erythropoetischen Stammzellen gewesen wére. Zum anderen konnte im
peripheren Blut keine Assoziation von B. tribocorum-gfp mit erythroiden
Vorléduferzellen nachgewiesen werden. In den hier vorgestellten Versuchen wurde die
Kolokalisation von Retikulozyten und B. tribocorum-gfp in der ersten Zeit der
bakterdmischen Phase iiberpriift. Retikulozyten sind die spétesten Entwicklungsstadien
der erythropoetischen Zellen vor der Ausreifung zur maturen roten Blutzelle. Falls eine
Infektion von frithen erythropotischen Vorstadien stattgefunden hétte, wéren die
Bakterien auf jeden Fall auch im Entwicklungsstadium der Retikulozyten nachzuweisen
gewesen.

Die Verwendung von CD71 als Oberflichenmarker fiir den Nachweis von
Retikulozyten ist ein Standardverfahren in der klinischen Diagnostik (Serke, 1994). Es
sollte also eine verlidssliche Methode sein, um diese Zellen nachzuweisen.

Die Ergebnisse sollten allerdings vor dem Hintergrund gesehen werden, dass versucht
wurde, infizierte Blutzellen an den ersten beiden Tagen der bakterdmischen Phase, also
an Tag vier p.i. und an Tag fiinf p.i. nachzuweisen. Die Anzahl infizierter Zellen ist zu
diesem Zeitpunkt noch sehr gering. Die Fluoreszenz-Signalintensitit der GFP-positiven
roten Blutzellen ist noch relativ schwach, so dass diese keine eindeutig abgrenzbare
Population bildeten. Es konnte nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob eine sichere
Diskriminierung gegeniiber GFP-negativen Zellen stattgefunden hat. Auflerdem ist es
schwierig zu beurteilen, ob es sich bei den Ereignissen in den Anti-CD71-PE-
Féarbungen, die sowohl GFP-positiv als auch PE-positv waren, ausschlieBlich um
Autofluoreszenz handelte.

Zu bedenken ist auch, dass in diesem Stadium der Infektion nur ca. 1/10.000 bis

1/100.000 Erythrozyten infiziert sind. Es handelt sich also um seltene Ereignisse, die
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eine sorgfiltige Abtrennung von Autofluoreszenzen erfordern, durch die die Ergebnisse
sonst verfilscht wiirden.

R. Schiilein und A. Seubert konnten in nachfolgenden Experimenten eindeutig
nachweisen, dass B. tribocorum-gfp in mature Erythrozyten invadiert (Schiilein et al.,
2001). Vor der Infektion von Ratten mit B. tribocorum-gfp wurden die maturen roten
Blutzellen in vivo durch Biotin markiert. Nur in diesen Zellen konnten nach der
Infektion der Tiere invadierte B. tribocorum-gfp gefunden werden. So konnte
ausgeschlossen werden, dass pramature Erythrozyten invadiert werden.

Die Frage nach dem Invasionsmechanismus von Bartonella spezies in reife rote

Blutzellen bleibt ungeklért.

5.1.7 Zusammenfassende Betrachtung und Ausblicke
Die Etablierung des hier vorgestellten Tiermodells der Erythrozyteninvasion konnte

zeigen, dass es sich bei der Infektion des natiirlichen Wirts von B. tribocorum um einen
mehrstufigen Prozel3 handelt. Die Leber ist moglicherweise die primére Nische fiir die
Bakterien, die Besiedlung der Erythrozyten ist erst ein nachfolgender Schritt. Die
Invasion in die roten Blutzellen erfolgt nicht {iber die Aufnahme der Bakterien durch

endozytosefdhige erythroide Vorstufen.

Es wire sehr interessant, die immunologische Reaktion des Wirts auf Bartonella-
Infektionen zu untersuchen.
Die Antikorpertiter von natiirlich infizierten, bakterdmischen kleinen Waldtieren
werden in verschiedenen Fillen als sehr gering (>1:32) oder sogar fehlend beschrieben.
Fiir Baumwollratten (Sigmodon hispdus) und WeillfuBmause (Peromyscus leucopus)
konnte gezeigt werden, dass eine vertikale Ubertragung von der Mutter auf die
Nachkommen erfolgen kann; diese bildeten keine Antikorper gegen Bartonella spezies,
moglicherweise als Folge einer Prasentation bakterieller Antigene im Foten wihrend
der lymphozytdren Pragungsphase. Bei experimenteller Infektion von Baumwollratten
(Sigmodon hispidus) mit entsprechenden Isolaten wurde eine AntikOrperantwort
beobachtet (Kosoy et al., 1998; Kosoy et al., 1997).

Die Infektion von Katzen mit B. henselae geht regelmidBig mit einer
Antikorperreaktion einher. So finden sich bei einem erheblichen Teil der Hauskatzen
Antikorpertiter gegen B. henselae (bis zu 80 %) (Jameson et al., 1995; Kosoy et al.,

1997; Zangwill et al., 1993). Bei der experimentellen Infektion von Katzen wird eine
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rasche IgM- und IgG-vermittelte Immunantwort mit mittleren Titern bis 1:640
beobachtet, die nach dem Ende der Bakterimie wieder zuriickgehen. Die
Antikorperantwort konnte hier fiir die Einddmmung der Infektion eine Rolle spielen
(Freeland et al., 1999; Greene et al., 1996). Eine Reinfektion mit B. henselae wird durch
diese humorale Immunantwort verhindert (Regnery et al., 1996). Injiziert man B.
henselae jedoch in Miuse, also in einen Fehlwirt, so kommt es sehr schnell zu einer
Antikorperbildung, die eine Bakterdmie in diesen Tieren, auch bei sehr hohen
Infektionsdosen verhindert (Karem et al., 1999).

Eine horizontale Ubertragung der Infektion von B. henselae in Katzen konnten
nicht beobachtet werden (Abbott et al., 1997; Guptill et al., 1997; Guptill et al., 1998).
Allerdings wurde durch Experimente mit neugeborenen Katzen deutlich, dal diese auch
peroral infiziert werden konnen, und darauthin eine Antikorperantwort ebenso
ausbleibt, wie nach transplazentarer Ubertragung von Bartonella spezies bei Nagetieren
(siche oben). Bei intravenoser Infektion dagegen bildeten die neugeborenen Katzen
Antikorper. Die Dauer der bakterdmischen Phase wurde im Vergleich zum Verlauf ohne
humoraler Immunantwort nicht verkiirzt (Guptill et al., 1999). Diese Ergebnisse lassen
es fraglich erscheinen, ob die humorale Immunantwort zur Einddimmung und/ oder
Terminierung der Infektion dient.

Eine Studie mit B-Zell- und B+T-Zell-defizienten Médusen mit B. grahamii hingegen
konnte eindeutig zeigen, dass die humorale Immunantwort fiir die Terminierung der
Infektion wichtig ist. Der Infektionsverlauf in allen immundefizienten Tieren zeigte
einen Anstieg der Bakterientiters bis zur vierten Woche p.i., und lag um eine
Zehnerpotenz hoher als bei immunkompetenten Mausen. Im Gegensatz zu dem Verlauf
in immunokompetenten Tieren persistierte die Bakterdmie {iber den gesamten
Beobachtungszeitraum von 77 Tagen auf diesem hohen Niveau. Die sonst beobachtete
Phase der Persistenz/ Elimination konnte also nicht beobachtet werden. Es wird davon
ausgegangen, dass die von Schiilein et al. (2001) beschriebenen Wellen der Reinfektion
von Erythrozyten durch die humorale Immunantwort immer weiter eingedimmt werden
und so schlieBlich zur Beendigung der Infektion fiihren.

Bemerkenswert ist aulerdem, dass die immundefizienten Versuchstiere durch die
Infektion ebenso wenig beeintrichtigt wurden, wie es aus autologen

Infektionsexperimenten mit immunkompetenten Tieren bekannt ist (Koesling et al.,
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2001). Es wird wiederum deutlich, dass Bartonellen sehr gut an ihren tierischen Wirt
angepasst sind.

In diesem Zusammenhang soll hier noch einmal auf eine Besonderheit der
immunologischen Kompetenz der Leber hingewiesen werden, die moglicherweise fiir
die Besiedlung des natiirlichen Wirts durch Bartonella spezies eine entscheidende Rolle
spielt.

Vieles deutet darauf hin, dass die Leber Pathogene nicht nur sehr rasch und effizient
eliminieren kann und gegen diese eine schiitzende Immunantwort triggert, sondern auch
gegen eine grofe Anzahl von Antigenen immunologische Toleranz aufbauen muf.
Hierbei handelt es sich vor allem um Antigene aus dem Gastrointestinaltrakt, die aus
der aufgenommenen Nahrung und Darmflora stammen. Gegen diese Antigene muf eine
spezifische Toleranz aufgebaut werden, um eine unnétige Immunantwort zu verhindern,
die immer eine Gefahr fiir die Integritit des korpereigenen Gewebe darstellt.
Experimentelle Daten sprechen dafiir, dass die Leber schneller eine Immuntoleranz
aufbauen kann, als eine abwehrende Immunantwort. Dazu ist eine feine Regulation der
immunologischen Vorginge notwendig, und es muf} sehr spezifisch zwischen Pathogen
und ungefdhrlichen Antigenen unterschieden werden. Review: (Knolle and Gerken,
2000)

Wie relevant die Exposition mit Antigenen aus der Nahrung fiir die Leber ist, kann man
daran erkennen, dass die Zahl der mononukledren Zellen in der Leber von special-
pathogen-free (SPF) gefiitterten Méusen erheblich geringer ist, als unter normalen
Bedingungen (Seki et al., 2000).

Die Antigene der physiologischen Darmflora gelangen ebenfalls in die Leber. Hier sind
besonders die Lipopolysaccharide (LPS) zu erwédhnen, Bruchstiicke der bakteriellen
Zellwinde, die sehr schnell eine heftige Entziindungsreaktion ausléosen konnen. Unter
physiologischen Bedingungen wurden im vendsen Portalblut LPS-Konzentrationen bis
zu Ing/ml gemessen. Doch scheinen die Immunzellen der Leber hierauf nicht mit einer
Inflammation zu reagieren. Experimentelle Daten mit Kupffer'schen Sternzellen zeigen,
dass diese auf LPS in physiologisch auftretenden Konzentrationen mit der Ausschiittung
von Zytokinen reagieren, die zur Ddmpfung einer inflammatorischen Reaktion fiihren.
Dazu gehort v.a. IL-10, aber auch andere Zytokine. Reviews: (Loppnow, 2001; Moore
et al., 2001). Dies hat zu Folge, dass die Leukozytenadhision an den Endothelzellen

gesenkt wird. Eine wiederholte, niedrigdosierte LPS-Exposition dieser Zellen fiihrt zu
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einer Art Refraktdritdit dieser Zellen, in der es keine Aktivierung der
Leukozytenadhésion auf proinflammatorische Reize mehr gibt. Diese kann durch hohe
LPS-Exposition wieder beendet werden (Knolle and Gerken, 2000). IL-10 fiihrt sowohl
in den Kupfferzellen selbst als auch in den sinusoidalen Endothelzellen zu einer
Senkung der rezeptorvermittelten Antigenaufnahme sowie einer Verminderung der
MHCII-Expression und der Expression der co-stimmulatorischen Signale CD80 und
CD86 (Knolle, 1998). AuBerdem gibt es Hinweise, dass LPS in physiologischer
Konzentration zu einer Alkalisierung des endosomal/lysosomalen Kompartiments in
den Endothelien fiihrt, was die Antigenprozessierung behindert (Knolle, 1999).

Die Moglichkeiten der Leber, eine Immuntoleranz zu induzieren, konnte auch bei
Transplantationsexperimenten demonstriert werden. Die Injektion von Donor-
spezifischen Leukozyten in das Portalblut von Empfanger-Mausen, fiihrt bei danach
erfolgter Hauttransplantation zur Verhinderung einer AbstoBung (Gorcynski et al.,
1996). Umgekehrt konnte die selektive Ausschaltung der Kupffer'schen Sternzellen die
Ausbildung einer Toleranz verhindern (Ronald et al., 1993).

Vielleicht spielen solche oder dhnliche durch die Leber vermittelte Mechanismen

der Toleranzentwicklung fiir Bartonella spezies eine Rolle bei der Etablierung der
Infektion und Ubertragung in den Populationen ihrer natiirlichen Wirte.
Dies konnte die Beobachtung von Guptill et al. erkldren, dass es bei peroraler Infektion
von jungen Katzen mit B. henselae nicht zu einer Antikorperbildung kommt.
Moglicherweise kann eine solche Toleranzentwicklung aber auch nach hdmatogener
Infektion erfolgen, wenn es zu einer Interaktion mit der Leber kommt.

Im Hinblick darauf wére es interessant, die immunologische Reaktion in der
Leber und anderen Organen des natiirlichen Wirts auf Bartonella-Infektionen
differenziert zu betrachten. Dabei konnte die Untersuchung der ausgeschiitteten
Zytokinmuster vielleicht helfen, eine Aussage dariiber zu treffen, ob eine abwehrende
Immunantwort oder die Toleranzentwicklung durch Bartonella spezies getriggert wird.
Die Frage, warum die Immunantwort des Wirts in dieser bestimmten Weise ausfillt,
konnte daran anschlieBen und wichtige Antworten hinsichtlich des Lebenszyklus von
Bartonella spezies erhalten werden. Darliber hinaus konnte die Funktion des
Immunsystems besser verstanden werden.

Fir andere bakterielle Infektionen wurden dadmpfende Reaktionen des

Immunsystems bereits beschrieben. Bei der Helicobacter pylori assoziierten
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chronischen Gastritis wurde eine erhohte IL-10-Sekretion, im Vergleich zu nicht mit
Helicobacter pylori assoziierter chronischer Gastritis gemessen (Bodger et al., 2001;
Bodger et al., 1997). Allerdings beschreibt eine andere Studie, dass auch IL-12, als
Schliissel-Zytokin der Immunantwort gegen bakterielle Pathogene bei positivem
Helicobacter pylori-Status erhoht ist. Die Sekretion der proinflammatorischen Zytokine
TNFa, IL1B, IL-6 und IL-8 korrelierte nur mit dem Entziindungsstatus, war aber
unabhéngig vom Helicobacter pylori-Status (Bauditz et al., 1999). Es wird vermutet,
dass die Ausschiittung von IL-10 moglicherweise fordernd auf die Chronizitdt der
Infektion und beeintrachtigend auf die Abraumung der Bakterien wirkt.

Bei Infektionen der Lunge mit dem Cillium-Associated-Respiratory-Bacillus
(CAR), einem gram-negativen, extrazellulir lebendem Bakterium, welches
persistierende Infektionen des Respirationstraktes von Nagetieren hervorruft, konnte
nachgewiesen werden, dass IL-10 und IL-4 fiir die Etablierung einer Infektion von
sensiblen Maiusestimmen wichtig sind, IFNy - ein proinflammatorisches Zytokin -
dagegen bei resistenten Méiusestimmen dominant ist (Kendall et al., 2001).

Es scheint fiir das Uberleben des Wirtsorganismus in verschiedenen Situationen
von entscheidender Bedeutung zu sein, die immunologische Antwort auf Pathogene zu
bremsen, auch wenn dadurch in Kauf genommen wird, dass die Infektion weiter
exazerbiert und/ oder nicht terminiert werden kann. IL-10 gendefiziente Méuse zeigten
in einer experimentell induzierten Peritonitis mit E. coli gravierendere
Organschidigungen bei gleichzeitig niedrigeren Bakterientitern in Blut, Lunge und
Peritonealfliissigkeit, im Vergleich zu IL-10-Gen tragenden Mé&usen. Obwohl IL-10 die
Bekidmpfung der Bakterien behindert, ist es fiir die Integritit des Gesamtorganismus
forderlich (Sewnath et al., 2001).

Vielleicht spielen solche Mechanismen auch bei der Infektion des natiirlichen Wirts

durch Bartonella spezies eine Rolle.

Moglicherweise haben Bartonella spezies aber nicht nur die Immunantwort
modulierende Mechanismen entwickelt, sondern auch Strategien, um der Immunantwort
des Wirts zu entkommen. Es wire zum Beispiel auch denkbar, dass fiir den oralen
Infektionsweg die Zerstérung des mukosaeigenen, humoralen Immunschutzes durch
IgA-Antikorper wichtig ist. Viele der bedeutensten bakteriellen Krankheitserreger, die

sich auf Schleimhduten vermehren oder diese als FEingangspforte in tiefere
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Gewebsschichten nutzen, haben die Fihigkeit, IgA-Proteasen zu bilden (Kilian et al.,

1996; Lamm, 1997).

Eine weitere Frage, die ebenfalls mit der immunologischen Reaktion des Wirts auf eine
Bartonellen-Infektion assoziiert ist, ist die Frage nach der Entstehung der
Wirtsspezifitit von Bartonella spezies. Warum kommt es dazu, dass Bartonella spezies
in einem Organismus eine asymptomatische, lange andauernde Besiedlung etabliert und
in anderen Wirten zu Erkrankungen mit sehr unterschiedlichen pathologischen

Korrelaten fiihrt (Tab. 5).

Tier/ Klinik Autor
Infektion mit
Ratte keine Klinik eigene Studie
B. tribocorum Ak-Antwort: ja
Ratte keine Klinik (Hansmann, 2000)
B. tribocorum Ak-Antwort: n.n.
Woll-Ratte keine Klinik (Kosoy et al., 1999)
B. spezies Ak-Antwort: ja
Katze keine Klinik (Regnery et al., 1996)
B. henselae Ak-Antwort: ja
Katze Fieber, Gewichtsverlust (Guptill et al., 1997)
B. henselae Ak-Antwort: ja

Pathologie:

Leberabszel3
Katze Fieber, Verhaltensauffilligkeiten, (Kordick and Breitschwerdt, 1997)
B. henselae Andmie

Ak-Antwort: ja
Katze Fieber, Schnupfen, Gewichtsverlust, (O'Reilly et al., 1999)
B. henselae Entziindungen,

Ak-Antwort: ja
Katze Fieber (Kordick et al., 1999)
B. henselae und Ak-Antwort: ja
B. clarridgeiae Pathologie:

chron. Entziindung in Milz, peripheren

Lymphknoten, Niere und Gallenwegen

Tab. 5: Vergleich der klinischen Verlaufe von Bartonella-Infektionen im natiirlichen Wirt

Auch beim Blick auf die Infektion des natiirlichen Wirts zeigt sich, dass es hinsichtlich
der Auswirkung der Infektion auf den Wirtsorganismus Unterschiede gibt: vier von fiinf
Infektionsexperimente mit B. henselae bzw. B. clarridgeiae in Katzen zeigten, dass es
zu klinisch und pathologisch erkennbaren Reaktionen auf die Infektion des
Wirtsorganismus kommt. Derartige Zeichen wurden bei den genannten Experimenten

mit Nagetieren nicht festgestellt. Dabei ist es unwahrscheinlich, dass diese
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unterschiedlichen Beobachtungen allein aufgrund der verschiedenen
Beobachtungsbedingungen der Versuchstiere zu erkliren ist. Denn auch bei intensiver
Untersuchung von Entziindungsparametern (Klinik, Fieber, Blutbild) im Rattenmodell
mit B. tribocorum konnten keine Auffilligkeiten festgestellt werden (R. Schiilein und
A. Seubert, personliche Mitteilung). Selbst bei den  verschiedenen
Infektionsexperimenten mit Katzen mit unterschiedlichen B. henselae-Isolaten wurden
verschiedene Reaktionen der Versuchstiere beobachtet. Daher wurde schon frither von
O’Reilly et al. und anderen angenommen, dass sich die verschiedenen Bartonella
spezies unterschiedlich stark an den jeweiligen Wirt angepasst haben (O’Reilly et al.,
1999). Dafiir spricht auch die Tatsache, dass es bei den bisher beschriebenen,
heterologen Infektionsmodellen nie zu einer Bakterdmie gekommen ist (Fournier et al.,
2001; Karem et al., 1999; Regnath et al., 1998).

Sind die jetzt zu beobachtenden unterschiedlichen Lebensweisen der einzelnen Spezies
dann nur Momentaufnahmen in einer langen Entwicklung vom Pathogen zum
Kommensalen? Wie sieht es dann mit den humanpathogenen Spezies aus — handelt es
sich bei der Infektion des Menschen um eine Besiedlung eines Fehlwirtes, oder kdnnten
hier auch entsprechende Adaptationsprozesse in einer langen Entwicklung denkbar

sein?

5.2 Arbeiten zu einem lokusspezifischen Mutagenesesystem
und Anwendung dieses Systems zur Klarung der Rolle des
ialB-Lokus fur die Erythrozyteninvasion von B. tribocorum in
vivo

5.2.1 Der ialA/B-Lokus von B. tribocorum 506"

Die Auswertung des DNA-Sequenzvergleichs des iald/B-Lokus von B. tribocorum 506"
mit der von Mitchell und Minnick verdffentlichten DNA-Sequenz von B. bacilliformis
ergab eine Homologie und Identitdt von 75,2 %. Die Sequenzierung des gleichen Lokus
weiterer Bartonella spezies zeigte #hnlich hohe Ubereinstimmungen (C. Dehio,
personliche Mitteilung). Es kann daraus geschlossen werden, dass es sich um eine
konservierte Region des Genoms von Bartonella handelt, was ein Hinweis darauf sein

konnte, dass hier fiir diese Bakterien essentielle genetische Information liegt.

81



5.2.$ Lokusspezifische Mutagenese des ialB-Lokus von B. tribocorum
506

In dieser Arbeit konnte ein System zur lokusspezifischen Mutagenese fiir B. tribocorum
506" etabliert werden. Dazu wurde das mobilisierbare Selbstmord-Plasmid pCD394
verwendet, in welches ein internes Fragment des ORFs vom ial/B kloniert wurde. Das
resultierende Plasmid pCGO019 wurde eingesetzt, um durch Integration ins Chromosom
eine unvollstdndige Duplikation des Gens und somit eine polare Mutation zu erzeugen.
von B. tribocorum 506" zur Mutagenese dieses Lokus diente.

Der Transfer des Mutagenese-Plasmids pCGO019 in B. tribocorum 506" erfolgte iiber ein
dreiparentales Konjugationssystem mit dem DAP-abhéngigen E. coli-Stamm 2150 und
pRK2013 als Helferplasmid.

Die Mutagenese wurde erfolgreich am ialB-Lokus durchgefiihrt, und ergab in der
genotypischen Analyse stabile Mutanten. Das System eignet sich also zur
lokusspezifischen Mutagenese von B. tribocorum 506"

Eine Schwierigkeit stellt allerdings die Selektion auf Mutanten mit
kanamycinresistentem Phénotyp nach der Konjugation dar. Die hier vorgestellten
Versuche zeigen, dass nur 10 % der kananmycinresistenten Konjuganten tatsdchlich
durch Integration von pCGO19 in den ialB-Lokus entstanden. 90 % der Konjuganten
zeigten in der genotypischen Analyse mittels PCR keine Integration von pCG019 in den
ialB-Lokus.

Dafiir konnen folgende Ursachen angenommen werden: (1) Das Mutageneseplasmid
pCGO019 wurde an einer anderen Stelle in das Chromosoms integriert und vermittelte
von dort aus den resistenten Phénotyp. (2) pRK2013 wurde in den Rezipienten
tibertragen und wurde iiber eine (zufdllige) homologe Sequenz in das Chromosom
integriert und vermittelt die Kanamycinresistenz oder (3) es ist zu einer spontanen
Resistenzbildung gekommen.

Geht man von der Annahme aus, dass eine Integration von pCGO019 an einer anderen
Stelle des Chromosoms in einem so erheblichen MafBe stattfindet (90 % der Klone), so
wire dies wahrscheinlich durch eine weitere homologe Sequenz des Vektoriickgrades
zu einer anderen Stelle im Chromosom verursacht. Konjugationsansitze mit pCD394
ohne die homologe Sequenz des ialB-Lokus erbrachten aber weniger
kanamycinresistente Konjuganten im Vergleich zu Ansdtzen mit pCGO019. Hingegen

war die Anzahl der kanamycinresistenten CFUs nach Konjugation mit pRK2013 ohne
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pCGO19 bis zu drei mal hoher. Es ist also sehr wahrscheinlich, dass die
Kanamycinresistenz der Konjuganten ohne Integration von pCGO019 in den ial/B-Lokus
durch Selbstmobilisation und nachfolgende Integration von pRK2013 ins Chromosom
vermittelt wird.

Versuche, das Helferplasmid pRK2013 durch das Chloramphenicol als Resistenzmarker
tragende Plasmid pRK600 zu ersetzten, waren erfolglos. Die genaue Ursache hierfiir
konnte nicht ermittelt werden. Die Mobilisationsfrequenz von pRK600 war in
Experimenten mit E. coli sehr viel geringer als die von pRK2013.

Vielleicht konnte der hohe Hintergrund an kanamycinresistenten Klonen durch

Verwendung eines zweiparentalen Konjugationssystems umgangen werden.

5.2.3 Phanotypische Analyse der B. tribocorum-ialB-Defektmutanten und
Versuch der Komplementierung

Die hier vorgestellten Experimente konnten zeigen, dass der im ia/B-Lokus durch
unvollstindige Duplikation verinderte Stamm B. tribocorum 506" ialB::pCG019 im
Rattenmodell nicht infektids war. Dieses Ergebniss deutet darauf hin, dass dieser Lokus
fir die Invasivitit von B. tribocorum 506" eine Rolle spielen konnte.

Es ist zu diskutieren, ob dieser Phinotyp (a) aufgrund des ia/B-defizienten Genotyps
zustande kommt, oder ob die Bakterien aus einem anderen Grund nicht mehr infektids
waren, und (b), ob die Infektiositdit aufgrund des Verlusts der Fahigkeit zur
Erythrozyteninvasion verloren ging, oder ob der Infektionsprozel an einer anderen

Stelle unterbrochen wurde.

Zu (a): Eine generelle Attenuierung des Klons aufgrund einer hdufigen Passagierung
iiber Nahrboden mit konsekutiver Akkumulierung von unspezifischen Mutationen sollte
als unwahrscheinlich angenommen werden, wie in vielen anderen Experimenten gezeigt
werden konnte (C. Dehio, personliche Mitteilung).

Zu bedenken ist jedoch, dass die hier angewandte Mutagenese-Strategie der
unvollstindigen Duplikation durch singuldres crossing-over nicht nur Einflul auf den
auszuschaltenen Genlocus haben kann, sondern noch weitere Effekte entstehen konnen.
Zum einen fiihrt der Verbleib des gesamten Mutagenese-Plasmids im Chromosom zu
polaren Effekten. Ebenso konnen plasmidkodierte Eingenschaften zu unvorhersehbaren

Folgen fiihren, die ebenfalls den Phénotyp beeinflussen.
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Unter polaren Effekten (downstream-Effekte) versteht man die Beeinflussung anderer,
in Leserichtung downstream des mutierten Gens liegende ORFs durch Verdnderungen
an DNA-Abschnitten, die oberhalb dieser liegen.

Solche Effekte treten besonders dann auf, wenn das mutierte Gen innerhalb eines
Operons mit mehreren Strukturgenen liegt. So kann es passieren, dass nicht durch das
gesamte Plasmid transkribert wird, aufgrund von auf dem Plasmid liegenden
Terminatoren. Ebenso ist es mdglich, dass durch auf dem Vektor liegende Promotoren,
die Transkription in eine falsche Richtung gestartet wir, was das regelhafte Ablesen der
chromosomalen Strukturgene behindert. Aullerdem kann die entstehende mRNA als
antisense-RNA fiir das Transkript der der richtigen Leserichtung auftreten, was die
Translation verhindert.

Ob dies wirklich fiir den ial4/B-Lokus und die danach folgenden Gene eine Relevanz
hat, kann nicht mit Sicherheit gesagt werden. Dagegen spricht die Lokalisation einer
putativen Terminator-Sequenz nach ialB.

Die unvollstindige Duplikation des ia/B-Lokus kann auBBerdem auf der Ebene der
Proteinfunktion zu Stérungen der Zellfunktion und Verlust der Invasivitdt fiihren, die
nicht auf der spezifischen Ausschaltung der IalB-Funktion beruht. Die Integration von
pCGO19 in das offene Leseraster von ialB hatte zur Folge, dass zwei unvollstindige
ORFs gebildet wurden. Dem upstream gelegenen ORF fehlen am 3’-Ende 186 von 558
Basenpaaren; dem Protein wiirde der C-Terminus fehlen, die putative sec-
Erkennungssequez fiir die Sekretion ist aber noch vorhanden. Dieses Protein konnte mit
der inneren oder dufleren Membran der Zellen interagieren oder im Periplasma
akkumulieren und dort, aufgrund der unvollstdndigen Struktur, zu Stoérungen fiihren.
Dem nachfolgenden ORF fehlen 31 von 558 Basenbaaren am 5’-Ende; es ist
unwahrscheinlich, dass dieser ORF abgelesen wird, da der ATG-Start fehlt. Wenn es
zur Translation kdme, dann wiirde wahrscheinlich eine ,,nonsense“-Sequenz entstehen,
weil es zu einer Verschiebung des Leserasters gekommen ist. Das entstehende Protein

konnte toxisch auf die Zelle wirken.

Um beweisen zu konnen, dass die unvollstindige Duplikation des ia/B-Lokus und damit
verbundene Ausschaltung dessen Funktion die Ursache fiir den verédnderten Phinotyp
ist, wére es notig gewesen, den urspriinglichen Phénotyp durch Wiederherstellung des

Genotyps zu erhalten. Dies sollte durch die Komplementation in trans mit pPR39 als
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Vektor erfolgen. Der nicht invasive Phinotyp war jedoch nicht mit den dafiir
konstruierten Plasmiden pCD404 und pCD405 komplementierbar. Folgende Faktoren
konnten als Grund dafiir angenommen werden:

(1) Der DNA-Abschnitt, der zur Komplementation in pPR39 eingebracht wurde, konnte
nicht abgelesen werden, da ein entsprechender Promotor fehlt. Es wurde nur das offene
Leseraster des ia/B-Lokus und die intergenische Region zwischen ial4 und ia/B in den
Komplementationsvektor subkloniert. Moglicherweise liegen notwendige regulatorische
Genabschnitte upstream von ial4 oder sogar noch weiter entfernt.

(2) Moglicherweise konnte das offene Leseraster von ia/B im Plasmid zwar durch den
zum Gentamycin-Resistenzgen gehdrenden Promoter abgelesen werden, jedoch war
diese Expression fehlgesteuert, d.h. es konnte zu einer Uberexpression, zu einer zu
schwachen Expression oder zu einer Expression zum falschen Zeitpunkt gekommen
sein. Dafiir spricht das unterschiedliche Verhalten der Vektoren pCD404 und pCD405,
mit unterschiedlicher Orientierung des ORFs von ia/B. pCD405 war tiberhaupt nicht
stabil in B. tribocorum 506" unter Infektionsbedingungen, wihrend pCD404 eine 10-
20 % Plasmidstabilitdt aufwies. Moglicherweise wurde iaB vom Plasmid pCD405 in
toxischen Konzentrationen abgelesen und war daher instabil.

Eine zu starke Expression konnte theoretisch auch durch das Vorliegen einer zu gro3en
Anzahl von Plasmiden in den Zellen (,,copy-number®) hervorgerufen werden, was
jedoch fiir das low-copy-number-Plasmid pPR39 nicht wahrscheinlich ist.

(3) Die oben genannten Probleme der Mutagenese-Strategie konnten auch der Grund fiir
das Scheitern des hier dargestellten Komplementationsversuchs sein. Wiirden durch
downstream-Effekte andere Gene in ihrer Funktion gestort, so miifiten diese auch
komplementiert werden, um wieder einen phédnotypischen Wildtyp zu erhalten. Es
konnte dann keine spezifischen Aussagen iliber die Funktion von ia/B gemacht werden.
Die Komplementation konnte auerdem durch das Vorhandensein der Produkte der
unvollstindig duplizierten Gene behindert werden. Diese Genprodukte konnten die
Funktion des vom Plasmid abgelesen, funktionellen IalBs behindern und so die
Auspragung eines phinotypischen Wildtyps verhindern. Ein solcher Effekt wird als

‘negative Dominanz” bezeichnet.

Zu (b): Die im ersten Teil dieser Arbeit vorgestellten Versuche zur Etablierung eines in

vivo-Infektionsmodells der Ratte mit B. tribocorum und weitere Experimente von
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Schiilein et al. verdeutlichen, dass es sich um einen komplexen Ablauf der Besiedlung
des Tieres durch die Bakterien handelt (Schiilein et al., 2001), bei der die Invasion in
Erythrozyten nicht der erste Schritt ist. Invadierte Erythrozyten konnten erst an Tag vier
p.i. nachgewiesen werden. Die Prozesse bis zu diesem Stadium sind bisher ungeklart.
Es ist also auch moglich, dass die Ausschaltung von IalB einen anderen Proze3 wéihrend

der Etablierung der intraerythrozytdren Infektion unterbricht.

5.2.4 Zusammenfassende Betrachtung und Ausblicke
Die hier erarbeitete Methode zur Mutagenese des ialB-Lokus von B. tribocorum 506"

durch das Erzeugen einer unvollstindige Duplikation ist eine einfache und schnelle
Methode zur lokusspezifischen Mutagenese. Sie gehort zu den Standardverfahren in der
Genetik (Watson et al., 1987). Im Laufe dieser Arbeit wurde ein solches System fiir die
lokusspezifische Mutagenese in B. bacilliformis veroffentlicht (Minnick, 1999). Man
kann daran erkennen, dass die Moglichkeit der lokusspezifischen Mutagenese ein
wichtiges Werkzeug zur Erforschung von Bartonella spezies ist.

Die hier durchgefiihrten Experimente verdeutlichen aber auch, dass diese Strategie viele
Nachteile hinsichtlich der Kontrollierbarkeit der im Genom ablaufenden Prozesse mit
sich bringt. Aussagen iiber die Funktion des spezifisch zu untersuchenden Genlokus
konnen so sehr schwer oder unmoglich gemacht werden.

So lassen die hier vorgestellten Experimente keine definitive Aussage iiber die Rolle

des ialB-Lokus fiir die Erythrozyteninvasion von B. tribocorum 506" in vivo zu.

Im Hinblick auf das methodische Vorgehen zur lokusspezifischen Mutagenese konnten
die Probleme des hier vorgestellten Systems durch die Etablierung anderer Verfahren,
die einen allelischen Austausch von spezifischen Genloci erméglichen, umgangen
werden. Dabei wird ebenfalls mit einem Selbstmord-Plasmid mit geeignetem Marker
zur Positivselektion gearbeitet. In dieses wird die homologe Sequenz des Zielgens
kloniert, die eine interne Deletion bei Erhalt des Leserasters aufweist, eine ,,in-frame
Deletion®. AuBerdem liegt auf dem Plasmid ein Marker zur Negativselektion.
Negativselektionsmarker lassen eine Selektion auf die Organismen zu, die diese
Eigenschaft nicht besitzen. Nach Einbringen des Konstrukts in das Chromosom mit
Hilfe der Selektion auf den positiven Selektionsmarker, kann durch Kulturbedingungen,
die dem negativen Selektionsmarker entsprechen, auf die Organismen selektioniert

werden, die das Plasmid wieder aus dem Chromosom desintegiert haben. Bei der
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Desintegration kommt in gleicher Weise wie bei der Integration des Plasmids zu einem
Crossover. In diesem Fall legen sich jedoch homologen Sequenzen aneinander, die
beide im Chromosom sind, ndmlich das zu mutierende Wildtyp-Gen (Wildtyp-Allel)
und das durch das Plasmid eingebrachte Homolog mit interner Deletion (mutiertes
Allel). Das desintegrierte Plasmid enthélt statistisch verteilt entweder das Wildtyp-Allel
oder, wie im Ausgangszustand, das mutierte Allel, wiahrend im Chromosom jeweils das
andere Allel verbleibt. So kann das Wildtyp-Gen durch ein deletiertes Gen ersetzt
werden.

Die Mutagenese mit einem doppelten Crossover bietet den Vorteil, dass es zu einem
vollstindigen allelischen Austausch kommt, ohne dass Resistenzgene oder regulative
Elemente des integrierten Plasmids im Chromosom verbleiben. Dadurch und durch den
Austausch des Wildtyp-Allels durch ein in-frame deletiertes Allel, kommt es zu keinen

down-stream Effekten.

Fiir das weitere genetische Arbeiten mit dem iald/B-Lokus wére es aulerdem sinnvoll,
die genau Lokalisation der regulativen Elemente, v.a. der Promotoren dieser Gene zu
ermitteln. Dies konnte durch subklonieren einzelner Abschnitte dieses Lokus in einen
Vektor mit einem geeigneten Reporter-Gen erreicht werden oder durch primer-
extension-Analyse. So konnte auch etwas iiber die Beziehung zu dem fir B.
bacilliformis beschriebenen upstream gelegenen ORF ctpA (carboxyl-terminal-protease)
und den downstream gelegenen, bisher noch nicht weiter spezifizierten ORFs 1 und 2
sowie dem ORF des ppa-Gens erfahren werden (Minnick et al., 1996; Mitchell and
Minnick, 1997a; Mitchell and Minnick, 1997b).

Wiirde man die Promotoren dieser Gene kennen, so konnte man der Frage nachgehen,
unter welchen Bedingungen diese aktiv sind. Man konnte so ermitteln, ob diese Gene
zum Beispiel wihrend der Invasion des Bakteriums in Erythrozyten abgelesen werden,

was ein Hinweis auf eine Funktion im Invasionsprozel3 wire.

Das methodische Vorgehen zur phanotypischen Testung von Defektmutanten mit dem
in dieser Arbeit etablierten Infektionsmodell in der Ratte bietet den Vorteil, dass die
Virulenz von Defektmutanten in vivo untersucht werden kann, und so dem natiirlichen
InfektionsprozeR sehr viel ndher kommit, als in vitro-Experimente. Der Nachteil ist, dass

es sich um einen mehrschrittigen Infektionsproze3 handelt, wéhrend dem die Invasion
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der Erythrozyten nur eine Phase darzustellen scheint. Wann und wo dieser Prozef
ablauft ist bisher ebenso wenig verstanden, wie der Mechanismus selbst. Um spezifisch
die Invasion von Bartonella spezies in rote Blutzellen in vivo untersuchen zu konnen,
wire es eine Voraussetzung, die Stellung dieses Prozesses wihrend der Kolonisation
besser zu verstehen. Es scheint auBerdem sinnvoll, auch entsprechende in vitro-
Experimente zur Aufklidrung der Erythrozyteninvasion zu entwickeln. Versuche mit
sehr geringen Invasionsraten wurden von verschiedenen Autoren bereits beschrieben
(Mehock et al., 1998; Mitchell and Minnick, 1995). Es sollte Ziel weiterer Bemiihungen
sein, auch diese Systeme zu verbessern.

Die Erforschung und Beschreibung der genetischen Grundlagen in Kombination mit der
deskriptiven Beschreibung der Pathogenitétsstrategien von Bartonella spezies sind

elementare Schliissel zum Verstindnis der Lebensweise dieser Gattung.
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6 Zusammenfassung

Bartonellen sind fakultativ intrazelluldre Bakterien, die himotroph den Menschen und
viele Sdugetiere besiedeln konnen. Sie rufen bei der Infektion des Menschen ein weites
Spektrum an Krankheitsbildern hervor, u.a. das hémolytische Oroya-Fieber, die
bazillire Angiomatose und bazillire Peliosis hepatis, das Fiinf-Tagefieber und die
Katzenkratzkrankheit.

Ein Charakteristikum im Infektionsverhalten von Bartonella spezies ist die bisher nur
fiir diese Bakterien bekannte Fihigkeit zur Erythrozyteninvasion, die als kennzeichnend
fiir die Infektion des natiirlichen Reservoir-Wirtes angesehen wird.

Uber die Bedeutung und den Mechanismen der Invasion fiir die Virulenz von
Bartonellen ist bisher wenig bekannt und es standen bis vor kurzem wenige Methoden
fiir deren Aufklarung zur Verfiigung.

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, die Erythrozyteninvasion in vivo zu
untersuchen und dafiir benétigte Virulenzfaktoren auf genetischer Grundlage zu
identifizieren.

Dazu sollte ein in vivo-Infektionsmodell fiir eine Bartonella Spezies etabliert werden,
fiir die es gleichzeitig genetisches Handwerkzeug zu entwickeln galt, um
Defektmutanten herzustellen und dann phénotypisch in vivo testen zu kdnnen.

Zunichst wurde ein in vivo-Infektionsmodell fiir einen GFP-tragenden Klon von
B. tribocorum 506" (Heller et al., 1998), B. tribocorum-gfp (Schiilein et al., 2001) in der
Ratte etabliert. Der Infektionsverlauf sowie die Lokalisation und Vermehrung der
Bakterien im Tier wurde analysiert. Es konnte durch intravendse Injektion von
B. tribocorum-gfp eine klinisch asymptomatische Bakterdmie der Versuchstiere erzeugt
werden. Der Verlauf der Infektion konnte in eine prabakterdmische Initiationsphase,
eine bakterdmische Expansionsphase und die Phase der Persistenz/ Elimination
eingeteilt werden. In der pridbakteramischen Phase fanden sich Hinweise fiir eine
Akkumulation der injizierten Bakterien in der Leber. Unklar blieb jedoch, ob es sich
hier um die Elmination der Bakterien durch dieses Organ handelt, oder um eine
spezifische Besiedlung. Wahrend den bakterdmischen Phasen konnte die
intraerythrozytire Lokalisation durch FACS-Analysen und Laser-Scanning-
Mikroskopie nachgewiesen werden. Moglicherweise sind beide Lokalisationen, die
Leber und das intraerythrozytire Kompartiment, fiir den mehrschrittigen Prozess der

Etablierung der asymptomatischen Kolonisation wichtig.
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Die Hypothese, es konnte sich bei den primér infizierten Zellen um erythroide
Vorlduferzellen handeln, konnte durch Untersuchungen von Knochenmark der Ratten
wéhrend der Infektion und durch Immunfluoreszenstarbungen der Vorlduferzellen im
Blut nicht bestitigt werden.

Um Bartonella spezies genetisch manipulieren zu konnen, wurde ein System zur
lokusspezifischen Mutagenese etabliert, welches durch unvollstindige Duplikation von
Genen erlaubt, Defektmutanten zu generieren. Es stellt ein einfaches und schnelles
System zur lokusspezifischen Mutagenese dar. Dazu wurde ein auf Kanamycin
selektionierbares, nicht replikatives Minimalplasmid, pCD394 erstmals eingesetzt. Mit
diesem System wurden B. tribocorum 506'-Defektmutanten im ialB-Lokus erzeugt.
Diese waren genetisch stabil und im Ratteninfektionsmodell nicht mehr infektios. Da
die hier durchgefiihrten Komplementationsversuche nicht zu einer Rekonstitution des
phianotypischen Wildtyps fithrten und die unvollstindige Duplikation viele
unkontrollierte Folgen im Genom haben kann, bleibt unklar, ob der Verlust der
Infektiositit auf der Ausschaltung der Funktion des ia/B-Lokus beruht. Ebenso ist nicht
klar, ob der in vivo nicht infektiose Phénotyp aufgrund eines Verlust der
Invasionsfdhigkeit in die roten Blutzellen zustande kommt, oder ob der

Infektionsproze an einem anderen Punkt gestort wurde.

Zur Fortsetzung der Suche nach Virulenzfaktoren fiir die Erythrozyteninvasion von
Bartonella sollte der hier erstmals skizzierte, mehrschrittige Infektionsablauf in vivo,
weiter untersucht werden, um die Rolle der Erythrozyteninvasion fiir die Infektion
durch Bartonella spezies besser zu verstehen. Dazu stellt das wéhrend dieser Arbeit
etablierte Ratteninfektionsmodell ein sehr niitzliches Instrument dar, welches sich auch
zur Klarung anderer Fragestellungen eignen sollte.

Das hier etablierte System zur lokusspezifischen Mutagenese durch unvollstindige
Duplikation sollte durch ein anderes System ergénzt oder ersetzt werden, welches

hinsichtlich der Einfliisse auf den Genotyp besser kontrollierbar ist.
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