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1 Einleitung 

 

1.1 Die Gattung Bartonella 

 

1.1.1 Taxonomie und Geschichte 

Die Gattung Bartonella umfasst zur Zeit 16 Spezies, von denen allerdings nur 

sieben als humanpathogen angesehen werden: B. bacilliformis, B. quintana, 

B. henselae, B. elizabethae, B. clarridgeiae, B. vinsonii und B. grahamii 39.  

Die Identifikation von Spezies der Gattung Bartonella als Erreger der 

Katzenkratzkrankheit (B. henselae), des Schützengrabenfiebers (B. quintana), 

der Bazillären Angiomatose (BA), der Peliosis hepatis (PH) und von 

Endokarditiden (B. henselae und B. quintana) sowie eine immer größer 

werdende Liste an klinischen Manifestationsformen unterstreicht die steigende 

Bedeutung der Erreger.  

Das zuerst entdeckte Bakterium der Gattung war B. bacilliformis, der Erreger 

der Carrión’schen Krankheit. Diese Bartonellose, die nur endemisch in den 

Anden Südamerikas auftritt und von Sandfliegen der Gattungen Lutzomyia und 

Phlebotomus auf den Menschen übertragen wird, verläuft in zwei Phasen. Nach 

einer Inkubationszeit von zwei bis sechs Wochen kommt es zu einer von 

intermittierendem Fieber begleiteten hämolytischen Anämie mit hoher Letalität 

(Oroya-Fieber). Überlebt der Infizierte die erste Phase, kann es nach Wochen 

oder Monaten zum Auftreten von noduloverrukösen, teleangiektatischen Papeln 

- den Verruga peruana - an Gesicht und Extremitäten kommen 143.  

B. quintana, der Erreger des Fünf-Tage-Fiebers 172, rief während des Ersten 

Weltkrieges große Epidemien unter den alliierten Soldaten der Westfront 

hervor, weswegen die Krankheit auch den Namen Schützengrabenfieber 

erhielt. Die Erkrankung zeichnet sich durch plötzlich einsetzende 

Kopfschmerzen, aseptische Meningitis, persistierendes Fieber sowie andere 

unspezifische Symptome aus und wird von Mensch zu Mensch durch die 

Kleiderlaus, Pediculus humanus corporis, übertragen. Mit dem Rückgang der 

Epidemien nach dem Ende des Zweiten Weltkrieges nahm auch das  
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Interesse an B. quintana ab, bis das Bakterium 1992 als einer der Erreger der 

BA identifiziert wurde 97.  

B. henselae konnte erstmals 1990 aus dem Blut einer HIV-Infizierten isoliert 

und als Ursache von Fieber und Bakteriämien identifiziert werden 168. Ferner 

wurde B. henselae mit der Entstehung der BA 140,187 und weiteren 

Krankheitsbildern (s. Kap.  1.1.3) in Verbindung gebracht 136,138,171. 1992 wurde 

B. henselae charakterisiert und zu Ehren der medizinisch-technischen 

Assistentin Diane Hensel benannt 137. 

In jüngster Vergangenheit wurde es erst dank neuerer diagnostischer Methoden 

ermöglicht, Bartonella spp. als Verursacher bisher ätiologisch ungeklärter 

Endokarditiden zu enthüllen, wobei v.a. B. quintana als der häufigste Erreger 

isoliert werden konnte. Zwei neue Spezies, B. elizabethae und B. clarridgeia, 

sowie auch B. henselae, wurden ebenfalls als Erreger subakut und chronisch  

verlaufender Endokarditiden identifiziert 35.  

Lange Zeit zählte alleine B. bacilliformis zur Gattung Bartonella. Erst 1993, 

nachdem die große genetische und molekularbiologische Übereinstimmung 

(16S rRNA und DNA-Analysen) zwischen den Bakterien der Gattung 

Rochalimaea und B. bacilliformis festgestellt worden war 128, wurden alle 

Spezies der Gattung Rochalimaea der Gattung Bartonella zugeordnet 13. 

Die Gattung Bartonella gehört zur Alpha-Subdivision der Proteobakterien; 

nächste Verwandte sind Brucella, Agrobacterium und Rhizobium 118. Die beiden 

Letztgenannten sind Auslöser von Pflanzentumoren (s. Kap. 1.1.6 ) 193. 

   

1.1.2 Mikrobiologische Charakteristika von Bartonella spp.  

Bei der Gattung Bartonella handelt es sich um gramnegative, fakultativ-

intrazellulär wachsende Stäbchen, die auf unbelebten Nährmedien nur langsam 

wachsen. Die Bakterien sind etwa 2 µm lang und 0,5 - 0,6 µm breit 137.  

In vitro ist B. henselae nur in Zellkultur oder auf Schokoladen-, Kochblut- oder 

Hämin-angereichertem Agar bei 37 °C, erhöhter Luftf euchtigkeit und 5 % CO2 

kultivierbar 44. In Flüssigkulturmedien wächst B. henselae nur unzureichend 

(Replikation in zehn Tagen etwa 100fach) 44. Bei Kultivierung auf Blut-Agar sind 

bis zum Auftreten sichtbarer Kolonien bei Erstisolation Inkubationszeiten von 
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zwei bis fünf Wochen nötig, durch weiteres Passagieren lässt sich diese 

Zeitspanne verkürzen. In Flüssigkeit weist B. henselae Motilität auf,  

die möglicherweise auf Pilusexpression zurückzuführen ist. Nach längeren 

Passagezeiten auf Blut-Agar verlieren die Bakterien diese Eigenschaft zum Teil 

jedoch wieder 6. 

 

1.1.3 Das klinische Bild der Infektion  mit B. henselae 

Die Gattung Bartonella ist verantwortlich für eine Vielzahl an klinischen 

Manifestationsformen. Diese reichen von spezifischen Krankheitsbildern wie der 

Carrión’schen Krankheit, dem Schützengrabenfieber, der Katzenkratzkrankheit, 

der BA und der PH bis zu unspezifischen Manifestationsformen wie 

Endokarditis, Osteomyelitis, Enzephalitis und Sepsis. Gemeinsam ist all diesen 

Krankheitsbildern, dass die Zielzelle für die Gattung Bartonella wahrscheinlich 

die Endothelzelle darstellt.  

 

1.1.3.1 Katzenkratzkrankheit ( cat scratch disease, CSD) 

Die CSD manifestiert sich typischerweise bei Immunkompetenten als 

lokalisierte Lymphadenopathie, die meist, ohne dass Antibiotika-Gabe 

notwendig wäre, innerhalb von 6 - 12 Wochen selbstlimitierend verläuft. Nach 

Kratz- oder Bissverletzung durch eine Katze bildet sich an der Stelle der 

Hautläsion eine Papel oder Pustel aus, der nach einer Latenzzeit von  

7 – 40 Tagen eine lokalisierte Lymphadenopathie folgen kann 180,195,200. Bei 

ungefähr der Hälfte der Patienten treten zu den genannten Symptomen 

zusätzlich Fieber, Kopfschmerzen und Unwohlsein auf, weiterhin kann es zu 

Übelkeit, Gewichtsverlust, Halsschmerzen und Splenomegalie kommen. 

Schwerwiegendere Komplikationen manifestieren sich in ca. 10 % der Fälle. Die 

häufigste stellt mit 6 % der Fälle das Perinaud’sche okuloglanduläre Syndrom 

dar, gefolgt von Enzephalitis, zerebraler Arteriitis, Radikulitis, Myelitis, 

granulomatöser Hepatitis oder Splenitis 21,63,96,113,114,160,195. In der aus 

Lymphknoten entnommenen Histologie präsentiert sich die CSD als eine 

nekrotisierende, granulomatöse Entzündungsreaktion mit lymphatischen 

Infiltraten und mehrkernigen Riesenzellen 3,119,180.   



Einleitung 4 
 

 

1.1.3.2 Bazilläre Angiomatose (BA) 

Im Gegensatz zur CSD sind von der BA in erster Linie Immunsupprimierte  

- v.a. HIV-positive Patienten - betroffen. 1983 konnte die Krankheit erstmals bei 

AIDS-Kranken beschrieben werden 32,173 und gilt nach dem U.S. Center for 

Disease Control and Prevention als AIDS definierende Krankheit.  

In Ausnahmefällen können auch Immunkompetente an BA erkranken 31,98,140.  

Der 1989 von LeBoit gewählte Name ‚Bazilläre Angiomatose’ beschreibt 

treffend die Pathogenese (infektiös, bakteriell) und die Histologie (Angiomatose) 

dieser vaskuloproliferativen Krankheit 104. Sowohl B. henselae als auch  

B. quintana konnten als Erreger der BA nachgewiesen werden 97.  

Die Erkrankung präsentiert sich klinisch als einzeln oder multipel auftretende, 

kutane oder subkutane Läsionen mit derbem rötlich-lividem Aussehen, die dem 

Kaposi Sarkom morphologisch ähneln können (s. Abb. 1 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1: Makroskopischer und mikroskopischer Befund bei BA.  

a)  Erythematöse Papel bei einem Patienten mit BA (http://edcenter.med.cornell.edu/ 

Pathophysiology_Cases/HIV/Cutaneous_Manifestations/4976.gif). 

b) Eine oberflächliche Hautläsion (Warthin-Starry Färbung) bei einem Patienten mit BA zeigt 

eine große Anzahl versilberter Erreger (http://www.hosppract.com/issues/1998/12/celout.htm). 

 

Charakteristisch sind lobuläre, kapilläre Gefäßproliferationen epitheloider, 

teilweise atypischer Endothelzellen, die Blutgefäße auskleiden und teilweise ins 

Lumen hineinragen. Entzündliche Infiltrate, die Bakterien, neutrophile 

Granulozyten und leukozytoklastischen Debris enthalten, wurden ebenfalls in 

den meisten Fällen gefunden 1. Viszerale Manifestationen der BA  

a ba b
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(z.B. PH, s. Kap. 1.1.3.3 ) konnten schon in den verschiedensten 

Organsystemen beobachtet werden 187.   

 

1.1.3.3 Peliosis hepatis (PH)  

Die PH ist eine seltene vaskuloproliferative Hepatopathie, die - wie die BA - 

vorwiegend bei HIV-Infizierten in Erscheinung tritt. Charakteristisch für die PH 

sind dilatierte Lebersinusoide und zystisch-gekammerte, blutgefüllte 

Endothelzell-Proliferationen, die von myxoidem Stroma umgeben sind 96,160.  

Im klinischen Bild imponieren Fieber, Abdominalschmerzen, Gewichtsverlust 

und Hepatomegalie 126. Bevor B. henselae als eine der Ursachen der PH bei  

HIV-Infizierten identifiziert werden konnte, wurde sie schon bei Patienten  

mit fortgeschrittenem Tumorleiden oder nach Anabolikaeinnahme  

beschrieben 133,187.  

 

1.1.4 Epidemiologie 

Zahlreiche Publikationen über die Prävalenz von humanen Infektionen mit 

Bartonella spp. geben an, dass bei 6 – 30 % der Population in Europa 

Bartonella-spezifische Antikörper nachweisbar sind; in einzelnen Regionen der 

USA liegt sie sogar bei 50 % 40,66. In 30 % der kultur-negativen 

Halslymphknotenschwellungen scheint Bartonella spp. das ätiologische Agens 

zu sein 145. 

80 % der CSD-Erkrankungen treten bei Kindern mit einem Häufigkeitsgipfel 

zwischen 2 bis 14 Jahren auf; von diesen hatten mehr als 90 % vor Ausbruch 

der Erkrankung Kontakt zu Katzen angegeben. Bei den Patienten mit BA lag 

der Prozentsatz der Personen, die Kontakt zu Katzen hatten, bei nur 20 % 200. 

In Studien wurden regionale Unterschiede im Vorkommen der Häufigkeit von 

Bartonella spp. bei Katzen ausgemacht. So sind in der Gegend um San 

Francisco ca. 41 % der Hauskatzen für B. henselae seropositiv, während in der 

Freiburger Region von einer Seroprävalenz von 13 % ausgegangen wird 156. 

Über die Rolle von Flöhen als mögliche Vektoren bei der Übertragung von  

B. henselae wurde schon frühzeitig spekuliert. Es wird angenommen, dass die 

Fäzes oder das bei einer Flohmahlzeit ausgetauschte infizierte Blut das 



Einleitung 6 
 

 

Inokulum darstellt, mit dem B. henselae zwischen den Katzen oder aber auch 

von der Katze zum Menschen wechselt 70. 

Von 24 000 geschätzten Fällen an CSD wird jährlich in den USA berichtet; von 

diesen müssen 2 000 ins Krankenhaus eingewiesen werden 79.  

 

1.1.5 Diagnose und Therapie 

Bei Infektionen mit B. henselae ist der indirekte Immunfluoreszenztest zum 

serologischen Nachweis von Antikörpern das Diagnostikum der ersten Wahl. 

Bei Patienten mit CSD konnten in 80 % der Fälle Antikörper gegen B. henselae 

festgestellt werden, während in der Kontrollgruppe nur 3 % (Titer > 1:256) 

positiv waren 139. Auch kann aus frischen oder formalinfixierten 

Gewebebiopsien ein DNA-Nachweis des Erregers mittels PCR-Amplifikation 

und anschließender Hybridisierung oder 16S rRNA-Sequenzierung versucht 

werden 2,44,119. Bei Verdacht auf BA erfolgt die Diagnostik primär aus Biopsaten 

entsprechender Hautläsionen, wobei die kulturelle Anzucht des Erregers 

zeitaufwendig und schwierig ist. Die Erregeranzucht in der Zellkultur ist die 

erfolgversprechendste Methode; aber auch sie ist langwierig und  

anspruchsvoll 15. 

Bei der komplikationslos verlaufenden CSD genügt in der Regel eine 

konservative symptomatische Therapie. Der Einsatz von Antibiotika ist meist 

nur bei Auftreten von Komplikationen indiziert. Hierbei erzielt Azithromycin - für 

fünf Tage oral verabreicht - die besten Resultate. 

Als Mittel der ersten Wahl zur Therapie der BA gelten Clarithromycin und 

Azithromycin. Alternativ kommen auch Erythromycin, Doxycyclin sowie 

Ciprofloxacin in Frage 153. Meist ist eine orale Therapie mit Erythromycin oder 

einem neueren Makrolid für die Dauer von drei Wochen ausreichend.  

Bei Rückfällen oder bei Immunsupprimierten kann allerdings eine längere 

Antibiotikagabe erforderlich sein 8. Bei der Wahl des Antibiotikums ist das 

Erreichen einer intrazellulären Wirkstoffkonzentration, wie es bei Makroliden 

oder Doxycyclin der Fall ist, entscheidend. 
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1.1.6 Pathogenese von Bartonella-Infektionen 

Wie sich in vielen Fallstudien herausstellte, treten die schwerwiegendsten 

Manifestationen der durch Bartonella spp. hervorgerufenen Erkrankungen bei 

geschwächter zellulärer Immunität auf 19,96,173,202. Insbesondere bei 

immunsupprimierten HIV-Patienten wurden persistierende Bakteriämien mit  

B. henselae beobachtet 19,137,168. Dass vor allem Patienten mit eingeschränkter 

zellulärer Immunität von schwerwiegenden Infektionen mit B. henselae 

betroffen waren, führte zu der Hypothese, dass die Erreger intrazellulär 

persistieren könnten. Die Tatsachen, dass erstens nur Antibiotika wirksam 

waren, die ein gutes Penetrationsvemögen in die Zelle aufwiesen, zweitens die 

Infektionen die Tendenz hatten zu rezidivieren und drittens im Vergleich zum 

konventionellen Ausplattieren größere Keimzahlen aus Blutkulturen durch 

Verwendung eines Lysezentrifugationssystems erreicht werden konnten 14, 

bestärkten diese Hypothese.  

Damit es überhaupt zu einer intrazellulären Persistenz des Erregers kommen 

kann, hat B. henselae einige Mechanismen entwickelt, um in die Wirtszelle 

eindringen zu können. Möglicherweise spielen Oberflächenmembranproteine 

(outer membran protein, OMP) bei der Adhärenz an der Wirtszelle eine 

entscheidende Rolle. Von den Oberflächenmembranproteinen sind bislang 

neun mit einer Größe von 28 - 171 kDa identifiziert worden, wobei das 43 kDa 

OMP den Kontakt zur Endothelzelle zu vermitteln scheint 17. 

Neben den Oberflächenmembranproteinen ist als weiterer Pathogenitätsfaktor 

die Pilusexpression (‚Typ IV-like-Pilus’) von B. henselae zur Adhäsion und 

Penetration in die Wirtszelle von Bedeutung. Es wurde beobachtet, dass durch 

lange Passagezeiten die Pilusexpression von B. henselae vermindert bis 

vollständig unterbunden werden konnte und dass diese Spontanvarianten eine 

deutlich geringere Adhäsion und Penetration zur Wirtszelle aufwiesen 6.  

Durch Transposon-Mutagenese wurde von B. henselae ein Klon hergestellt, bei 

dem sich herausstellte, dass ihm die Fähigkeit zur Bindung an Fibronektin (Fn) 

verloren gegangen war 146. Bei der nachfolgenden Sequenzierung der 

Insertionsstelle der Fn-bindungsdefizienten Mutante zeigte sich eine hohe 

Homologie von 72 % zur Hals-Region von dem Adhäsionsmolekül von  
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Y. enterocolitica, YadA (Y. enterocolitica Adhäsin A). Das gesamte Gen wurde 

als ein hochrepetitives 9,3 kb großes Molekül charakterisiert, das eindeutig der 

Klasse der nicht-fimbriellen Adhäsionsmoleküle zuzuordnen ist 72. Analog zu 

dem Adhäsionsmolekül von Y. enterocolitica wurde es demzufolge Bartonella 

Adhäsin A (BadA) genannt. Es konnte nachgewiesen werden, dass die 

Transposon-Mutante keine Expression des Oberflächenmoleküls mehr aufwies 

und in ihrer Eigenschaft an Endothelzellen zu binden deutlich abgeschwächt 

war 146. BadA scheint maßgeblich an der Interaktion des Bakteriums mit der 

Wirtszelle beteiligt zu sein und scheint auf diese Weise eine bedeutende Rolle 

bei der Auslösung einer proangiogenetischen Wirtszellantwort zu spielen. 

Untersuchungen der Arbeitsgruppe legen den Schluss nahe, dass es sich bei 

BadA um den ‚Typ IV-like-Pilus’ von B. henselae handelt 146.   

B. henselae verfügt über mindestens ein Typ IV-Sekretionssystem, das hohe 

Homologien zu dem Sekretionssystem von dem phytopathogenen 

Agrobacterium tumefaciens, dem Erreger der Wurzelhalsgalle, aufweist.  

Das Typ IV-Sekretionssystem, das evolutionär eng mit dem 

Konjugationssystem gramnegativer Bakterien verwandt ist, besteht aus einem 

Pilus, der mit einem durch die innere und äußere Bakterienmembran 

verlaufenden Proteinkanal verbunden ist. Neben Proteinen zählen auch DNA 

oder DNA-Proteinkomplexe zu den Effektormolekülen dieses Kanals.  

Welche Rolle das Typ IV-Sekretionssystem bei Infektionen mit B. henselae 

spielt ist noch nicht geklärt. Bislang konnte einzig nachgewiesen werden, dass 

die Interaktion des Bakteriums mit Endothelzellen in einer Aktivierung dieses 

Systems resultiert 158.   
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1.2 Angiogenese  

  

Blutgefäße entwickeln sich zu dem ersten Organsystem im Embryo und bilden 

das weitverzweigteste Netzwerk in unserem Körper. Allzu oft sind sie aber auch 

Ausgangspunkt tödlich verlaufender Krankheiten. Wenn Gefäßwachstum  

fehlreguliert wird, kann sich das in einer Vielzahl von neoplastischen, 

ischämischen, inflammatorischen, infektiösen und immunologischen Störungen 

äußern.  

Blutgefäße können sich auf ganz unterschiedliche Weise entwickeln. Der Begriff 

Vaskulogenese bezieht sich auf die Neubildung von Blutgefäßen aus 

endothelialen Vorläuferzellen im Embryo. Angiogenese und Arteriogenese 

beziehen sich auf die Sprossung aus bereits existierenden Gefäßen.  

Die physiologische Angiogenese tritt beim ausgewachsenen Menschen nur 

noch beim Aufbau der Uterusschleimhaut und bei der Wundheilung in Folge 

von Verletzungen auf 105.  

Demgegenüber ist die pathologische Angiogenese durch eine lange Liste von 

Störungen - hervorgerufen durch exzessives Gefäßwachstum – charakterisiert. 

Zu den am besten bekannten und erforschten zählen die soliden Neoplasien, 

die Psoriasis, die diabetische Retinopathie und die Arthritis 24,56,57,148.  

Unzureichendes Gefäßwachstum und anormale Gefäßrückbildung manifestiert 

sich nicht nur als ischämische Störung (z.B. des Herzens oder des Gehirns), 

sondern kann auch zu Neurodegeneration, Hypertonie, Präeklampsie, 

respiratorischen Störungen, Osteoporose und anderen Krankheitsbildern  

führen 11,38,115,121.     

Das unreife Gefäßbett expandiert durch Sprossung und reift zu einem System 

stabiler Gefäße. Die Hypoxie stellt dabei einen entscheidenden Stimulus für die 

Expansion des Gefäßbettes dar. Ursprünglich werden Zellen durch einfache 

Diffusion mit Sauerstoff und anderen Nährstoffen versorgt. Überschreitet das 

Gewebe die Grenze des Diffusionsvermögens des Sauerstoffs, leitet Hypoxie 

über die Aktivierung von Hypoxie-induzierbaren Transkriptionsfaktoren 

(hypoxia-inducible factor, HIF) und angioproliferativ wirkenden Genen neues 

Gefäßwachstum ein 134. HIFs induzieren eine große Anzahl 
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proangiogenetischer Gene, von denen das Gen für VEGF (vascular endothelial 

growth factor) das bedeutendste darstellt 23.  

Bei Stimulation müssen Endothelzellen fähig sein, aus ihren gereiften 

Strukturen auszutreten und durch koordinierte Sprossung neues 

Gefäßwachstum zu ermöglichen. Nachdem der Kontakt der Endothelzelle zu 

der umgebenden extrazellulären Matrix durch Proteinasen gelöst wurde 25,  

sind die Endothelzellen in der Lage, an einem provisorisch angelegten  

Gerüst - bestehend aus einer Matrix aus Fibronektin, Fibrin und anderen 

Komponenten - in das umgebende Gewebe einzuwandern 73,75. Ist die 

Sprossung erst einmal vollzogen, müssen die Endothelzellen wieder stabilisiert 

werden, um zu einem funktionellen, standhaften Netzwerk reifen zu können. Die 

Bindung von Perizyten und glatten Muskelzellen an ausgewanderte 

Endothelzellen beeinflusst die Proliferation, die Differenzierung, den Blutstrom 

und die Ernährung neugebildeter Gefäße 58,80.  

Eine bakterielle Induktion der Angiogenese ist bislang einzig für die Gattung 

Bartonella bekannt. Die durch B. henselae und B. quintana hervorgerufenen 

Gefäßproliferationen resultieren in dem typischen Bild der BA (s. Kap. 1.1.3.2 ). 

Auch für andere Vertreter der Gattung Bartonella sind angioproliferative 

Krankheitsbilder beschrieben worden, wie z.B. für die durch B. bacilliformis 

verursachten Verruga peruana (s. Kap. 1.1.1 ). Daneben sind als 

erregerbedingte Ursachen pathologischer Angiomatose das Humane Herpes 

Virus-8 (HHV-8) 116 und das Orf-Virus 122 bekannt. HHV-8 wird bei  

HIV-positiven Patienten mit der Entstehung des Kaposi Sarkoms assoziiert, 

einer opportunistischen Erkrankung mit exzessiver Proliferation von 

Spindelzellen, von denen vermutet wird, dass sie vaskulären Ursprungs sind. 

Das Orf-Virus ist ein weltweit verbreitetes, epitheliotropes Parapocken-Virus, 

das Hautläsionen in Schafen, Ziegen und Menschen hervorruft. Diese Läsionen 

zeichnen sich histopathologisch durch massive Proliferation und Dilatation von 

Kapillaren aus. Ein neues Mitglied der VEGF-Familie mit angioproliferativer 

Aktivität, das VEGF-E, konnte erst kürzlich im Genom des Orf-Virus identifiziert 

werden 122. 
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1.2.1 Proangiogenetisch wirksame Zytokine 

Zytokine stellen eine uneinheitliche Gruppe löslicher Proteine und Peptide von 

kurzer Halbwertszeit dar, die von den unterschiedlichsten Zellen gebildet und 

sezerniert werden können. Zytokine dienen als interzelluläre Mediatoren zur 

Kommunikation der Zellen untereinander. In äußerst geringen Konzentrationen 

im nano- oder pikomolaren Bereich modulieren sie in auto- oder parakriner 

Weise die Aktivität einzelner Zellen oder aber auch ganzer Zellverbände 76. 

Zuerst wurde ihre Wirkung im Rahmen der Hämatopoese und des 

Immunsystems analysiert, wobei sie drei grundlegende Stoffwechselvorgänge 

der Zelle steuern: Wachstum, Differenzierung und Aktivierung. Neben der 

Chemotaxis wird auch der programmierte Zelltod, die Apoptose, durch Zytokine 

eingeleitet und kontrolliert. Neben der parakrinen Wirkung modulieren sie aber 

auch systemische Reaktionen wie Fieber oder sind an dem Geschehen des 

septischen Schocks beteiligt 20,49.  

 

1.2.2 Das Zytokin Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)    

VEGF ist der Schlüsselregulator physiologischer Angiogenese 23,53. Auch bei 

der pathologischen Angiogenese, die in Neoplasien, proliferativen 

Retinopathien und anderen Störungen resultieren kann, wird VEGF eine 

führende Rolle zugeschrieben 52.  

Der Prototyp der VEGF-Familie, das VEGF-A, gehört zu einer Genfamilie, der 

außerdem noch der placental growth factor (PLGF), VEGF-B, VEGF-C,  

VEGF-D und VEGF-E angehören. VEGF-A ist der Schlüsselregulator des 

Blutgefäßwachstums, während VEGF-C und VEGF-D das Lymphgefäß-

wachstum regulieren 86. 

Als ein überlebenswichtiger Faktor für Endothelzellen vermag VEGF sowohl  

in vitro als auch in vivo Endothelzellen zum Wachstum anzuregen 7,52,107.  

Neben seinem wachstumsinduzierenden Stimulus besitzt VEGF die Fähigkeit 

den Kontakt zwischen Endothelzellen zu lockern und somit die Gefäße 

permeabler zu machen 45,165. Dank dieser permeabilitätssteigernden Wirkung 

kommt dem Zytokin bei entzündlichem Geschehen und anderen pathologischen 

Umständen Bedeutung zu. Zusätzlich induziert VEGF die endotheliale 
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Fenestrierung in bestimmten Gefäßsystemen 149 und führt in einer 

dosisabhängigen Weise zu einer Vasodilatation durch Stimulation der  

NO-Synthase in Endothelzellen 101  

 

1.2.2.1      Regulation der VEGF-Induktion 

Die Sauerstoffsättigung im Gewebe spielt eine Schlüsselrolle in der Regulation 

der Expression einer Vielzahl von Genen. Auch die Bildung von VEGF-mRNA 

wird durch einen Abfall der Sauerstoffkonzentration im Gewebe induziert 42.  

Es wurde gezeigt, dass HIF-1 den entscheidenden Transkriptionsfaktor der 

Zellantwort auf hypoxische Zustände darstellt (s. Kap. 1.2.5 ) 163. Verschiedene 

wichtige Wachstumsfaktoren wie z.B. epidermal growth factor, keratinocyte 

growth factor, insulin-like growth factor-1, fibroblast growth factor und platelet-

derived growth factor führen ebenfalls zu einer Induktion der VEGF-mRNA 127. 

Die Tatsache, dass inflammatorische Zytokine wie IL-1α und IL-6 die 

Expression von VEGF in verschiedenen Zellen induzieren, befindet sich im 

Einklang mit der Hypothese, dass VEGF ein Mediator der Angiogenese und der 

Gefäßpermeabilität bei entzündlichem Geschehen ist 127. 

 

1.2.3 Das Zytokin Interleukin-8 (IL-8)    

Das zur Gruppe der Interleukine gehörende IL-8 ist ein klassisches Chemotaxin 

und ein Modulator des Immunsystems 83. Das v.a. von Monozyten-

Makrophagen gebildete Zytokin wirkt selektiv chemotaktisch auf Neutrophile 

und Lymphozyten 125. Neben dieser inflammatorischen Funktion wurde erst 

kürzlich eine Beteiligung dieses Zytokins an der Angiogenese festgestellt 174.  

Als ein Charakteristikum vieler angiogenetisch wirksamer Zytokine,  

wie z.B. VEGF, aFGF und bFGF (acidic und basic fibroblast growth factor), 

bindet IL-8 ebenfalls an Heparin. Experimente zeigten, dass humanes 

rekombinantes IL-8 als ein proliferativer und chemotaktischer Stimulus auf 

HUVECs (human umbilical vene endothelial cell) wirkt 95 und dass in einer 

avaskulären Cornea von Ratten die in vivo Stimulation mit IL-8 in einer 

angiogenetischen Antwort resultierte 41,92,174. Im Gegensatz zu VEGF wird die 

Expression von IL-8 nicht von dem Transkriptionsfaktor HIF-1 sondern von  
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NF-κB kontrolliert. Dessen Signalweg scheint auch von Hypoxie, dem 

entscheidenden Stimulus der Angiogenese, beeinflusst zu sein 99.   

 

1.2.4 Die Zytokine Adrenomedullin (ADM) und Insulin-like Growth  

Factor Binding Protein-3 (IGFBP-3)  

Humanes ADM ist ein 52 Aminosäuren großes Peptid, das an der  Regulation 

einer Vielzahl physiologischer und pathologischer Prozesse beteiligt ist.  

Es besitzt starke vasodilatatorische Effekte 94, hemmt die Apoptose von 

vaskulären Endothelzellen und agiert als ein antiproliferativer Faktor von glatten 

Muskelzellen 84,87. In Tumorzellen, bei Entzündungen und unter Hypoxie stellte 

man eine erhöhte Expression von ADM fest, die in Tumorzellen mit einer 

Neovaskularisation assoziiert war 34. So ist bekannt, dass ADM eine wichtige 

Rolle in der Tumorangiogenese, der Gefäßentwicklung sowie bei der 

Angiogenese der weiblichen Fortpflanzungsorgane spielt 26,129.      

Die insulin-like growth factors (IGF) sind wichtige Faktoren der Regulation von 

Wachstum und Zellproliferation. Ihre Aktivität wird von den IGFBPs moduliert, 

die auch von den IGFs unabhängige Funktionen wie z.B. Hemmung des 

Zellwachstums oder Induktion der Apoptose haben 144. Auf eine mögliche Rolle 

von IGFBP-3 an der Angiogenese deuten Experimente hin, in denen 

nachgewiesen werden konnte, dass in proliferierenden Endothelzellen eines 

Mammakarzinoms der Maus eine vermehrte Expression von IGFBP-3 

stattfindet 157. 

   

1.2.5 Der Transkriptionsfaktor Hypoxia-Inducible Factor-1 (HIF-1)     

HIF-1 ist ein αβ-Heterodimer, das zuerst als Mediator der Hypoxie-induzierten 

Erythropoetin-Expression und später der Angiogenese entdeckt  

wurde 161,164,182,188. Während die HIF-1β-Untereinheit ein konstitutiv exprimiertes 

nukleäres Protein ist, ist die HIF-1α-Untereinheit durch Hypoxie induzierbar und 

stellt somit den kontrollierenden Faktor dar. Wie Studien zeigen konnten, ist der 

HIF-1α-Spiegel unter physiologisch normoxischen Bedingungen generell auf 

einem sehr niedrigen Niveau, selbst in physiologisch hypoxischen Regionen 

(wie z.B. dem Nierenmark) kann er noch unterhalb der Nachweisgrenze  
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liegen 150. Bei systemischer Hypoxie sowie bei Ischämie des Gewebes wird der  

HIF-1α-Spiegel substantiell erhöht, wobei das Ausmaß und der Zeitverlauf 

innerhalb der verschiedenen Gewebearten unterschiedlich ausfallen  

kann 106,175,190. Ist es einmal zur Akkumulation der HIF-1α-Untereinheit in der 

Zelle gekommen, erfolgt zusammen mit der stets in hohem Maße exprimierten  

HIF-1β-Untereinheit der Zusammenschluss zum funktionellen 

Transkriptionsfaktor. Dieser bindet dann an die Erkennungssequenzen für HIF 

im Genom, den hypoxia response elements (HRE). Von den u.a. aus der 

konservierten Sequenz ACGTG bestehenden HREs wird vermutet, dass sie 

durch konstitutive Faktoren wie z.B. dem activating transcription factor (ATF) 

oder dem cAMP response element binding protein (CREB) unter Abwesenheit 

von HIF-1 besetzt gehalten werden, um eine Methylierung  

zu verhindern 78,123,155.  

Zusammenfassend kann man über die Funktion der durch HIF induzierten 

Gene sagen, dass sie das Überleben der Zelle unter hypoxischen Bedingungen 

kurzfristig und langfristig sicherstellen. Zum einen erleichtert HIF-1 den Zellen 

die Bewältigung eines kurzfristigen Sauerstoffmangels mittels anaerober 

Energiegewinnung durch die Aktivierung von Genen der Glykolyse;  

des Weiteren wird über die Induktion von Erythropoetin die Erythropoese 

stimuliert, was in Folge länger andauernder Hypoxie die Sauerstoffversorgung 

verbessert. Schlussendlich leitet HIF-1 als langfristige Antwort auf 

Sauerstoffmangel die Angiogenese mit Aussprossung neuer Gefäße ein 163. 

Unter den drei HIF-α Isoformen sind HIF-1α und HIF-2α eng verwandt und sind 

fähig, mit den HREs zu interagieren und die Transkription angiogenetischer 

Gene einzuleiten 176,192. Im Gegensatz dazu scheint HIF-3α in die negative 

Regulation der Antwort auf Hypoxie involviert zu sein 131. 

HIF-α-Untereinheiten werden durch einen vielschichtigen Prozess reguliert, der 

Änderungen der Aktivität, des mRNA-Splicings und der Lokalisation beinhaltet 

(s. Abb. 2 ) 188. Hydroxylierung an zwei Prolyl-Resten vermittelt die Interaktion 

mit dem von Hippel-Lindau (VHL) E3 Ubiquitin Ligase Komplex, der HIF-1α für 

die proteasomale Degradation markiert 77,78,201. Dieser Schritt, der zu einer 

extrem schnellen Proteolyse von HIF-1α in oxygenierten Zellen führt, wird durch 
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drei erst neulich beschriebene HIF Prolyl Hydroxylasen 1-3 vermittelt 16,50.  

In einem zweiten regulierenden Schritt resultiert die β-Hydroxylierung eines 

Asparagin-Restes von HIF-1α durch die HIF Asparaginyl Hydroxylase  

(factor inhibiting HIF, FIH) in einer Blockierung der Interaktion von HIF-1α mit 

dem Co-Aktivator der Transkription p300; dies führt zu einer Verminderung der 

Transkriptionsaktivität von HIF-1α 69,103,110.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2: Modell der Aktivierung und Degradation von HIF-1 αααα unter normoxischen bzw. 

hypoxischen Bedingungen.  

Mittels Interaktion mit dem von Hippel-Lindau (VHL) E3 Ubiquitin Ligase Komplex wird HIF-1α 

bei Normoxie durch die HIF Prolyl Hydroxylasen 1-3 dem Proteasom zugeführt.  

Bei physiologischen Bedingungen reduziert die HIF Asparaginyl Hydroxylase die 

Transkriptionsaktivität von HIF-1α. Besteht Hypoxie, wird HIF-1α in den Zellkern transloziert 

und kann nach Interaktion mit HIF-1β an das HRE binden und somit die Transkription von 

angiogenetischen Genen einleiten. FIH: factor inhibiting HIF, HIF: hypoxia-inducible factor, 

HRE: hypoxia response element, Ub: Ubiquitin, VHL: von Hippel-Lindau-Protein.        
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In oxygenierten Zellen gewährleisten diese beiden Hydroxylierungsreaktionen 

einen dualen Mechanismus der HIF-Inaktivierung, bestehend aus 

proteolytischer Zerstörung und Verminderung der Transkriptionsaktivität.  

Die HIF-Hydroxylasen sind alle Fe(II)- und 2-Oxoglutarat-abhängige 

Dioxygenasen, die, um ihre Aktivität entfalten zu können, essentiell auf 

molekularen Sauerstoff angewiesen sind. Besteht dagegen Sauerstoffmangel, 

ist es HIF möglich, den Hydroxylasen und somit seiner Inaktivierung zu 

entgehen. Zusammengenommen zeigen diese Erkenntnisse die Verkettung der 

angiogenetischen Antwort auf metabolische Bedürfnisse mit Hilfe eines nur 

minimalen Signalwegs, der die Verfügbarkeit molekularen Sauerstoffs,  

die Aktivität der HIF-Hydroxylasen, die HIF-abhängige Transkription und die 

Sekretion von angiogenetischen Wachstumsfaktoren verknüpft.  

Zusätzlich zu der Aktivierung durch Hypoxie wird das HIF-System durch ein 

großes Spektrum an Wachstum induzierenden Stimuli wie z.B. Insulin,  

insulin-like growth factor-1, epidermal growth factor sowie durch onkogenetisch 

veränderte Signalwege (z.B. Ras und Src Kinase) induziert oder zumindest 

verstärkt. Mutationen von Tumor Suppressor Genen - wie z.B. dem p53, wohl 

aber am eindrücklichsten von dem pVHL - aktivieren ebenfalls das  

HIF-System 120,162,188. Neben diesen pathologischen Einflüssen auf das HIF-

System wird auch dem MAP-Kinase-Signalweg eine modulierende Funktion auf 

dieses System zugeschrieben 142.   

   

1.2.6 Die Rolle der Mitogen-Activated Protein (MAP)-Kinasen  

in der Angiogenese 

MAP-Kinasen stehen an letzter Stelle einer hierarchisch strukturierten Kaskade 

von Protein-Kinasen, die mittels Protein-Phosphorylierung Signale von der 

Zelloberfläche zum Zellkern fortleiten, wo sie die Transkription bestimmter Gene 

durch Aktivierung ihrer Transkriptionsfaktoren induzieren 71,85. MAP-Kinasen 

werden hauptsächlich durch zwei Merkmale ausgezeichnet. Zum einen werden 

sie durch zweifache Phosphorylierung an Threonin- und Tyrosinresten aktiviert, 

zum anderen sind sie Prolin-geleitete Serin/Threonin Kinasen mit einer 

minimalen Zielsequenz von Serin/Threonin-Prolin 36,37,184. Drei unterschiedliche 
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Signalwege, die allesamt in einer Aktivierung der MAP-Kinasen ERK 

(extracellular-signal-regulated kinase), JNK (c-Jun N-terminal kinase) und p38 

münden, konnten bislang in Säugetierzellen identifiziert werden 36,37,184.  

Der zur Zeit am besten untersuchte MAP-Kinase Signalweg führt zur 

Aktivierung der zur ERK-Familie gehörenden Mitglieder ERK 1 und ERK 2,  

die auch unter den Namen p44 bzw. p42 bekannt sind. Neben der Möglichkeit 

der Phosphorylierung von zytoplasmatischen Proteinen können aktivierte 

p42/p44 MAP-Kinasen auch in den Kern transloziert werden, wo sie wiederum 

mittels Phosphorylierung zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren fähig  

sind 61,62,81,112. Während die Aktivierung von JNK und p38 MAP-Kinase für die 

Einleitung von Apoptose eine wichtige Rolle zu spielen scheint, wird der 

selektiven Aktivierung des p42/p44 MAP-Kinase Signalweges neben einer 

hemmenden Funktion auf p38 und JNK eine Apoptose-inhibierende  Rolle 

zugeschrieben 198. Die Aktivierung von p42/p44 MAP-Kinasen durch klassische 

vasoproliferative Mitogene wie z.B. VEGF oder fibroblast growth factor-2  

(FGF-2) spielt auch eine zentrale Rolle in der Kontrolle des Wachstums von 

Endothelzellen 100,151,170. In Studien konnte auch der umgekehrte Fall gezeigt 

werden, dass nämlich p42/p44 über unterschiedliche Mechanismen die  

VEGF-Expression induziert. Nach Aktivierung von p42/p44 kommt es zum 

einem über eine Interaktion mit der proximalen Region des VEGF-Promotors 

zur vermehrten Expression des Zytokins, zum anderen bewirkt eine direkte 

Phosphorylierung des VEGF regulierenden Transkriptionsfaktors HIF-1α eine 

gesteigerte Transkriptionsaktivität 9. Durch Hemmung der der p42/p44 

übergeordneten MAPK-Kinase durch den MEK1 (MAP/ERK Kinase)-Inhibitor  

PD 98059 wurde die Phosphorylierung und somit die Transkriptionsaktivität von 

HIF-1α herabgesetzt 142. In weiteren Studien wurde außerdem gezeigt, dass 

Hypoxie zu einer Phosphorylierung von p42/p44 und zu einer Translokation der 

MAP-Kinase in den Zellkern führte, wo die Phosphorylierung von HIF-1α 

stattfand 124.  

Die p38 MAP-Kinase soll neben der aktivierenden Wirkung auf diverse 

Transkriptionsfaktoren, der Steigerung der mRNA-Stabilität und der 

Reorganisation des Zytoskeletts 189 zu einer Erleichterung der  
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NF-κB-vermittelten Transkription von IL-8 durch Phosphorylierung und 

Phosphoazetylierung des Histons H3 beitragen 154. Einen weiteren Hinweis auf 

die mögliche Beteiligung von p38 liefert das mit dem Kaposi Sarkom assoziierte 

HHV-8, das über einen G-Protein gekoppelten Rezeptor und anschließender 

Aktivierung von p38 die HIF-1 vermittelte VEGF-Sekretion anregt 5,169.          

  

1.2.7  Induktion eines proangiogenetischen Genmuste rs durch  

B. henselae 

Wie in vorangehenden Experimenten gezeigt werden konnte, ruft die Infektion 

von HeLa-Zellen mit B. henselae ein bestimmtes Genmuster in der Wirtszelle 

hervor 91. In Tab. 1 (s. Anhang) sind all diejenigen Gene aufgelistet, die im 

Vergleich zu einer Kontrollgruppe mit einer mehr als zweifachen Induktion 

gemessen werden konnten. Wie der Tabelle zu entnehmen ist, lassen sich die 

Gene in vier verschiedene funktionelle Gruppen einteilen:  

- vaskuloproliferative Wirkung  

- Glykolyse  

- Signaltransduktion  

- Gene unbekannter Funktion 

Von den insgesamt 20 induzierten Genen unterliegen 14 Gene der direkten 

bzw. indirekten Regulation des Transkriptionsfaktors HIF-1 134,163.  

Eine Ausnahme bildet das Zytokin IL-8, das durch den Transkriptionsfaktor  

NF-κB kontrolliert wird 82.  

 

1.3 Zielsetzung dieser Arbeit  

     

Ziel vorliegender Arbeit war es, die von B. henselae induzierte 

proangiogenetische Wirtszellantwort auf zell- und molekularbiologischer Ebene 

zu analysieren.  

Der erste Schritt bestand darin, ausgewählte Daten zur Geninduktion nach  

B. henselae-Infektion aus Gene-chip Experimenten auf Proteinebene (VEGF, 

IL-8, ADM, IGFBP-3) zu verifizieren. Die Untersuchung der Aktivierung von  

HIF-1 als Reaktion auf eine Infektion mit B. henselae stellte eine weitere 



Einleitung 19 
 

 

Aufgabe der vorliegenden Arbeit dar. Die HIF-1-Aktivierung wurde ebenfalls 

nach Infektion mit verschiedenen anderen Bakterien analysiert. Des Weiteren 

wurde die Rolle der MAP-Kinasen p38 und p42/p44 an der B. henselae 

induzierten VEGF- und IL-8-Sekretion charakterisiert. Schließlich wurde die 

Abhängigkeit der proangiogenetischen Wirtszellantwort von der Expression des 

Oberflächenproteins BadA nach B. henselae-Infektion untersucht. Die 

Ergebnisse dieser Arbeit sollten einen Beitrag leisten, anhand des B. henselae 

in vitro-Infektionsmodells bakterielle Infektionen und proangiogenetische 

Wirtszellantwort funktionell miteinander zu verbinden.         
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2 Material und Methoden 

 

2.1 Material 

 

2.1.1 Geräte 

Anaerobiertopf  E. Merck, Darmstadt 

Anaerobierbeutel Oxoid, Hampshire, GB 

Analysenwaage BP610, PT1200 Sartorius, Göttingen 

Brutschrank  BBD 6220 Heraeus, Hanau 

ELISA Reader Tecan, Crailsheim 

ELISA-Washer (Columbus Washer) Tecan 

Filmentwickler CURIX 60 AGFA, Leverkusen 

Konfokales Laserscan-Mikroskop (CLSM)  

Leica DM IRE 2 

Leica, Bensheim 

     Software: Photoshop 6.0 Adobe Systems, Mountain 

View, USA 

Mehrkanalpipette Eppendorf, Hamburg 

Mikroskope  Carl Zeiss, Jena 

Multistepper Eppendorf 

Neubauer-Zählkammer Superior, Lauda-

Königshofen 

Pipettier-Hilfe Eppendorf 

Rotations-Schüttler Heidolph, Schwabach 

Schüttelinkubatoren  Infors AG, Bottmingen 

SDS-PAGE-Kammern  

(Protean II; Mini Protean) 

Bio-Rad, München 

Spannungsquellen für Elektrophorese Bio-Rad 

Spektralphotometer (Ultrospec 3000) Amersham Pharmacia, 

Freiburg 

Steril-Arbeitsbank BDK, Sonnenbühl-

Genkingen 

Thermo-Schüttler Eppendorf 
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Ultra-Turrax T8 Ika-Werke, Staufen 

Vortexer Heidolph  

Wasserbad Memmert, Schwabach 

Zentrifugen: 

     Eppendorf 5317R 

     Multifuge 3 S-R 

     Biofuge Stratus 

     Sorvall RC 5C Plus                      

 

Eppendorf 

Heraeus 

Heraeus 

Sorvall, Hamburg 

     MiniSpin plus Eppendorf 

 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

Soweit nicht anders aufgeführt, wurden alle Plastik- und Verbrauchsmaterialien 

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

Dickinson, Heidelberg; Greiner, Nürtingen; Nunc, Roskilde, Dänemark; 

Sartorius, Göttingen. 

 

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

Deisenhofen 

Einmalküvetten      Sarstedt, Berlin 

ELISA-Platten      Nunc, Roskilde,  

Dänemark 

Glaskolben und Flaschen     Schott Duran, Mainz 

Mikrotiter-Platten (Spitzboden, Rundboden)  Greiner, Nürtingen   

Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml)   Falcon/Becton-Dickinson 

Pipettenspitzen (10 µl)     Gilson, WI, USA 

Pipettenspitzen (200 µl)     Brand, Wertheim 

Pipettenspitzen (1000 µl)     Sarstedt 

Plastik-Petrischalen      Greiner 

PVDF-Membran      Millipore, Bedford 

Rundboden-Röhrchen (13 ml)    Greiner 

Spitzboden-Röhrchen (15 ml, 50 ml)    Falcon/Becton-Dickinson 

Whatman Filterpapier     Millipore 
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Zellkulturflaschen (25, 80, 175 cm2)   Nunc 

Zellkulturplatten (6, 12, 24, 96 - well)   Nunc 

 

2.1.3 Chemikalien 

β-Mercaptoethanol       E. Merck 

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

APS (Ammoniumpersulfat)     E. Merck 

Bradford-Reagenz      Bio-Rad 

DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole-2 HCl)  E. Merck  

DEPC-H2O       Ambion, Huntingdon, UK 

DMSO (Dimethyl-Sulfoxid)     Roth 

DTT (Dithiothreitol)      Gibco BRL, Eggenstein 

ECL-Western Blot Detektionssystem    Amersham Pharmacia 

Entellan       E. Merck 

Ethanol       E. Merck 

Fluoroprep       BioMérieux, Marcy l’Etoile, 

        Frankreich  

Glucose  Sigma-Aldrich   

Glycerol       E. Merck 

Glycin        Roth 

IPTG (Isopropyl β-D-Thiogalactopyranosid)  Roth  

L-Glutamin       Gibco BRL 

Methanol       E. Merck 

MgCl2        Boehringer, Mannheim 

NaCl         E. Merck 

NaOH         E. Merck 

PMA (Phorbol-12 Myristat-13-Acetat) Sigma-Aldrich 

PMSF (Phenylmethansulfon-Säurefluorid) Sigma-Aldrich 

PNPP (P-Nitrophenyl-Phosphat) Sigma-Aldrich 

Ponceau S Lösung      Serva, Heidelberg 

SDS ultra pure (Sodium Dodecyl Sulfat)   Roth 

Substanz A (Streptavidin)     Dako, Neuss 
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Substanz B (Biotin-alkalische Phosphatase)  Dako 

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethyl-Ethylendiamin) Sigma-Aldrich 

Tris         Sigma-Aldrich 

Trypan-Blau       Sigma-Aldrich 

Trypsin/EDTA      Gibco BRL 

Tween 20        E. Merck 

Urea        Roth 

Alle weiteren Chemikalien wurden von E. Merck bezogen. 

 

2.1.4 Antibiotika 

Ampicillin                                      ICN Biomedicals 

Nalidixinsäure      Sigma-Aldrich 

Penicillin/Streptomycin     Biochrom, Berlin 

Kanamycin       Sigma 

Kanamycin Plättchen     Oxoid 

 

2.1.5 Rekombinante Zytokine 

Rekombinantes humanes IL-8    Pharmingen, San Diego 

Rekombinantes humanes VEGF    R&D Systems, Wiesbaden 

 

2.1.6 Antikörper 

Anti-β-Aktin        Chemicon 

Anti-Biotin, HRP-gekoppelt     Cell Signaling 

Anti-HIF-1α Becton-Dickinson- 

Biosciences 

Anti-humanes-VEGF     R&D Systems 

Anti-IL-8 (capture/detection)    Pharmingen   

Sekundär-Antikörper (anti-Maus, HRP-gekoppelt) Dako 

 

2.1.7 Grössenstandards 

Biotinylierte Protein Leiter      Cell Signaling 
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2.1.8 Medien 

Die Medien für Zellkultur wurden steril angesetzt und bei + 4 °C gelagert. Das 

FCS wurde vor Benutzung 30 min bei 60 °C im Wasserb ad inaktiviert. Für 

Infektionsexperimente wurden Medien ohne Antibiotika benutzt. 

 

Tab. 1: Übersicht über die in der Zellkultur (HeLa-Zellen) eingeset zten Medien 

Zellkulturmedium  

(RPMI 1640; 10 % FCS; 

1 % Gln; 1 % P/S) 

500 ml RPMI 1640 

5 x 105 E Penicillin und 50 mg Streptomycin 

2 mM L-Glutamin 

10 % FCS 

Einfriermedium  10 % DMSO 

50 % FCS 

in RPMI 1640 

 

Tab. 2: Übersicht über die in der Bakterienkultur eingesetzten Me dien 

Columbia-Agarplatten Becton-Dickinson 

Blutagarplatten 39 g Columbia-Agar (Oxoid, Hampshire, GB) 

wurde in 1 l H2O bidest. gelöst, autoklaviert, 

anschließend auf 73 °C abgekühlt und 

5 % defibriniertes Schafsblut (Acila, Walldorf) 

zugegeben 

Einfriermedium für Bakterien 20 % Glycerol, in LB-Medium 

LB (Luria-Bertani) - Medium 5 g NaCl 

5 g Bacto Hefeextrakt 

10 g Bacto Trypton 

in 1 l H2O bidest. lösen, pH 7,4-7,6  
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2.1.9 Bakterienstämme 

Tab. 3: Bakterienstämme 

B. henselae Marseille (43) 

B. henselae Pil-  (90) 

B. henselae Transposon Mutante BadA- (147) 

Y. enterocolitica pYV+ („WA-P“)  (67) 

Y  enterocolitica pYV- („WA-C“) (67) 

E. coli HB 101 („E. coli”) (12) 

E. coli HB 101 pINV 1914 („E. coli inv+”) (159) 

L. pneumophila ATCC 33216 (10) 

 

 

2.1.10 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese   

Tab. 4: Puffer für die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

5 x Elektrophoresepuffer  60,55 g Tris/HCl 

288,15 g Glycin 

100 ml 10 % SDS 

ad 2 l H2O bidest. 

5 x SDS-Probenpuffer   314 mM Tris/HCl (pH 6,8) 

50 % (v/v) Glycerin 

5 % (w/v) SDS 

5 % 2-Mercaptoethanol  

0,0025 % Bromphenolblau 
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2.1.11 Western blot 

Tab. 5: Puffer für Western blot  

Blot-Puffer  3 g Tris   

14,44 g Glycin 

ad 1 l H2O dest. 

Waschpuffer 18 g NaCl  

20 ml 1 M Tris pH 7,4  

4 ml Tween 20 

ad 2 l H2O dest. 

Blockpuffer 5 % Magermilchpulver gelöst in Waschpuffer 

 

      

2.1.12 ELISA 

2.1.12.1    VEGF-ELISA 

VEGF-ELISA-kits wurden von der Firma R&D Systems, Wiesbaden bezogen. 

 

2.1.12.2    IL-8-ELISA 

Tab. 6: Übersicht über Puffer und Lösungen für IL-8-ELISA 

Waschpuffer PBS + 0,05 Tween 20 

Blockierungspuffer PBS + 10 % FCS 

Substratpuffer 48,5 ml Diethanolamin 

100 mg Natriumazid 

400 mg MgCl2 x 6 H2O 

pH 9,8, mit 500 ml H2O bidest. auffüllen 

Konjugat 4,5 µl Substanz A (Streptavidin) 

4,5 µl Substanz B (Biotin-alkalische Phosphatase) 

491 µl PBS 

mischen, 30 min inkubieren und mit PBS auf ein 

Volumen von 25 ml auffüllen 

Entwicklerlösung 1 mg PNPP / ml Substratpuffer 
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2.1.13   Zelllyse-Puffer 

Tab. 7: Zelllyse-Puffer für ein Endvolumen von 50 ml 

Substanz für ein Endvolumen von 

50 ml  

absolute 

Konzentration 

Urea (MG 60,06) 21 g 7 mol/l 

Tris-HCL pH 6,8 (1 M) 500 µl 10 mmol/l 

Glycerol 5 ml 10 % 

SDS  0,5 g 1 % 

DTT  777 mg 5 mmol/l 

PMSF 0,09 g 0,5 mmol 

Protease Inhibitor Cocktail 

CompleteTM 

1 Tablette  

 ad 50 ml H2O dest.  

 
 
 
2.1.14  Sonstiges 

Bacto-Agar         Difco, USA 

BSA (bovine serum albumin)    Biomol, Hamburg 

FCS (fetal calf serum)     Sigma-Aldrich 

Hefeextrakt       ICN Biomedicals 

PBS Dulbecco      Biochrom 

Protease Inhibitor CompleteTM    Roche 

MAP-Kinase-Inhibitor SB 202190    Calbiochem, Darmstadt 

MAP-Kinase-Inhibitor PD 98059    Calbiochem 
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2.2 Methoden 

 
2.2.1 Bakterien 

2.2.1.1 Herstellung und Kultivierung von Bakterien für  

in vitro-Experimente                      

Für die Infektionsexperimente wurde B. henselae Marseille benutzt.  

Die Bakterien wurden auf Columbia-Agar-Platten mit 5 % Schafsblut 

ausgestrichen und bei 37 °C und 5 % CO 2  bebrütet. Nach einer Inkubationszeit 

von 5 Tagen wurden sie mit Wattestäbchen in LB-Medium geerntet, 

anschließend mit LB-Medium gewaschen und in Einfriermedium (LB-Medium + 

20 % Glycerol) resuspendiert, aliquotiert und bei – 80 °C gelagert. Serielle 

Verdünnungsreihen der Bakteriensuspension wurden zur Kontrolle der 

Bakterienzahl auf Blutagar ausplattiert und nach ca. 5 Tagen ausgezählt.  

Zu den Infektionsversuchen wurden die Bakterien aufgetaut, mit dem 

entsprechenden Medium gewaschen und auf die gewünschte Konzentration 

eingestellt.  

Yersinia enterocolitica pYV+ bzw. pYV-, Escherichia coli HB 101 und  

HB 101 inv+ wurden einen Tag vor Infektion mit einer Impföse von einer 

Agarplatte in 5 ml LB-Medium übertragen und über Nacht bei  

27 °C ( Y. enterocolitica) bzw. 37 °C ( E. coli) kultiviert. Am nächsten Morgen 

wurden die Übernachtkulturen in LB-Medium 1:10 verdünnt und für weitere 2 h 

inkubiert, um sie in die exponentielle Wachstumsphase zu überführen.  

Dem LB-Medium der Y. enterocolitica-Kulturen wurde Nalidixin (100 µg/ml), 

dem Medium der E. coli HB 101 inv+-Kultur wurde Ampicillin  (100 µg/ml) 

zugesetzt. Zusätzlich wurde bei E. coli HB 101 inv+ die Invasin-Expression eine 

halbe Stunde vor Infektion durch IPTG (1 µl/ml) induziert. 

Nach Zentrifugation (3800 g, 5 min, RT) wurden die Bakterien dreimal mit PBS 

gewaschen und anschließend in PBS resuspendiert. Zur Bestimmung der 

genauen Bakterienkonzentration wurde die optische Dichte bestimmt, wobei 

eine OD600nm von 1 einer Konzentration von ~ 5 x 108 Bakterien pro ml 

entspricht. Die zwei E. coli-Stämme wurden auf eine MOI (multiplicity of 

infection) von 100, die Yersinien auf eine MOI von 20 eingestellt.  

Die MOI wurde durch serielles Ausplattieren auf ihre Richtigkeit kontrolliert. 
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Legionella pneumophila wurde 2 - 3 Tage vor Infektion auf Agarplatte bei 37 °C 

angezüchtet und am Tage der Infektion mit Wattestäbchen in PBS geerntet.  

Die Einstellung der Konzentration erfolgte wie für Y. enterocolitica beschrieben. 

Für die Infektion wurde eine MOI von 100 verwendet. 

 

2.2.1.2 Anzucht von B. henselae BadA - 

In einigen Infektions-Experimenten wurde eine Tn-903-Transposon Mutante von 

B. henselae benutzt, die das bakterielle Oberflächenmolekül BadA nicht 

exprimiert (B. henselae BadA-). Diese Mutante wurde über Transposon-

Mutagenese via Transposom-Technologie hergestellt 147. Bei diesem Verfahren 

bildet das Transposom einen stabilen Komplex, bestehend aus dem Enzym 

EZ::TN Transposase und dem Transposon EZ::TN<KAN-2> selbst, welches 

das Kanamycin-Resistenzgen (KanR) enthält. Mittels Elektroporation wurde 

dieser Komplex in das Bakterium eingeschleust. Dort fand die Insertion des 

Transposons an einer zufälligen Stelle des Wirtsgenoms durch die Mg2+ 

aktivierte Transposase statt. B. henselae BadA- wurde auf Blut-Agar-Platten mit  

30 µg/ml Kanamycin ausgestrichen und bei 37 °C und 5 % CO2 bebrütet.  

Nach 5 Tagen wurden sie mit Wattestäbchen in PBS geerntet und in  

20 % Glycerin-LB-Medium bei – 80 °C gelagert. Die B akterienanzahl wurde 

durch serielles Ausplattieren kontrolliert. 

 

2.2.2  Zellkultur 

2.2.2.1     Kultivierung von HeLa-Zellen 

Für alle Experimente dieser Arbeit wurden Zellen der Linie HeLa 229 (ATCC, 

Rockville, MD, USA) verwendet. HeLa 229 ist eine humane Epithelzelllinie,  

die von einem besonders stark proliferierenden Zervixkarzinom abstammt und 

die speziell für experimentelle Zwecke kultiviert wurde. 

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden unter der Sterilbank durchgeführt. Die 

verwendeten HeLa-Zellen wurden im Zellkultur-Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO 2 

sowie bei 95 % relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert. Materialien und Lösungen 

wurden bereits steril vom Hersteller bezogen oder sterilfiltriert. Die Kultivierung 

der Zellen erfolgte in Zellkulturmedium (s. Tab. 1) in Gewebekultur-Flaschen.  



Material und Methoden  
 

30 

Nach Adhärenz der Zellen am Flaschenboden entstand innerhalb einer Woche 

ein konfluenter Zellrasen. Durch Inkubation in 5 ml Trypsin/EDTA für ca. 5 min 

bei RT wurden Adhäsionsproteine der Zelloberfläche gespalten, worauf sich die 

Zellen von dem Flaschenboden ablösen ließen. Das Trypsin/EDTA wurde 

anschließend durch Zugabe von 15 ml Medium inaktiviert, je nach Bedarf 

wurden die Zellen darauf im Verhältnis 1:5 bis 1:10 in neuen Flaschen 

weiterkultiviert. 

 

2.2.2.2 Bestimmung der Lebendzellzahl 

Zur Bestimmung der Anzahl lebender Zellen in Suspension wurde ein Aliquot 

der Zellsuspension mit Trypan-Blau 1:1 verdünnt und in eine Neubauer-

Zählkammer überführt. Die Multiplikation der Anzahl nicht blaugefärbter, also 

lebender Zellen in einem Großquadrat (4 x 4 Felder) mit dem Kammerfaktor  

(1 x 104 Zellen/ml) und dem Faktor der Verdünnung mit Trypan-Blau ergab die 

Konzentration lebender Zellen in der ursprünglichen Zellsuspension. Um eine 

zuverlässige Zellzahl zu erhalten, wurden mehrere Großquadrate ausgezählt 

und die Werte gemittelt. 

 

2.2.2.3 Infektionsexperimente 

Die Infektionsexperimente zur Bestimmung der Zytokin-Konzentration im 

Überstand wurden zur Vermeidung unspezifischer VEGF-Produktion in  

FCS-freiem Medium durchgeführt, die Infektionsexperimente mit bakteriellen 

Co-Kulturen wurden zusätzlich in Antibiotika-freiem Medium vollzogen.  

Am Tag vor der Infektion wurden die Zellen - wie bereits beschrieben - mit 

Trypsin/EDTA aus den Flaschen gelöst, in einer Neubauer-Zählkammer 

ausgezählt und nach Einstellung der gewünschten Konzentration mit dem 

entsprechendem Medium in 6-well-Platten (1 × 106 Zellen pro well) bzw.  

24-well-Platten (1 × 105 Zellen pro well) ausgesät. 2 h vor Infektion wurde das 

Antibiotika-haltige Medium abgesaugt und durch Antibiotika-freies Medium 

ersetzt. 

Die Bakterien wurden aufgetaut, durch Zentrifugieren (3800 g, 4 °C, 10 min) 

vom LB-Medium gereinigt und auf eine MOI von 250 eingestellt. Das Medium 
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der Zellen wurde abgesaugt und die eingestellte Bakterienlösung anschließend 

zugegeben.  

Als Negativkontrolle diente im 24-well-Format reines Medium;  

als Positivkontrolle wurde Medium mit 25 ng/ml PMA (Phorbol-12-Myristat-13-

Acetat) verwendet. Um HIF-1α intrazellulär nachzuweisen, wurde das  

6-well-Format gewählt. Hierbei dienten Zellen in reinem Medium als 

Negativkontrolle; als Positivkontrolle wurde Hypoxie verwendet. Dazu wurden 

Zellen in reinem Medium durch Zugabe von Anaerobierbeuteln in 

Anaerobiertöpfen hypoxischen Bedingungen ausgesetzt, eingetretene Hypoxie 

wurde mittels Teststreifen überprüft.  

 

2.2.2.4 Modulation der Infektionsexperimente: Zugab e von  

MAP-Kinase-Inhibitoren 

An MAP-Kinase-Inhibitoren wurden der p38-MAP-Kinase-Inhibitor SB 202190 in 

einer Konzentration von 5 µM bzw. 10 µM und der MEK1–Inhibitor PD 98059 in 

einer Konzentration von 25 µM bzw. 50 µM verwendet. 

Zellen wurden in 24-well-Platten ausgesät und das Antibiotika-haltige Medium  

2 h vor Infektion durch Antibiotika-freies Medium ausgetauscht. Die MAP-

Kinase-Inhibitoren wurden in Antibiotika-freiem Medium auf die gewünschte 

Konzentration eingestellt und eine halbe Stunde vor Infektion den Zellen 

zugefügt. Den Zellen, die später infiziert werden sollten, wurde ein Volumen von 

900 µl Inhibitor-haltigem Medium zugegeben, während zu den Zellen, die als 

Negativkontrolle dienten und nicht infiziert werden sollten, das gesamte 

Volumen von 1000 µl pipettiert wurde. Zum Zeitpunkt der Infektion wurden die 

Bakterien in Antibiotika-freiem Medium so eingestellt, dass sie die zehnfach-

konzentrierte Konzentration der gewünschten erhielten. Den zu infizierenden 

Zellen, die bis dahin nur ein Volumen von 900 µl erhalten hatten, wurden 100 µl 

der zehnfach-konzentrierten Bakterienlösung zugegeben, so dass sich im well 

die Bakterienlösung auf die gewünschte Konzentration einstellte. Durch dieses 

Vorgehen wurde gewährleistet, dass über den Zeitpunkt der Infektion hinaus die 

Zellen den MAP-Kinase-Inhibitoren ausgesetzt waren. Die durch die 

Volumenzugabe der Bakterienlösung erfolgte Verdünnung der 



Material und Methoden  
 

32 

Inhibitorkonzentration war zu vernachlässigen. Mit der Positivkontrolle wurde 

analog vorgegangen: eine halbe Stunde vor Infektion wurden 900 µl 

Inhibitorlösung bzw. reines Medium zugegeben. Zum Zeitpunkt der Infektion 

wurden die 900 µl anschließend mit einer zehnfach-konzentrierten  

PMA-Konzentration (250 ng/ml) auf das Volumen von 1000 µl aufgefüllt. 

 

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden 

2.2.3.1 Präparation von Proteinextrakten zur Bestim mung von HIF-1 αααα 

HeLa-Zellen wurden einen Tag vor Infektion in 6-well-Platten ausgesät und über 

Nacht inkubiert. 6 h nach Infektion wurden die Zellen mit eiskaltem PBS einmal 

gewaschen und anschließend mit 250 µl Lysepuffer (s. Tab. 7) versehen.  

Das entstandene Zelllysat wurde unverzüglich in ein Eppendorf-Gefäß gefüllt 

und gekühlt, verbliebene Zellreste wurden mit Hilfe einer Pipette vom Boden der 

6-well-Platte gelöst und dem entsprechenden Eppendorf-Gefäß zugefügt.  

Nach kurzer Zentrifugation wurde das Zelllysat 5 sec bei maximaler 

Geschwindigkeit mit dem Ultra-Turrax homogenisiert. Anschließend wurden die 

Eppendorf-Gefäße für 10 min auf einem Heizblock bei 70 °C inkubiert.  

Gelagert wurden die bearbeiteten Lysate bei - 80 °C . 

 

2.2.3.2 Proteinbestimmung nach Bradford 

Durch Bindung des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blau G-250 an Proteine tritt 

eine Veränderung im Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 nm 

(protonierte braunrote kationische Form) zu 595 nm (unprotonierte blaue 

anionische Form) ein. Dabei korreliert die Menge an Protein mit der Absorption 

bei 595 nm, was eine Quantifizierung des Proteingehaltes einer Lösung 

ermöglicht. 

Um die Gesamtproteinmenge der Proteinextrakte aus HeLa-Zellen zu 

bestimmen, wurden 5 µl davon 1:20 mit H2O dest. verdünnt und in eine  

96-well-Platte überführt. Nach Zugabe von 20 µl Färbereagenz wurde die 

Absorption der Lösung bei 595 nm im ELISA-Reader bestimmt. Mit bekannten 

Mengen BSA (20, 2, 0,2 mg/ml) wurde eine Eichgerade erstellt und so die 

Proteinmenge der Extrakte bestimmt. 
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2.2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Bei diesem Verfahren werden Proteine unter denaturierenden Bedingungen 

nach ihrer Masse getrennt. SDS (Sodium Dodecyl Sulfat) als anionisches, 

amphiphatisches Detergens bindet im Verhältnis 1:1,4 pro Aminosäure an die 

kationischen Reste der Proteine und verleiht ihnen damit eine negative 

Überschussladung, die sich proportional zur Größe des Proteins verhält und die 

die eigene Ladung der Proteine vernachlässigbar macht. Darüber hinaus 

nehmen alle SDS-denaturierten Proteine eine stäbchenförmige Konformation 

ein, was den Einfluss der nativen Oberflächenstruktur auf die 

Wanderungseigenschaften der Proteine aufhebt. Die Proteine wandern daher 

im elektrischen Feld zur Anode, wobei ihr Laufverhalten während der 

Elektrophorese ausschließlich von ihrer Größe abhängt. Die Trennung  

der Proteine im Gel erfolgt proportional zum Logarithmus ihres 

Molekulargewichtes 33, wobei der Trennbereich über die 

Acrylamid/Bisacrylamid-Konzentrationen im Gel kontrolliert werden kann. Die 

Acrylamid-Konzentration kann zwischen 2 % und 30 % variieren und bestimmt 

die Porengröße des Gels. Zur optimalen Darstellung von HIF-1α mit einer 

Molekülgröße von 120 kDa wurde ein Trenngel mit einer 8-prozentigen 

Acrylamid-Konzentration gewählt. 

Dazu wurden Arcylamid/Bisacrylamid, Tris-Puffer, H2O bidest. und SDS-Lösung 

nach untenstehendem Schema gemischt (s. Tab. 8) und die Polymerisation 

durch Zugabe von TEMED und APS eingeleitet. Zuerst wurde das Trenngel in 

eine Vertikalkammer bis zu 2/3 des Endvolumens gefüllt und mit  

H2O-gesättigtem n-Butanol überschichtet, um eine glatte Trennfläche zu 

erhalten. Nach halbstündiger Polymerisation des Trenngels und Entfernung des 

n-Butanols wurde das Sammelgel in das verbleibende Volumen der Gelkammer 

gegossen und ein 10-well-Kamm eingesetzt. Nach halbstündiger Polymerisation 

des Sammelgels erfolgte der Probenauftrag. Die zu analysierenden 

Proteinproben wurden mit einem Viertel ihres Volumens mit  

5 x SDS-Probenpuffer (s. Tab. 4) versetzt und in die Geltaschen aufgetragen.  

Die SDS-Elektrophorese nach Laemmli 102 wurde in 1 x Elektrophorese-Puffer 

(s. Tab. 4) bei einer konstanten Stromstärke von 30 mA pro Gel durchgeführt.  
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Tab. 8: Zusammensetzung der Polyacrylamid-Gele (für 2 Gele) 

 Trenngel (8 %) Sammelgel 

AA/BA (37,5:1) 2,7 ml 0,5 ml 

Tris/HCl (1,5 M, pH 8,6) 2,5 ml  

Tris/HCl (0,5 M, pH 6,8)  0,38 ml 

H2O dest. 4,6 ml 2,1 ml 

SDS-Lösung (10 %) 100 µl 30 µl 

TEMED 6 µl 3 µl 

APS (10 %) 100 µl 30 µl 

 

 

2.2.3.4 Western blot 

Mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennte Proteine können 

aufgrund der negativen Ladung des gebundenen SDS elektrophoretisch weiter 

auf eine Nitrozellulose- oder PVDF-Membran übertragen werden (Western 

blot), wobei das SDS im Laufe des Transfers abgetrennt wird. Anschließend 

können geblottete Proteine durch eine spezifische und sehr sensitive 

Antikörperreaktion nachgewiesen werden 178. 

Für den Proteintransfer von SDS-Gelen auf eine PVDF-Membran wurde die 

Membran zuerst kurz in Methanol eingelegt und daraufhin für 2 min in H2O dest. 

gewaschen; anschließend wurden Gel und Membran übereinander gelegt und 

von beiden Seiten mit je einer Lage Whatman-Filterpapier und je einem 

Schwamm bedeckt. Diese Schichtung wurde in eine Bio-Rad-Blotkammer 

eingesetzt. Der Proteintransfer erfolgte in Blot-Puffer (s. Tab. 5) bei einer 

konstanten Stromstärke von 300 mA für 60 min.  

Zum Fixieren der Banden wurde die Membran nach erfolgtem Blot kurz in 

Methanol getaucht und vor den weiteren Schritten luftgetrocknet. Die Effizienz 

des Transfers wurde durch reversible Proteinfärbung mit 0,1 % Ponceau S/7 % 

Trichloressigsäure überprüft; der Farbstoff konnte durch Abspülen mit H2O dest. 

anschließend wieder entfernt werden. Die PVDF-Membran wurde zur 

Blockierung von freien Bindungsstellen für 2 h bei RT in Blockpuffer (s. Tab. 5) 

auf einem Gelschüttler inkubiert. Nach Blockierung wurde sie über Nacht bei  
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+ 4 °C auf einem Gelschüttler mit anti-HIF-1 α-Antikörper (1:1000 verdünnt in 

Blockpuffer) inkubiert. Nach Waschen der Membran mit Waschpuffer  

(3 x 5 min, RT; s. Tab. 5) wurde die Membran mit einem Sekundär-Antikörper, 

der mit Meerrettich-Peroxidase konjugiert war (anti-mouse, 1:1000 verdünnt in 

Blockpuffer), für 1 h auf einem Gelschüttler inkubiert. Nach erneutem Waschen 

(3 × 5 min mit Waschpuffer) wurde die Membran mit ECL-Reagenz ca. 5 min 

inkubiert und im Anschluß daran zwischen zwei Tageslichtprojektor-Folien in 

eine Entwicklerkassette gelegt. Zur Detektion der Chemolumineszenz wurde im 

Dunkeln für 2 - 10 min ein Film eingelegt, der anschließend maschinell 

entwickelt wurde.  

 

2.2.4 Bestimmung der Zytokinkonzentrationen in Zell kulturüberständen: 

ELISA 

2.2.4.1     Gewinnung von Zellkulturüberständen 

Die Zytokinproduktion wurde aus Zellkulturüberständen nach bakterieller 

Stimulation mittels ELISA untersucht. Die Zellkulturüberstände wurden 8 h,  

24 h, 48 h sowie 72 h nach Infektion abgenommen. Nach Zentrifugation  

(20 000 g, 10 min, 4 °C) wurde der Überstand bis zu  weiteren Untersuchungen 

bei - 20 °C gelagert. 

 

2.2.4.2     ELISA 

Zum Nachweis der Zytokine in Zellkulturüberständen wurde ein VEGF-ELISA 

bzw. ein IL-8-ELISA benutzt. Der enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

eignet sich durch seine hohe Sensitivität, um im Zellkulturüberstand die extrem 

geringen Konzentrationen der Proteine im Pikogramm-Bereich quantitativ 

nachweisen zu können. Dabei reagiert das zu messende Zytokin in einer 

Antigen-Antikörper-Reaktion als Antigen mit einem monoklonalen 

Primärantikörper (capture antibody), der an einer Mikrotiterplatte anhaftet.  

Ein hinzugegebener, enzymgekoppelter Sekundärantikörper (detection 

antibody) bindet ebenfalls an das Zytokin und katalysiert gleichzeitig eine 

Farbreaktion. Die Intensität der Farbreaktion ist proportional zu der Zytokin-

Konzentration und kann photometrisch bestimmt werden. Anhand einer 
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Standardkurve mit rekombinanten Zytokinen (rh IL-8, Pharmingen und  

rh VEGF, R&D Systems)  wird die absolute Konzentration ermittelt. 

 

2.2.4.3     VEGF-ELISA 

Zum Nachweis von VEGF im Überstand wurde ein bereits mit murinem 

monoklonalem Antikörper beschichteter ELISA der Firma R&D Systems 

verwendet. 

Zu Beginn des ELISAs wurden 50 µl Verdünnungspuffer pro well pipettiert.  

Im Anschluss daran wurden 200 µl des Standards bzw. der 

Zellkulturüberstände hinzugefügt und für 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. 

Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer wurde der ELISA für 2 h mit  

200 µl Konjugat inkubiert. Anschließend wurde wieder dreimal gewaschen. 

Zuletzt wurden 200 µl Entwicklerlösung hinzugegeben. Nach einer 20-minütigen 

Inkubationszeit wurde die Reaktion mit 50 µl Stoplösung beendet.  

Die Zytokinkonzentration wurde photometrisch bei einer Wellenlänge von  

450 nm mit einer Referenzwellenlänge von 540 nm im ELISA-Photometer 

bestimmt. 

 

2.2.4.4     IL-8-ELISA 

50 µl des entsprechenden monoklonalen Primärantikörpers in einer 

Konzentration von 3 µg/ml in 0,1 M Na2HPO4 (pH 9) wurden über Nacht bei  

+ 4 °C in einer ELISA-Platte inkubiert. Überschüssi ge Antikörper wurden durch 

viermaliges Waschen mit PBS/Tween entfernt. Unspezifische Bindungsstellen 

wurden durch Inkubation mit Blockierungspuffer (s. Tab. 6) für 2 h bei 

Raumtemperatur blockiert. Nach erneutem viermaligen Waschen wurden 100 µl 

der Zellkulturüberstände in die einzelnen wells pipettiert. Als Standardkurve 

wurden verschiedene Konzentrationen (0-800 pg/ml) von rekombinantem 

humanem IL-8 verdünnt in Kulturmedium verwendet. Die Reaktion der in den 

Kulturüberständen befindlichen Zytokine mit denen an der ELISA-Platte 

gebundenen Primärantikörpern erfolgte über Nacht bei + 4 °C. Am nächsten 

Tag wurde erneut viermal gewaschen. Die Inkubation des biotinylierten 

Sekundärantikörpers (0,5 µg/ml) erfolgte mit einem Volumen von 100 µl für  
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1 - 2 h bei Raumtemperatur. Nach viermaligem Waschen wurden je 50 µl 

Konjugat auf die einzelnen wells verteilt und für 1 h bei 37 °C inkubiert.  

Nach einem letzten Waschschritt wurde PNPP in Substratpuffer zu einer 

Endkonzentration von 1 mg/ml aufgelöst und in einem Volumen von 50 µl pro 

well pipettiert. Nach einer 20-minütigen Inkubationszeit bei 37 °C im Dunkeln 

wurde die Zytokinkonzentration photometrisch bei einer Wellenlänge von  

405 nm mit einer Referenzwellenlänge von 490 nm mit dem ELISA-Photometer 

bestimmt. 

 

2.2.5 Adhäsionsexperiment von B. henselae WT, B. henselae Pil - und  

B. henselae BadA - an Kollagen 

Um das Adhäsionsvermögen von B. henselae WT, B. henselae Pil- und  

B. henselae BadA- zu analysieren, wurden Coverslips in ein 24-well-Format 

gelegt und anschließend mit einer Kollagenlösung der Konzentration 0,1 mg/ml 

über Nacht kollagenisiert. Alle drei Bakterienstämme wurden in reinem Medium 

in einer Konzentration von  2,5 × 107 pro well auf die kollagenisierten Coverslips 

gegeben und anschließend für 5 min bei 300 g zentrifugiert. Nach einstündiger 

Wartezeit wurden die nicht adhärierten Bakterien durch zweimaliges 

vorsichtiges Waschen mit reinem Medium von den Coverslips abgespült. Im 

Anschluss daran wurden die adhärierten Bakterien mit 200 µl DAPI (1 µg/ml) 

gefärbt; der Farbstoff wurde nach 10-minütiger Inkubationszeit durch einmaliges 

Waschen mit PBS wieder entfernt. Die Coverslips wurden dem 24-well-Format 

entnommen und luftgetrocknet. Die getrockneten Coverslips wurden mit der 

Bakterien-behafteten Seite nach unten auf einen mit einem Tropfen Fluoroprep 

versehenen Objektträger gelegt, so dass sich die Bakterien und der Tropfen 

Fluoroprep zwischen dem Objektträger und dem Coverslip befanden.  

Nach einer Inkubationszeit von mindestens 2 h bei + 4 °C wurden die 

Coverslips auf dem Objektträgern mit Entellan abgedichtet und konnten nun 

unter dem Fluoreszenzmikroskop (CLSM) ausgewertet werden.    
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2.2.6 Statistik 

Alle Experimente wurden mindestens dreimal wiederholt und ergaben 

vergleichbare Ergebnisse. Es wurde jeweils eine Versuchsgruppe mit der 

Kontrollgruppe verglichen. Die Datenbewertung erfolgte über den Student t-Test 

zur Prüfung der Gleichheit der Mittelwerte. Die Differenz von Werten mit  

p < 0,05 wurde als statistisch signifikant beurteilt 204.  
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3 Ergebnisse 

 

3.1 Zytokin-Induktion durch B. henselae 

In vorausgegangenen Versuchen konnte mittels Gene-chip Experimenten 

gezeigt werden, dass nach Infektion von HeLa-Zellen mit B. henselae 

bestimmte Gene im Vergleich zu nichtinfizierten Zellen vermehrt transkripiert 

werden (s. Anhang, Tab. 1) 91. Sechs Stunden nach Infektion wurden insgesamt 

20 Gene mit einer mehr als zweifachen Induktion nachgewiesen.  

Von mindestens sieben dieser induzierten Gene ist bekannt, dass sie eine Rolle 

in der Angiogenese spielen. Besonders das vaskuloproliferativ wirkende Zytokin 

VEGF beinhaltet eine Schlüsselrolle in der physiologischen als auch 

pathologischen Angiogenese 52. Neben VEGF konnte noch eine Induktion von 

drei weiteren Genen mit angioproliferativer Wirkung nachgewiesen werden.  

Im einzelnen handelte es sich bei diesen um die Gene der Zytokine IL-8, ADM 

und IGFBP-3, die allesamt von Zellen sekretiert werden und somit mittels 

ELISA bzw. RIA in Zellkulturüberständen vermessen werden konnten.  

    

3.1.1 Nachweis der VEGF-Induktion nach Infektion mi t B. henselae 

mittels ELISA 

Um die VEGF-Induktion von HeLa-Zellen nach Infektion zu analysieren, wurden 

die Zellen mit B. henselae infiziert. Die Zellkulturüberstände wurden zu den 

Zeitpunkten 8 h, 24 h, 48 h bzw. 72 h nach Infektion abgenommen und mittels 

ELISA auf VEGF vermessen. Als Positivkontrolle diente PMA, als 

Negativkontrolle wurde reines Zellkulturmedium verwendet. Die höchste 

Konzentration von VEGF nach Infektion mit B. henselae konnte nach 48 h mit 

einem Stimulationsindex von 4,8 bzw. nach 72 h mit einem Stimulationsindex 

von 3,3 nachgewiesen werden (s. Abb. 3 ). Der Stimulationsindex beschreibt 

das Verhältnis des zu untersuchenden Wertes zum Wert der Negativkontrolle; 

in diesem Fall errechnete er sich aus dem Wert der mit B. henselae infizierten 

Probe durch den Wert der Negativkontrolle. Aus den Ergebnissen dieses 

Experimentes kann geschlossen werden, dass die Infektion mit B. henselae zu 

einer Stimulation der VEGF-Sekretion in HeLa-Zellen führt, wie es die Resultate 
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der Gene-chip Experimente auf RNA-Ebene erwarten ließen und wie es von 

früheren Experimenten ausgehend zu erwarten war 90. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3: VEGF-Produktion von HeLa-Zellen nach Infektion mit B. henselae.  

Messung der VEGF-Konzentration mittels ELISA. HeLa-Zellen wurden mit B. henselae  

(MOI: 250) infiziert und die Zellkulturüberstände nach 8 h, 24 h, 48 h und 72 h abgenommen. 

Die Positivkontrolle bestand aus PMA (25 ng/ml). SI: Stimulationsindex. ∗ statistisch 

signifikanter Unterschied (p < 0,05) zur Negativkontrolle.    

   

3.1.2 Nachweis der IL-8-Induktion nach Infektion mi t B. henselae  

mittels ELISA 

Nach Messung der VEGF-Konzentration wurden dieselben Zellkulturüberstände 

anschließend mittels ELISA auf IL-8 vermessen. Vergleichbar dem durch  

B. henselae bedingten Anstieg der VEGF-Konzentration war 48 h nach Infektion 

ein deutlicher Anstieg an IL-8 im Zellkulturüberstand messbar (s. Abb. 4 ).  

48 h nach Infektion betrug der Stimulationsindex 3,6. 72 h nach Infektion 

erhöhte er sich auf 4,1. Das als Positivkontrolle eingesetzte PMA induzierte die 

IL-8-Sekretion so stark, dass die Werte den messbaren Bereich überschritten 
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und deshalb hier nicht gezeigt werden. Analog zu den Ergebnissen der  

VEGF-Messung zeigen die Resultate eine deutliche Induktion der  

IL-8-Sekretion von HeLa-Zellen nach Infektion mit B. henselae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4: IL-8-Produktion von HeLa-Zellen nach Infektion mit B. henselae.  

Messung der IL-8-Konzentration mittels ELISA. HeLa-Zellen wurden mit B. henselae (MOI: 250) 

infiziert und die Zellkulturüberstände nach 8 h, 24 h, 48 h und 72 h abgenommen.  

SI: Stimulationsindex. ∗ statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05) zur Negativkontrolle.      

 

3.1.3 Nachweis der Induktion von ADM und IGFBP-3 na ch Infektion mit  

B. henselae mittels RIA  (radio immuno assay)  

Da in Gene-chip Experimenten nach Infektion mit B. henselae zusätzlich zu den 

beiden Genen der schon oben besprochenen Zytokine noch die Gene von ADM 

und IGFBP-3 induziert wurden, erfolgte die Analyse dieser beiden Zytokine 

mittels RIA im Zellkulturüberstand. Die dazu erforderliche Messung wurde in 

Kooperation durchgeführt (Dr. Burkhardt Schütt, Universitätsklinik für 

Kinderheilkunde und Jugendmedizin, Eberhard-Karls-Universität Tübingen). 
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Auch hier zeigte sich ein ähnliches Bild: 48 h sowie 72 h nach Infektion konnte 

bei beiden Zytokinen ein deutlicher Anstieg der Konzentration beobachtet 

werden. Bei ADM betrug der Stimulationsindex 48 h nach Infektion 12,6 bzw.  

72 h nach Infektion 23,6 (s. Abb. 5 ), für IGFBP-3 konnte nach 48 h ein Index 

von 4,0 nachgewiesen werden, nach 72 h erhöhte er sich auf 5,1 (s. Abb. 6 ). 

Die Resultate beider Experimente legen den Schluss nahe, dass beide 

angioproliferativ wirkenden Zytokine nach Infektion mit B. henselae in  

HeLa-Zellen verstärkt sekretiert werden.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5: ADM-Produktion von HeLa-Zellen nach Infektion mit B. henselae.  

Messung der Zytokin-Konzentration mittels RIA. HeLa-Zellen wurden mit B. henselae  

(MOI: 250) infiziert und die Zellkulturüberstände nach 8 h, 24 h, 48 h und 72 h abgenommen. 

RIA in Kooperation mit Dr. Burkhardt Schütt, Universitätsklinik für Kinderheilkunde und 

Jugendmedizin, Eberhard-Karls-Universität Tübingen. SI: Stimulationsindex. ∗ statistisch 

signifikanter Unterschied (p < 0,05) zur Negativkontrolle.       
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Abb. 6: IGFBP-3-Produktion von HeLa-Zellen nach Infektion mit B. henselae.  

Messung der Zytokin-Konzentration mittels RIA. HeLa-Zellen wurden mit B. henselae  

(MOI: 250) infiziert und die Zellkulturüberstände nach 8 h, 24 h, 48 h und 72 h abgenommen. 

RIA in Kooperation mit Dr. Burkhardt Schütt, Universitätsklinik für Kinderheilkunde und 

Jugendmedizin, Eberhard-Karls-Universität Tübingen. SI: Stimulationsindex. ∗ statistisch 

signifikanter Unterschied (p < 0,05) zur Negativkontrolle.      

 

Zusammenfassend kann aus den Resultaten der obigen vier Experimente 

geschlossen werden, dass nach Induktion der Gene auf Transkriptionsebene  

- wie es die Gene-chip Experimente implizierten – die Infektion mit B. henselae 

in HeLa-Zellen zu einer gesteigerten Proteinsynthese und anschließender 

Sekretion aller vier Zytokine in den Zellkulturüberstand führt.   
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3.1.4 Einfluss der Expression von BadA auf die proa ngiogenetische 

Zytokin-Induktion nach Infektion mit B. henselae  

Bei einer kürzlich in unserem Labor hergestellten B. henselae Transposon-

Mutante stellte sich heraus, dass sie defizient für die Expression eines 

wichtigen Oberflächenproteins (Bartonella Adhäsin A, BadA) war. Wie Analysen 

dieser Mutante ergaben, hatte sie die Fähigkeit zur Bindung an Fibronektin 

verloren 146. Es sollte nun untersucht werden, ob diese Mutante noch in der 

Lage war, VEGF bzw. andere angioproliferativ wirkende Zytokine in der 

Wirtszelle zu induzieren. Zu diesem Zweck wurden HeLa-Zellen zusätzlich zu 

B. henselae Wildtyp (WT) mit B. henselae BadA- infiziert. Auch hier erfolgte die 

Bestimmung der Zytokin-Konzentration in den Zellkulturüberständen mittels 

ELISA, sowohl der ADM- als auch der IGFBP-3-RIA wurden in Kooperation 

durchgeführt (Dr. Burkhardt Schütt, Universitätsklinik für Kinderheilkunde und 

Jugendmedizin, Eberhard-Karls-Universität Tübingen). Die Infektion mit  

B. henselae WT führte zu einem starken Anstieg aller Zytokin-Konzentrationen 

im Zellkulturüberstand (s. Abb. 7 ). Für B. henselae BadA- konnte dagegen im 

Vergleich zur Negativkontrolle keine signifikante Induktion von VEGF, IL-8, 

ADM und IGFBP-3 gemessen werden. Zusammengefaßt zeigen diese 

Resultate, dass B. henselae BadA- nicht mehr oder nur in sehr geringem Masse 

in der Lage ist, eine Sekretion dieser vier angioproliferativ wirkenden Zytokine 

zu induzieren und legen die Vermutung nahe, dass die Expression von BadA 

eine wesentliche Rolle in der Induktion einer proangiogenetischen 

Wirtszellantwort spielt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ergebnisse 45 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 7: Zytokin-Produktion von HeLa-Zellen nach Infektion mit B. henselae WT und  

B. henselae BadA -.  

Messung der Zytokin-Konzentration mittels ELISA (VEGF, IL-8) und RIA (ADM, IGFBP-3). 

HeLa-Zellen wurden mit B. henselae WT und B. henselae BadA- (beide MOI: 250) infiziert und 

die Zellkulturüberstände nach 72 h abgenommen. ADM-und IGFBP-3-RIA in Kooperation mit 

Dr. Burkhardt Schütt, Universitätsklinik für Kinderheilkunde und Jugendmedizin, Eberhard-

Karls-Universität Tübingen. SI: Stimulationsindex. ∗ statistisch signifikanter Unterschied  

(p < 0,05) zur Negativkontrolle.   

   

3.2 Einfluss der Expression von BadA auf die 

Kollagenbindungsfähigkeit von B. henselae 

Wie aus vorangegangenen Versuchen schon bekannt war, besitzt B. henselae 

die Fähigkeit, an Kollagen und Fibronektin zu adhärieren 146. Es sollte nun 

geklärt werden, ob die Transposon-Mutante B. henselae BadA- neben dem 

Verlust der Fibronektinbindungsfähigkeit auch das Vermögen der Adhärenz an 

Kollagen, einer weiteren wichtigen Komponente der extrazellulären Matrix, 
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verloren hat. Zusätzlich zu den genannten Bakterien wurde eine Pilus-negative 

Spontanvariante von B. henselae verwendet (B. henselae Pil-). In gleicher 

Keimzahl wurden alle drei Bakterien zu diesem Zweck auf Kollagen-

beschichtete Coverslips zentrifugiert und im Anschluss daran für eine Stunde 

inkubiert. Nach gründlichem Waschen zur Entfernung nicht-adhärierter 

Bakterien wurden die adhärierten Bakterien mittels DAPI angefärbt und 

nachfolgend mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Deutlich ist eine 

verstärkte Kollagenbindung von B. henselae WT zu erkennen, während von  

B. henselae Pil- und B. henselae BadA- nur wenige Bakterien an der 

Kollagenoberfläche gebunden haben (s. Abb. 8 ). Ferner ließ sich zwischen  

B. henselae Pil- und B. henselae BadA- ein weiterer Abfall des 

Adhärenzvermögens an Kollagen feststellen. Aus diesen Beobachtungen kann 

geschlossen werden, dass sowohl B. henselae Pil- als auch B. henselae BadA- 

die Fähigkeit der Kollagenbindung weitestgehend verloren haben.  

Die Ergebnisse veranschaulichen die wesentliche Bedeutung der Expression 

von BadA bei der Interaktion des Bakteriums mit Kollagen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 8: Adhärenz von B. henselae WT, B. henselae Pil - und B. henselae BadA - an 

Kollagen.  

Bakterien wurden mit einer Konzentration von 2,5 × 107/ml auf Kollagen-beschichtete Coverslips 

zentrifugiert (300 g), für eine Stunde inkubiert und anschließend mit DAPI gefärbt. Detektion 

mittels Fluoreszenzmikroskopie (63-fach). 
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3.3 Nachweis der Aktivierung des Transkriptionsfakt ors HIF-1  

durch B. henselae  

Da in den Gene-chip Experimenten nachgewiesen werden konnte, dass von 

den 20 induzierten Genen 14 direkt oder indirekt durch den Transkriptionsfaktor 

HIF-1 reguliert werden 134,163, lag die Vermutung nahe, dass HIF-1 nach 

Infektion mit B. henselae aktiviert wird. Eine Ausnahme bildet die Geninduktion 

von IL-8: von diesem ist bekannt, dass es nicht durch HIF-1, sondern durch  

NF-κB reguliert wird 82. Nachdem im Zellkulturüberstand die durch HIF-1 

regulierten Zytokine VEGF, ADM und IGFBP-3 nachweisbar waren, bestand der 

nächste Schritt im Nachweis der Aktivierung von HIF-1 durch direkten Nachweis 

der α-Untereinheit (HIF-1α). 

 

3.3.1 Nachweis von HIF-1 αααα im Western blot  

Da für das Heterodimer HIF-1 die α-Untereinheit die entscheidende regulierbare 

Untereinheit darstellt (die β-Untereinheit ist stets in hoher Konzentration 

intrazellulär nachzuweisen und unterliegt nicht der Regulation), konnte sich der 

Nachweis der Aktivität des Transkriptionsfaktors HIF-1 auf HIF-1α  

beschränken 150. Dazu wurden Ganzzelllysate aus HeLa-Zellen in einem 

Zeitfenster von 4 – 6 h nach Infektion mit B. henselae hergestellt und mittels 

Western blot analysiert. Als Positivkontrolle wurden Zellen für 4 – 6 h 

hypoxischen Bedingungen ausgesetzt und anschließend lysiert. Sichtbare 

Banden in der für HIF-1α zu erwartenden Höhe von 120 kDa zeigten für die 

Positivkontrolle eine deutliche Zunahme an intrazellulärem HIF-1α infolge der 

Hypoxie (s. Abb. 9 ). Auch bei den mit B. henselae infizierten Zellen ließ sich in 

der entsprechenden Höhe eine Bande und somit ein Anstieg der  

HIF-1α-Konzentration intrazellulär nachweisen. Aus den Ergebnissen dieses 

Experimentes kann geschlossen werden, dass die Infektion mit B. henselae in 

HeLa-Zellen zu einer Aktivierung und folglich zu einem intrazellulären 

Konzentrationsanstieg des Transkriptionsfaktors HIF-1α führt.  
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Abb. 9: Nachweis von HIF-1 αααα in HeLa-Zellen nach Infektion mit B. henselae.  

HeLa-Zellen wurden mit B. henselae (MOI: 250) infiziert und nach 6 h lysiert. Die Ganzzelllysate 

wurden mittels Western blot analysiert (anti-HIF-1α: 1:1000). Die Negativkontrolle bestand aus 

uninfizierten Zellen, die Positivkontrolle bestand aus Zellen, die unter hypoxischen Bedingungen 

kultiviert  wurden.  

 

3.4 Zytokin-Induktion von B. henselae unter Anwesenheit von  

MAP-Kinase-Inhibitoren 

MAP-Kinasen sind an einer Vielzahl verschiedener Prozesse der Wirtszelle im 

Sinne einer Reaktion auf wechselnde Umweltbedingungen wie z.B. Hypoxie 

oder Infektionen beteiligt. Um weiteren Aufschluss über die 

Signaltransduktionswege nach Infektion mit B. henselae zu erhalten und um zu 

analysieren, ob MAP-Kinasen an der Induktion von angioproliferativ wirkenden 

Zytokinen beteiligt sind, wurden Infektionsexperimente mit B. henselae unter 

Anwesenheit von MAP-Kinase-Inhibitoren durchgeführt. Im einzelnen wurde zur 

Hemmung der p38-MAP-Kinase der p38-Inhibitor SB 202190 und zur 

Hemmung des p42/p44-Signaltransduktionsweges der  MEK1-Inhibitor  

PD 98059 verwendet. 

 

3.4.1 Hemmung der durch B. henselae hervorgerufenen Zytokin-

Induktion durch p38-MAP-Kinase-Inhibitor  

Zum Nachweis der Hemmung der durch B. henselae hervorgerufenen Zytokin-

Induktion wurde zu HeLa-Zellen 30 min vor Infektion Medium zugegeben, das 

den p38-MAP-Kinase-Inhibitor in einer Konzentration von 5 µM bzw. 10 µM 

enthielt. Zum Zeitpunkt der Infektion wurde 100 µl Medium mit B. henselae  
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(10-fach konzentriert) zugegeben. Das Inhibitor-haltige Medium wurde dabei 

nicht gewechselt, so dass die Zellen für die Dauer des gesamten Experimentes 

der Wirkung des Inhibitors ausgesetzt waren (s. Kap. 2.2.2.4 ). 72 h nach 

Infektion wurden die Zellkulturüberstände abgenommen und die Konzentration 

von VEGF und IL-8 mittels ELISA bestimmt. Die Infektion mit B. henselae führte 

analog zu vorherigen Experimenten zu einem Konzentrationsanstieg beider 

Zytokine im Zellkulturüberstand. Nach Zugabe des Inhibitors sank in den 

infizierten Proben sowohl die VEGF- als auch die IL-8-Konzentration  

(s. Abb. 10 ). Weiterhin sank die Konzentration beider Zytokine nach 

Verdopplung der Inhibitorkonzentration. Somit konnte gezeigt werden, dass der 

p38-MAP-Kinase-Inhibitor konzentrationsabhängig zu einer Hemmung der 

durch B. henselae induzierten Zytokinantwort führt. Nach Inhibitorzugabe 

konnte neben der Abnahme der Zytokinkonzentration nach Infektion mit  

B. henselae auch eine Abnahme der Zytokinkonzentration der Negativkontrollen 

festgestellt werden, so dass die Abnahme von VEGF und IL-8 nicht allein auf 

die Hemmung der Signaltransduktion durch den p38-MAP-Kinase-Inhibitor nach 

Infektion mit B. henselae zurückzuführen ist. Trotz dieser Einschränkungen 

deuten die Ergebnisse dieses Experimentes an, dass die p38-MAP-Kinase 

einen Einfluss auf die durch B. henselae hervorgerufene Zytokin-Induktion 

besitzt. 
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Abb. 10: VEGF- und IL-8-Produktion von HeLa-Zellen nach Infektion mit B. henselae unter 

Anwesenheit des p38-MAP-Kinase-Inhibitors SB 202190. 

Messung der Zytokin-Konzentration im Zellkulturüberstand mittels ELISA (72 h nach Infektion). 

Eine halbe Stunde vor Infektion mit B. henselae (MOI: 250) wurden HeLa-Zellen mit SB 202190 

(5 µM, 10 µM) inkubiert. Die Zellen blieben während des gesamten Versuches der 

Inhibitorkonzentration ausgesetzt. SI: Stimulationsindex. ∗ statistisch signifikanter Unterschied 

(p < 0,05) zur Negativkontrolle.    

 

3.4.2 Hemmung der durch B. henselae hervorgerufenen Zytokin-

Induktion durch MEK1-Inhibitor  

Analog dem Experiment mit dem p38-MAP-Kinase-Inhibitor SB 202190 wurde 

mit dem MEK1-Inhibitor PD 98059 verfahren. 30 min vor Infektion mit  

B. henselae wurde Medium mit dem Kinase-Inhibitor der Konzentration 25 µM 

bzw. 50 µM den Zellen zugegeben. Auch bei diesem Experiment konnte durch 

den MEK1-Inhibitor eine konzentrationsabhängige Hemmung der durch  
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B. henselae induzierten Zytokinsekretion gezeigt werden (s. Abb. 11 ).  

Der p42/p44-Signaltransduktionsweg scheint ebenso wie derjenige, der durch 

die p38-MAP-Kinase vermittelt wird, einen Einfluss auf die Sekretion von 

angiogenetisch wirksamen Zytokinen nach Infektion mit B. henselae zu haben.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 11: VEGF- und IL-8-Produktion von HeLa-Zellen nach Infektion m it B. henselae unter 

Anwesenheit des MEK1-Inhibitors PD 98059. 

Messung der Zytokin-Konzentration im Zellkulturüberstand mittels ELISA (72 h nach Infektion). 

Eine halbe Stunde vor Infektion mit B. henselae (MOI: 250) wurden HeLa-Zellen mit PD 98059 

(25 µM, 50 µM) inkubiert. Die Zellen blieben während des gesamten Versuches der 

Inhibitorkonzentration ausgesetzt. SI: Stimulationsindex. ∗ statistisch signifikanter Unterschied 

(p < 0,05) zur Negativkontrolle.      
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3.5 Hemmung der IL-8-Induktion durch NF- κκκκB-Inhibitor Parthenolid 

Von den gesamten 20 Genen, von den nachgewiesen werden konnte, dass sie 

mit einer mehr als zweifachen Induktion in HeLa-Zellen nach Infektion mit  

B. henselae exprimiert werden, wird nur IL-8 bekanntermaßen durch den 

Transkriptionsfaktor NF-κB kontrolliert (s. Anhang, Tab. 1) 82. IL-8 besitzt 

allerdings inflammatorische und angioproliferative  Eigenschaften 174. Um die 

NF-κB regulierte Induktion von IL-8 von der HIF-1 regulierten 

proangiogenetischen Zellantwort zu trennen, wurde HeLa-Zellen 30 min vor 

Infektion mit B. henselae der NF-κB-Inhibitor Parthenolid zugesetzt.  

Die Anwesenheit des Inhibitors führte zu einem starken Abfall der Konzentration 

von IL-8 (s. Abb. 12 ). Im Gegensatz dazu fiel der Abfall der VEGF-Sekretion 

bedeutend geringer aus, der Stimulationsindex fiel unter Anwesenheit von 

Parthenolid von 3,1 lediglich auf 2,4. Dass sich VEGF nur in geringem Masse 

durch den NF-κB-Inhibitor hemmen lässt, erhärtet die Aussage, dass HIF-1 für 

die Transkription von VEGF verantwortlich ist.  
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Abb. 12: VEGF- und IL-8-Produktion von HeLa-Zellen nach Infektion m it B. henselae unter 

Anwesenheit des NF- κκκκB-Inhibitors Parthenolid. 

Messung der Zytokin-Konzentration im Zellkulturüberstand mittels ELISA (72 h nach Infektion). 

Eine halbe Stunde vor Infektion mit B. henselae (MOI: 250) wurden HeLa-Zellen mit Parthenolid 

(5 µM, 20 µM) inkubiert. Die Zellen blieben während des gesamten Versuches der 

Inhibitorkonzentration ausgesetzt. SI: Stimulationsindex. ∗ statistisch signifikanter Unterschied 

(p < 0,05) zur Negativkontrolle.   

 

3.6 Zytokin-Induktion durch B. henselae und andere Bakterien   

Um zu analysieren, ob die Sekretion der angioproliferativ wirkenden Zytokine 

VEGF und IL-8 nur auf die Infektion mit B. henselae beschränkt ist, oder ob sie 

bei einer Vielzahl bakterieller Infektionen auftritt, wurden Infektionsexperimente 

mit verschiedenen Kontroll-Bakterien durchgeführt. Neben B. henselae wurden 

HeLa-Zellen mit Y. enterocolitica pYV+, Y. enterocolitica pYV-,  
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E. coli HB 101, E. coli HB 101 inv+ sowie L.  pneumophila infiziert.  

Die Zellkulturüberstände wurden nach 72 h abgenommen und die 

Konzentration von VEGF mittels ELISA bestimmt. Hierbei zeigte sich, dass 

allein B. henselae in der Lage war, die VEGF-Sekretion in den Wirtszellen in 

dem Zeitraum von 72 h zu stimulieren, bei allen anderen Vergleichsbakterien 

sank die Sekretion von VEGF sogar unter den Wert der  

Negativkontrolle (s. Abb. 13 ).   

Nach Messung der VEGF-Konzentration wurde in denselben 

Zellkulturüberständen die Konzentration von IL-8 bestimmt (s. Abb. 14 ). Hierbei 

zeigte sich, dass nach einem Zeitraum von 72 h nicht nur B. henselae (SI: 6,5) 

die IL-8-Sekretion induzierte, sondern auch Y. enterocolitica pYV- (SI: 14,8) und 

E. coli HB 101 inv+ (SI: 15,4). Bei Y. enterocolitica pYV+,  

E. coli HB 101 sowie bei L. pneumophila konnte keine erhöhte Sekretion von  

IL-8 im Zellkulturüberstand gemessen werden. Diese Daten bestätigen 

Ergebnisse, die für Y. enterocolitica pYV- bereits publiziert worden waren 64.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 13: VEGF-Produktion von HeLa-Zellen nach Infektion mit B. henselae,  

Y. enterocolitica,  E. coli und  L. pneumophila.  

Messung der VEGF-Konzentration im Zellkulturüberstand mittels ELISA (72 h nach Infektion). 

HeLa-Zellen wurden mit B. henselae (MOI: 250), Y. enterocolitica pYV+, Y. enterocolitica pYV- 
(beide MOI: 20), E. coli HB 101, E. coli HB 101 inv+ (beide MOI: 100) und L. pneumophila 

(MOI: 100) infiziert. Die Positivkontrolle bestand aus PMA (25 ng/ml). SI: Stimulationsindex.  

∗ statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05) zur Negativkontrolle.   
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Abb. 14: IL-8-Produktion von HeLa-Zellen nach Infektion mit B. henselae,  

Y. enterocolitica, E. coli und  L. pneumophila.  

Messung der IL-8-Konzentration im Zellkulturüberstand mittels ELISA (72 h nach Infektion). 

HeLa-Zellen wurden mit B. henselae (MOI: 250), Y. enterocolitica pYV+, Y. enterocolitica pYV- 
(beide MOI: 20), E. coli HB 101, E. coli HB 101 inv+ (beide MOI: 100) und L. pneumophila  

(MOI: 100) infiziert. Die Positivkontrolle bestand aus PMA (25 ng/ml). SI: Stimulationsindex.  

∗ statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05) zur Negativkontrolle.   

   

Aus den Resultaten beider Experimente geht hervor, dass im Vergleich zu allen 

hier verwendeten Bakterien einzig B. henselae die Eigenschaft besitzt, die 

Expression und Sekretion beider angioproliferativ wirkender Zytokine für den 

Zeitraum von 72 h konstant zu induzieren.  

 

3.7 Aktivierung des Transkriptionsfaktors HIF-1 dur ch B. henselae  

und andere Bakterien 

Wie bereits beschrieben, führte die Infektion mit B. henselae zu einer 

Aktivierung des Transkriptionsfaktors HIF-1 in HeLa-Zellen (s. Abb. 9 ). Es sollte 

im folgenden nun analysiert werden, ob eine Aktivierung von HIF-1 

ausschließlich auf die Infektion mit B. henselae beschränkt ist oder ob die 

Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors eine generelle Wirtszellantwort auf eine 

Vielzahl bakterieller Infektionen darstellt. Zu diesem Zweck wurden HeLa-Zellen 

neben B. henselae mit den im vorherigen Versuch verwendeten Bakterien,   

Y. enterocolitica pYV+, Y. enterocolitica pYV-, E. coli HB 101,  

E. coli HB 101 inv+ sowie L. pneumophila infiziert und die Aktivierung von  

*
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HIF-1α 6 h nach Infektion analysiert. Hierbei stellte sich heraus, dass nicht nur 

die Infektion mit B. henselae zu einer Aktivierung von HIF-1α führte, sondern 

auch die Infektionen mit Y. enterocolitica pYV+, Y. enterocolitica pYV-,  

E. coli HB 101 und E. coli HB 101 inv+ (s. Abb. 15 ). Einzig bei L. pneumophila 

konnte keine Aktivierung von HIF-1α festgestellt werden. Mit den Ergebnissen 

dieses Experimentes kann gezeigt werden, dass sich die Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors HIF-1α keineswegs nur auf die Infektion mit B. henselae 

beschränkt. Die  Resultate legen vielmehr den Schluss nahe, dass es sich bei 

der Aktivierung von HIF-1α eher um eine vom Erreger unabhängige Reaktion 

der Wirtszelle auf eine Vielzahl bakterieller Infektionserreger handelt. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 15: Nachweis von HIF-1 αααα in HeLa-Zellen nach Infektion mit B. henselae,  

Y. enterocolitica, E. coli und  L. pneumophila.   

HeLa-Zellen wurden mit B. henselae (MOI: 250), Y. enterocolitica pYV+, Y. enterocolitica pYV- 
(MOI: 20), E. coli HB 101, E. coli HB 101 inv+ (MOI: 100) und L. pneumophila (MOI: 100)  

infiziert und nach 6 h lysiert. Die Ganzzelllysate wurden anschließend mittels Western blot 

analysiert (anti-HIF-1α: 1:1000). Die Negativkontrolle bestand aus uninfizierten Zellen, die 

Positivkontrolle bestand aus Zellen, die unter hypoxischen Bedingungen kultiviert wurden.  
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4 Diskussion 

 

Die Fähigkeit von B. henselae, Endothelzell-Proliferationen hervorzurufen, ist 

ein einzigartiges Phänomen für bakterielle Infektionserreger. Klinisch kann  

sich eine Infektion mit B. henselae in den Krankheitsbildern der  

Bazillären Angiomatose (BA) und der Peliosis hepatis (PH) manifestieren 3. 

Vaskuloproliferative Eigenschaften kommen nicht allein B. henselae zu,  

auch B. quintana konnte als infektiöses Agens der BA identifiziert werden. 

Endothelzell-Proliferationen sind ebenfalls die histopathologische Grundlage 

der Verruga peruana, der chronischen Manifestationsform der  

durch B. bacilliformis hervorgerufenen Carrión’schen Krankheit. Neben  

Bartonella spp. konnten verschiedene virale Erreger als Auslöser von 

Endothelzell-Proliferationen beim Menschen identifiziert werden: das Humane 

Herpes Virus-8 (HHV-8), das das Krankheitsbild des Kaposi Sarkoms 

hervorruft, sowie das Orf-Virus sind Ursache pathologischer  

Angiogenese 116,122. Unter bakteriellen Erregern ist die Fähigkeit zur Induktion 

pathologischer Angiogenese allein auf die Gattung Bartonella beschränkt.  

Die vorliegende Arbeit sollte dazu beitragen, grundlegende Erkenntnisse über 

die Entstehung der Endothelzell-Proliferationen bei dem Krankheitsbild der 

Bazillären Angiomatose zu erlangen. Insbesondere die Rollen von 

proangiogenetisch wirkenden Zytokinen und des Transkriptionsfaktors HIF-1, 

der eine Schlüsselfunktion in der Angiogenese innehat 134, wurden untersucht.  

  

4.1 Induktion einer proangiogenetischen Wirtszellan twort durch  

B. henselae 

4.1.1 Induktion von VEGF in HeLa-Zellen nach Infekt ion mit B. henselae 

Schon früher wurde als Auslöser der durch B. henselae ausgelösten 

Endothelzell-Proliferation ein löslicher Faktor postuliert, von dem man aber 

zuerst annahm, dass er vom Bakterium selbst sezerniert wird 109. In weiteren 

Experimenten stellte sich jedoch heraus, dass nicht das Bakterium selbst den 

unbekannten Wachstumsfaktor sezerniert, sondern dass dieser von der 

infizierten Wirtszelle synthetisiert und anschließend sekretiert wird. So konnte in 
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einem Hühnerembryo-Allantoismembran-Modell nachgewiesen werden, dass 

der Zellkulturüberstand von monozytären Zellen, die mit B. henselae infizierten 

worden waren, fähig war, eine Neovaskularisation einzuleiten 60. Damit rückten 

die von der Wirtszelle sezernierten, vaskuloproliferativen Zytokine in den 

Mittelpunkt des Interesses. In vorausgehenden Arbeiten konnte in vitro der 

Nachweis der VEGF-Induktion nach Infektion von EA.hy Zellen mit B. henselae 

erbracht werden 181. Immunohistochemische Untersuchungen von BA- und PH-

Biopsaten, in denen B. henselae mittels PCR nachgewiesen wurde, zeigen, 

dass die Expression von VEGF in vivo ebenfalls deutlich erhöht ist 90. Diese 

Ergebnisse untermauern die Bedeutung von VEGF bei den durch B. henselae 

hervorgerufenen Krankheitsbildern BA und PH und belegen, dass - ähnlich wie 

beim Kaposi Sarkom 116 - dem angioproliferativ wirkendem Zytokin VEGF auch 

bei der BA und der PH eine wichtige Rolle zukommt.  

Diese Daten konnten kürzlich von einer anderen Arbeitsgruppe mit 

monozytären THP-1 Zellen bestätigt werden 141. In der vorliegenden Arbeit 

wurde gezeigt, dass es nach Infektion von HeLa-Zellen mit B. henselae zu einer 

Induktion der VEGF-Sekretion kommt (s. Abb. 3 ). Die Daten zeigen, dass diese 

VEGF-Sekretion etwa 48 h nach Infektion nachweisbar war. Damit konnte 

schon in fünf Zelllinien (HeLa, EA.hy, THP, MM6, MCF-7) eine Induktion von 

VEGF nach Infektion mit B. henselae nachgewiesen werden (Daten z.T. nicht 

publiziert) 181.       

 

4.1.2  Induktion weiterer angiogenetisch wirksamer Zytokine durch  

B. henselae 

Schon früher wurde vermutet, dass die angioproliferativen Eigenschaften der 

Zellkulturüberstände infizierter Zellen nicht allein auf VEGF zurückgeführt 

werden können, sondern dass weitere Faktoren beteiligt sein müssen.  

Die Notwendigkeit zusätzlicher angioproliferativ wirkender Faktoren wurde 

indirekt in Experimenten belegt, in denen unter Zugabe von  

VEGF-neutralisierenden Antikörpern zu konditionierten Zellkulturüberständen 

die Endothelzell-Proliferation nur zu 50 % reduziert werden konnte 90.  

Neben der Annahme, dass B. henselae-getriggertes VEGF für etwa die Hälfte 
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der Wachstumsstimulation der Endothelzellen verantwortlich ist und somit den 

wohl wichtigsten angiogenetisch wirksamen Faktor in BA und PH darstellt, 

implizieren diese Ergebnisse, dass weitere angioproliferativ wirkende Zytokine 

für Endothelzell-Proliferation nötig sind. Diese Daten stehen in Einklang mit 

klinischen Studien, in denen gezeigt wurde, dass der alleinige Einsatz von 

VEGF zur Wachstumsstimulation von Kollateralgefäßen bei Patienten mit 

ischämischen Erkrankungen der Koronarien und der Extremitätengefäße nicht 

ausreichend war. Die Symptomatik der Patienten konnte nicht verbessert 

werden, und die neugebildeten Gefäße waren in der Mehrzahl der Fälle mit 

Ödemen assoziiert 51,68. Es wäre also denkbar, dass ein ‚angiogenetischer 

Cocktail’ - bestehend aus einer Vielzahl angiogenetisch wirksamer Substanzen 

- bessere Resultate erzielen würde. So ist schon seit längerem bekannt, dass 

neben VEGF weitere Zytokine an der Angiogenese beteiligt sein müssen, um 

Endothelzellen zu stabilen, funktionsfähigen Gefäßen reifen zu lassen 22.     

Aufschluss über die weiteren mit der BA assoziierten angioproliferativ 

wirkenden Zytokine lieferten Gene-chip Experimente, die zeigten, dass in HeLa-

Zellen nach Infektion mit B. henselae nicht nur eine vermehrte VEGF-

Geninduktion vorlag, sondern dass diese auch für u.a. IL-8, ADM und IGFBP-3 

zu beobachten war (s. Anhang, Tab. 1). Von IL-8 ist schon seit längerem 

bekannt, dass es – neben seinen proinflammatorischen Eigenschaften – ein 

starker angiogenetischer Stimulus ist. IL-8 werden proliferative und 

chemotaktische  Impulse auf HUVECs zugeschrieben 95. Weiterhin spielt in der 

Gefäßentwicklung und der Tumorangiogenese das vasodilatatorisch wirkende 

Zytokin ADM eine wichtige Rolle. ADM wird bei Entzündungen, in Tumorzellen 

und unter Hypoxie vermehrt exprimiert und besitzt direkt angiogenetische 

Eigenschaften 26,129,177. Eine Beteiligung von IGFBP-3 an der Angiogenese lässt 

sich anhand erst kürzlich veröffentlichter Daten vermuten, in denen gezeigt 

wurde, dass sich das Protein in proliferierenden Endothelzellen im murinen 

Mammakarzinom-Modell vermehrt nachweisen lässt 157.   

In der vorliegenden Arbeit konnte eine deutliche Konzentrationserhöhung aller 

dieser vier Zytokine (VEGF, IL-8, ADM, IGFBP-3) im Zellkulturüberstand von 

HeLa-Zellen nach Infektion mit B. henselae nachgewiesen werden  
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(s. Abb. 3 - 6 ). Wie es auch bei der VEGF-Sekretion zu beobachten war, 

dauerte es vom Zeitpunkt der Infektion ca. 48 h bis eine signifikante 

Konzentration dieser Zytokine im Zellkulturüberstand messbar war.  

Somit konnten zum ersten Mal die angiogenetischen Zytokine, die an der 

Entstehung der B. henselae induzierten Endothelzell-Proliferationen beteiligt 

sein könnten, nachgewiesen werden. Damit scheint zur Entstehung von 

funktionsfähigem und langandauerndem Gefäßwachstum ein ganzer ‚Cocktail’ 

von angiogenetisch wirkenden Substanzen erforderlich zu sein. Bestandteil 

dieses ‚Cocktails’ im Krankheitsbild BA/PH könnten damit die beschriebenen 

vier Zytokine (VEGF, IL-8, ADM, IGFBP-3) sein. Neben diesen Zytokinen 

beobachtete man in den Gene-chip Experimenten nach Infektion mit  

B. henselae die verstärkte Induktion zweier weiterer Zytokine, denen eine 

Modulation der Angiogenese zugeschrieben wird: Ephrin A1 und Endothelin 2 

(s. Anhang, Tab. 1). Ephrin A1 sowie sein Rezeptor EphA2 konnten schon  

in Endothelzellen verschiedenster menschlicher Tumoren nachgewiesen 

werden 130. Neben seinem vasokonstringierenden Effekt ist Endothelin 2 an der 

Regulation von Zellwachstum, Differenzierung und Angiogenese beteiligt.  

Das Zytokin konnte schon in Mammakarzinomen und in hypoxischen Arealen 

anderer solider Tumoren nachgewiesen werden 65.          

Es ist anzumerken, dass die Messungen der Geninduktion nach Infektion mit  

B. henselae bislang nur zu einem Zeitpunkt (6 h nach Infektion) durchgeführt 

wurden. Somit besteht die Möglichkeit, weitere Zytokine mit angiogenetischer 

Potenz zu anderen Zeitpunkten nach Infektion mit B. henselae nachzuweisen. 

Derartige Arbeiten werden zur Zeit durchgeführt.   

Sollte es möglich sein, anhand der Infektion mit B. henselae den 

‚angiogenetischen Cocktail’ näher zu charakterisieren, könnte dieses Modell für 

tieferes Verständnis für die Faktoren sorgen, die für suffizientes 

Gefäßwachstum essentiell sind. Dieses Wissen könnte man sich z.B. zur 

Therapie ischämischer Erkrankungen zu Eigen machen, um erfolgreich die bei 

alleinigem Einsatz von VEGF auftretenden Nebenwirkungen zu  

unterbinden 51,68.          
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4.2 Aktivierung von HIF-1 nach Infektion mit B. henselae  

Die aus den Gene-chip Experimenten erhaltenen Daten zeigen nach Infektion 

mit B. henselae eindeutig ein HIF-1-dominiertes Genmuster. Die überwiegende 

Mehrzahl der induzierten Gene – insgesamt 14 Gene - werden 

bekanntermaßen direkt oder indirekt von dem Transkriptionsfaktor HIF-1 

kontrolliert (s. Anhang, Tab. 1). Unter diesen befinden sich auch die 

angiogenetisch wirkenden Zytokine VEGF, ADM und IGFBP-3. Für den direkten 

Nachweis der Aktivierung von HIF-1 beschränkte man sich in vorliegender 

Arbeit auf die funktionell entscheidende α-Untereinheit des 

Transkriptionsfaktors 150.    

Tatsächlich war es 4 - 6 Stunden nach Infektion mit B. henselae möglich,  

HIF-1α−Aktivierung mittels Western blot aus zellulären Extrakten 

nachzuweisen (s. Abb. 9 ). Somit ist in einem in vitro Modell der direkte 

Nachweis des Schlüssel-Transkriptionsfaktors der Angiogenese gelungen, der 

bei der Wirtszellreaktion nach Infektion mit B. henselae die möglicherweise 

entscheidende Rolle spielt. Neben dem Nachweis von HIF-1α mittels Western 

blot wurde in einer Immunfluoreszenzfärbung 3 h nach Infektion mit B. henselae 

ebenfalls die Aktivierung von HIF-1α nachgewiesen 185. Nach Vergleich mit der 

DAPI-Färbung ließ sich zudem die nukleäre Lokalisation von HIF-1α darstellen  

(s. Abb. 16 ). Diese in vitro Ergebnisse deuten an, dass nach 3 h, dem Zeitpunkt 

der Fixierung der Färbung, eine Translokation von HIF-1α in den Kern erfolgt 

war. Ähnliche Ergebnisse ließen sich in vivo aus Biopsaten von Patienten 

gewinnen, die an BA erkrankt waren 91. Mittels HIF-1 Immunohistochemie (IHC) 

konnte dabei nukleär-lokalisiertes HIF-1α v.a. in Zellen, die als Histiozyten und 

Makrophagen identifiziert wurden und die die Läsionen infiltrierten, 

nachgewiesen werden (s. Anhang, Abb. 1 ). 
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Abb. 16:  Aktivierung von HIF-1 αααα in HeLa-Zellen nach Infektion mit B. henselae. 

Detektion von HIF-1α mittels Immunfluoreszenzfärbung. Die Zellen wurden 3 h mit B. henselae 

kokultiviert (MOI: 500) und anschließend mit einem anti-HIF-1α Primär- und einem TRITC-

gekoppelten Sekundärantikörper gefärbt (obere Reihe). Die Zellkerne wurden mit DAPI gefärbt 

(untere Reihe). Skalierung: 20 µm. Daten entnommen aus 185. 

 

Diese Beobachtungen befinden sich in Einklang mit erst kürzlich 

veröffentlichten Resultaten, die zeigen, dass HIF-1α im Gewebe 

verschiedenster Neoplasien, die mit gesteigerter Angiogenese assoziiert sind, 

aktiviert wird 18,191. Ferner war es mittels electrophoretic mobility shift assays 

(EMSA) und VEGF-Reportergenassays möglich, die Aktivierung von HIF-1α 

sowie eine gesteigerte VEGF-Promotoraktivität nach Infektion mit B. henselae 

zu belegen 91. Zusammenfassend wurde so auf verschiedenen molekularen 

Ebenen in vivo und in vitro die Induktion von HIF-1 nach Infektion mit B. 

henselae nachgewiesen.  

Für den direkten Nachweis des Transkriptionsfaktors HIF-1 mittels Western blot 

konnte ein Konzentrationsanstieg nach 3 h mit einem Maximum 4 - 6 h nach 

Infektion festgestellt werden. Dieses Ergebnis lässt sich mit dem Zeitpunkt der 

Induktion HIF-1 regulierter Gene (z.B. VEGF, ADM, IGFBP-3) in den Gene-chip 

Experimenten 6 h nach Infektion in Einklang bringen, da hierbei nicht die direkte 
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Messung des Transkriptionsfaktors, sondern die Messung der HIF-regulierten 

Gentranskription auf mRNA-Ebene erfolgte. In Übereinstimmung mit den 

Ergebnissen der Immunfluoreszenzfärbungen und EMSA-Analysen ergab sich 

ein Zeitfenster der maximalen Induktion von HIF-1 von 3 bis 6 h nach Infektion 

mit B. henselae 91. Ein Anstieg der Zytokinkonzentration von HIF-1-

kontrollierten Proteinen (VEGF, ADM, IGFBP-3) konnte im Zellkulturüberstand 

mit einer Verzögerung von 24 h und einer stetigen Steigerung bis zu 72 h nach 

Infektion ermittelt werden (s. Abb. 3 - 6 ). Somit scheinen für die molekularen 

Zwischenschritte von der Aktivierung des Transkriptionsfaktors bis zur 

Sekretion der Zytokine durch die Infektion mit B. henselae eine Zeitspanne von 

mindestens 20 h erforderlich zu sein. Passend dazu benötigte man in einem 

VEGF-Reportergenassay eine Inkubationszeit von mindestens 24 h, um eine 

mehr als zweifache Induktion des VEGF-Promotors zu beobachten 185. Hiermit 

ergibt sich ein schlüssiges Bild des Zeitverlaufes der HIF-1-Aktivierung nach 

Infektion mit B. henselae, beginnend mit der Konzentrationserhöhung des 

Transkriptionsfaktors ca. 4 h nach Infektion, über die Transkription der mRNA 

(z.B. von VEGF) nach etwa 6 h bis zur Sekretion der Proteine 24 h nach 

Infektion.  

In allen Experimenten zeigte sich übereinstimmend, dass das Niveau der HIF-1-

Aktivierung oder dessen nachgeschaltete Aktivität unter Hypoxie deutlich höher 

war als im Vergleich zur Infektion mit B. henselae. Die intrazelluläre 

Konzentrationserhöhung von HIF-1α erfolgt durch Hemmung seines Abbaus, 

indem die Enzyme, die HIF-1α dem Proteasom zuführen, durch das Fehlen des 

Sauerstoffs in ihrer Aktivität inhibiert werden (s. Kap. 1.2.5 ). Weswegen 

Hypoxie einen anscheinend stärkeren Stimulus für die Induktion von HIF-1 als 

die Infektion mit B. henselae darstellt, könnte als Ursache haben, dass die 

Infektion mit B. henselae zu einer geringeren Senkung des zellulären 

Sauerstoffpartialdruckes führt als es unter hypoxischen Bedingungen der Fall 

ist. Ergebnisse der Arbeitsgruppe weisen darauf hin, dass die Infektion mit  

B. henselae zu hypoxischen Bedingungen in der infizierten Wirtszelle führt. 

Doch auch hier war das Ausmaß der hypoxischen Bedingungen nach Infektion 

mit B. henselae geringer als nach Hypoxie selbst 91. Ob die Aktivierung von 
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HIF-1 nach Infektion mit B. henselae durch die Entstehung von Hypoxie 

hervorgerufen wird, oder ob der Erreger über andere Wege den 

Transkriptionsfaktor aktiviert, ist bislang noch unklar. 

 

4.3 Aktivierung von HIF-1 in Folge bakterieller Inf ektionen  

Tumorentstehung und Angiogenese wurden in der Vergangenheit nur selten in 

Zusammenhang mit bakteriellen Infektionen diskutiert. Durch die 

Aufrechterhaltung chronischer Entzündungszustände sowie durch die 

Produktion von karzinogenen bakteriellen Metaboliten können Bakterien 

dennoch an der Entstehung von Tumoren beteiligt sein. Ein gut dokumentiertes 

Beispiel des entzündlichen Mechanismus der Karzinogenese ist die Infektion 

der Magenschleimhaut mit Helicobacter pylori, die mit der Entstehung des 

Adenokarzinoms und des MALT (mucosa associated lymphatic tissue) -

Lymphoms des Magens epidemiologisch eng verbunden ist 199. Da bakterielle 

Infektionen durch Antibiotika therapierbar sind, könnte die Identifikation von 

Bakterien als Ursache der malignen Entartung wichtige Optionen der 

Krebsprävention eröffnen. So konnte in Studien der Rückgang der durch  

H. pylori hervorgerufenen MALT-Lymphome nach Eradikation des Erregers 

nachgewiesen werden 196. Obwohl keine Hinweise auf eine mögliche maligne 

Entartung bei der Bazillären Angiomatose bestehen, kann auch sie durch 

Antibiotikagabe zum vollständigen Rückgang gebracht werden 186.  

Im Zuge dieser Arbeit stellte sich die Frage, ob außer B. henselae auch andere 

Bakterien fähig sind, HIF-1 zu aktivieren und angioproliferativ wirkende 

Faktoren zu induzieren. Die Ergebnisse zeigen, dass allein B. henselae in der 

Lage war, die Sekretion von VEGF zu induzieren. Weder Y. enterocolitica pYV+, 

Y. enterocolitica pYV-, E. coli HB 101, E. coli HB 101 inv+ noch L. pneumophila 

konnten eine Sekretion des Wachstumsfaktors auslösen (s. Abb. 13 ). In 

anderen Studien konnte allerdings gezeigt werden, dass Streptococcus 

pneumoniae und Mycobacterium tuberculosis fähig sind, in Makrophagen eine 

VEGF-Sekretion zu induzieren 135,179. Auch in Makrophagen von Patienten mit 

Spontaner Bakterieller Peritonitis wurde ein erhöhter VEGF-Level gemessen 27. 

Zusammengefasst lässt sich anhand dieser Daten schlussfolgern, dass sich die 
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Induktion von VEGF nicht auf eine spezielle Zelllinie und auch nicht auf die 

Interaktion einer einzelnen Bakteriengattung mit einer Wirtszelle beschränken 

lässt.  

Im Gegensatz zu VEGF löste neben der Infektion mit B. henselae auch die 

Infektion mit Y. enterocolitica pYV- und E. coli HB 101 inv+ eine Sekretion von 

IL-8 in den Zellkulturüberstand aus (s. Abb. 14 ). Dass der 

Entzündungsmediator IL-8 durch Infektion mit diversen anderen Bakterien 

vermehrt sekretiert wird, war bereits bekannt. So nimmt z.B. Y. enterocolitica 

über Invasine Kontakt zu Wirtszellen auf und aktiviert anschließend via 

Aktivierung von p38 MAP-Kinase und JNK die NF-κB-vermittelte IL-8- 

Sekretion 64. Interessanterweise induziert auch H. pylori, der wie B. henselae 

über ein Typ IV-Sekretionssystem verfügt, IL-8, indem das Bakterium über 

besagtes Sekretionssystem das bakterielle Effektorprotein CagA in die 

eukaryontische Zelle transloziert und damit die Synthese und die Sekretion des 

Zytokins auslöst 55. Welche Rolle das Typ IV-Sekretionssystem bei der 

Induktion angiogenetischer Zytokine im Rahmen einer Infektion mit B. henselae 

spielt, ist bislang noch unklar.   

Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dass die Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors HIF-1α nicht spezifisch durch B. henselae erfolgt.  

Auch die Infektionen mit Y. enterocolitica pYV+ und pYV-, E. coli HB 101,  

E. coli HB 101 inv+ bewirken eine Aktivierung von HIF-1α (s. Abb. 15 ).  

Die Rolle von HIF in bakteriellen Infektionen wurde bislang nicht untersucht. 

Einzig indirekte Hinweise implizieren die Möglichkeit einer Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors in Folge bakterieller Infektionen. Nach Infektion mit 

Chlamydia trachomatis wurde z.B. in Mikroarray-Analysen die vermehrte 

Expression verschiedener HIF-1-kontrollierter Gene, wie u.a. auch VEGF, 

beobachtet 197. In in vitro Experimenten wurde der von Mycobacterium 

tuberculosis sekretierte Eisen-Chelator Exochelin erfolgreich eingesetzt, um die 

zellulären HIF-1-Level zu erhöhen, indem der Eisen abhängige Abbau von  

HIF-1α gehemmt wurde 29. Bei all diesen aufgeführten Beispielen einer 

Aktivierung von HIF-1 ist deren biologische Rolle unklar; lediglich bei  
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B. henselae lässt die Aktivierung des Transkriptionsfaktors eine Rolle bei der 

Angiogenese vermuten.     

Von allen in dieser Arbeit verwendeten Bakterien war einzig L. pneumophila 

nicht in der Lage HIF-1α zu induzieren; folglich konnte auch keine Sekretion 

von VEGF im Zellkulturüberstand gemessen werden (s. Abb 13 ).  

Auch L. pneumophila besitzt ein dem B. henselae verwandtes Typ IV-

Sekretionssystem, das Dot/Icm System, das dem Bakterium das intrazelluläre 

Überleben in Vakuolen phagozytierender Zellen ermöglicht 4 und für die 

Induktion der Apoptose von essentieller Bedeutung ist 203. Es lässt sich 

vermuten, dass der Zelle durch das frühzeitige Absterben keine Zeit verbleibt, 

den Transkriptionsfaktor zu induzieren und Wachstumsfaktoren zu 

synthetisieren. Welche Rolle das Typ IV-Sekretionssystem bei der Infektion mit 

B. henselae spielt und warum die Infektion mit B. henselae im Gegensatz zu 

der von L. pneumophila in einer Hemmung des programmierten Zelltodes 

resultiert, ist weiterhin unklar.  

 

4.3.1 Aktivierung von HIF-1 nach bakteriellen Infek tionen:  

eine konservierte Reaktion der Zelle? 

Aus den Daten lässt sich vermuten, dass die Aktivierung von HIF-1 keinesfalls 

einzigartig für eine Infektion mit B. henselae ist; vielmehr scheint die Aktivierung 

von HIF-1 eine konservierte Reaktion der Wirtszelle auf Infektionen mit 

bakteriellen Erregern darzustellen. Für diese These würde auch sprechen, dass 

VEGF neben seiner angioproliferativen Wirkung auch entzündliche 

Eigenschaften besitzt, die zu einer Lockerung der Endothelzellkontakte und zu 

einer Permeabilitätssteigerung der Gefäße führt 165. Einzigartig für die Infektion 

mit B. henselae scheint vielmehr die Aktivierung von HIF-1 und die über einen 

langen Zeitraum konstante Induktion von vaskuloproliferativen Zytokinen zu 

sein, in dessen Folge es zu der Proliferation der Endothelzellen kommt. Warum 

es nach Infektion mit den in dieser Arbeit verwendeten Bakterien 

(Y. enterocolitica pYV+ und pYV-, E. coli HB 101 und HB 101 inv+) nach 

Aktivierung von HIF-1 nicht zu einer Sekretion der von dem Transkriptionsfaktor 

kontrollierten Zytokine kam, könnte an der zytotoxischen Wirkung dieser 
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Bakterien liegen. Von pathogenen Yersinien ist bekannt, dass sie über eine 

Hemmung des NF-κB-Signalweges zu einer Induktion der Apoptose in 

Makrophagen führen 152. Ist es der infizierten Zelle bei hoher Virulenz des 

Erregers nicht möglich, die Infektion zu überleben, werden 

Stoffwechselvorgänge eingeleitet, die letztendlich im Zelltod enden.  

Im Gegensatz dazu kommt es nach Infektion mit B. henselae nicht zu einem 

Untergang der Wirtszelle. Vielmehr zeigten Studien, dass die durch B. henselae 

induzierten Endothelzellen-Proliferationen nicht ausschließlich auf einer 

gesteigerten Mitoserate beruhten, sondern dass auch ein hemmender Effekt 

des Bakteriums auf die Apoptose in Endothelzellen festgestellt werden  

konnte 93. Hierbei unterdrückt B. henselae sowohl frühe als auch spätere 

Vorgänge der Apoptose wie z.B. die Aktivität der Caspasen und die 

Fragmentierung der DNA (s. Kap. 4.4 ) 88. Der normalerweise von der Zelle 

eingeschlagene Weg der Apoptose als Reaktion auf bakterielle Infektionen wird 

auf diese Weise von B. henselae umgangen und kann als Pathomechanismus 

verstanden werden, um das Überleben der Zellen sicherzustellen und damit 

sich selbst letztendlich das bakterielle Habitat ‚Wirtszelle’ zu erhalten.  

 

4.4  Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF- κκκκB nach Infektion  

mit B. henselae 

Wie aus früheren Studien bekannt war, führt die Infektion mit B. henselae zu 

einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB 59. Weitere Hinweise auf eine 

Aktivierung von NF-κB lieferten Gene-chip Experimente, die zeigten, dass das 

NF-κB regulierte Zytokin IL-8 sowie dessen Sekretion in den 

Zellkulturüberstand nachweisbar war (s. Abb. 4 ). In der Arbeitsgruppe wurde 

übereinstimmend dazu mittels Immunfluoreszenz und EMSA die Aktivierung 

von NF-κB direkt nachgewiesen 185. Unter Zugabe des NF-κB-Inhibitors 

Parthenolid 167 konnte die NF-κB regulierte Induktion von IL-8 im Vergleich zur 

HIF-1 regulierten VEGF-Induktion gehemmt werden (s. Abb. 12 ). Somit war es 

möglich, eine Trennung der Rollen der Transkriptionsfaktoren HIF-1 und NF-κB 

in Wirtszellen nach Infektion mit B. henselae aufzuzeigen: IL-8 wird demnach 

über NF-κB kontrolliert, VEGF hingegen über HIF-1. Dass auch die VEGF-
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Sekretion nach Inhibitorzugabe leicht abfiel, könnte auf die lange 

Inkubationszeit (72 h) und der damit vergesellschafteten Hemmung anderer, für 

die Zelle wichtiger Stoffwechselvorgänge zurückzuführen sein. Warum sich 

unter all den in den Gene-chip Experimenten gefundenen und durch  

B. henselae induzierten Genen nur ein einziges NF-κB-kontrolliertes Gen 

befindet, ist bislang unklar. Allerdings wurde bis jetzt nur ein einziger Zeitpunkt 

in den Gene-chip Experimenten (6 h nach Infektion) untersucht. Es wäre somit 

denkbar, dass zu anderen Zeitpunkten weitere NF-κB-kontrollierte Gene 

induziert werden. Ergebnisse, die zeigen, dass das NF-κB-kontrollierte Protein 

cIAP-2 (cellular inhibitor of apoptosis protein) in Mono Mac-Zellen nach  

B. henselae-Infektion exprimiert wird, weisen auf weitere NF-κB-kontrollierte 

Gene nach Infektion mit B. henselae hin 88. Dass die Aktivierung von NF-κB 

eine entscheidende Bedeutung der Wirtszellantwort auf eine Infektion mit  

B. henselae hat, deuten Studien an, in denen beschrieben wurde, dass die für 

eine Infektion mit B. henselae charakteristische Hemmung Apoptose-

induzierender Zellvorgänge wahrscheinlich Folge einer Aktivierung von NF-κB 

ist 88. In diesem Zusammenhang kann auch die Expression von cIAP-2 

verstanden werden, das durch Bindung und potente Hemmung der Caspasen 

die Apoptose inhibiert (s. Abb. 17 ) 183. Die Apoptoseinhibition könnte man in 

dem Sinne verstehen, dass der im Laufe einiger Infektionen auftretende 

programmierte Zelltod umgangen wird und sich das Bakterium so seinen 

Lebensraum erhält. Ähnliches ist für Chlamydia spp. bereits bekannt 54.         

 

4.5 Die Rolle der MAP-Kinasen an der Aktivierung vo n HIF-1 

Es ist beschrieben worden, dass p42/p44 durch direkte Phosphorylierung von 

HIF-1 zu einer Steigerung der Transkriptionsaktivität von HIF-1 beiträgt 9. Durch 

Hemmung von MEK1 (der der p42/p44 übergeordneten MAPKK) war es 

möglich, die Phosphorylierung und die Transkriptionsaktivität von HIF-1 

herabzusetzen 142. Der Nachweis, dass p42/p44 durch Hypoxie aktiviert wird 

und infolgedessen an der Aktivierung von HIF-1 beteiligt ist 124, deutet auf eine 

mögliche Beteiligung von p42/p44 an der B. henselae-induzierten Aktivierung 

von HIF-1 hin. Zum Nachweis der Beteiligung des p42/p44-MAP-Kinase-
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Signaltransduktionsweges an der Induktion proangiogenetisch wirksamer 

Zytokine nach Infektion mit B. henselae wurde der MEK1-Inhibitor PD 98059 

den HeLa-Zellen zugesetzt. Es konnte eine konzentrationsabhängige 

Hemmung der VEGF-Sekretion im Zellkulturüberstand festgestellt werden  

(s. Abb. 11 ). Dass neben der Sekretion von VEGF auch die von IL-8 gehemmt 

wurde, könnte eine Beteiligung von p42/p44 an der Aktivierung von mehreren 

Transkriptionsfaktoren, wie z.B. NF-κB 108, andeuten. Nach Inhibitorzugabe war 

neben der Abnahme der Zytokinkonzentration (VEGF, IL-8) nach Infektion mit 

B. henselae auch eine Abnahme der Zytokinkonzentration der Negativkontrollen 

zu verzeichnen, so dass die Abnahme von VEGF und IL-8 nicht allein auf die 

Hemmung der Signaltransduktion durch den MEK1-Inhibitor nach Infektion mit 

B. henselae zurückzuführen ist. Vielmehr ist anzunehmen, dass durch die lange 

Inkubationszeit von bis zu 72 h auch andere für die Zelle wichtige Funktionen, 

die durch die p42/p44-MAP-Kinase vermittelt werden, gehemmt wurden und 

dass es so zu einer Beeinträchtigung der Sekretionsleistung der Zelle kam. 

Auch könnte die Zytotoxizität des Inhibitors PD 98059 zu einer verminderten 

Zytokinsekretion beitragen 111.       

Ähnlich dem Ergebnis der Hemmung des p42/p44-Signaltransduktionsweges 

zeigte die Hemmung der p38-MAP-Kinase einen deutlichen 

konzentrationsabhängigen Abfall der VEGF- und der IL-8-Sekretion  

(s. Abb. 10 ). Wie der p42/p44-MAP-Kinase wird auch der p38-MAP-Kinase eine 

Rolle bei der Angiogenese zugeschrieben 189. Dabei wird über die 

Phosphorylierung des Histons H3 durch die p38-MAP-Kinase die  

NF-κB-vermittelte Transkription des proangiogenetischen IL-8 erreicht 154. Zwar 

sind mRNA-stabilisierende Eigenschaften von p38 bekannt 194, doch muss noch 

genauer untersucht werden, welche Rolle der p38-MAP-Kinase bei der 

Aktivierung von HIF-1 zukommt. In jüngsten Experimenten der Arbeitsgruppe 

konnte mittels VEGF-Reportergenassay unter Zugabe des p38-Inhibitors  

SB 202190 eine Hemmung der HIF-1-Aktivität nach Infektion mit B. henselae 

erreicht werden 185. Ferner war es mittels Western blots möglich, die 

phosphorylierte und somit aktivierte Form sowohl der p38-MAP-Kinase als auch 

der p42/p44-MAP-Kinase nach Infektion mit B. henselae nachzuweisen, 
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während die nicht-phosphorylierte, konstitutiv exprimierte und inaktive Form 

nicht durch eine B. henselae-Infektion reguliert wurde (s. Anhang, Abb. 2 ).    

 

4.6 Das Oberflächenprotein Bartonella Adhäsin  A (BadA) 

4.6.1 Interaktion von BadA mit Komponenten der extr azellulären Matrix 

B. henselae exprimiert an seiner Oberfläche ein ca. 340 kDa großes, nicht 

fimbrielles Adhäsionsmolekül (BadA), das wahrscheinlich mit dem  

‚Typ IV-like-Pilus’ von B. henselae identisch ist 146. BadA scheint für die 

Bindung von B. henselae an Fibronektin (Fn) von großer Bedeutung zu sein, da 

das Fehlen von BadA bei B. henselae zu einem Verlust der Bindungsfähigkeit 

an Fn führte 147. Resultate dieser Arbeit belegen, dass die Bindungsfähigkeit 

von B. henselae BadA- an Kollagen - ein weiterer wichtiger Bestandteil der 

extrazellulären Matrix – deutlich vermindert ist (s. Abb. 8 ). Ähnlich wie bei der 

Pilus-negativen Spontanvariante adhärierten deutlich geringere Mengen von  

B. henselae BadA- an den Kollagen-beschichteten Coverslips. Diese 

Ergebnisse stützen die Vermutung, dass BadA identisch mit den  

‚Typ IV-like-Pilus’ von B. henselae ist.   

 

4.6.2 Die Rolle von BadA an der Induktion angiogene tisch  

wirksamer Zytokine 

Dass die Kollagenbindungsfähigkeit von B. henselae BadA- deutlich vermindert 

war, ließ vermuten, dass das Oberflächenmolekül auch eine Rolle bei der 

Adhärenz von B. henselae an Wirtszellen spielt. In vorliegender Arbeit wurde 

gezeigt, dass im Vergleich zum Wildtyp B. henselae BadA- keine Induktion der 

angiogenetisch wirksamen Zytokine VEGF, IL-8, IGFBP-3 und ADM bewirkt. 

Diese Zytokine konnten nach Infektion mit B. henselae BadA- gar nicht oder nur 

in geringem Masse im Zellkulturüberstand von HeLa-Zellen detektiert werden 

(s. Abb. 7 ). Neben der verminderten Sekretion angiogenetisch wirkender 

Zytokine nach Infektion mit B. henselae BadA- stellte sich zudem heraus, dass 

die BadA-defiziente Mutante in VEGF-Reportergenassays im Vergleich zum 

Wildtyp zu keiner HIF-Aktivierung führte 185. Die komplementierte BadA--

Mutante (BadA-/BadA+WT) war wiederum in der Lage, den VEGF-Promotor zu 
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induzieren. Ebenso wie B. henselae BadA- wies auch B. henselae Pil- im 

Vergleich zum Wildtyp eine geringere Fähigkeit zur HIF-Aktivierung und zur 

Induktion der VEGF-Promotoraktivität auf.   

All diese Ergebnisse lassen auf eine Schlüsselfunktion von BadA an der 

Interaktion von B. henselae mit der Wirtszelle schließen. Inwieweit der 

Invasionsprozess des Erregers in Wirtszellen durch des Fehlen von BadA 

gehemmt wird, ist bislang unklar. Durch das Fehlen dieses wichtigen 

Oberflächenmoleküls lässt sich die Adhärenz von B. henselae an Wirtszellen 

deutlich reduzieren und weitere Folgereaktionen einer Bartonella-Infektion in 

der Wirtszelle (HIF-Aktivierung, Sekretion angiogenetischer Zytokine) werden 

unterbunden. Ob BadA einzig für den Kontakt des Bakteriums mit der Wirtszelle 

verantwortlich ist oder ob dem Oberflächenmolekül eigene angiogenetische 

Potenzen zukommen, bedarf weiterer Untersuchungen. Denkbar wäre auch, 

dass die BadA-vermittelte Adhärenz von B. henselae an Wirtszellen die 

funktionelle Basis für die Modulation der Wirtszellantwort über das Typ IV-

Sekretionssystem von B. henselae darstellt, über das bislang noch unbekannte 

Proteine in die Zellen eingeschleust werden könnten 132,158,166.  

Neben B. henselae aktiviert auch Y. enterocolitica pYV+ HIF-1α in dem hier 

benutzten in vitro Infektionsmodell (s. Abb. 15 ). Y. enterocolitica pYV+ besitzt 

das zu BadA (340 kDa) strukturell homologe Oberflächenmolekül YadA  

(43 kDa), das neben der hemmenden Wirkung auf das Komplementsystem 

fähig ist, an vielfältige Strukturen der extrazellulären Matrix wie z.B. Kollagen 

und Fn zu binden 72. Sowohl YadA als auch BadA sind aus einem Kopf, einer 

Hals-Region, einem Stiel und einem Membrananker aufgebaut. Studien zeigten, 

dass YadA für die Adhäsion des Bakteriums an der Wirtszelle von essentieller 

Bedeutung ist 47. Die Beobachtung, dass nach Zugabe von Antikörpern gegen 

Fibronektin die Invasion blockiert werden konnte, deutet an, dass die Invasion 

auf eine von der extrazellulären Matrix abhängigen Bindung zwischen YadA 

und Wirtszelle beruht 46. Die Tatsache, dass beide Bakterien ein funktionell 

sowie strukturell ähnliches Oberflächenmolekül besitzen und die Infektion 

beider Bakterien in einer Aktivierung von HIF-1 resultiert, lässt vermuten, dass 

dem Protein eine Rolle in der Induktion von HIF-1 zukommt. Auf welchem Wege 
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es nach Interaktion des Oberflächenmoleküls mit der Wirtszelle zu einem 

Anstieg von HIF-1α kommt, ist bislang unklar und bedarf weiterer 

Untersuchungen. Allerdings lässt sich die Aktivierung von HIF-1 nicht 

ausschließlich auf das Vorhandensein von nicht-fimbriellen Adhäsinen  

(z.B. BadA, YadA) zurückführen, da auch nach Infektion mit Y. enterocolitica 

pYV- , E. coli HB 101 und E. coli HB 101 inv+, die allesamt nicht über ein dem 

BadA ähnliches Adhäsionsmolekül verfügen, eine Aktivierung von HIF-1 

festzustellen war (s. Abb. 15 ). Es lässt sich vermuten, dass im Verlauf der 

bakteriellen Infektion der Transkriptionsfaktor HIF-1 aktiviert wird, um den 

gesteigerten Energieverbrauch der Zelle über die Induktion eines HIF-1 

regulierten Genmusters aufzufangen. Zumindest für B. henselae scheint diese 

Hypothese zutreffend 91. 

 

4.7 Die Rolle des B. henselae-induzierten angiogenetischen Cocktails 

im ‚paracrine loop model’ 

Die in dieser Arbeit erworbenen Ergebnisse über eine durch B. henselae 

induzierte Zytokinsekretion fügen sich in das schon früher formulierte 

hypothetische Modell, nach dem sich B. henselae seinen eigenen Lebensraum 

selbst gestaltet 89. Dieses sogenannte ‚paracrine loop model’ orientiert sich am 

Pathomechanismus des Pflanzen-pathogenen Agrobacterium tumefaciens, das 

phylogenetisch mit B. henselae eng verwandt ist 30,117. A. tumefaciens ruft die 

sog. Wurzelhalsgalle, einen vaskulären Pflanzentumor, hervor. Dazu schleust 

es über sein Typ IV-Sekretionssystem ein Tumor-induzierendes Plasmid  

(Ti-Plasmid) in die Pflanzenzelle ein. Nachdem die transferierte Tumor-

induzierende-DNA (T-DNA) im Wirtsgenom stabil integriert wurde, resultiert die 

Expression der für Zytokine und Auxine kodierenden Gene in der 

neoplastischen Transformation der Pflanzenzellen. Die Wurzelhalsgalle 

zeichnet sich durch die Produktion von Tumor-spezifischen Substraten, den 

sog. Opinen, aus, die zwar von A. tumefaciens, nicht aber von anderen 

Mikroorganismen metabolisiert werden können 74. Somit schafft sich  

A. tumefaciens über die Proliferation der Wirtszelle und die nachfolgende 

Nährstoffproduktion ein dem Bakterium geeignetes Umfeld.  



Diskussion 73 
 

 

Ähnlich zu A. tumefaciens schafft sich auch B. henselae sein Habitat  

(s. Abb. 17 ). Im Zuge der Infektion moduliert das Bakterium die Wirtszelle in der 

Weise, dass es zu einer Sekretion von angioproliferativen Substanzen kommt. 

In vorliegender Arbeit konnten diese Substanzen nun näher charakterisiert 

werden. Es handelt sich hierbei u.a. um VEGF, IL-8, ADM und IGFBP-3.  

Auch der Nachweis des Transkriptionsfaktors HIF-1 in HeLa-Zellen als 

Schlüsselregulator der Angiogenese fügt sich in das Modell einer Stimulation 

des pathologischen Gefäßwachstums. Im nächsten Schritt des ‚paracrine loop 

models’ kommt es dann durch die sekretierten angiogenetisch wirksamen 

Zytokine zu einer Proliferation der Endothelzellen. Mittels konfokaler 

Laserscanmikroskopie wurde gezeigt, dass B. henselae in hohem Maße an 

Endothelzellen adhäriert und diese auch invadiert. Im Gegensatz dazu konnte 

nur eine geringe Adhärenz der Bakterien an HeLa-Zellen festgestellt werden 

(Kempf, nicht publiziert) 89. B. henselae scheint demnach die nicht-

endothelialen Zellen zur Synthese der angiogenetischen Zytokine nutzen zu 

können, während die Endothelzelle ein günstiges Habitat für die eigentliche 

Replikation von B. henselae darstellt. 

Welche Rolle das Typ IV-Sekretionssystem in der B. henselae-Infektion spielt, 

ist noch unklar. Bislang konnte nur nachgewiesen werden, dass die Interaktion 

des Bakteriums mit Endothelzellen zu einer Aktivierung dieses Systems  

führte 158. Es liegen bei B. henselae weder Hinweise auf einen DNA-Transfer 

vor, noch konnte nachgewiesen werden, ob bakterielle DNA in das Wirtsgenom 

integriert wird. Dies steht in Einklang mit der Beobachtung, dass sich die durch  

B. henselae hervorgerufenen vaskuloproliferativen Tumore nach Eradikation 

des Erregers mittels Antibiotika vollständig rückbilden und es nicht zu einer 

malignen Transformation der Wirtszelle kommt 186.  
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Abb. 17: Hypothetisches Modell der Induktion von Angiomatose durch B. henselae. 

B. henselae adhäriert via BadA an Wirtszellen; ein Teil der Bakterien invadiert die Zellen.  

B. henselae inhibiert nach Infektion die Apoptose. Dies geschieht möglicherweise mittels  

NF-κB-vermittelter Aktivierung von cIAP-2 88. Die Infektion resultiert in einer Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors HIF-1. Auf welche Weise es zu der Aktivierung von HIF-1 kommt, ist 

bislang noch nicht abschließend geklärt; möglicherweise spielen die MAP-Kinasen p38 bzw. 

p42/p44 eine Rolle. Auch könnte der gesteigerte Energiebedarf der Wirtszelle im Zuge der 

Infektion und der resultierende ATP-Verbrauch sowie die eintretende Hypoxie die Zelle 

veranlassen, den Transkriptionsfaktor zu induzieren, um eine bessere Energieversorgung der 

Zelle zu gewährleisten. Letztendlich führt die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren HIF-1 und 

NF-κB zu einer Sekretion angiogenetisch wirkender Substanzen (VEGF, IL-8, ADM und  

IGFBP-3). Dieser ‚angiogenetische Cocktail’ seinerseits regt Endothelzellen zur Proliferation an. 

Die proliferierenden Endothelzellen werden anschließend von B. henselae infiziert und dienen 

den Bakterien als bevorzugtes Habitat. ADM: Adrenomedullin, ATP: Adenosin-5’-Triphosphat, 

BadA: Bartonella Adhäsin A, cIAP: cellular inhibitor of apoptosis protein,  

HIF: hypoxia-inducible factor, HRE: hypoxia response element, IL-8: Interleukin-8,  

IGFBP-3: insulin-like growth factor binding protein-3, MAP-Kinase: mitogen-activated protein-

Kinase, NF-κB: nuclear factor-κB, VEGF: vascular endothelial growth factor     
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4.8  Ausblick      

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dass die Infektion mit B. henselae in 

einer Induktion von HIF-1 resultiert. In einer erst kürzlich veröffentlichten Arbeit 

konnte in einem in vivo Experiment gezeigt werden, dass Endothelzellen nach 

Infektion mit B. bacilliformis die VEGF-Rezeptoren 1 (ftl-1) und 2 (KDR), die 

bekanntlich durch HIF-2 reguliert werden 163, vermehrt exprimieren 28. 

Zusammen mit bekannten Resultaten lassen diese Ergebnisse die Vermutung 

zu, dass der durch B. henselae hervorgerufene Prozess der pathologischen 

Angiomatose auf einem mehrstufigen Mechanismus beruht: zum einen induziert 

B. henselae in Epithelzellen oder Makrophagen über die Aktivierung von HIF-1 

eine gesteigerte VEGF-Sekretion, zum anderen werden in Endothelzellen, den 

Zielzellen von Bartonella spp., über die Aktivierung von HIF-2 vermehrt VEGF-

Rezeptoren exprimiert. Die erhöhte Rezeptorzahl lässt die Endothelzellen für 

den über VEGF vermittelten Wachstumsimpuls empfänglicher werden. Dies 

würde zu einer zusätzlichen Verstärkung des ‚angiogenetischen Cocktails’ im 

‚paracrine loop model’ führen 89, und könnte erklären, warum es nach Infektion 

mit B. henselae zu einer solch exzessiven Proliferation von Endothelzellen  

(BA, PH) kommt.    

Die Erkenntnis, dass Bakterien oder deren bakterielle Bestandteile fähig sind, 

Gefäßproliferationen auszulösen, liefert ein mögliches Forschungsfeld, um ein 

tieferes Verständnis der Angiogeneseprozesse zu erlangen. Bislang lieferte der 

alleinige Einsatz von VEGF zur Stimulation des Gefäßwachstums bei  

chronisch ischämischen Erkrankungen eher enttäuschende Ergebnisse 51,68.  

Stabile Gefäße scheinen auf eine wohldosierte Mischung an angiogenetisch 

wirksamen Substanzen angewiesen zu sein 22. So könnte die Analyse des 

durch B. henselae induzierten ‚angiogenetischen Cocktails’ Aufschluss über 

Faktoren liefern, die für funktionelles Gefäßwachstum nötig sind.  

Die therapeutische Aktivierung von HIF-1 über bakterielle Faktoren von  

B. henselae könnte somit einen kompletten ‚angiogenetischen Cocktail’ zur 

Therapie ischämischer Erkrankungen darstellen. In Pilotexperimenten lieferten 

Versuche mit ‚angiogenetischen Cocktails’ bereits vielversprechende 

Ergebnisse: die Gefäße waren stabil und nicht mit Ödemen assoziiert 48.  
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Sollte sich in weiteren Versuchen herausstellen, dass einzelne bakterielle 

Bestandteile, wie z.B. BadA für die Induktion angiogenetisch wirksamer 

Substanzen alleine verantwortlich sein könnten, so könnte der Einsatz dieser 

Substanzen neue therapeutische Behandlungskonzepte chronisch 

ischämischer Erkrankungen liefern.                      
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5 Zusammenfassung 

 

Infektionen mit Bartonella henselae resultieren in vaskuloproliferativen 

Erkrankungen wie der Bazillären Angiomatose oder der Peliosis hepatis.  

Beide sind durch pathologische Angiogenese mit exzessiver Proliferation von 

Endothelzellen charakterisiert. 

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, auf welchem Weg eine 

Infektion mit B. henselae in Wirtszellen die Sekretion angioproliferativ wirkender 

Zytokine auslöst. Es konnte gezeigt werden, dass die Infektion mit B. henselae 

in der Aktivierung des Transkriptionsfaktors HIF-1 resultiert. Des Weiteren 

wurde die Signaltransduktionskette, die zu der Aktivierung von HIF-1 führte, 

näher charakterisiert. Zusätzlich wurde die Rolle des Oberflächenmoleküls 

BadA in der Induktion einer vaskuloproliferativen Wirtszellantwort analysiert. 

Weiterhin sollte in dieser Arbeit gezeigt werden, ob die Aktivierung von HIF-1 

einzig bei einer Infektion mit B. henselae auftritt oder ob es auch in Folge von 

Infektionen verschiedener anderer Bakterien zu einer Aktivierung dieses 

Transkriptionsfaktors kommt.  

 

Die vorliegende Arbeit lieferte folgende Ergebnisse: 

 

1. Die Infektion von HeLa-Zellen mit B. henselae führte zu einem        

Konzentrationsanstieg der proangiogenetischen Zytokine VEGF, IL-8, 

ADM und IGFBP-3 im Zellkulturüberstand.  

2. Eine Infektion mit B. henselae resultierte in einer Aktivierung von  

HIF-1 (nachgewiesen mittels Western blot). 

3. Eine Infektion mit verschiedenen anderen Bakterien  

(Y. enterocolitica pYV+, Y. enterocolitica pYV-, E. coli HB 101,  

E. coli HB 101 inv+) resultierte ebenfalls in einer Aktivierung von  

HIF-1. 

4. VEGF wurde einzig von B. henselae über einen Zeitraum von 72 h 

konstant sekretiert, während die Sekretion von IL-8 auch von anderen 
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Bakterien (Y. enterocolitica pYV- und E. coli HB 101 inv+) induziert 

wurde.  

5. Die MAP-Kinasen p38 sowie p42/p44 scheinen an der Induktion 

proangiogenetisch wirksamer Zytokine beteiligt zu sein, da die 

Hemmung der p38 und p42/p44 vermittelten Signaltransduktionswege 

zu einer verminderten Zytokinsekretion von VEGF und IL-8 führte.  

6. Die Sekretion von NF-κB reguliertem IL-8 ließ sich im Gegensatz zu 

dem HIF-1 reguliertem VEGF durch einen NF-κB-Inhibitor hemmen. 

7. Die Expression von BadA ist entscheidend für die Auslösung einer 

proangiogenetischen Wirtszellantwort, da die Infektion mit  

B. henselae BadA- in HeLa-Zellen zu keiner Sekretion der 

proangiogenetisch wirksamen Zytokine VEGF, IL-8, ADM und  

IGFBP-3 führte.  

8. Das Fehlen des Oberflächenmoleküls BadA führte bei B. henselae zu 

einem Verlust der Bindungsfähigkeit an Kollagen.  

 

Durch die Ergebnisse dieser Arbeit konnte belegt werden, dass die Infektion mit 

B. henselae zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors HIF-1 führt, der 

bislang fast ausschließlich im Zusammenhang mit der Tumorangiogenese 

diskutiert wurde. Es stellte sich weiterhin heraus, dass verschiedene andere 

Bakterien, die zwar entzündliche, aber keine vaskuloproliferativen 

Krankheitsbilder hervorrufen, ebenfalls in der Lage sind, in der Wirtszelle HIF-1 

zu aktivieren.  

Durch weitere Analyse der Signalwege nach Infektion mit  

B. henselae konnte ein Beitrag zum Verständnis der durch das Bakterium 

induzierten pathologischen Angiogenese geleistet werden. Weiterhin lassen 

sich anhand dieser Ergebnisse tiefere Einblicke in den Prozess der 

Angiogenese gewinnen, die möglicherweise therapeutische Optionen für die 

Induktion bzw. Modulation der Angiogenese beinhalten. 
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7 Abkürzungen 

 

In der folgenden Aufführung nicht enthalten sind Abkürzungen für SI-Einheiten, 

deren Vorsilben sowie Elemente des Periodensystems und Aminosäuren. 

A. Agrobacterium 

AA Acrylamid 

Abb. Abbildung 

ad lat.: bis 

ADM Adrenomedullin 

aFGF acidic fibroblast growth factor 

APS Ammoniumperoxodisulfat 

ATF activating transcription factor 

ATP Adenosin-5’-Triphosphat 

B. Bartonella 

BA Bazilläre Angiomatose 

BA Bisacrylamid 

BadA Bartonella Adhäsin A 

bp Basenpaare 

bFGF basic fibroblast growth factor 

BSA bovine serum albumin 

bzw. beziehungsweise 

ca. circa 

cIAP cellular inhibitor of apoptosis protein 

CSD cat scratch disease 

CREB cAMP response element binding protein 

DAPI 4,6-diamidino-2-phenylindole-2HCl 

d.h. das heißt 

DMSO Dimethyl-Sulfoxid 

DNA desoxyribonucleic acid 

DTT Dithiothreitol 

E. Escherichia 

ECL enhanced chemo luminescence 
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EDTA Ethylendiamin-N,N,N’,N’-Tetraessigsäure 

EGF epidermal growth factor 

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 

EMSA electrophoretic mobility shift assay 

ERK extracellular-signal-regulated kinase 

et al. et alii (lat.: und andere) 

etc. et cetera (lat.: und so weiter) 

evtl. eventuell 

FCS fetal calf serum 

FIH factor inhibiting HIF 

Fn Fibronektin 

g Erdbeschleunigung 

Gln Glutamin 

h Stunde 

H. Helicobacter 

HHV Humanes Herpes Virus 

HIF hypoxia-inducible factor 

H2O Wasser 

H2O dest. einfach destilliertes Wasser 

H2O bidest. zweifach destilliertes Wasser 

HRE hypoxia response element 

HUVEC human umbilical vene endothelial cell 

Ig Immunglobulin 

IGFBP-3 insulin-like growth factor binding protein-3 

IL Interleukin 

inkl. inklusive 

inv. Invasin 

IPTG Isopropyl-β-D-Thiogalactopyranosid 

JNK c-Jun N-terminal kinase 

kb Kilobasen 

kDa Kilodalton 

l Liter 
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L. Legionella 

LB Luria Bertani 

M mol/l 

MALT mucosa associated lymphatic tissue 

MAPK mitogen-activated protein kinase 

MAPKK mitogen-activated protein kinase kinase 

MAPKKK mitogen-activated protein kinase kinase kinase  

MEK MAP/ERK Kinase 

min Minute 

MOI multiplicity of infection 

mRNA messenger RNA 

NF-κB nuclear factor-κB 

OD optische Dichte 

OMP outer membrane protein 

PBS phophate buffered saline 

PCR polymerase chain reaction 

PDGF platelet-derived growth factor 

PH Peliosis hepatis 

PMA Phorbol-12 Myristate-13-Acetat 

PMSF Phenylmethansulfon-Säurefluorid 

PNPP P-Nitrophenyl-Phosphat 

PVDF Polyvenylidenfluorid 

rh recombinant human 

RIA radio immuno assay 

RNA ribonucleic acid 

RNase Ribonuklease 

rpm rounds per minute 

RPMI Roswell Park Memorial Institute 

rRNA ribosomal ribonucleic acid  

RT Raumtemperatur 

s Sekunde 

s. siehe 
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SDS Sodium Dodecyl Sulfat 

sec Sekunden 

SI Stimulationsindex 

sog. sogenannt 

spp. Spezies 

Tab. Tabelle 

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer 

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethyl-Ethylendiamin 

TNF Tumornekrosefaktor 

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

u.a. unter anderem 

ÜN über Nacht 

UV Ultraviolett 

v.a. vor allem 

VEGF vascular endothelial growth factor 

vgl. vergleiche 

VHL von Hippel-Lindau 

v/v Volumen pro Volumen 

Y. Yersinia 

YadA Yersinia Adhäsin A 

WT Wildtyp 

z.B. zum Beispiel 
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8  Anhang 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1: Aktivierung von HIF-1 αααα in Biopsaten von Patienten mit Bazillärer Angiomatose 91.  

Immunohistochemischer Nachweis von HIF-1α in normaler Haut (a) und drei Biopsaten von  

BA-Patienten (b-d) unter Verwendung eines HIF-1α spezifischen Antikörpers (rot). HIF-1α liegt 

nukleär lokalisiert vor (siehe Pfeile). 

Normale Haut Bazilläre Angiomatose

Bazilläre AngiomatoseBazilläre Angiomatose

a b

c d
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a b

c d
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Bazilläre AngiomatoseBazilläre Angiomatose

a b

c d

Normale Haut

a b

c d
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Abb. 2: Phosphorylierung von p38 und p42/p44 in HeLa-Zellen nach Infekt ion mit  

B. henselae. Detektierung von konstitutiv exprimiertem p38 und p42/p44 sowie der 

phosphorylierten (= aktivierten) Form pp38 und pp42/p44 mittels Western blot.  

Als Positivkontrolle diente TNF-α (50 ng/ml) (Kempf, V. A. J., et al., nicht publiziert). 
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Induzierte Gene nach Infektion mit B. henselae Abkürzung            Induktion           Induktion              Transkriptions-   Biologische Funktion  

                Array a  Light Cycler b        faktor     

     RT-PCRc  

 

 
 
Vaskuloproliferation 

1. Interleukin-8    IL-8  6,41  5,80  NF-κB, AP-1 angioproliferativ, proinflammatorisch 
2. Stanniocalcin-2    STC2  5,18  ja  HIF-1  Signaltransduktion  
3. Adrenomedullin    ADM  3,88  ja  HIF-1  angioproliferativ    
4. Ephrin A1    EFNA1  3,74  n.d.  HIF-1  Modulation der Angioproliferation  
5. vascular endothelial growth factor  VEGF  3,54  5,10  HIF-1  angioproliferativ  
6. insulin-like growth factor binding protein-3 IGFBP-3  2,67  ja  HIF-1  angioproliferativ   
7. Endothelin 2    ET-2  2,13  n.d.  HIF-1  Modulation der Angioproliferation  

 
Glykolyse 

8. Hexokinase 2    HK2  4,37  ja  HIF-1  Schlüsselreaktion der Glykolyse  
9. Glukose Transport Protein 3   SLC2A3  2,87  n.d.  HIF-1  Glukosetransport in die Zelle   
10. Enolase 2    ENO2  2,82  n.d.  HIF-1  Glykolyse    

 
Signaltransduktion    

11. N-myc downstream regulated gene 1  NDRG1  4,85  ja  HIF-1  Signaltransduktion    
12. Muskuloaponeurotisches Fibrosarkoma  v-maf  4,45  n.d.  ?  Transkription des Pol2 Promotors  

Onkogen Homolog f 
13. nuclear factor IL-3 regulated   NFIL3  2,9  n.d.  HIF-1  Transkription des Pol2 Promotors  
14. Zyklin G2     CCNG2  2,77  ja  HIF-1d  Kontrolle des Zellzyklus  
15. hyperpolarization activated cyclic  HCN2  2,68  n.d.  ?  Signaltransduktion   

nucleotide gated potassium channel 2 
16. max-interagierendes Protein 1  MXI1  2,51  n.d.  ?  Kontrolle des Zellzyklus  
17. p21-aktivierte Kinase 2   PAK2  2,26  ja  HIF-1d

  Signaltransduktion     
 
unbekannt 

18. KIAA0742 Protein    KIAA0742 3,70  n.d.  ?  unbekannt    
19. Homo sapiens cDNA    FLJ22182fis 2,85  n.d.  ?  unbekannt    
20. Hypothetisches Protein    FLJ20500 2,59  n.d.  HIF-1  unbekannt   

  
______________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
a Die Analyse von zwei voneinander unabhängigen Datensets wurde auf dem Affymetrix Microarray suite 5.0 and Affymetrix data mining tool 3.0 durchgeführt   
b x-fache Induktion verglichen mit der Negativkontrolle (β1-Mikroglobulin normalisiert) 
c detektiert mittels konventioneller RT-PCRs  
d indirekter Hinweis (Induktion durch Hypoxie) 
Entnommen aus: Kempf et al., Activation of hypoxia inducible factor-1 in bacillary angiomatosis: evidence for a role of HIF-1 in bacterial infections (zur Veröffentlichung eingereicht)
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