
 

 

 

Untersuchungen zur biologischen  

Funktion des trimeren Autotransporter  

Adhäsins Ata in Acinetobacter baumannii 

 

 

vom Fachbereich Biologie  

der Technischen Universität Darmstadt 
 

 

 

 

zur Erlangung des Grades 

Doctor rerum naturalium 

(Dr. rer. nat.) 

 

 

 

 

 

Dissertation 

von Marko Weidensdorfer 

 

 

 

 

 

Erstgutachterin: Prof. Dr. Felicitas Pfeifer 

Zweitgutachter: Prof. Dr. Volkhard Kempf 

 

 

Darmstadt 2022 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Weidensdorfer, Marko: Untersuchungen zur biologischen Funktion des trimeren  

Autotransporter Adhäsins Ata in Acinetobacter baumannii 

Darmstadt, Technische Universität Darmstadt,  

Jahr der Veröffentlichung auf TUprints: 2022 

Tag der mündlichen Prüfung: 07.12.2022 

 

Veröffentlicht unter CC BY-SA 4.0 International 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Liebe und Treue eines Hundes kann man nicht beschreiben, man 

muss sie erleben! 

 

In stiller Trauer um Merle. 

 

 



Zusammenfassung 

Acinetobacter baumannii ist ein Gram-negatives humanpathogenes Bakterium, 

welches für eine Vielzahl von nosokomialen Infektionen verantwortlich ist. Das in 

A. baumannii beschriebene Membranprotein Ata gehört zur Familie der trimeren 

Autotransporter Adhäsine (TAA), die in Gram-negativen Bakterien weit verbreitet 

sind und wichtige Virulenzfaktoren darstellen. Unter Verwendung eines marker-

los generierten isogenen ata-Deletionsstammes sowie komplementierter  

Kontrollstämme wurde die Funktion von Ata bei der Infektion mit A. baumannii 

untersucht. Es wurde nachgewiesen, dass die initiale Interaktion von  

A. baumannii an Bestandteile der extrazellulären Matrix durch Ata vermittelt wird. 

Weiterhin ist die Adhäsion des Bakteriums an humane Endothel- und Epithel-

zellen, sowohl in vitro als auch ex vivo unter dynamischen Flussbedingungen, 

abhängig von Ata. Das Protein befähigt die Bakterien außerdem zu einer gestei-

gerten Invasionsrate in humane Zellen, die vermutlich über die Interaktion des 

TAAs mit β-Integrinen des Wirts gesteuert wird. Während der Infektion von  

humanen Endothelzellen mit A. baumannii bewirkt Ata eine zeitabhängige Induk-

tion proinflammatorischer Zytokine wie IL-6 und IL-8. Dies führt unter anderem 

zu einer Ata-abhängigen Rekrutierung bzw. Aktivierung von humanen Immun-

zellen bzw. Hämozyten in den Larven der Großen Wachsmotte (G. mellonella). 

Ata stimuliert die Caspase 3- und Caspase 7-Aktivität, was zur Apoptose der 

Wirtszelle führt. Im in vivo-Infektionsmodell zeigt der Wildtyp-Stamm im Vergleich 

zum ata-Deletionsstamm eine erhöhte Pathogenität. 

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten belegen, dass das trimere  

Autotransporter Adhäsin Ata in A. baumannii ein wichtiger multifunktioneller  

Virulenzfaktor ist und somit maßgeblich zur erfolgreichen Etablierung einer Infek-

tion von A. baumannii im menschlichen Körper beiträgt. 
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1. Einleitung 

Infektionen durch pathogene Bakterien und deren effektive Behandlung rücken 

immer mehr in den Fokus der klinischen Grundlagenforschung. Durch die Ent-

deckung des Penicillins im Jahre 1929 durch Alexander Fleming [1] gelang der 

bis dahin größte Durchbruch in der Bekämpfung von bakteriellen Infektionen, 

dass den Beginn des Zeitalters der Antibiotika markiert. In den Folgejahren  

wurden zahlreiche neue Substanzen entdeckt oder entwickelt, die erfolgreich zur  

antimikrobiellen Therapie eingesetzt wurden. Jedoch führte der inadäquate Ge-

brauch dieser Substanzen zur Resistenzentwicklung bei vielen Bakterien. Im 

Jahr 2013 veröffentlichte das nationale Zentrum für Infektionskrankheiten der 

Vereinigten Staaten (United States Centers for Disease Control, CDC) zum  

ersten Mal eine umfangreiche Studie, welche das Auftreten von multiresistenten 

Bakterien und deren verheerende Folgen verdeutlicht [2]. 

Von größter Bedeutung sind heutzutage sogenannte nosokomiale Infektionen  

(engl. healthcare associated infections), die bei Patienten auftreten, die sich  

stationär oder ambulant in medizinischer Behandlung befinden und vor Beginn 

der Behandlung keine bakterielle Infektion aufwiesen. Hierbei können sich Infek-

tionen im Zusammenhang mit anderen Krankheiten oder sogar erst nach der Ent-

lassung der Patienten aus dem Krankenhaus entwickeln [3]. Vor allem invasive 

Behandlungsansätze wie beispielsweise Katheter oder Beatmungsmaschinen 

werden als häufigste Ursache für das Entstehen einer solchen Infektion  

beobachtet [4]. Nosokomiale Infektionen werden entsprechend ihrer Lokalisation 

im menschlichen Körper wie folgt unterteilt: (i) zentrale Blutstrominfektionen [5], 

(ii) Katheter-assoziierte Harnwegsinfektionen [6], (iii) Wundinfektionen [7] und (iv) 

Beatmungs-assoziierte Lungeninfektionen [8].  

Die am häufigsten nachgewiesenen Erreger dieser nosokomialen Infektionen 

sind pathogene Bakterien. Einige dieser Bakterien sind Bestandteil der natürli-

chen Flora und verursachen nosokomiale Infektionen primär bei immun- 

geschwächten Patienten. Beispiele hierfür sind Clostridium difficile, Klebsiella 

spp. und Escherichia coli [9]. A. baumannii verursacht 2 % bis 10 % aller noso-
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komialen Infektionen [10] und zählt damit zu einem der bedeutsamsten Pathoge-

nen weltweit. Nicht zuletzt rückte diese Spezies in den Fokus der medizinischen 

Grundlagenforschung, als die Weltgesundheitsorganisation (World health orga-

nisation, WHO) A. baumannii im Februar 2017 auf die Liste der Bakterien setzte, 

für welche die Entwicklung neuer Antiinfektiva höchste Relevanz hat [11]. 

1.1 Das Genus Acinetobacter 

Erste Beschreibungen des Genus Acinetobacter gehen auf das Jahr 1911 zu-

rück. Der niederländische Mikrobiologe Willem Beijerinck isolierte ein pathoge-

nes Bakterium aus Erdproben, kultivierte es auf Calcium-Azetat-haltigem Nähr-

boden und benannte es Micrococcus calcoaceticus [12]. In den folgenden Jahren 

war eine eindeutige Klassifizierung des Bakteriums schwierig und verschiedenste 

Bezeichnungen wie beispielsweise Achromobacter anitratus, Achromobacter 

mucosus oder Alcaligenes haemolysans kursierten innerhalb der wissenschaftli-

chen Gemeinschaft [13]. Erst 43 Jahre nach der ersten Beschreibung dieses  

Bakteriums wurde es durch Brisou und Prevot im Jahr 1954 erstmals eindeutig 

klassifiziert [14]. Die Wissenschaftler benannten die Spezies von nun an  

Acinetobacter, welches sich von akinetos (griechisch für unbeweglich) ableitet. 

Basierend auf der Motilität von Acinetobacter wurden die Spezies den  

Achromobactereae zugeschrieben. Die Bakterien sind nicht-pigmentiert,  

zeichnen sich durch einen saprophytischen Stoffwechsel aus und umfassen  

sowohl Oxidase-positive als auch -negative Spezies [14]. Drei Jahre später iden-

tifizierte Brisou mit A. anitratum einen weiteren Vertreter der neu definierten  

Gattung Acinetobacter [15]. Mit der Erscheinung des Bergey’s Manual of Syste-

matic Bacteriology im Jahr 1974 wurde die Gattung Acinetobacter der Familie 

Neisseriaceae zugeordnet [12]. 

Durch die Entwicklung neuer Methoden zur Speziesidentifizierung in den vergan-

genen Jahren wurde die Taxonomie der Gattung Acinetobacter grundlegend ge-

ändert. Heutige Klassifizierungen ordnen die Spezies Acinetobacter der Gruppe 

von γ-Proteobakterien, der Ordnung der Pseudomonadales und der Familie der 

Moraxellaceae zu. Im Kontext der klinischen Relevanz ist hierbei vor allem die 

Spezies A. baumannii zu nennen [13]. Neben diesen besonders klinisch  
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relevanten Spezies wurden in den vergangenen Jahren eine Vielzahl weiterer  

Acinetobacter spp. beschrieben. Eine Auswahl der bekannten Spezies mit deren 

natürlichen Habitat ist in folgender Tabelle aufgelistet (Tabelle 1). 

Tabelle 1. Übersicht von Acinetobacter Spezies mit eindeutiger Validierung und assoziiertem Habitat. 

Bezeichnung Ursprung bzw. isoliert aus Referenz 

A. calcoaceticus Bodenmaterial und Mensch [16] 

A. baumannii Mensch, Bodenmaterial, Fleisch, Gemüse [16, 17] 

A. haemolyticus Mensch [16] 

A. junii Mensch [16] 

A. johnsonii Mensch, Tier [16] 

A. lwoffii Mensch, Tier [16] 

A. radioresistens Mensch, Bodenmaterial, Baumwolle [16, 18] 

A. ursingii Mensch [19] 

A. schindleri Mensch [19] 

A. parvus Mensch, Tier [20] 

A. baylyi Bodenmaterial, Klärschlamm [21, 22] 

A. bouvetii Klärschlamm [21] 

A. towneri Klärschlamm [21] 

A. tandoii Klärschlamm [21] 

A. grimontii Klärschlamm [21] 

A. tjernbergiae Klärschlamm [21] 

A. gerneri Klärschlamm [21] 

 

Besonders durch die stetige Weiterentwicklung molekularbiologischer Nachweis-

verfahren und Genomsequenzierungsmethoden werden immer wieder neue  

Acinetobacter-Spezies identifiziert: In Krankenhausabwässern entdeckte man 

beispielsweise die Spezies A. chinensis [23] und A. defluvii [24] und im Jahr 2017 

wurde ein A. indicus-ähnliches Isolat in Rindern beschrieben [25]. 

1.1.1 Morphologie und Physiologie von Acinetobacter spp. 

Vertreter der Gattung Acinetobacter haben typischerweise eine kurze, pleo- 

morphe Form mit einer Größe von 1,0 µm bis 2,5 µm während der exponentiellen 

und eine mehr kokkoide Form in der stationären Wachstumsphase. Hier können 

sich die Bakterien zu Paaren oder Ketten verschiedener Längen zusammenfügen 

[13]. Auf Blutagar werden Acinetobacter-Kolonien als weiße bis cremefarbene, 
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glatte oder schleimige (sofern eine Kapsel vorhanden ist) Kolonie mit einem 

Durchmesser von 1 mm bis 2 mm beschrieben. Werden die Bakterien auf  

Herellea-Agar kultiviert, so weisen die Kolonien eine lila Farbe auf [12]. Vertreter 

der Gattung Acinetobacter werden als strikt aerobe, motile, Katalase- 

positive, Indol-negative, Oxidase-negative, Gram-negative und Zitrat-positive 

Bakterien beschrieben [26, 27]. Der G-C-Gehalt des Genoms beträgt 39 % bis 

47 % [28]. Viele Acinetobacter-Spezies sind unfähig zur Reduktion von Nitrat zu 

Nitrit und wachsen unter Temperaturbedingungen von 33 °C bis 37 °C [12]. 

1.1.2 Natürlicher Lebensraum von Acinetobacter spp. 

Eine eindeutige Beschreibung der natürlichen Habitate von Acinetobacter spp. 

ist schwierig, da diese heterogene Gruppe von Bakterien nahezu überall in der 

Umwelt zu finden ist. Nur wenige Spezies können bestimmten ökologischen  

Nischen wie beispielsweise Boden, Wasser, Abwasser, Menschen, Nahrungs-

mitteln oder Tieren zugeschrieben werden [12, 13]. 

Als Bestandteil der bakteriellen Hautflora des Menschen findet man  

Acinetobacter spp. sowohl auf Schleimhäuten oder in der Speiseröhre als auch 

in Sekreten des respiratorischen Traktes [29]. In einer breit angelegten Studie 

von Seifert et al. wurden diverse Acinetobacter spp. von verschiedenen Berei-

chen des menschlichen Körpers isoliert [30]. Positive Befunde gab es sowohl im 

Bereich der Vorhaut, der Nase, der Ohren, des Halses, der Luftröhre, der Binde-

haut, der Hände, der Vagina, des Damms, der Axilla, der Leistengegend als auch 

der Zehenzwischenräume. 

Aber auch von Tieren, vor allem von Vögeln und Fischen, konnten Bakterien der 

Gattung Acinetobacter isoliert werden [28]. Außerdem wurden sie in ver- 

schiedenen Lebensmitteln wie rohem Gemüse, Früchten und Milchprodukten ge-

funden [31, 32]. 

Diese Bakterien können zudem über einen sehr langen Zeitraum von bis zu  

4 Monaten unter trockenen Umweltbedingungen überleben [33]. Besonders das 

humanpathogene Bakterium A. baumannii wird häufig von wiederverwendbaren 

medizinischen Geräten isoliert [34–36]. 
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1.3 Klinische Bedeutung von A. baumannii 

A. baumannii ist ein opportunistisches Humanpathogen, das vor allem Patienten 

mit schwerer klinischer Symptomatik infiziert. In den vergangenen Jahren ist es 

besonders durch das Auftreten neuer Antibiotikaresistenzen zu einer ernstzuneh-

menden Gefahr in Kliniken geworden. Hierbei können sogar sogenannte pan-

resistente Bakterienstämme auftreten, die dadurch gekennzeichnet sind, dass 

sie gegen jedes verfügbare Antibiotikum eine Resistenz aufweisen. In den Ver-

einigten Staaten und in Europa verursacht A. baumannii ca. 2 % der noso- 

komialen Infektionen, in Asien oder dem mittleren Osten ist der Anteil doppelt so 

hoch [37, 38]. Obwohl dies im Vergleich zu anderen Gram-negativen Bakterien 

gering erscheint, so weisen 45 % bis 70 % der isolierten A. baumannii einen  

multiresistenten Charakter auf [39]. Das entspricht einem vierfach höheren Auf-

treten von Multiresistenzen in A. baumannii gegenüber anderen Gram-negativen 

Spezies wie beispielsweise K. pneumoniae oder P. aeruginosa. 

Entsprechend der Lokalisation der Bakterien auf oder im menschlichen Körper 

können diverse Krankheitsbilder entstehen. Hierbei treten am häufigsten durch 

invasive Beatmung hervorgerufene Lungenentzündungen oder Septikämien auf 

[40]. Weniger häufig sind Infektionen der Haut, der Harnwege oder von post- 

operativen Wunden zu beobachten [40, 41]. 

Obwohl in den vergangenen Jahrzehnten ausgiebig an der Entstehung der Anti-

biotikaresistenzen und deren Verbreitung bei A. baumannii geforscht wurde, so 

ist der Wissensstand zu Virulenzfaktoren, die den teilweise hochvirulenten  

Charakter einiger A. baumannii-Isolate beschreiben würden, begrenzt. Das  

bisherige Verständnis der Virulenz von A. baumannii lässt eine Persitenz- 

Resistenz-Strategie der Bakterien vermuten. 

1.2 Virulenzfaktoren und -mechanismen von A. baumannii 

Es wird angenommen, dass zwei besondere Eigenschaften von A. baumannii 

dazu beitragen, dass sich dieser Keim im klinischen Umfeld so stark ausgebreitet 

hat: Das ist auf der einen Seite die Fähigkeit, dass A. baumannii Antibiotikaresis-

tenzen entwickelt und auf der anderen Seite eine hohe Persistenz aufweist [42]. 
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An dieser Stelle soll eine Auswahl bekannter Virulenzfaktoren und -mechanismen 

von A. baumannii beschrieben werden (Abbildung 1). Zu den bedeutsamen  

Faktoren zählen vor allem membranständige Proteine und Lipopolysacharide wie 

das Typ-II-Sekretionssystem, das Lipooligosaccharid oder das in dieser Arbeit 

untersuchte Ata (trimere Autotransporter Adhäsin). Neben den Membran- 

assoziierten Faktoren gibt es auch extrazelluläre Bestandteile des Virulenz- 

systems von A. baumannii. Hier sind besonders die Lipase LipA und das in ext-

razellulären Vesikeln eingelagerte Protein OmpA zu nennen. 

 

Abbildung 1. Übersicht bekannter Membran-gebundener Virulenzfaktoren und identifizierter Sekretionssysteme 

in A. baumannii. Abkürzungen: TypII-SS = Typ-II-Sekretionsystem, LipA = Lipoyl Synthase, LipH = Lipase spezifisches 

Chaperon, CpaA = Metallopeptidase, TypVI-SS = TypVI-Sekretionssystem, Csu Pilus = Chaperon-Usher-Pilus,  

Ata = trimeres Auotransporter Adhäsin, PNAG = Poly-N-Acetyl-β-(1-6)-Glucosamin, OmpA = Membranprotein A,  

OMV = Mebranvesikel und LOS = Lipooligosaccharide. Die Abbildung wurde modifiziert nach Weber et al., 2016 [43]. 

1.2.1 Resistenz gegenüber Desinfektion, Trockenheit und 

oxidativem Stress 

Besonders in Kliniken ist A. baumannii längeren Perioden von Trockenheit auf 

medizinischen Geräten und wiederholten Desinfektionsvorgängen ausgesetzt. 

Vergleichbar zur Ausbildung von Antibiotikaresistenzen hat das Bakterium jedoch 

Strategien entwickelt, damit es unter diesen lebensfeindlichen Bedingungen 

überleben und sich sogar weiter ausbreiten kann [44]. 
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1.2.1.1 Trockenresistenz 

Die Möglichkeit, unter trockenen Bedingungen zu überleben, variiert zwischen 

einzelnen A. baumannii-Stämmen stark. Einige können diesen widrigen Umstän-

den über einen Zeitraum von bis zu 100 Tagen widerstehen [45, 46]. Ein genauer 

Mechanismus, der zur Trockenresistenz führt, ist jedoch noch nicht bekannt. Von 

A. baylyi weiß man, dass dieser in der Lage ist, eine Hülle aus sich wieder-ho-

lenden Kohlenhydraten zu bilden, welche den Organismus vor Austrocknung 

schützt und verhindert, dass vorhandenes Wasser an die Umwelt abgegeben 

wird [47]. Bei A. baumannii wurden ähnliche Biosynthesewege beschrieben, was 

eine zu A. baylyi vergleichbare Strategie nahelegt [48]. Aktuelle Forschungser-

gebnisse belegen zudem, dass A. baumannii organische Verbindungen, die den 

osmotischen Zustand der Zelle beeinflussen, in Form von Trehalose oder Man-

nitol synthetisiert. Diese sogenannten kompatiblen Solute verschieben das  

osmotische Gleichgewicht und wirken somit einer Austrocknung entgegen [49, 

50]. 

1.2.1.2 Desinfektionsresistenz 

Das Desinfektionsmittel Chlorhexidin wird häufig in Krankenhäusern oder ande-

ren medizinischen Einrichtungen verwendet. In A. baumannii konnte die Efflux-

Pumpe AceI identifiziert werden, das Chlorhexidin effizient aus der Zelle beför-

dert und somit der desinfizierenden Wirkung entgegenwirkt [51]. Für das Desin-

fektionsmittel Ethanol konnte gezeigt werden, dass es in geringen Konzen- 

trationen das Wachstum und die Virulenz von A. baumannii sogar fördert [52–

54]. 

1.2.1.3 Resistenz gegenüber oxidativem Stress 

A. baumannii reagiert auf oxidativen Stress mit der vermehrten Synthese von 

Proteinen, welche reaktive Sauerstoffspezies unschädlich machen [55]. Es  

wurden zudem Mutationen des Katalase codierenden Gens katG beschrieben, 

die zu einer vermehrten Genexpression des Proteins führt [56]. Dies bewirkt sehr 

hohe Toleranzen gegenüber Wasserstoffperoxid im Bereich von 100 mM bis 

320 mM [57]. 
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1.2.2 Biofilmbildung 

Als mikrobielle Biofilme bezeichnet man Gemeinschaften von Bakterien die  

innerhalb einer extrazellulären Matrix eingebettet und somit gegenüber äußeren 

Einflüssen besonders widerstandsfähig sind [58, 59]. Für A. baumannii scheint 

die Bildung von Biofilmen eine besondere Rolle bei der Interaktion mit seinem 

Wirtsorganismus zu haben. So bilden sie beispielsweise bei einer Infektion der 

Haut oder von Wunden aber auch auf medizinischen Geräten wie Trachealtuben 

oder Polycarbonaten robuste Biofilme [59, 60]. 

Bisherige Forschungsergebnisse belegen eine Vielzahl von Faktoren, die an der 

Bildung von Biofilmen sowohl aktiv als auch passiv beteiligt sind. Eine große  

Anzahl der untersuchten A. baumannii-Stämme weist beispielsweise ein Typ I  

Chaperone-Usher Pilus System (membranständige, lineare Fimbrien) namens 

Csu auf (Abbildung 1). Dieses ist von ausschlaggebender Bedeutung für die 

Bildung von Biofilmen auf abiotischen und biotischen Oberflächen [61–63].  

Außerdem wurde gezeigt, dass A. baumannii lange Biofilm-assoziierte Proteine 

(Bap) bildet [64]. Diese werden über das Typ I Sekretionssystem an die Oberflä-

che der Bakterien transportiert und führen zur aktiven Biofilmbildung der Bakte-

rien [65]. Ein weiterer wichtiger Mechanismus, der maßgeblich an der Bildung 

von Biofilmen beteiligt ist, stellt die Produktion von Poly-β-1,6-N-Acetylglucosamin 

(PNAG, Abbildung 1) dar [66]. 

1.2.3 Motilität 

Bei vielen Bakterien ist die Fähigkeit der Motilität eng mit ihrer Pathogenität ver-

bunden. Paradoxerweise entspricht die Bezeichnung Acinetobacter einem unbe-

weglichen Stäbchen: A. baumannii- und A. nosocomialis-Stämme sind jedoch zu 

zwei Formen der bakteriellen Lokomotion befähigt, (i) der Oberflächen-assoziier-

ten Motilität und (ii) der twitching Motilität (Flagellen-unabhängige Form der 

Translokation über feuchte Oberflächen) [67]. Die Form der twitching-Motilität ist 

in A. baumannii durch das Vorhandensein eines voll funktionsfähigen Typ IV  

Pilus (Abbildung 1) gewährleistet [68, 69]. Es wurde beobachtet, dass diese  

Motilität mit der Virulenz einzelner A. baumannii-Stämme korreliert [70]. Die 

Oberflächen-assoziierte Motilität von A. baumannii ist vergleichbar mit dem 
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Schwärmen von P. aeruginosa [71], jedoch fehlen A. baumannii hierfür die ent-

sprechenden Flagellen. Zudem ist diese Art der Motilität stark von der Synthese 

von 1,3-Diaminopropan (DAP), dem bakteriellen quorum sensing und der  

Produktion von Lipooligosacchariden (LOS, Abbildung 1) abhängig [27, 72, 73]. 

Dabei können sowohl DAP als auch LOS als Lockstoffe dienen, die eine Ober-

flächen-assoziierte Motilität in Form von quorum sensing hervorrufen. 

1.2.4 Wirtszellinteraktion und -modulation 

A. baumannii kann mit verschiedenen humanen Wirtszellen interagieren – zum 

Beispiel mit Epithel- und Endothelzellen [74, 75]. Diese Interaktion wird vor allem 

durch sogenannte Adhäsine hervorgerufen. Beispiele sind das trimere Autotrans-

porter Adhäsin Ata, der Typ IV Pilus, das Biofilm-assoziierte Protein Bap, das 

Membranprotein OmpA oder das Fibronektin-bindende Protein FBP [75–78]. Auf 

der Wirtszelloberfläche können diese Pathogen-assoziierten Muster (pathogen-

associated molecular patterns, PAMPs) von Muster-Erkennungs-Rezeptoren 

(pattern recognition receptors, PRRs) erkannt werden (Abbildung 2). Eines die-

ser PRRs stellt der Toll-like Rezeptor (TLR) dar. Dieser erkennt spezifisch  

Lipid A-Strukturen von LOS und initiiert einen komplexen Mechanismus. Es 

kommt zur Aktivierung proinflammatorischer Zytokine und des adaptiven Immun-

systems, was sich gegen die A. baumannii-Infektionen richtet. Obwohl 

A. baumannii vornehmlich als extrazellulär lebender Mikroorganismus beschrie-

ben wird, so ist es ihm möglich über einen Zipper-ähnlichen Invasionsmechanis-

mus in die Wirtszelle einzutreten [79]. Innerhalb der Wirtszelle kann es dann ge-

schützt vor endogenen PRRs in einer Membran-gebundenen Vakuole persistie-

ren. Es konnte aber auch gezeigt werden, dass der endogene PRR  

TLR-9 die bakterielle DNA erkennen kann und somit aktiv zur Bekämpfung von 

A. baumannii beiträgt [80]. Ähnliche Effekte werden den intrazellulären NOD-1 

und NOD-2 (Nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 1/2) 

zugeschrieben. Die Aktivierung dieser PRRs führt zur Eindämmung der intrazel-

lulären Proliferation von A. baumannii [81]. Dies lässt darauf schließen, dass das 

Bakterium seiner intrazellulär Membran-gebundenen Vakuole aktiv entkommen 

kann. Genaue Mechanismen sind jedoch nicht bekannt.  
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Letzten Endes führt die Erkennung der Pathogen-assoziierten Muster zu einer 

proinflammatorischen Zytokinfreisetzung in Form des Tumornekrosefaktors 

(TNFα) und der Interleukine (IL)-6 und IL-8 (Abbildung 2) [81, 82]. 

 

Abbildung 2. Übersicht bekannter Mechanismen der Immunantwort humaner Zellen auf eine Infektion mit 

A. baumannii.  Die Wirtszellmodulation kann beispielsweise durch die Interaktion mit dem Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) 

oder durch eine Zipper-ähnliche Invasion nach vorangegangener Adhäsion der Bakterien hervorgerufen werden. In der 

Zelle führt der Stimulus unter anderem zur Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen wie IL- 6 oder IL-8. In Immun-

zellen kann sich A. baumannii durch spezifische Mechanismen vor reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) schützen. Die 

Abbildung wurde modifiziert nach Harding et al., 2017 [83]. 

Nach der Detektion der Bakterien durch ihre Wirtszelle können diese anti- 

mikrobielle Defensine zur Inhibition des bakteriellen Wachstums freisetzen [82, 

84]. Außerdem werden durch die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen 

Immunzellen zum Ort der Infektion gelockt. Hierbei spielen neutrophile  

Granulozyten eine besonders wichtige Rolle [85]. Mechanistisch betrachtet, er-

folgt die Elimination von A. baumannii durch neutrophile Granulozyten mithilfe 

reaktiver Sauerstoffspezies [86]. Das kürzlich beschriebene Protein CipA stellt 

einen weiteren Virulenzfaktor dar. Es bindet Plasminogen, degradiert Fibrinogen 

und den Komplementfaktor C3b und ermöglicht es somit dem Bakterium das 

Komplementsystem des Wirtes zu umgehen [87]. 
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1.2.5 Proteinsekretion 

A. baumannii kann sekretierte Proteine dafür nutzen, um das Überleben im Wirt 

positiv zu beeinflussen. Hierfür sind Sekretionssysteme unabdinglich. In den ver-

gangenen Jahren konnte eine Vielzahl dieser Systeme in A. baumannii beschrie-

ben werden. Dazu zählen das Typ I, II, IV, V und VI Sekretionssystem [65, 88–

93]. Typ VI-Sekretionssysteme sind in A. baumannii vor allem in der Kompetition 

mit anderen Bakterien beteiligt [89, 93]. Auch über das Typ II-Sekretionssystem 

kann A. baumannii Effektormoleküle sezernieren [90, 91]. Beispiele für diese  

Moleküle sind die Lipase LipA und die Metalloprotease CpaA [90]. Der Virulenz-

faktor CpaA ermöglicht es A. baumannii Lungengewebe effizient zu kolonisieren 

und sich in andere Organe auszubreiten [94, 95].  

1.3 Infektionsmodelle zur Untersuchung der Pathogenität 

von A. baumannii 

Bei der Infektion des Menschen mit A. baumannii spielen die Fähigkeiten der  

(i) Bildung von Antibiotikaresistenzen, (ii) Trockenresistenz und Biofilmbildung 

und (iii) Adhäsion und Invasion eine übergeordnete Rolle. Um die Signifikanz  

dieser drei Faktoren in Bezug auf die Pathogenität von A. baumannii bewerten 

zu können, bedarf es Infektionsmodellen, die zum menschlichen Körper ver-

gleichbar sind und somit die natürlichen Gegebenheiten einer Infektion mit 

A. baumannii widerspiegeln. Im Folgenden soll eine Übersicht von etablierten In-

fektions-modellen dargestellt und erläutert werden, wie diese dazu beigetragen 

haben, verschiedene Virulenzfaktoren von A. baumannii zu bewerten. 

1.3.1 Limitationen und Grenzen von Tiermodellen 

Zur Untersuchung bakteriell hervorgerufener Infektionserkrankungen sind Versu-

che in Säugetieren besonders wichtig, denn diese ermöglichen es, sowohl die 

pathogenen Bakterien als auch die Wirtsantwort zeitgleich zu charakterisieren. 

Eines der ersten Tiermodelle, welches für A. baumannii etabliert wurde, war ein 

Mausmodell, das die Untersuchung der durch den Erreger hervorgerufenen 

akuten Pneumonie ermöglichte [96].  
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Bei der Etablierung neuer Infektionsmodelle steht die detailgetreue Nachahmung 

der durch A. baumannii im menschlichen Körper hervorgerufenen Erkrankung im 

Tiermodell im Vordergrund. Deshalb ist die Wahl eines geeigneten Tierstammes 

besonders wichtig. Im Fall von Mausmodellen wurden verschiedene Inzucht-

stämme wie C57BL/6, Balb/c oder A/J verwendet [97]. Diese geben unter Labor-

bedingungen zwar ein homogenes Bild der Infektion wieder, sind aber im seltens-

ten Fall untereinander oder mit dem Infektionsgeschehen im menschlichen  

Körper vergleichbar. Deswegen wurden neben den bereits genannten Maus- 

Inzuchtstämmen auch gezielte Züchtungen vorgenommen, die es möglich  

machen, diese Limitationen zu umgehen. In der Literatur werden besonders häu-

fig die Maus-Stämme CD-1 und Swiss Webster beschrieben [96, 98–101]. 

Ein weiterer wichtiger und oftmals unterschätzter Faktor ist die Wahl des zu  

untersuchenden A. baumannii-Stammes. Versuche werden oftmals unter Ver-

wendung der beiden Referenzstämme ATCC 19606 und ATCC 17978 durch- 

geführt. Das Gesamtgenom beider Stämme ist vollständig sequenziert, jedoch 

fehlen genaue Kenntnisse zum klinischen Hintergrund oder ihrer Epidemiologie. 

Deswegen ist es sinnvoll, in Tiermodellen Isolate zu verwenden, die eine hohe 

klinische Bedeutung haben. Betrachtet man aktuelle Studien, so wurden in den 

meisten Fällen tatsächlich nicht charakterisierte A. baumannii-Isolate verwendet, 

zu welchen es nur wenige oder gar keine epidemiologischen oder mikrobiologi-

schen Daten gibt. Das führt dazu, dass eine Abstraktion der aus den Studien 

gewonnenen Ergebnisse nur sehr schwierig möglich ist. Denn die verschiedenen 

Isolate führen beispielsweise zu verschiedenen Mortalitäten, bakteriellen Keim-

lasten oder inflammatorischen Antworten [102, 103].  

1.3.2 Pneumonie-Modelle 

Durch A. baumannii hervorgerufenen Pneumonien wurden in den vergangenen 

Jahren hauptsächlich in Mäusen untersucht. In diesen Studien konnten zahl- 

reiche Aspekte der durch die Bakterien verursachten Infektion erforscht werden, 

u.a. die Mortalität der Mäuse, die Keimlast der Bakterien in verschiedenen Ge-

weben des Wirtes, die Menge freigesetzter Zytokine und die inflammatorische 

Zellinfiltration in der Lunge. Die Studien zeigen, dass die Infektion mit  

A. baumannii in der Maus zu einem charakteristischen Anstieg spezifischer  
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inflammatorischer Zytokine in der Lunge und zu typischen histologischen Verän-

derungen führt [96, 102, 104, 105]. 

Für viele A. baumannii-Stämme ist im Mausmodell die Applikation sehr hoher 

Keimzahlen notwendig, was die Vergleichbarkeit mit dem Infektionsgeschehen 

im menschlichen Körper limitiert. Aus diesem Grund wurden in der Vergangen-

heit Mausmodelle etabliert, welche neutropenische Mäuse als Versuchsobjekte 

verwendeten, um die Empfindlichkeit des Wirtes gegenüber den Bakterien zu er-

höhen [96, 98–102, 106–108]. Dadurch konnte die in vivo Virulenz verschiedener 

A. baumannii-Stämme erforscht werden [102]. Eine weitere Möglichkeit zur  

Senkung der initialen Keimlast bei einer Infektion von Mäusen ist die Verwendung 

von porzinem Muzin [109]. 

Unter Verwendung transgener Mäuse, die spezifische genetische Veränderun-

gen erfahren haben und sehr gut charakterisiert sind, lässt sich das Infektionsge-

schehen auf molekularer Ebene untersuchen. Beispielsweise werden Mäuse, die 

für CD-14 oder TLR-2 oder -4 defizient sind, hierfür genutzt [104]. Es wurde ge-

zeigt, dass CD-14 und TLR-4 bedeutende molekulare Faktoren auf Seiten des 

Wirtes bei der Erkennung des bakteriellen LPS sind und somit maßgeblich an der 

A. baumannii-Abwehrreaktion beteiligt sind. Für TLR-2 hingegen wurde beschrie-

ben, dass dieser für die Senkung der Immunaktivität verantwortlich ist [104]. Eine 

weitere Studie legte die Bedeutung der NADPH-Phagozyt-Oxidase offen. So 

führte die Deletion des codierenden Genes für dieses Enzym zu einer deutlich 

höheren Bakterienlast nach der Infektion und somit zu einer erhöhten Mortalität 

der Mäuse [86]. 

1.3.3 Haut- und Weichteilgewebe-Modelle 

Neben der typischerweise durch A. baumannii verursachten Pneumonie stellt die 

Wundinfektion durch die Bakterien ein weiteres und häufig beobachtetes Krank-

heitsbild im menschlichen Körper dar. Auch hierfür wurden Nagetier-Versuchs-

modelle mit Mäusen und Ratten entwickelt [110–114]. Derartige Tierversuchs-

modelle werden vornehmlich zur Untersuchung von Therapieoptionen bei einer 

durch A. baumannii hervorgerufenen Wundinfektion verwendet. Aber auch die 
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Ausbreitung der Bakterien in andere Bereiche der Tierkörper wurde anhand die-

ser Modelle erforscht [110, 112, 114].  

Neben den Wund- bzw. Hautinfektionsmodellen wurden in der Vergangenheit 

auch Gewebeinfektionsmodelle entwickelt. Nach Applikation der Bakterien in den 

Oberschenkelmuskel der Versuchstiere wurde beispielsweise die Bakterienlast 

im Muskel, die hämatogene Ausbreitung der Bakterien und die Mortalität unter-

sucht [115, 116]. Es wurde gezeigt, dass die Bakterien ausgehend vom infizierten 

Muskel unter anderem die Lunge, Leber und Nieren infiltrieren und dort innerhalb 

von zwei Tagen zu einer 100%igen Mortalität der Tiere führen. 

1.3.4 Sepsis-Modelle 

Es gibt wenige Versuchsmodelle, die das Infektionsgeschehen bei einer durch 

A. baumannii hervorgerufenen Sepsis simulieren. Eines dieser Modelle be-

schreibt die intraperitoneale Applikation von A. baumannii in Balb/c Mäuse [117]. 

Ein weiteres Modell ermöglicht die Quantifizierung von proinflammatorischen  

Zytokinen wie TNF-α,   - β und   -6 im Serum der infizierten Tiere [103, 118–

120]. 

Neben den beschriebenen Säugetierversuchsmodellen mit Mäusen, Ratten und 

Meerschweinchen wurden in der Vergangenheit unter anderem auch Modelle mit 

Hasen entwickelt. Diese dienten vor allem der Untersuchung von A. baumannii-

assoziierter Meningitis oder Endokarditis [121–123]. 

1.3.5 Nicht-Säugetiermodelle 

Um die Pathogenität von A. baumannii in einem Nicht-Säugetiermodell zu unter-

suchen, wurden in einer Studie aus dem Jahr 2009 Larven der Großen Wachs-

motte verwendet [124]. Nach der Infektion wurden die Überlebensraten der Lar-

ven anhand einer beginnenden Braunfärbung (Melanisierung) des Integuments 

bestimmt und es konnte beobachtet werden, dass diese abhängig von der initia-

len Keimlast war. 

Neben G. mellonella wurden auch die Nematoden Caenorhabditis elegans und 

der Hefepilz Candida albicans für Studien zur Pathogenität verschiedener 
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A. baumannii-Stämme herangezogen [125, 126]. Weiterhin wurde ein Infektions-

modell mit der Amöbe Dictyostelium discoideum beschrieben [126]. 

Letztlich dienen alle bisher entwickelten Tierversuchsmodelle der Erforschung 

der Pathogenität und Virulenz von A. baumannii. In der folgenden Tabelle werden 

die beschriebenen Tierversuchsmodelle und deren zugrundeliegende Fragestel-

lung noch einmal zusammengefasst (Tabelle 2). 

Tabelle 2. Übersicht bisher etablierter Tierversuchsmodelle und deren Studienziele. 

Infektionsmodell Spezies Bestimmbare  

Parameter 

Studienziele 

Pneumonie Maus, Ratte, Meer-
schweinchen 

Überleben, pharmakokineti-
sche und -dynamische As-
pekte, Keimlast, Zytokin-
menge, histologische Unter-
suchungen 

Optimierung von Antibio-
tikatherapien, Charakte-
risierung der Wirtsant-
wort, Identifizierung bak-
terieller Virulenzfaktoren 

Brandwunden- und Gewebs-
infektionen 

Maus und Ratte Überleben, Keimlast, Abs-
zessbildung 

Optimierung von Antibio-
tikatherapien, Identifizie-
rung bakterieller Viru-
lenzfaktoren 

Sepsis Maus und Ratte Überleben, Keimlast in ver-
schiedenen Geweben, Zyto-
kinmenge im Blutserum 

Vergleich der bakteriel-
len Fitness, Impfstoff-Ef-
fizienz, Optimierung von 
Antibiotikatherapien, 
Identifizierung bakteriel-
ler Virulenzfaktoren 

Meningitis Hase pharmakokinetische und -dy-
namische Aspekte, Keimlast, 
inflammatorische Zellinfiltra-
tion, Gehirnödeme 

Optimierung von Antibio-
tikatherapien 

Endokarditis Hase Überleben, pharmakokineti-
sche und -dynamische As-
pekte, Keimlast im Gewebe 

Optimierung von Antibio-
tikatherapien 

Nicht-Säugetiermodelle G. mellonella,  

C. elegans,  

D. discoideum 

Überleben, Melanisierung, 
Plaqueformation  

Identifizierung von Viru-
lenzfaktoren, Interaktion 
mit eukaryotischen  
Zellen 

1.4 Trimere Autotransporter Adhäsine 

Die Proteinfamilie der Autotransporter ist unter Gram-negativen Bakterien weit 

verbreitet. Heutzutage sind mehr als 700 verschiedene Typen dieser Membran-

proteine bekannt, was sie zur umfangreichsten Proteinfamilie unter den Gram-

negativen Bakterien macht [127]. In Abhängigkeit von der Spezies haben  

Autotransporter-Proteine verschiedene biologische Funktionen: Adhärenz, Inva-

sion, Proteolyse, Zytotoxizität, Serumresistenz und viele andere [128]. Alle Ver-

treter dieser Proteinfamilie teilen zudem einen gemeinsamen Grundaufbau. 
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Hierzu zählt ein N-terminales Signalpeptid, eine passenger-Domäne und eine  

C-terminale Translokationsdomäne [129]. Der Mechanismus der Verankerung 

des Proteins in der äußeren Membran des Bakteriums ist stark reguliert. 

Als Subfamilie der Autotransporter stellen die trimeren Autotransporter Adhäsine 

(TAAs) eine bedeutende Gruppe dar. Sie sind durch das Vorhandensein von kur-

zen trimeren Translokatordomänen gekennzeichnet. Auch trimere Auto- 

transporter Adhäsine haben verschiedenste biologische Funktionen, teilen aber 

in den meisten Fällen die Fähigkeit der Adhärenz an die Wirtszelle oder an Be-

standteile der extrazellulären Matrix [75, 130–133]. Das am besten untersuchte 

trimere Autotransporter Adhäsin ist YadA von Y. enterocolitica und  

Y. pseudotubercolosis. Es besteht aus 422 bis 455 Aminosäuren und stellt im 

Vergleich zu anderen TAAs einen eher kleinen Vertreter dar. Einer der größten 

Vertreter der TAAs ist BadA von Bartonella henseale. Das Protein besteht aus 

bis zu 3.082 Aminosäuren [134, 135]. In Tabelle 3 ist eine Auswahl bekannter 

TAAs verschiedener pathogener Bakterien und deren grundlegende Bedeutung 

im Krankheitsgeschehen dargestellt. 

1.4.1 Struktureller Aufbau von trimeren Autotransporter Adhäsinen 

Viele verschiedene TAAs konnten in der Vergangenheit elektronenmikroskopisch 

dargestellt werden. Dies führte zu einem guten Verständnis über den Aufbau die-

ser Proteine. TAAs bestehen aus drei Domänen: (i) der Kopfdomäne, (ii) der 

Stieldomäne und (iii) dem Membrananker. Elektronenmikroskopisch ist oftmals 

eine sogenannte Lollipop-Struktur erkennbar (Abbildung 3) [136]. 
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Abbildung 3. Vereinfachte Darstellung des modularen Aufbaus von trimeren Autotransporter Adhäsinen. Grund-

legend bestehen trimere Autotransporter Adhäsine aus drei verschiedenen Modulen: (i) Membrananker, (ii) Stieldomäne 

und (iii) Kopfdomäne. Vor allem die Stieldomäne kann in ihrer Länge zwischen verschiedenen Spezies stark variieren. 

Der Membrananker 

Der Membrananker befindet sich bei jedem bekannten TAA am C-Terminus des 

Proteins [136]. Außerdem ist diese Domäne die einzige innerhalb der Proteinfa-

milie, welche eine konservierte und homologe Sequenz aufweist und somit als 

allgemeines Charakteristikum der trimeren Autotransporter Adhäsine dient. Der 

Membrananker besteht stets aus vier Heptaden von linkshändig gewundenen 

Proteinschrauben (coiled coils . Auf diese folgen vier tr nsmembr ne β-Falt- 

blätter, die letztlich in einem 12-str ngigen β-Zylinder zusammengeführt sind 

[136]. Der Membrananker ist maßgeblich am Autotransport durch die äußere 

Membr n beteiligt.  tudien  eigen, d ss die β-Strukturen während der Integration 

in die äußere Membran an der Bildung einer Pore beteiligt sind, die es dem Pro-

tein ermöglicht, sich durch die Membran zu stülpen [137, 138]. Nachdem der Pro-

tein-export abgeschlossen ist, falten sich die Proteinfasern des Membranankers 

und verschließen die Pore über die coiled coil Proteinstruktur. 

Die Stieldomäne 

Diese faserförmige Domäne ist hoch repetitiv und variabel in seiner Länge. Dabei 

ist sie reich an coiled coil Proteinstrukturen. Die Funktion des Stiels besteht darin, 

der Kopfdomäne den nötigen Abstand zur bakteriellen Membran zu verschaffen 

und somit näher an den potenziellen Bindungspartner, beispielsweise der euka-

ryotischen Zelle, zu bringen. Außerdem bietet der Stiel Schutz gegen die Abwehr-

mechanismen des Wirtes. So bewirkt beispielsweise die Stieldomäne von YadA 

aus Y. enterocolitica eine Resistenz gegenüber dem humanen Serum [137].  

Biochemisch betrachtet, besitzen die coiled coil Segmente des Stiels zwei un-

typische Eigenschaften, die man in dieser Weise nur selten bei anderen Protei-

nen wiederfindet.  
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Tabelle 3. Auswahl bisher bekannter trimerer Autotransporter Adhäsine in verschiedenen Gram-negativen Bakterien. 

Protein Spezies hervorgerufene  
Erkrankung 

Funktion des TAA Referenz 

BadA Bartonella henselae Katzenkratzkrankheit Kollagenbindung, Adhärenz an hu-
mane Wirtszellen, Resistenz gegen-
über Phagozytose, Aktivierung proan-
giogenetischer Faktoren 

[132], [139], [75], [140] 

Cha Haemophilus sp. Urogenitale und neonatale respiratorische Infektionen Adhärenz an humane Wirtszellen [141],  

EibA, EibC, EibD, EibE, EibF Escherichia coli  Bindung von IgG und IgA, Serumre-
sistenz 

[142], [143], [144] 

Hia, Hsf Haemophilus influenzae Otitis media, Sinusitis, Konjunktivitis, Pneumonie Adhäsion an humane Wirtszellen [145] 

NadA Neisseria meningitidis Meningitis Adhäsion und Invasion an/in humane 
Wirtszellen 

[146] 

UspA1, UspA2 Moraxella catarrhalis Otitis media, Bronchitis, Sinusitis, Laryngitis Adhäsion an extrazellulärer Matrix 
und humane Wirtszellen, Serumresis-
tenz, Biofilmbildung 

[147], [148], [149] 

VompA, VompC Bartonella quintana Fünftagefieber Kollagenbindung, Autoagglutination [150] 

YadA Yersinia enterocolitica,  
Yersina pseuodtuberculo-
sis 

Gastroenteritis, mesenteriale Lymphadenitis Adhäsion an extrazelluläre Matrix, 
Serumresistenz, Resistenz gegen-
über Phagozytose, Adhärenz an hu-
mane Wirtszellen 

[151], [152], [133], [130], [153], 
[131] 
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Zum einen findet man den Wechsel von rechtshändigen in linkshändige Super-

coils wieder, die man in ca. 30 % der beschriebenen TAAs entdeckt hat (z.B. in 

YadA [136]). Zum anderen findet man zahlreiche Unterbrechungen der Stieldo-

mäne mit kleinen globulären Proteinstrukturen, die dem Stiel seine typische mo-

dulare Struktur verleihen [140]. 

Die Kopfdomäne 

Von der Kopfdomäne sind nur wenige hochauflösende Strukturen bekannt. Am 

Beispiel von YadA ist zu erkennen, dass die Kopfdomäne eine einzelsträngige, 

links  ndige β-Helix mit einer konservierten NSVAIGXXS Sequenz bildet [154]. 

Dieses Motiv wurde tatsächlich auch in vielen anderen Kopfdomänen artfremder 

TAAs gefunden, was darauf schließen lässt, dass es eine wichtige funktionelle 

und strukturelle Bedeutung hat. Es ist bekannt, dass die Kopfdomäne von YadA 

maßgeblich an der Bindung von extrazellulären Matrixproteinen beteiligt ist. Zer-

stört man beispielsweise die Kopfdomänenstruktur durch eine Mutation im 

NSVAIGXXS Motiv, so geht die Fähigkeit zur Kollagenbindung oder zur Adhä-

renz an die humane Wirtszelle verloren [155]. Die Verbindung der Kopfdomäne 

zur Stieldomäne erfolgt über eine kurze und hoch konservierte Sequenz, der so-

genannten Halssequenz. Diese Sequenz fungiert als Art Verbindungsglied zwi-

sc en den im Durc messer großen β-Helices der Kopfdomäne und der kleineren 

coiled coil Strukturen der Stieldomäne [154].  

1.4.2  Sekretion und Proteinfaltung von trimeren Autotransporter 

Adhäsinen 

In Gram-negativen Bakterien wie A. baumannii müssen sekretierte Proteine die 

Barrieren der inneren und der äußeren Membran überwinden. Hierfür haben Bak-

terien verschiedene Sekretionssysteme entwickelt. Eines dieser Systeme ist das 

Typ-V-Sekretionssystem, welches in drei Subtypen, (i) das Typ Va-System, (ii) 

das Typ Vb-System und (iii) das Typ Vc-System, unterteilt wird. Das Typ  

Vc-System ist hierbei der Weg, welcher beim Transport von trimeren Autotrans-

porter Adhäsinen genutzt wird. Hierfür bedarf es für den Transport der passen-

ger-Domäne durch die äußere Membran der beschriebenen integr len β-Protein-
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struktur. Bei trimeren Autotransportern sind drei identische Kopien dieser Pro-

teinstruktur für den erfolgreichen Transport durch die äußere Membran und die 

Faltung des Proteins notwendig [156]. 

Die Translokation über die innere Membran geschieht über den Sec-Signalweg 

(Abbildung 4) [157–159]. Hierfür müssen die Proteinbestandteile in ihrer  

ursprünglichen nicht gefalteten Form vorliegen. Die meisten Autotransporter- 

Proteine haben ein ca. 20 bis 30 Aminosäuren großes N-terminales Signalpeptid, 

welches spezifisch am Sec-Protein (transportiert nicht gefaltete Proteine über die 

zytoplasmatische Membran) bindet. Über das Sec-Protein gelangen die drei 

identischen Bestandteile des trimeren Autotransporters in das Periplasma. Im 

nächsten Schritt werden die Proteinbestandteile im Periplasma einer Art  

Qualitätskontrolle unterzogen. Daran beteiligt sind periplasmatische Proteasen 

und das Chaperon DegP [160]. Treten beispielsweise Mutationen im Protein auf, 

die den stabilen Weitertransport und die Einlagerung in die äußere Membran stö-

ren würden, so werden die Einzelbestandteile frühzeitig degradiert. Sofern die 

Einzelbestanteile des Proteins unbeschädigt sind, lagern sich die Aminosäure-

ketten zu einer lockeren trimeren Transportstruktur zusammen. Über diese 

Transportform kann der trimere Autotransporter mit einem in der äußeren Memb-

ran eingelagerten Proteinkomplex, dem Bam-Komplex, über konservierte  

β-Proteinstrukturen interagieren [161]. Hierdurch wird eine Translokationspore 

gebildet, durch welche sich der trimere Autotransporter nach außen stülpt und 

mit Hilfe des C-terminalen Membranankers in der äußeren Membran fixiert wird. 
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Abbildung 4. Translokation von trimeren Autotransporter Adhäsinen über die innere und äußere Membran von 

Gram-negativen Bakterien. Die drei Peptide eines trimeren Autotransporters binden über das N-terminale Signalpeptid 

(grün) an das in der inneren Membran eingebundene Sec-Protein. Hierdurch gelingt der Transport der Proteine in das 

 eripl sm .  un l gern sic  die Aminos ureketten  u lockeren trimeren  roteinstrukturen  us mmen und binden über β-

Strukturen an den in der äußeren Membran eingebundenen Bam-Komplex. Unter Mitwirkung dieses Komplexes bildet 

sich in der äußeren Membran eine Pore, durch welche sich das Protein nach außen stülpen kann. Letztlich verschließen 

die β-Strukturen des trimeren Autotransporter Adhäsins die Pore und verankern das Protein. 

1.4.3 TAA von A. baumannii: Das trimere Autotransporter Adhäsin Ata 

Die erste Beschreibung des trimeren Autotransporter Adhäsins Ata geht auf das 

Jahr 2012 zurück und bezieht sich auf den Referenzstamm A. baumannii ATCC 

17978 [88, 162]. Die Forschergruppe um T. Maira-Litrán identifizierte ein Ober-

flächenprotein, welches typische Merkmale von trimeren Autotransporter  

Adhäsinen aufwies: ein N-terminales Signalpeptid, gefolgt von einer oberflä-

chenexponierten passenger-Domäne und einer C-terminale Domäne, die vier 

coiled coil β-Proteinstrukturen zeigte. Um den Nachweis für das Vorhandensein 

eines trimeren Autotransporters zu erhalten, wurde ein Fusionsprotein gene-

riert, bei dem die passenger-Domäne durch ein V5-Epitop ersetzt wurde [88]. 

Durch den Nachweis des V5-Epitops auf der Oberfläche der Bakterien mittels 

spezifischer monoklonaler Antikörper wurde gezeigt, dass die 101 Aminosäuren 
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große C-terminale Proteinstruktur in der Lage war, das V5-Epitop in trimerer 

Form an die Oberfläche von A. baumannii zu exportieren. In weiteren Versu-

chen gelang der Nachweis, dass das identifizierte Protein an der Bindung von 

extrazellulären Matrixproteinen und an der Biofilmbildung beteiligt ist. Zudem 

zeigte es einen Einfluss auf die Pathogenität der Bakterien im Mausmodell [88, 

162]. 

Seit dieser ersten Beschreibung wurden keine neuen Studien bezüglich der  

biologischen Funktion von Ata in A. baumannii durchgeführt, sodass weitere 

funktionelle Erkenntnisse zum Protein fehlen.  

 

Abbildung 5. Darstellung des trimeren Autotransporter Adhäsin Ata in A. baumannii ATCC 19606. Das Protein ist 

charakterisiert durch ein Signalpeptid, eine doppelte Kopfdomäne und einem repetitiven Stiel. FGG Domäne: Verbin-

dung für coiled-coil Segmente; Trp-Ring Domäne: Variante der Kopf-Domäne; GIN Domäne: transversale Kopfdomäne; 

DA   Dom ne: α/β Verbindung; YDD Dom ne: DA   V ri nte;  x  Dom ne: Trp-Ring Variante. Abbildung wurde nach 

Weidensdorfer et al. modifiziert [163]. 

In Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe wurde im Referenzstamm 

A. baumannii ATCC 19606 ein Gen identifiziert, welches für ein trimeres  

Autotransporter Adhäsin codiert (Position von 315.815 Bp bis 322.591 Bp, NCBI 

Reference Sequence: NZ_KL810966). Das Protein ist charakterisiert durch ein 

langes Signalpeptid, eine doppelte Kopfdomäne und einem langen repetitiven 

Stiel (Abbildung 5). 
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1.5 Zielsetzung und Fragestellung 

Das pathogene Gram-negative Bakterium A. baumannii ist für einen maßgebli-

chen Anteil nosokomialer Infektionen verantwortlich [10]. Obwohl in den vergan-

genen Jahren viele neue Erkenntnisse über Epidemiologie und Antibiotikaresis-

tenzen gesammelt wurden, stellt diese Spezies immer noch eine große Gefähr-

dung für den Menschen dar. Weitere grundlegende Kenntnisse zur Virulenz und 

Pathogenitätsmechanismen von A. baumannii sind daher zwingend notwendig. 

Das trimere Autotransporter Adhäsin Ata scheint ein wichtiger Virulenzfaktor zu 

sein, denn aktuelle Studien zeigen das Vorhandensein dieses Proteins in vielen 

klinischen Isolaten von A. baumannii und anderen Acinetobacter-Spezies [163, 

164]. Zudem demonstrierten erste Immunisierungsversuche von Hasen gegen 

Ata beeindruckende Erfolge [162]. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte in A. baumannii ATCC 19606 unter 

Verwendung eines isogenen ata-Deletionsstammes die biologische Funktion des 

Proteins untersucht werden. Hierfür sollte zunächst ein für B. henseale entwickel-

tes ex vivo Infektionsmodell für A. baumannii adaptiert werden. Weiterhin sollte 

die Ata-abhängige Adhärenz an extrazelluläre Matrixproteine und an verschie-

dene humane Endothel- bzw. Epithelzellen sowie die Invasion in humane Wirts-

zellen untersucht werden. Außerdem sollte der Fokus auf die wirtszellspezifische 

Antwort gelegt werden, insbesondere hinsichtlich der Induktion proinflammatori-

scher Zytokine und der Regulation des programmierten Zelltodes durch 

A. baumannii. Letztlich wurde eine Proteomanalyse infizierter Wirtszellen zur Be-

stätigung der Ergebnisse durchgeführt. 
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2. Material und Methoden 

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Zentrifugationsschritte in folgenden 

Geräten durchgeführt: Für 1,5 ml- bzw. 2 ml-Reaktionsgefäße wurde die Kühl-

zentrifuge Modell 5417R (Eppendorf, Hamburg) und für 15 ml- bzw. 50 ml-Reak-

tionsgefäße die Multifuge X3 FR (Thermo Fisher, Deutschland) verwendet. 

2.1 Isolation und Anzucht humaner Zellen 

Die Anzucht von humanen Zellen erfolgte in Zellkulturflaschen mit einer Ober-

flächengröße von 75 cm² oder 175 cm² (Greiner BioOne, Kremsmünster,  

Österreich) in einem Inkubator der Firma Thermo Fisher bei 37 °C, einer relativen 

Luftfeuchtigkeit von 95 % und einer 5%igen CO2-Atmosphäre unter Verwendung 

des jeweiligen Zellkulturmediums (Tabelle 4). Für die Anzucht von humanen  

Endothelzellen wurden die Zellkulturflaschen zuvor mit 10 µg/ml Kollagen G  

(Biochrom, Berlin, Deutschland) gelöst in Phosphat gepufferter Saline (PBS, 

Gibco, Deutschland) über Nacht bei Raumtemperatur beschichtet. Am Folgetag 

wurde diese Lösung entfernt und die Zellkulturflaschen lagerten bis zu Verwen-

dung bei 4 °C. Wurden die humanen Zellen länger als zwei Tage kultiviert, er-

folgte ein Wechsel des Zellkulturmediums spätestens am zweiten Tag der Inku-

bation. Sobald ein dichter Zellrasen ersichtlich war, wurden die Zellen auf neue 

Zellkulturflaschen aufgeteilt. Hierfür wurde zunächst das vorhandene Zellmedium 

abgenommen und die Zellen durch Zugabe von Trypsin-EDTA (0,05 % [v/v], 

Thermo Fisher) für Endothelzellen oder PBS für Epithelzellen gewaschen. Da-

nach erfolgte das Ablösen der Zellen durch Inkubation der adhärenten Zellen mit 

Trypsin-EDTA (0,05 % [v/v]) für 15 min bei 37 °C. Die abgelösten Zellen wurden 

danach in den gewünschten Anteilen in frisches Anzucht-Medium überführt. Für 

Versuche wurden die Zellen am Vortag des Experiments in Zellkulturschalen 

überführt. 
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Tabelle 4: Auflistung der verwendeten humanen Zellen und entsprechenden Zellkulturmedien zur Anzucht, Aussaat und Ko-Kultivierung mit A. baumannii. 

Zellart/ -linie Referenz Anzucht Aussaat Ko-Kultivierung 

HUVEC 

Nabelschnur-Endothelzellen 

diese Arbeit Endothelzellmedium 

(Supplement**, 10 % FCS* [v/v], Penicillin [100 U/ml]/ Strepto-
mcyin [100 U/ml]) 

Endothelzellmedium 

(Supplement**, 10 % FCS* [v/v]) 

Endothelzellmedium 

(Supplement**) 

HMEC-1 

mikrovaskuläre Endothelzellen 

CRL-3234,  
Promocell 

mikrovaskuläres  
Endothelzellmedium 

(Supplement**, 10 % FCS* [v/v], Penicillin [100 U/ml]/ Strep-
tomcyin [100 U/ml]) 

mikrovaskuläres  
Endothelzellmedium 

(Supplement**, 10 % FCS* [v/v]) 

mikrovaskuläres  
Endothelzellmedium 

(Supplement**) 

HDMEC 

dermale mikrovaskuläre  
Endothelzellen 

C-12200,  
Promocell 

mikrovaskuläres  
Endothelzellmedium 

(Supplement, 10 % FCS* [v/v], Penicillin  
[100 U/ml]/ Streptomcyin[100 U/ml]) 

mikrovaskuläres  
Endothelzellmedium 

(Supplement**, 10 % FCS* [v/v]) 

mikrovaskuläres  
Endothelzellmedium 

(Supplement**) 

A549 

alveolare Epithelzellen  
(Adenokarzinom) 

ACC-107,  
DSMZ 

RPMI-Medium (10 % FCS* [v/v], Penicillin [100 U/ml]/ Strep-
tomcyin [100 U/ml]) 

RPMI-Medium  
(10 % FCS* [v/v]) 

RPMI-Medium 

HeLa  

zervikale Epithelzellen  
(Adenokarzinom) 

ACC-57,  
DSMZ 

RPMI-Medium (10 % FCS* [v/v], Penicillin [100 U/ml]/ Strep-
tomcyin [100 U/ml]) 

RPMI-Medium  
(10 % FCS* [v/v]) 

RPMI-Medium 

Hep-G2 

hepatische Epithelzellen  
(Leberzellkarzinom) 

ACC-180,  
DSMZ 

RPMI-Medium (10 % FCS* [v/v], Penicillin [100 U/ml]/ Strep-
tomcyin [100 U/ml]) 

RPMI-Medium  
(10 % FCS* [v/v]) 

RPMI-Medium 

THP-1 

leukämische Monozyten 

ACC-16,  
DSMZ 

RPMI-Medium (10 % FCS* [v/v], Penicillin [100 U/ml]/ Strep-
tomcyin [100 U/ml]) 

entfällt (Suspensionszellen) RPMI-Medium  
(2 % FCS* [v/v]) 

 

Sofern nicht anders angegeben, wurden sämtliche Endothelzellmedien und Supplemente von Promocell, Heidelberg und sämtliche Epithelzellmedien von der Firma Biochrom bezogen. Penicillin und 
Streptomycin wurden ebenfalls von der Firma Biochrom bezogen. Fetales Kälberserum (FCS, Gibco), **beinhaltet folgende Substanzen (Endkonzentration im Zellmedium) FCS (0,02 ml /ml)*, endothelialer 
Wachstumsfaktor (0,004 ml/ml), epidermaler Wachstumsfaktor (0,1 ng/ml), Fibroblasten-Wachstumsfaktor (1 ng/ml), Insulin-like Wachstumsfaktor (IGF-1), vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor 165, 
Ascorbinsäure, Heparin (90 µg/ml), Hydrokortison (1 µg/ml) 
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Die suspendierten Zellen wurden anschließend in ein 50 ml-Röhrchen überführt. 

Aus dieser Suspension wurden 100 µl in einem 1,5 ml-Reaktionsgefäß mit 100 µl 

Trypanblau-Lösung (Carl Roth, Karlsruhe) gemischt. Dies ermöglichte das Un-

terscheiden von lebenden (keine Färbung) und toten Zellen (blaue Färbung) bei 

der darauffolgenden Zellzahlbestimmung mittels einer Neubauer-Zählkammer 

(InCelligence, Bremen). Hierfür wurden 10 µl der gefärbten Zellsuspension unter 

das Deckgläschen einer Zählkammer pipettiert und mit Hilfe eines Lichtmikro-

skops (mit Standard 25 Dunkelfeldkondensor, Firma Carl Zeiss, Jena) lebende 

Zellen in jeweils 2 Großquadraten gezählt. Mit folgender Formel wurde die Ge-

samtzellzahl der Suspension bestimmt: 

Formel 1. Ermittlung der Gesamtzellzahl mittels Neubauer-Zählkammer. 

Gesamtzellzahl = (gezählte Zellen × 10.000) × Volumen der Zellsuspension 

Anschließend wurden die Zellen durch Zentrifugation (500 x g, 5 min) sedimen-

tiert. Der Überstand wurde verworfen und das Zellsediment wurde entsprechend 

der gewünschten Zellzahl in Aussaat-Medium gelöst. Die Zellen wurden nun in 

Zellkulturschalen und zur über-Nacht-Kultivierung in den Zellinkubator überführt. 

Folgende Zellzahlen und Volumina wurden für die Kultivierung in den einzelnen 

Zellkulturschalen (Greiner BioOne) bzw. Durchflusskammern (Ibidi, Gräfelfing) 

verwendet (Tabelle 5). 

Tabelle 5. Übersicht über die verwendeten Zellzahlen und Volumina für entsprechende Zellkulturschalen. 

Bezeichnung Zellzahl/Kavität Gesamtvolumen 

143 cm² Schale (advanced TC) 5 x 106 25 ml 

6-Kavitäten 5 x 105 2 ml 

24-Kavitäten 1 x 105 1 ml 

96-Kavitäten 1 x 104 0,2 ml 

µ-Slide I Luer Durchflusskammer 1 x 105 0,2 ml 

µ-Slide VI 0.4 Durchflusskammer 1 x 104 0,03 ml 

 

THP-1 Zellen wurden in RPMI-Medium mit 10 % [v/v] FCS kultiviert. Sobald die 

THP-1 Zellen dicht angewachsen waren (Konfluenz von mind. 80 %), wurde 1 ml 

der Zellsuspension mit frischem Zellmedium gemischt und in eine neue Zellkul-
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turflasche überführt. Zur Versuchsverwendung der Zellen wurden diese am Ver-

suchstag einmal in RPMI (2 % FCS [v/v]) gewaschen. Die Zellzahlbestimmung 

erfolgte wie bereits beschrieben (vgl. Formel 1). 

2.1.1 Isolation von humanen Nabelschnurendothelzellen 

Zur Isolation von humanen Nabelschnurendothelzellen wurden frische Nabel-

schnurproben verwendet, die vom Krankenhaus Sachsenhausen (Entbindungs-

abteilung, Schulstraße 31, 60594 Frankfurt am Main) zu Verfügung gestellt wur-

den. Die Patienten, die die Nabelschnüre freundlicherweise gespendet hatten, 

waren vorab über die Verwendung aufgeklärt worden. Ein Ethikantrag wurde zu-

vor von der zuständigen Ethikkommission bewilligt (4/12, Universitätsklinik, 

Frankfurt am Main). Nach dem Erhalt der frischen Nabelschnurprobe und sofern 

diese den Qualitätsansprüchen (rosige Farbe, elastischer Druck, kein strenger 

Geruch) entsprach, wurde diese sofort zur Isolation der Endothelzellen verwen-

det. Hierfür wurden beide Enden (ca. 1 cm) der Nabelschnur mit Hilfe eines Skal-

pells abgeschnitten, um eine glatte Schnittfläche zu erhalten. In dieser Schnittflä-

che waren eindeutig die Querschnitte der beiden Arterien als auch der Vene zu 

erkennen. Nun wurde jeweils eine Knopfkanüle in beide Enden der Vene einge-

führt und durch einen Kabelbinder fixiert. Die Vene konnte jetzt zur Reinigung 

von eventuell vorhanden Blutkoagel mit vorgewärmten Endothelzellmedium 

durchspült werden. Danach wurde eine vorgewärmte Trypsin-EDTA-Lösung 

(0,05 % [v/v]) in die Vene gespritzt, bis diese sich deutlich sichtbar anstaute. Um 

das Herauslösen der Endothelzellen zu unterstützen, wurde die Vene vorsichtig 

mit den Fingern massiert und für 15 min bei 37 °C gelagert. Danach wurden die 

gelösten Zellen mit Anzucht-Medium aus der Vene gespült und in ein 50 ml-Röhr-

chen überführt. Die Suspension wurde bei 500 x g für 5 min zentrifugiert, der 

Überstand verworfen und das Zellsediment in Anzucht-Medium gelöst. Danach 

folgte die Kultivierung der Zellen in Kollagen G beschichteten 75 cm²-Zellkultur-

flaschen. Am Folgetag wurde das Zellmedium gewechselt und die isolierten Zel-

len wurden bis zur vollständigen Konfluenz kultiviert. Daraufhin konnten die Zel-

len einmal expandiert werden, bevor sie zur Langzeitlagerung im flüssigen Stick-

stoff zu 5 x 105 Zellen/ml überführt wurden. Zur Langzeitlagerung der Zellen 
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wurde eine 5%ige FCS-Lösung in Dimethylsulfoxid [v/v] (DMSO, Carl Roth) ver-

wendet. 

2.1.2 Nachweis endothelspezifischer Oberflächenprotein mittels 

Durchflusszytometrie  

Um die Qualität und Reinheit der isolierten Endothelzellen zu überprüfen, wurden 

diese mit endothelzellspezifischen Antikörpern markiert und durchflusszytomet-

risch analysiert. Dafür wurde eine Probe der zuvor isolierten, expandierten und 

eingefrorenen HUVECs aufgetaut und bis zur vollständigen Konfluenz in einer 

Zellkulturflasche (75 cm²) inkubiert. Nachdem der Überstand entfernt wurde, 

konnten die Zellen durch Zugabe von Trypsin-EDTA (0,05 % [v/v]) vom Boden 

der Zellkulturflasche abgelöst werden. Die Suspension wurde bei 500 x g für 

5 min zentrifugiert und das Zellsediment dreimal in PBS gewaschen. Die Zellzahl 

wurde mit einer Neubauer-Zählkammer quantifiziert und anschließend auf  

1 x 105 Zellen/ml eingestellt. Jeweils 1 ml der Suspension wurde zur Markierung  

endothelzellspezifischer Oberflächenproteine verwendet: der vaskuläre endothe-

liale Wachstumsfaktor Rezeptor 2 (KDR, [165]), der von-Willebrand-Faktor [166] 

und das Thrombozyten-Endothelzellen-Adhäsionsmolekül CD 31 [167]. Zur Mar-

kierung der Oberflächenproteine wurden folgende Antikörper verwendet: Phyco-

erythrin PE-konjugierter anti-human-KDR (R&D Systems, Minneapolis, USA), 

Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-konjugierter anti-human-von-Willebrand-Faktor 

(OriGene Technologies, Rockville, USA), Alexa 488® konjugierter anti-human-

CD31 (BD Biosciences, USA). Als Kontrolle dienten folgende Isotyp-Kontrollanti-

körper: PE konjugierter anti-human-IgG1 Antikörper (R&D Systems, Klon 97924) 

und Alexa 488® konjugierter anti-human-IgG2 Antikörper (BD Biosciences, Klon 

985028). Zur Markierung der Proteine wurden Zellen durch Inkubation in einer 

0,1%igen bovinen Serumalbuminlösung ([w/v], BSA, Thermo Fisher), gelöst in 

PBS, für 30 min auf Eis blockiert. Somit konnten unspezifische Bindungen der 

Antikörper im weiteren Verlauf vermieden werden. Die Zellen wurden anschlie-

ßend dreimal in PBS gewaschen. Danach erfolgte die Zugabe der jeweiligen An-

tikörper in einer Konzentration von je 10 µl/1 x 106 Zellen. Die Proben wurden 1 h 

lichtgeschützt bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde erneut dreimal 

mit PBS gewaschen. Jeweils 100 µl der Proben wurden verwendet, um die Ober-
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flächenmarkierung der Proteine auf den Endothelzellen mittels Durchflusszyto-

metrie (Durchflusszytometer BD FACSverse, BD Bioscience) nachzuweisen. Die 

Laserkompensation erfolgte automatisiert unter Verwendung der BD FACSuite 

FC beads (BD Bioscience) und die Lasereinstellungen wurden manuell vorge-

nommen (Tabelle 6). 

Tabelle 6. Lasereinstellungen des Durchflusszytometers für die Messung von endothelzellspezifischen Oberflä-

chenmolekülen. 

Anzahl aufgenommener Events: 1 x 105 

PMT-Spannungen Min Max 

FSC-A 12.585,77 262.143,00 

SSC-A 2.520,88 262,143,00 

FITC-A -98,50 609,04 

PE-A -38,13 1.623,74 

PerCP-Cy5.5-A 2,12 22.257,86 

PE-Cy7-A -40,25 6.722,69 

APC-A -31,99 1.557,65 

APC-Cy7-A -34,65 6.502,49 

V450-A 40,52 37.878,68 

V500-A 35,79 46.098,81 

2.2 Kultivierung von Bakterien 

Sofern nicht anders aufgeführt, wurden sämtliche Bakterienstämme in lysogeny 

broth (LB, [168]) Flüssigmedium (LB, Carl Roth) oder auf LB-Agar (Carl-Roth) 

kultiviert. Die Inkubation erfolgte für Flüssigkulturen bei 180 Upm, 37 °C und für 

Festkulturen in einem Inkubator der Firma Thermo Fisher bei 37 °C. 

2.2.1  Kultivierung von A. baumannii 

Zur Langzeitlagerung von A. baumannii-Bakterienstämmen wurden diese zu-

nächst schüttelnd über Nacht in LB-Medium inkubiert. Am Folgetag wurden je-

weils 500 µl der Bakteriensuspension mit 500 µl einer 50%igen [v/v] Glycerinlö-

sung (in LB-Medium) gemischt und bei -80 °C gelagert.  
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Zur Anzucht von kryokonservierten A. baumannii wurden diese mit einer sterilen 

Impföse auf LB-Agar übertragen und kultiviert. Zur Sicherstellung der Reproduk-

tivität der einzelnen Versuche, erfolgte wöchentlich eine frische Kultivierung der 

Bakterien. 

Zur Selektion von gentechnisch veränderten A. baumannii erfolgte die Zugabe 

von 100 µg/ml Kanamycin (Carl Roth). Im Folgenden sind sämtliche in dieser 

Arbeit verwendeten A. baumannii-Stämme aufgeführt (Tabelle 7). 

Tabelle 7. In dieser Arbeit verwendete A. baumannii. 

Bezeichnung 
(Abkürzung) 

Beschreibung Resistenzen  
(vektorkodierend) 

Quelle 

A. baumannii ATCC 19606 (WT) Referenzstamm, Wildtyp - ATCC 2208 [81, 
DSM 6974],  

A. baumannii ATCC    0  ∆ata  ∆ata) markerlose Deletion der 
ata-codierenden Se-
quenz (315.815 Bp -  
322.591 Bp) 

- diese Arbeit 

A. baumannii ATCC 19606 
∆ata::pARKM [∆ata (p)] 

A. baumannii ATCC 
   0  ∆ata transfor-
miert mit pARKM, pBAD-
Promoter 

Kanamycin, Gentamicin diese Arbeit 

A. baumannii ATCC 19606 
∆ata::pARKM_ata [∆ata (c)] 

A. baumannii ATCC 
   0  ∆ata transfor-
miert mit pARKM_ata, 
pBAD-Promoter 

Kanamycin, Gentamicin diese Arbeit 

 

Zur Ko-Kultivierung von A. baumannii mit humanen Zellen wurde zunächst eine 

Flüssigkultur aus einer über-Nacht-Kultur auf eine optische Dichte bei 600 nm 

(OD600) von 0,05 eingestellt. Die Kultur wurde inkubiert bis eine OD600 von 0,2 

erreicht wurde. Anschließend erfolgte ein erneutes Überimpfen, um ein gleich-

mäßiges Wachstum von A. baumannii zu gewährleistet. Nach weiterer Inkubation 

bis zu einer OD600 von 0,2 wurde die Bakteriensuspension in ein steriles 50 ml-

Röhrchen überführt und durch Zentrifugation bei 7.000 x g für 20 min bei 4 °C 

sedimentiert. Der Überstand wurde verworfen und das Bakteriensediment in PBS 

oder Ko-Kultivierungsmedium gelöst. Anschließend erfolgte die Messung der 

OD600 und die Bakteriensuspension wurde mit PBS oder Ko-Kultivierungsme-

dium versetzt, um eine OD600 von 0,2 zu erhalten, welches einer Keimzahl von 

ca. 1x108 Bakterien/ml entspricht. Anhand dieser Suspension wurden Verdün-

nungsreihen zur Ko-Kultivierung mit humanen Zellen entsprechend der ge-

wünschten Infektionsdosis (MOI, engl. multiplicity of infection) hergestellt. 
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Wurden Transformanten von A. baumannii [∆ata p  oder ∆ata(c)] kultiviert, so er-

folgte dies unter Zugabe von Kanamycin (100 µg/ml). Die Induktion der ata- 

Expression über den pBAD-Promoter in ∆ata(c) erfolgte kontinuierlich unter Supp-

lementierung mit 0,5 % [w/v] Arabinose (Merck Millipore, Deutschland). 

2.2.2 Kultivierung von Escherichia coli 

Für die Langzeitlagerung von E. coli wurden diese, analog zu A. baumannii, mit 

50%iger [v/v] Glycerinlösung (in LB-Medium) gemischt und bei -80 °C gelagert. 

Für gentechnisch veränderte E. coli erfolgte die Kultivierung unter Zugabe von 

30 µg/ml Kanamycin. In Tabelle 8 sind sämtliche in dieser Arbeit verwendeten 

E. coli aufgeführt. 

Tabelle 8. In dieser Arbeit verwendete E. coli. 

Bezeichnung Beschreibung Resistenzen  
(vektorkodierend) 

Quelle 

E. coli DH5α Standard-Stamm zur Transfor-
mation und Zwischenklonierung 
von Plasmiden 

- New England  
BioLabs, Frank-
furt am Main 
Deutschland 

E. coli BL21 Standard-Expression-Stamm zur 
heterologen Synthese von Prote-
inen 

- New England  
BioLabs 

E. coli WM6026 Donor-Stamm zur Konjugation 
von Plasmiden in  
A. baumannii 

- [169] 

E. coli_pBIISK_ata_up-
/downstream 

E. coli DH5α tr nsformiert mit 
pBIISK_ ata_up-/downstream 

Kanamycin diese Arbeit 

E. coli_pTOPO_rpoB-RT E. coli DH5α transformiert mit  
pTOPO_rpoB-RT 

Kanamycin, Zeocin diese Arbeit 

E. coli_pTOPO_hmbs-RT E. coli DH5α tr nsformiert mit  
pTOPO_hmbs-RT 

Kanamycin, Zeocin diese Arbeit 

E. coli_pTOPO_ata-RT E. coli DH5α transformiert mit  
pTOPO_ata-RT 

Kanamycin, Zeocin diese Arbeit 

E. coli_pET24_ata-Kopf E. coli BL21 transformiert mit 
pET24a_ata-Kopf 

Kanamycin diese Arbeit 

E. coli_pARKM E. coli WM6026 transformiert mit 
pARKM 

Gentamicin,  
Kanamycin 

diese Arbeit 

E.coli_pARKM_ata E. coli WM6026 transformiert mit 
pARKM_ata 

Gentamicin,  
Kanamycin 

diese Arbeit 

 

Die aufgeführten E. coli wurden in dieser Arbeit vornehmlich für Klonierungs-, 

Protein-Überproduktions- oder Konjugationsversuche und nicht zur Ko-Kultivie-

rung mit humanen Zellen verwendet. 
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2.3 Deletion und Komplementation der ata-codierenden 

Sequenz in A. baumannii 

2.3.1 In silico Analysen von ata in A. baumannii 

Zur bioinformatischen Untersuchung von ata wurde das Referenzgenom von 

A. baumannii ATCC 19606 verwendet [170], welches unter der Referenznummer 

NZ_KL810966.1 in der Metadatenbank der nationalen medizinischen Bibliothek 

der Vereinigten Staaten (NCBI) aufgeführt ist. Weiterhin wurde das in Tübingen 

entwickelte Programm daTAA, das zur Annotation einzelner spezifischer Domä-

nenstrukturen von trimeren Autotransportern verwendet wird, genutzt, um die co-

dierende Sequenz von ata in A. baumannii zu bestätigen [135]. 

2.3.2 Deletion von ata in A. baumannii 

Zur markerlosen Deletion der Ata-codierenden Sequenz in A. baumannii wurde 

das Prinzip der homologen Rekombination verwendet, das in vorangegangenen 

Arbeiten bereits erfolgreich durchgeführt wurde (Abbildung 6, [171]). Als Grund-

lage dieser Technik dient die Integration benachbarter homologer Bereiche des 

zu deletierenden Genes in einen Suizidvektor, der die Sequenz von sacB enthält. 

Dieses Gen codiert für das Enzym Levansucrase, das Saccharose zu einem für 

Bakterien toxischen Stoff (Levan) umsetzt und somit zum Zelltod führt. Im Dele-

tionsversuch wurde diese Eigenschaft als Segregationsdruck des zuvor in die 

Bakterienzellen eingebrachten Plasmides verwendet. Dafür wurde zunächst 

chromosomale DNA aus A. baumannii isoliert. Dies erfolgte indem 1 ml einer 

über Nacht kultivierten Bakteriensuspension in einem 1,5 ml-Reaktionsgefäß zu-

nächst bei 16.000 x g zentrifugiert und anschließend mit Hilfe des QiaAmp DNA 

mini Kits (Qiagen, Hilden) entsprechend den Herstellervorgaben isoliert wurde 

(Stand September 2001). Die DNA wurde mit 50 µl A. dest. eluiert. Danach wurde 

die Konzentration der isolierten DNA photometrisch bestimmt. Ausgehend von 

50 ng dieser DNA-Probe wurden Fragmente mit einer Größe von ca. 1.500 Bp, 

die sich vor (upstream) und nach (downstream) der Ata-codierenden Sequenzen 

befinden, mittels PCR amplifiziert (Tabelle 9 und Tabelle 10). 
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Abbildung 6. Schematische Darstellung der Deletion von ata in A. baumannii. Nach erfolgreicher Amplifikation der 

flankierenden Bereiche (up- und downstream) von ata wurden diese in pBIISK ligiert. Dieses Plasmid wurde daraufhin für 

die Transformation von A. baumannii verwendet, welche im Anschluss durch Selektion auf LB-Agar mit Kanamycin (100 

µg/ml) überprüft wurde. Hierbei war die Integration auf zwei verschiedene Wege möglich (I und II). Nach der Integration 

erfolgte die Segregation unter Selektion in Saccharose-haltigem Medium [10 % (w/v)]. Der dadurch entstandene Selekti-

onsdruck führte zur Segregation des vorher intergierten Plasmides, wobei entweder (I) keine ata-Deletion stattfand oder 

(II) ata erfolgreich deletiert wurde. 
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Im Folgenden sind die Sequenzen dieser Oligonukleotide aufgeführt. 

Tabelle 9. Oligonukleotide zur Deletion von ata in A. baumannii. Erkennungssequenzen für Restriktionsenzyme sind 

unterstrichen.Sämtliche Oligonukleotide wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelt. Die Synthese der Oligo-

nukleotide erfolgte über Eurofins Genomics Germany GmbH, Ebersberg.

Bezeichnung S q   z    5‘ - 3‘ Richtung 

ata_up_PstI_FWD GAC ACT GCA GCA TTT AGA AAG TAT TCA CGT TGG TTC 

ata_up_BamHI_REV GAT CGG ATC CCT TTA TTC ATA AAA CTT CTC AGA C 

ata_down_BamHI_FWD GAG AGG ATC CGA AAC TGG TTA GGA GGG CAA TGC TC 

ata_down_NotI_REV GAC AGC GGC CGC GAT TTC TCC ATG AAT GAA TTA AG 

ata_ctrl_FWD GTC CAA CCA AGC AAA GGA TAG GGC CTT TGA G 

ata_ctrl_REV CTA ACT GAT CTA AAA ATT CAC CAA TTT TTC GG 

ata_seq_FWD GTC GTT GAG TTC GGT ATT TGT CTG AGA AG 

ata_seq_REV TAA TCT CTT TAA TCT GTC AGC AAG GAG AGC 

 

Nachstehend sind die Schritte zur Amplifikation der einzelnen DNA-Fragmente 

unter Verwendung der HiFi-Polymerase (PCR-Biosystems, London, Vereinigtes 

Königreich) aufgeführt (Tabelle 10). 

Tabelle 10. Temperaturprofil für die Amplifikation der ata-flankierenden Bereiche. 

Amplifikationsschritt Temperatur [°C] Zeit [s] Zyklen 

initiale Denaturierung 95 60  

Denaturierung 95 15 

35 Hybridisierung der Oligonukleotide 60-68 15 

Elongation 72 30 

finale Elongation 72 5  

 

Der Erfolg der Amplifikation wurde über Agarose-Gelelektrophorese bestätigt. 

Hierzu wurde Agarose in veränderlichen Gewichtsanteilen mit 1-fach TAE-Puffer 

(1 mM EDTA, 20 mM Eisessig, 40 mM Tris, pH 8,5) vermischt und erhitzt  

(ca. 88 °C). Das verflüssigte Agarosegemisch wurde in einen Gelträger überführt 

und bei Raumtemperatur abgekühlt. Die DNA-Proben wurden mit einem 6-fach 

konzentrierten Ladepuffer (New England BioLabs) versetzt und in die entspre-

chenden Aussparungen des Agarosegels überführt. Die Proben wurden bei einer 

Spannung von 120 V für ca. 60 min aufgetrennt und nach Inkubation (30 min) in 

einer 0,001%igen Ethidiumbromid-Lösung (v/v) durch einen UV-Transilluminator 

detektiert. 
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Nach erfolgreicher Amplifikation der beiden Fragmente wurden diese über das 

QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben (Stand März 

2018) gereinigt. Die Elution erfolgte in 50 µl A. dest.. Die Konzentration wurde 

photometrisch bestimmt. Im Anschluss daran konnten beide Fragmente mit den 

Restriktionsenzymen PstI/BamHI oder BamHI/NotI entsprechend den Hersteller-

vorgaben (New England Biolabs) inkubiert werden. Ebenso wurde das  

Suizidplasmid pBluescript II SK (+) (pBIISK, Thermo Fisher) mit PstI/BamHI in-

kubiert. Proteinrückstände und weitere Verunreinigungen der restringierten Frag-

mente und des Plasmids wurden über das QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, 

Stand März 2018) entfernt. 

Danach wurde zunächst das upstream-Fragment in pBIISK ligiert. Hierzu wurden 

50 ng des restringierten Vektors und die 3-fache molare Menge des restringierten 

Fragmentes in einem Ligationsansatz entsprechend den Herstellervorgaben 

(M0202, T4-DNA Ligase, New England BioLabs) über Nacht bei 15 °C inkubiert. 

Am Folgetag wurde 1 µl des Ligationsansatzes verwendet, um E. coli DH5α  u 

transformieren. Hierzu wurden chemisch kompetente E. coli DH5α (New England 

BioLabs) auf Eis aufgetaut. Danach erfolgte die Zugabe von 1 µl des Ligations-

ansatzes und eine Inkubation von 30 min auf Eis. Die Proben wurden dann für 

30 s in einem Heizschüttler bei 45 °C inkubiert und danach sofort wieder auf Eis 

gestellt. Es erfolgte die Zugabe von 1 ml LB-Medium und die Proben wurden zur 

Regeneration schüttelnd (180 Upm) bei 37 °C für 1 h inkubiert. Entsprechend der 

Kanamycin-Resistenz auf pBIISK wurden die Proben zur Selektion auf  

Kanamycin-haltigen (30 µg/ml) LB-Agar kultiviert. Positive Transformanten wur-

den am Folgetag isoliert, kultiviert und Plasmid-DNA mit dem PureYield™ Plas-

mid Miniprep System (Promega, Madison, Wisconsin, USA) entsprechend den 

Herstellervorgaben (Stand Mai 2009) isoliert. Die Elution erfolgte mit 50 µl 

A. dest. und die erfolgreiche Ligation wurde mittels Restriktionsfragmentlängen-

polymorphismus (RFLP) mit anschließender Gelelektrophorese und Sequenzie-

rung (Sanger-Sequenzierung über Eurofins) bestätigt. 

Wurde die erfolgreiche Ligation des ersten Fragmentes nachgewiesen, so konnte 

im nächsten Schritt das upstream-Fragment in das Plasmid pBIISK_upstream 

über PstI und BamHI ligiert werden. Das dadurch erhaltene Plasmid 

pBIISK_ata_up-/downstream wurde nun in A. baumannii transformiert. Hierzu 
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wurde zunächst 1 ml einer über Nacht inkubierten Bakteriensuspension zentrifu-

giert und in 200 µl einer 300 mM Saccharose-Lösung 3 x gewaschen. Danach 

wurden 50 µl dieser Suspension in eine Elektroporationsküvette (2 mm Schicht-

dicke, BioRad, Hercules, Kalifornien, USA) pipettiert. Mit möglichst geringem  

Volumen wurde 2 µg des Plasmides pBIISK_ata_up-/downstream in die Küvette 

überführt und durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Mit Hilfe des Gene Pulser II 

mit Pulse Controller Plus (BioRad) wurde A. baumannii mit dem Plasmid trans-

formiert (2,5 kV,  00 Ω und  5 μ  .  ofort n c  der Elektroporation wurde 1 ml 

vorgewärmtes LB-Medium (37 °C) zu den Bakterien gegeben und die Probe 

wurde für 1 h bei 37 °C schüttelnd (180 Upm) in einem 13 ml-Röhrchen inkubiert. 

Zur Selektion erfolgreich transformierter A. baumannii wurde die Suspension auf 

LB-Agar mit Kanamycin (100 µg/ml) kultiviert. Am Folgetag konnten gewachsene 

Kolonien isoliert, flüssig kultiviert und die Integration des Vektors in das Genom 

über PCR validiert (ata_ctrl_FWD/ata_ctrl_REV) werden. War diese erfolgreich, 

wurde eine Gegenselektion in LB-Medium mit 10 % Saccharose (w/v, Carl Roth) 

durchgeführt. Anschließend wurde die Bakteriensuspension verdünnt und auf 

LB-Agar mit 10 % Saccharose inkubiert, um Einzelkolonien zu erhalten. Diese 

wurden wiederum auf LB-Agar und LB-Agar mit Kanamycin (100 µg/ml) übertra-

gen, wodurch die erfolgreiche Segregation überprüft wurde. Wuchsen die Kolo-

nien auf LB-Agar, aber nicht auf LB-Agar mit Kanamycin, so konnte davon aus-

gegangen werden, dass die Segregation des Plasmides und somit die Deletion 

der ata-codierenden Sequenz erfolgreich war. Zur Validierung wurde chromoso-

male DNA der Klone isoliert und mittels PCR (ata_ctrl_FWD/ata_ctrl_REV) und 

Sequenzierung (ata_seq_FWD/ata_seq_REV) überprüft. 

2.3.3 Komplementierung der Ata-codierenden Sequenz in  

A. baumannii ∆ata 

Nachdem die Ata-codierende Sequenz erfolgreich deletiert wurde, sollte im 

nächsten Schritt das Gen im Deletionsstamm komplementiert werden. Dies er-

folgte, indem das Gen inklusive seiner vorhergesagten ribosomalen Bindestelle 

(RBS) in einen Expressionsvektor ligiert und dann über Konjugation auf 

A. baumannii ∆ata übertragen wurde. Diese Arbeiten wurden in Kooperation mit 

der Arbeitsgruppe von Prof. K. Hori (Department of Biotechnology, Graduate 

School of Engineering, Nagoya University, Nagoya, Japan) durchgeführt. 



2. Material und Methoden 37 

 

In Tabelle 11 sind die zur Komplementierung verwendeten Oligonukleotide und 

Plasmide aufgeführt. 

Tabelle 11. Übersicht der zur Komplementierung von ata verwendeten Oligonukleotide und Plasmide.Unterstri-

chene Sequenzen markieren die eingefügten Restriktionserkennungsstellen. Sämtliche Oligonukleotide wurde im Rah-

men der vorliegenden Arbeit entwickelt. Die Synthese der Oligonukleotide erfolgte über Eurofins Genomics Germany 

GmbH. 

Oligonukleotide S q   z    5‘ - 3‘ R c t    Quelle 

Kan_PvuII_FWD CAG CAG CTG TTG ATC TTT TCT ACG GGG TCT G diese Arbeit 

Kan_PvuII_REV CAG CAG CTG CTT AGA AAA ACT CAT CGA GCA TC diese Arbeit 

ata-in_fusion_FWD TTG GGC TAG CGA ATT CGT ATT TGT CTG AGA AGT TTT AT diese Arbeit 

ata-in_fusion_REV TGG CGG CCG CTC TAG ATT AAT TAA TCA CAC CAC TAA TAC diese Arbeit 

Vektoren Beschreibung Resistenzen Quelle 

pARP3 E. coli-Acinetobacter- 
Shuttle-Vektor,  
Acinetobacter-Expressi-
onsvektor, pBAD-Promoter 

Ampicillin, Gentamicin [172] 

pET24a Standard-E.coli-Über-
produktionsvektor 

Kanamycin Merck, Deutschland 

pARKM Kanamycin-Resistenz aus 
pET42a in pARP3 

Gentamicin, Kanamycin diese Arbeit 

pARKM_ata Ata-codierende  
Sequenz inkl. RBS in 
pARKM 

Gentamicin, Kanamycin diese Arbeit 

 

Im Einzelnen wurde zunächst das Kanamycin-Resistenzgen (kanR) ausgehend 

von pET24a über die Oligonukleotide mit PvuII-Erkennungssequenzen 

Kan_PvuII_FWD und Kan_PvuII_REV amplifiziert. Das amplifizierte Fragment 

wurde über das QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Stand März 2018) 

aufgereinigt. Daraufhin wurde das Fragment und der Vektors pARP3 jeweils mit 

PvuII (New England BioLabs) inkubiert. Beide Proben wurden in einem Ligation-

sansatz zusammengeführt (T4-Ligase, New England Biolabs). Mit dem Liga-

tionsprodukt wurden chemisch kompetente E. coli DH5α transformiert und zur 

Selektion auf LB-Agar mit Kanamycin (30 µg/ml) inkubiert. Am Folgetag wurden 

positive Klone ausgewählt, kultiviert, Plasmid-DNA isoliert und mittels RFLP 

überprüft. Im weiteren Verlauf wurde die Ata-codierende Sequenz inkl. RBS aus-

gehend von isolierter chromosomaler DNA von A. baumannii über die Oli-

gonukleotide ata-in_fusion_FWD und ata-in_fusion_REV amplifiziert. Für die Li-

gation des ata-Fragmentes in pARKM wurde zunächst der Vektor mit EcoRI/XbaI 

(New England BioLabs) inkubiert und über das In-fusion PCR cloning kit nach 

Herstellerangaben (Protokollnummer 121416, Clone Tech, Saint-Germain-en-
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Laye, Frankreich) ligiert. Der Ligationsansatz wurde verwendet, um E. coli DH5α 

zu transformieren. Anschließend erfolgte zur Selektion positiver Klone die Kulti-

vierung auf LB-Agar mit Kanamycin (30 µg/ml). Positive Klone wurden ausge-

wählt, kultiviert, Plasmid-DNA isoliert und mittels RFLP überprüft. Das daraus re-

sultierende Plasmid pARKM_ata und das Kontrollplasmid pARKM wurden ver-

wendet, um E. coli WM6026 zu transformieren. Für die Konjugation der Plasmide 

in A. baumannii ∆ata wurden die DAP-auxotroph wachsenden E. coli WM6026 

über Nacht in LB-Medium mit Kanamycin (30 µg/ml) und 600 µM 2,6-Diaminopi-

melinsäure (DAP, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) und A. baumannii 

∆ata bis zum Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase (OD600 von 0,4) in 

LB-Medium inkubiert. Daraufhin wurden gleiche Volumina und Zellzahlen der 

Bakterien E. coli WM6026_pARKM mit A. baumannii ∆ata oder E. coli 

WM6026_pARKM_ata mit A. baumannii ∆ata gemischt und auf LB-Agar mit 600 

µM DAP für 24 h bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurden die Bakterien von der 

Platte isoliert, in einer 0,5%igen [w/v] Natriumchlorid-Lösung gelöst und zur Se-

lektion von Transkonjuganten auf LB-Agar mit Kanamycin (100 µg/ml) inkubiert. 

Zur Bestätigung der erfolgreichen Konjugation der Plasmide von E. coli auf A. 

baumannii wurden Kolonien ausgewählt, kultiviert, Plasmid-DNA isoliert und mit-

tels RFLP überprüft. 

2.3.4 Wachstumsanalysen von A. baumannii 

Um sicherzustellen, dass die genetische Modifikation der Bakterienstämme kei-

nen Einfluss auf deren Phänotyp hat, wurden Wachstumsversuche in LB-Medium 

mit oder ohne Arabinose (Induktor für den pBAD-Promotor in pARKM_ata bzw. 

pARKM) durchgeführt. Hierfür wurden über Nacht kultivierte Bakteriensuspensi-

onen der jeweiligen Stämme in LB-Medium überführt (OD600 = 0,05). Die Proben 

wurden anschließend bei 37 °C schüttelnd (180 Upm) über einen Zeitraum von 

24 h inkubiert. In definierten Zeitabständen wurde 1 ml der Bakteriensuspension 

entnommen, in eine Küvette überführt und die OD600 bestimmt. Als Referenz 

diente das jeweilige Kultivierungsmedium. 
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2.3.5 Untersuchung der ata-Expression mittels qRT-PCR 

Für die Analyse der ata-Expression in den erzeugten A. baumannii-Stämmen 

wurde die Gesamt-RNA der Bakterien isoliert und mittels quantitativer Real-time 

PCR (qRT-PCR) analysiert. Dies erfolgte mithilfe interner Standards in Form von 

Plasmiden bekannter Plasmidkopienzahl (Tabelle 12). 

Tabelle 12. Auflistung der zur ata-Expressionsanalyse verwendeten Oligonukleotide und Plasmide. Die Synthese 

der Oligonukleotide erfolgte über Eurofins Genomics Germany GmbH. 

Oligonukleotide S q   z    5‘ - 3‘ R c t    Quelle 

ata-RT_FWD ATT CGG TGC TGT TGC ACA AG diese Arbeit 

ata-RT_REV CAC CCG GTT TAT TAC CAG AG diese Arbeit 

rpoB-RT_FWD GAG TCT AAT GGC GGT GGT TC  diese Arbeit 

rpoB-RT_REV ATT GCT TCA TCT GCT GGT TG  diese Arbeit 

Vektoren Beschreibung Resistenzen Quelle 

pCRTM-Blunt II-TOPO 
(pTOPO) 

Standard-Klonierungsvek-
tor zur Ligation von Frag-
menten mit glatten Enden 

Kanamycin, Zeocin Thermo Fisher 

pTOPO_rpoB-RT 110 Bp großes Fragment 
von rpoB in pTOPO ligiert 

Kanamycin, Zeocin diese Arbeit 

pTOPO_ata-RT 110 Bp großes Fragment 
von ata in pTOPO ligiert 

Kanamycin, Zeocin diese Arbeit 

 

Zur Herstellung der Referenzplasmide wurde 50 ng chromsomaler DNA von 

A. baumannii zur Amplifikation der ata-RT- und rpoB-RT-Fragmente als Matrize 

in einer PCR unter Verwendung der HiFi-Polymerase (PCR Biosystems) einge-

setzt (Tabelle 13). 

Tabelle 13. Temperaturprofil der ata-RT- und rpoB-RT-PCR. 

Amplifikationsschritt Temperatur [°C] Zeit [s] Zyklen 

initiale Denaturierung 95 60  

Denaturierung 95 15 

35 Hybridisierung der Oligonukleotide 60 15 

Elongation 72 15 

finale Elongation 72 300  

 

Nach Durchführung der PCR wurden die Proben hinsichtlich ihrer Fragment- 

größen mittels Gelelektrophorese überprüft und über das QIAquick PCR Purifi-

cation Kit (Qiagen, Stand März 2018) aufgereinigt. Die einzelnen Fragmente wur-
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den dann in einer Ligationsreaktion mit pTOPO (Zero Blunt® TOPO® PCR Clon-

ing Kit, Thermo Fisher, nach Herstellernangaben, MAN0000062) eingesetzt und 

für die Transformation von E. coli DH5α verwendet. Die  elektion erfolgte  uf  B-

Agar mit Kanamycin (30 µg/ml). Am Folgetag wurden Kolonien ausgewählt, kul-

tiviert, Plasmid-DNA isoliert und mittels RFLP überprüft. 

Zur Isolation der Gesamt-RNA aus A. baumannii wurden diese in 100 ml-Erlen-

meyerkolben unter Zugabe oder Abwesenheit von Arabinose für ∆ata(p) und 

∆ata(c) für 24 h inkubiert. Nach 2, 4, 8 und 24 h wurde jeweils 1 ml der Bakteri-

ensuspension entnommen und in ein steriles 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt. 

Die Proben wurden bei 6.000 x g zentrifugiert und bis zur weiteren Verwendung 

bei -20 °C gelagert. Nachdem sämtliche Proben gesammelt wurden, erfolgte die 

Isolation der Gesamt-RNA. Hierzu wurden die Sedimente zunächst in 200 µl Max 

Bacterial Enhancement Reagent (Thermo Fisher) gelöst und für 5 min bei 95 °C 

in einem Heizblock inkubiert. Darauffolgend wurde 1 ml TRIzol®-Lösung (Thermo 

Fisher) zu den Proben hinzugefügt und die Bakteriensuspension gemischt. Es 

folgte eine Inkubation der Proben für 5 min bei Raumtemperatur. Zur Phasen-

Separation wurde 200 µl eiskaltes Chloroform (Sigma Aldrich) zu den Proben 

gegeben und diese anschließend für ca. 15 s invertiert. Die Proben wurden da-

nach 3 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend bei 12.000 x g und 

4 °C für 15 min zentrifugiert. Es bildete sich eine untere rote Phase (Chloroform-

Phenol), eine Interphase und eine obere farblose wässrige Phase. Die wässrige 

Phase (ca. 400 µl) wurde in ein frisches 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt und mit 

500 µl eiskaltem Isopropanol (Sigma Aldrich) gemischt. Es folgte eine Inkubation 

der Proben für 10 min bei Raumtemperatur mit anschließender 10-minütiger 

Zentrifugation bei 15.000 x g und 4 °C. Der Überstand wurde vorsichtig dekantiert 

und die RNA mit 1 ml 75%iger [v/v] Ethanol-Lösung gemischt und erneut bei 

7.500 x g und 4 °C für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig abge-

nommen und das RNA-Sediment im Reaktionsgefäß zum Trocknen bei 60 °C 

offen in einen Heizblock gestellt. Sobald jegliche Flüssigkeitsrückstände ver-

dampft waren, wurden die Proben bei -20 °C gelagert. 

Für die qRT-PCR wurden die Proben zunächst auf Eis aufgetaut und in 50 µl 

RNase-freien Wasser (DEPC-treated Ultrapure Water, Thermo Fisher) gelöst. 

Danach wurde die Konzentration der RNA-Proben photometrisch ermittelt und 
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mit RNase-freiem Wasser auf eine RNA-Konzentration von 10 ng/µl eingestellt. 

Jeweils 50 ng der Proben wurden als Vorlage zur Amplifikation der ata-RT- und 

rpoB-RT-Fragmente mittels qRT-PCR (QuantiTect SYBR® Green RT-PCR Kit, 

Qiagen) verwendet. Zur internen Kalibrierung wurden verschiedene Konzentrati-

onen der Plasmide pTOPO_ata-RT (M = 2,5 x 106 g/mol) und pTOPO_rpoB-RT 

(M = 2,24 x 106 g/mol) mit bekannter Plasmidkopienzahl eingesetzt. Dabei wurde 

die Plasmidkopienzahl wie folgt errechnet: 

Formel 2. Berechnung der Plasmidkopienzahl mit bekannter molaren (M) und Masse (m). 

Kopienzahl =
NA  ×  m

M
 

Hierbei entspricht NA der Avogadro-Konstante von 6 x 1023 mol-1, M der molaren 

Masse der Plasmide in ng/mol und m der Masse der Plasmide in ng. Zur Analyse 

der Plasmide mittels qRT-PCR wurden jeweils 1 µl der verschiedenen Plasmid-

mengen im Bereich von 1 bis 1x107 Kopien eingesetzt. 

Nachfolgend sind die Amplifikationsschritte der qRT-PCR aufgeführt  

(Tabelle 14). Die Reaktion wurde in einem Gerät der Firma Roche (LightCycler® 

480 Real-Time PCR-System, Deutschland) durchgeführt. 

Tabelle 14. Temperaturprofil für die reverse Transkription und Amplifikation zur Analyse der ata-Expression. 

Amplifikationsschritt Temperatur [°C] Zeit [s] Zyklen 

reverse Transkription 50 1.800  

initiale Hitzeaktivierung der DNA-Polymerase 95 900  

Denaturierung 95 15 

40 Hybridisierung der Oligonukleotide 60 15 

Elongation 72 15 

Schmelzkurvenanalyse 40 bis 95    

 

Nach der Reaktion wurde anhand der Schmelzpunktanalyse der beiden amplifi-

zierten Fragmente die Reinheit der Proben überprüft. Zur Ermittlung der CT-

Werte (CT, threshold cycle), die von der Ausgangsmenge der entsprechenden 

Matrize abhängig sind, wurde der Fitpoint-Quantification-Modus des Program-

mes (LightCycler® 480 Software, Version 1.5) verwendet. Für die Auswertung 

wurden die CT-Werte der internen Standardplasmide gegen deren Kopienzahl 

aufgetragen. Über die daraus erhaltene Formel im Format y = a×ebx konnte die 
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Rückrechnung der CT-Werte der unbekannten Proben in Kopienzahlen erfolgen. 

Um Aussagen über die ata-Expression zu treffen, wurde der prozentuale Anteil 

der ata-Fragmente gegenüber dem Anteil der rpoB-Fragmente berechnet.  

2.3.6 Immunologische Untersuchung von Ata 

Zur Untersuchung der Assemblierung des gebildeten Ata-Proteins auf der Ober-

fläche von verschiedenen A. baumannii-Stämmen wurde ein polyklonaler Anti-

körper mit einer Reaktivität gegen die Kopfdomäne von Ata verwendet, die zuvor 

mit Hilfe des daTAA [135] Programmes bestimmt wurde.  

Amplifikation und Ligation in pET24a 

Die codogene Sequenz der Ata-Kopfdomäne wurde mittels PCR ausgehend von 

chromosomaler DNA von A. baumannii amplifiziert (Tabelle 15). Das erhaltene 

Fragment und der pET24a-Vektor wurden jeweils mit den beiden Restriktions-

enzymen NdeI und XhoI inkubiert. Beide Ansätze wurden daraufhin unter Ver-

wendung des QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Stand März 2018) aufge-

reinigt und zur Ligation des PCR-Fragmentes in pET24a in einer Ligations- 

reaktion (T4-Ligase, New England BioLabs) eingesetzt. Nach erfolgter Inkubation 

(15 °C, über Nacht) wurde der Liagtionsansatz für die Transformation von E. coli 

DH5α verwendet. 

Tabelle 15. Übersicht über die zur Klonierung der Kopfdomäne von Ata verwendeten Oligonukleotide und Plas-

mide. Erkennungssequenzen für Restriktionsenzyme sind unterstrichen. Die Synthese der Oligonukleotide erfolgte über 

Eurofins Genomics Germany GmbH. 

Oligonukleotide S q   z    5‘ - 3‘ R c t    Quelle 

ata-Kopf_NdeI_FWD ATG CAT ATG AAT AAA GTT TAC AAG GTC ATT TGG diese Arbeit 

ata-Kopf_XhoI_REV ACC TTG GCC CTC GAG AAC TGC AAC TG diese Arbeit 

M13_FWD TGT AAA ACG ACG GCC AGT Thermo Fisher 

M13_REV CAG GAA ACA GCT ATG AC Thermo Fisher 

Plasmide Beschreibung Resistenzen Quelle 

pET24a Expressionsvektor zur 
Synthese von Proteinen 
in E. coli, lac-Promoter 

Kanamycin Thermo Fisher 
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Am Folgetag wurden Kolonien ausgewählt, kultiviert, Plasmid-DNA isoliert und 

mittels RFLP überprüft. Das entstandene Plasmid pET24_ata-Kopf wurde zur 

Transformation von E. coli BL21 verwendet. Die Selektion erfolgreicher Transfor-

manten erfolgte durch Kultivierung auf LB-Agar mit Kanamycin (30 µg/ml). Der 

daraus resultierende Stamm E. coli_pET24_ata-Kopf wurde zur Induktion der 

Synthese der Ata-Kopfdomäne verwendet. 

Induktion der Proteinsynthese in E. coli_pET24_ata-Kopf 

Für die Induktion der Proteinsynthese der Ata-Kopfdomäne wurde 

E. coli_pET24_ata-Kopf zunächst über Nacht kultiviert und zu 50 ml in einem  

100 ml-Erlenmeyerkolben frisch überimpft (OD600 = 0,05). Die Bakteriensuspen-

sion wurde schüttelnd (180 Upm) bei 37 °C inkubiert bis eine OD600 von 1,0 er-

reicht war. Die Zugabe von Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG, Endkon-

zentration: 400 µM) diente zur Induktion der Genexpression unter Kontrolle des 

lac-Promoters. Jeweils unmittelbar vor der Induktion und 1, 2 und 3 h nach der 

Zugabe von IPTG wurden 1 ml-Proben entnommen, zentrifugiert und in Proben-

auftragspuffer (3-fach konzentriert: 8 % SDS [w/v], 24 % Glycerol [v/v], 100 mM 

Tris, 4 % β-Mercaptoethanol [v/v], 0,02 % Serva Blau G [w/v], pH 6,8) gelöst. 

Danach wurde für 15 min bei 95 °C inkubiert und die Probe über eine denaturie-

rende Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Zusammensetzung des 

Polyacrylamidgels nach Schägger und Jagow ist im Folgenden aufgeführt [173]. 

Tabelle 16. Zusammensetzung eines denaturierenden Polyacrylamidgels nach Schägger und Jagow [173]. 

Bezeichnung Trenngel (12,5 %) Sammelgel 

3-fach Gelpuffer  
(3 M Tris, 0,3 % SDS [w/v], pH 8,45) 

13,33 ml 4,96 ml 

30 % Acrylamid [v/v] 16,67 ml 2,67 ml 

87 % Glycerin [v/v] 5 ml  

dest. Wasser 5 ml 12,37 ml 

10 % Ammoniumperoxodisulfat [w/v] 0,2 ml 0,125 ml 

Tetramethylethylendiamin 0,1 ml 0,05 ml 

 

Trenngel und Sammelgel wurden in einen Gelgießstand der Firma BioRad her-

gestellt. Sobald das Gel verfestigt war, wurde es zur Auftrennung der Gesamt-

proteine verwendet (60 V für 20 min, danach 120 V für x min). Hierfür wurde ein 

Kathodenpuffer (100 mM Tris, 100 mM Tricin, 0,1 % SDS [w/v], pH 8,25) und ein 
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Anodenpuffer (100 mM Tris, pH 8,9) verwendet. Nach der Auftrennung der Ge-

samtproteine wurden diese durch Coomassie-Blau detektiert [174]. Hierfür wurde 

das Polyacrylamidgel in einen Behälter überführt und über Nacht in Coomassie-

Färbelösung (50 % Methanol [v/v], 10 % Essigsäure [v/v], 0,5 g Serva Blau R) 

und zum Entfärben anschließend in Coomassie-Entfärbelösung (33 % Methanol 

[v/v], 10 % Essigsäure [v/v]) inkubiert (ca. 3 h). 

Aufreinigung der Ata-Kopfdomäne 

Die Ata-Kopfdomäne wurde über Affinitätschromatografie isoliert. Hierzu wurde 

die Kultivierung der Bakterien in einem Gesamtvolumen von 1 L vorgenommen 

und die Proteininduktion nach dem Erreichen einer OD600 von 1,0 durch Zugabe 

von  soprop l β-D-1-Thiogalactopyranosid (ITPG, Sigma Aldrich) gestartet. Nach 

1 h wurde die Bakteriensuspension zentrifugiert (30 min, 6.000 x g) und das Se-

diment in einem 50 ml-Röhrchen gesammelt. Das Bakteriensediment wurde in 

2 ml Lyse-Puffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 1 mg/ml 

Lysozym, eine Spatelspitze DNase [400 Kunitz units/mg, Sigma Aldrich], pH 8,0) 

gelöst und für 1 h bei 37 °C schüttelnd inkubiert. Die Zellen wurden mittels einer 

Ultraschallbehandlung (6x 30 s) aufgebrochen und die Zelltrümmer durch eine 

erneute Zentrifugation (30 min, 6.000 x g) von den freigesetzten Proteinen sepa-

riert. Das Säulenmaterial (500 µl) zur Affinitätschromatografie (HisPur Ni-NTA 

Resin, Thermo Fisher) wurde in einen Säulenbehälter überführt und 1x mit Lyse-

puffer kalibriert, um dieses anschließend mit der Proteinlösung für 1 h bei Raum-

temperatur zu inkubieren. Nicht gebundene Proteine wurden in einem Reaktions-

gefäß gesammelt und das Säulenmaterial 4x mit jeweils 1 ml Waschpuffer  

(20 mM Imidazol, 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM β-Mercaptoethanol) 

gewaschen. Danach erfolgte die Elution der gebundenen Proteine durch 1 ml 

Elutionspuffer (100 mM Imidazol, 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM  

β-Mercaptoethanol). Anschließend wurde die Proteinmenge unter Verwendung 

des Micro BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher) nach Herstellerangaben (Pro-

tokollnummer 0412.6) bestimmt. Eine Gesamtmenge von 170 µg der isolierten 

Ata-Kopfdomäne wurde in einer denaturierenden Gelelektrophorese aufgetrennt 

und gefärbt. Das sichtbare Protein wurde aus dem Gel herausgeschnitten und 

zur kommerziellen Immunisierung von zwei Kaninchen (klassisches Immunisie-
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rungsprogramm, Eurogentec, Lüttich, Belgien) verwendet. Das genaue Immuni-

sierungsprotokoll ist der Unternehmenswebseite zu entnehmen: 

https://secure.eurogentec.com/life-science.html (abgerufen am 10.11.2019). 

Aufbereitung der Seren 

Die verschiedenen Seren wurden bei -20 °C gelagert. Jeweils 200 µl des gelie-

ferten Serums (Large Bleed vom 16.09.2015, Kaninchen 1424) wurde über das 

N  ™ Protein  /G Spin Kit (Thermo Fisher) entsprechend den Herstellervorga-

ben (Protokollnummer 1941.4) aufgereinigt. Die Antikörpermenge wurde photo-

metrisch bestimmt (Extinktionskoeffizient von IgG bei 280 nm = 1,36 [175]) und 

konnte bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert werden. 

Immunfluoreszenztest 

Der aufbereitete polyklonale Antikörper wurde verwendet, um Ata auf der Ober-

fläche von A. baumannii nachzuweisen. Dafür wurden die Bakterien bis zu einer 

OD600 von 0,2 kultiviert, in ein 50 ml-Röhrchen überführt und für 15 min bei  

6.000 x g zentrifugiert. Das Sediment wurde einmal in 10 ml PBS gewaschen und 

auf eine Keimzahl von 1x108 Bakterien/ml eingestellt. In eine Zellkulturschale  

(24-Kavitäten) wurden zuvor sterile Deckgläschen überführt und mit einer Kollage 

G-Lösung (10 µg/ml) für 1 h bei Raumtemperatur überschichtet. Danach wurde 

jeweils 1 ml der entsprechenden Bakteriensuspension dazugegeben. Die Proben 

wurden für 10 min bei 500 x g zentrifugiert und 1 h bei 37 °C inkubiert. Der Über-

stand wurde verworfen und die Proben für weitere 2 h offen bei 37 °C getrocknet. 

Im Anschluss wurden die Proben mit 3,75 % [v/v] Paraformaldehyd (in PBS) für 

15 min bei 4 °C fixiert und 3x mit PBS gewaschen. Daraufhin wurden die Proben 

über Nacht mit 5 % [v/v] Ziegenserum (in PBS mit 0,1 % [v/v] Tween 20 [PBS-T], 

Thermo Fisher) inkubiert. Am Folgetag wurden die Proben erneut 3x mit PBS-T 

gewaschen. Der polyklonale Antikörper gegen die Ata-Kopfdomäne wurde 1:100 

in PBS-T verdünnt und zu den Bakterien gegeben. Nach 1 h Inkubation bei 

Raumtemperatur wurden die Proben 3x mit PBS-T gewaschen und es erfolgte 

die Inkubation mit dem Sekundärantikörper (Anti-rabbit IgG (H+L), F(ab')2 Frag-

ment-Alexa Flour® 488 konjugiert, 1:1000 in PBS-T, Cell Signalling, Frankfurt am 

Main) für 1 h bei Raumtemperatur. Die Proben wurden erneut 3x mit PBS-T ge-

waschen und es folgte die Inkubation mit einer 300 nM  ′, -Diamidin-2-phenyl-

indol (DAPI)-Lösung für 15 min bei Raumtemperatur. Die Proben wurden erneut 

https://secure.eurogentec.com/life-science.html
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in PBS-T gewaschen und zur Lagerung mit FluoPrep (BioMérieux, Marcy-l'Étoile, 

Frankreich) konserviert. Die Detektion der Antikörpersignale erfolgte über ein  

Fluoreszenzmikroskop der Firma Zeiss (Axiovert 200 mit Axiocam MRm Digital 

Camera, Jena). Die digitale Bearbeitung wurde mit dem Programm Visi View  

(Visitron Systems, Puchheim) durchgeführt. 

2.4 Untersuchungen zur Adhärenz von A. baumannii an 

abiotischen Faktoren und humane Zellen  

2.4.1 Adhäsion von A. baumannii an abiotische Faktoren 

Zur Untersuchung der Adhärenz von A. baumannii an abiotische Faktoren wur-

den Zellkulturschalen über Nacht bei 4 °C mit den entsprechenden Protein- 

lösungen in einer Konzentration von jeweils 100 µg/ml in PBS inkubiert (Tabelle 

17). Die Proteinlösung wurde nach der über-Nacht-Inkubation verworfen. 

Tabelle 17. Übersicht der zur Untersuchung der Adhärenz von A. baumannii verwendeten extrazellulären Matrix-

proteine und rekombinanten Oberflächenproteine. 

Bezeichnung Quelle 

humanes Kollagen A Merck Millipore, 

humanes Laminin Sigma Aldrich 

humanes Fibronektin Merck Millipore 

vaskuläres Zelladhäsionsprotein 1 (VCAM-1) Abcam, Cambridge, UK 

interzelluläres Zelladhäsionsmolekül 1 (ICAM-1) Abcam 

interzelluläres Zelladhäsionsmolekül 2 (ICAM-2) Abcam 

 

Die verschiedenen A. baumannii-Stämme wurden flüssig kultiviert und mit PBS 

auf eine OD600 von 0,2 eingestellt. Danach wurde jeweils 1 ml der Bakteriensus-

pension (1 x 108 Bakterien) in die jeweilige Kavität der Zellkulturschale gegeben 

und bei 500 x g für 10 min zentrifugiert. Anschließend wurden die Zellkulturscha-

len bei 37 °C für 1 h inkubiert und die nicht-adhärenten Bakterien durch dreima-

liges Waschen (Auf- und Abpipettieren) mit PBS entfernt. Dann erfolgte die Zu-

gabe von 1 ml einer 0,05%igen [w/v] Kristall-Violett-Lösung (in PBS, Sigma Ald-

rich). Die Proben wurden für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlie-

ßend 3x mit PBS gewaschen. Nach Zugabe von 500 µl reinem Ethanol wurde die 
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Absorption der Lösung in einem Platten-Fotometer (Infinity 200pro, Tecan,  

Männedorf, Schweiz) bei 590 nm bestimmt.  

2.4.2 Adhäsion von A. baumannii an humane Zellen 

2.4.2.1 Adhäsion von A. baumannii an humane Zellen unter 

 statischen Infektionsbedingungen 

Zur Quantifizierung der bakteriellen Adhärenz wurden Endothelzellen (HUVEC, 

HMEC-1, HDMEC) oder Epithelzellen (A549, Hep-G2, HeLa) in Zellkulturschalen 

(6-Kavitäten) kultiviert. Zur Inkubation der Bakterien mit den humanen Zellen wur-

den diese zunächst mit Ko-Kultivierungsmedium gewaschen und die Bakterien-

suspensionen im selben Medium auf eine OD600 von 0,2 eingestellt (1 x 108 Bak-

terien/ml, MOI 200). Nach Zugabe der Bakteriensuspension zu den humanen 

Zellen wurden die Proben für 5 min bei 500 x g zentrifugiert. Die infizierten Zellen 

wurden anschließend bei 37 °C inkubiert. Nach 1 h wurde der Überstand verwor-

fen, die Zellen wurden 3x mit Ko-Kultivierungsmedium gewaschen und durch Zu-

gabe von 1 ml Trypsin-EDTA (0,05 %, [w/v]) mit anschließender 15-minütiger In-

kubation bei 37 °C aus den Zellkulturschalen gelöst. Die infizierten Zellen wurden 

in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt und bei 6.000 x g für 15 min zentrifugiert. 

Das Zellsediment wurde in 50 µl A. dest. gelöst und bis zur weiteren Verwendung 

bei -20 °C gelagert. 

Weiterhin wurden humane Zellen infiziert, um die Adhäsion von A. baumannii 

fluoreszenzmikroskopisch nachzuweisen. Hierzu erfolgte die Kultivierung der hu-

manen Zellen in Kulturschalen (24-Kavitäten) in denen sich Deckgläschen (für 

Endothelzellen mit Kollagen G beschichtet) befanden. Die Inkubation der Zellen 

mit A. baumannii erfolgte wie bereits beschrieben (MOI 200). Die Zellen wurden 

nach der einstündigen Inkubation 3x mit Ko-Kultivierungsmedium gewaschen 

und anschließend für 15 min bei 4 °C unter Zugabe von 1 ml 3,75%iger [v/v] PFA-

Lösung fixiert. Die Proben wurden 3x mit PBS gewaschen und für 30 min mit 

einer 0,1%igen [v/v] Triton X-100-Lösung (in PBS, Sigma Aldrich) inkubiert, um 

die Zellmembranen zu permeabilisieren. Nach 3x Waschen mit PBS wurde 1 ml 

einer Phalloidin-Tetramethylrhodamin-B-Isothiocyanat-Lösung (TRITC-Phalloi-

din, 0,5 ng/ml in PBS, Sigma Aldrich) zur Färbung des Aktin-Zytoskeletts zuge-

geben und für 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proben wurden 3x mit 
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PBS gewaschen und mit 1 ml einer DAPI-Lösung für 15 min inkubiert. Nach drei-

maligem Waschen mit PBS wurde das Deckgläschen auf einen Objektträger plat-

ziert und mit FluoPrep (BioMérieux) konserviert. Die infizierten Zellen wurden an-

schließend fluoreszenzmikroskopisch untersucht (Axiovert 200 mit Axiocam 

MRm Digital Camera, Zeiss). Die digitale Bearbeitung wurde mit dem Programm 

Visi View (Visitron Systems) durchgeführt. 

Um potenzielle Liganden von A. baumannii auf der Oberfläche von Endothelzel-

len zu identifizieren, die an der Bindung der Bakterien beteiligt sind, wurden Ver-

suche mit neutralisierenden Antikörpern durchgeführt. Dafür wurden HUVECs 

wie beschrieben in Zellkulturschalen (6 Kavitäten) kultiviert. Die Anzucht der ver-

schiedenen A. baumannii-Stämme erfolgte wie bereits erwähnt. Vor der Infektion 

der humanen Endothelzellen wurden diese zunächst mit  0 ng/ml T  α  gelöst 

in Zellkulturmedium mit 2 % FCS, PrepoTech, Rocky Hill, New Jersey, USA) für 

16 h bei 37 °C inkubiert. Dadurch konnte gewährleistet werden, dass die Zellen 

einen untereinander vergleichbaren Phänotyp im Sinne der Expression von ver-

schiedenen Adhäsionsmolekülen wie beispielsweise VCAM-1 aufweisen. Die 

Zellen wurden anschließend 3x mit Zellkulturmedium gewaschen. Danach er-

folgte die Blockierung endothelspezifischer Oberflächenrezeptoren, indem die 

Zellen mit entsprechenden Antikörpern für 1 h bei 37 °C inkubiert wurden. Hierfür 

wurden folgende Antikörper verwendet: anti-human IgG (Klon: 679.1Mc7, End-

konzentration: 400 ng/ml, Beckman Coulter, Brea, Kalifornien, USA), anti-human 

α4-Integrin (Klon: HP2/1, Endkonzentration: 200 ng/ml, Beckman Coulter) und 

anti- um n β1-Integrin (Klon: Lia 1/2, Endkonzentartzion: 20 µg/ml, Beckman 

Coulter), jeweils in Endothelzellmedium mit 2 % [v/v] FCS gelöst. Danach wurden 

die Zellen erneut 3x mit Zellkulturmedium gewaschen. Durch anschließende Zu-

gabe der Bakterienkultur (MOI 200) wurde die Infektion gestartet. Nach Inkuba-

tion bei 37 °C für 1 h wurden nicht-adhärente Bakterien durch dreimaliges Wa-

schen mit Zellkulturmedium entfernt. Die adhärenten und infizierten Zellen wur-

den mit einem Zellschaber aus den Kavitäten gelöst, in PBS seriell verdünnt und 

auf LB-Agar zur Bestimmung der Keimzahl kultiviert. 
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2.4.2.2 Adhäsion von A. baumannii an humane Zellen unter  

 dynamischen Infektionsbedingungen 

Zur Untersuchung des Einflusses von Scherkräften auf die Adhärenz von 

A. baumannii an humane Zellen wurde ein dynamischer Infektionsversuche etab-

liert. Hierzu wurden die Zellen in Durchflusskammern (µ-Slide I Luer, Ibidi) kulti-

viert. Die Bakterienkultur wurde auf eine Keimzahl von 2 x 107 Bakterien in 12 ml 

Ko-Kultivierungsmedium eingestellt (entspricht einer MOI von 200). Die Bakterien-

suspension und 20 ml Ko-Kultivierungsmedium wurden jeweils in 20-ml-Spritzen 

(Braun, Melsungen) überführt. Die Durchflusskammern wurden mit entsprechen-

den Verbindungsschläuchen an die Spritzen über einen Dreiwegehahn (Braun) 

angeschlossen und in eine Perfusor-Pumpe (MTS, Schweinfurth) eingespannt 

(Abbildung 7 A und B). Mit einer konstanten Flussrate von 0,2 ml/min (ca. 

0,26 dyn/cm²) wurde das Medium für 15 min über die in den Durchfluss- 

kammern kultivierten Zellen gespült. Danach wurden die Spritzen mit den Bakte-

rienkulturen mit der Durchflusskammer verbunden und die Infektion fand mit ei-

ner konstanten Flussrate von 0,2 ml/min für 60 min statt. Anschließend wurden 

die Zellen für 15 min mit Medium überspült, um nicht-adhärente Bakterien zu ent-

fernen. Die Flüssigkeit aus der Durchflusskammer wurde mit Hilfe einer Pipette 

und vorsichtigen Klopfen vollständig entfernt und mit 200 µl Trypsin-EDTA 

(0,05 % [w/v]) ersetzt. Nach einer Inkubation von 15 min bei 37 °C wurden die 

infizierten Zellen durch Auf- und Abpipettieren gelöst und in ein frisches 1,5 ml-

Reaktionsgefäß überführt. Die Proben wurden für 15 min bei 6.000 x g zentrifu-

giert und das Zellsediment in 30 µl A. dest. gelöst. Bis zur weiteren Verwendung 

konnten die infizierten Zellen bei -20 °C gelagert werden. 

Zur fluoreszenzmikroskopischen Analyse wurden die Zellen zunächst in Durch-

flusskammern (µ-Slide VI 0.4, Ibidi) kultiviert. Die Bakterienzahl in 12 ml betrug 

2 x 106 Bakterien (entspricht einer MOI von 200). Die Infektion erfolgte wie bereits 

beschrieben. Nachdem Spülen der Zellen wurden diese mit 200 µl einer  

3,75%igen [w/v] PFA-Lösung fixiert. Die Zellen wurden anschließend mit 200 µl 

Triton X-100 (0,1 % in PBS [v/v]) permeabilisiert, das Aktin-Zytoskelett mit 200 µl 

TRITC-Phalloidin und die zelluläre bzw. bakterielle DNA mit 200 µl einer DAPI-

Lösung gefärbt. Durch Zugabe von 200 µl FluoPrep (BioMérieux) wurden die ge-
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färbten Zellen konserviert und konnten dann unter Verwendung eines Konfokal-

mikroskops (Konfokales Lasermikroskop A1R, Nikon, Minato, Präfektur Tokio, 

Japan) untersucht werden. 

 

Abbildung 7. Materialien und Versuchsaufbau zur dynamischen Infektion humaner Zellen mit A. baumannii. 

(A) Zur Infektion humaner Zellen mit A. baumannii wurde ein dynamisches in vitro Infektionsmodell etabliert. Hierfür wur-

den folgende Materialien benötigt: Perfusor, Verbindungsschläuche, 20 ml-Spritzen und ein Abfallbehälter. (B) Die Sprit-

zen wurden mit einem Drei-Wege-Hahn blasenfrei verschlossen. Über den Drei-Wege-Hahn wurden die Schläuche mit 

der Durchflusskammer verbunden. Weitere Schläuche führen von der Durchflusskammer in den Abfallbehälter. Die Fluss-

rate des Perfusors wurde auf einen Wert von 0,2 ml/min eingestellt. 

 

2.4.2.3 Quantifizierung adhärenter Bakterien mittels qRT-PCR 

Die durch die Infektion der humanen Zellen mit A. baumannii gewonnen Proben 

der statischen und dynamischen Adhäsionsversuche wurden verwendet, um die 

Anzahl der adhärenten Bakterien zu bestimmen. Dies geschah, indem bakterien- 

und humanspezifische (rpoB bzw. hmbs) Genäquivalente mittels qRT-PCR 

amplifiziert und die Kopienzahl dann über die CT-Werte bestimmt wurde. Hierfür 

wurden zunächst interne DNA-Standards in Form von Plasmiden hergestellt. Die 

dafür verwendeten Oligonukleotide und Plasmide sind in Tabelle 18 aufgeführt. 
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Tabelle 18. Übersicht der zur Herstellung interner DNA-Standards für die qRT-PCR verwendeten Oligonukleotide 

und Plasmide. Sofern nicht anders angegeben, erfolgte die Synthese der Oligonukleotide über Eurofins Genomics Ger-

many GmbH. 

Oligonukleotid S q   z    5‘ - 3‘ R c t    Quelle 

rpoB-RT_FWD GAG TCT AAT GGC GGT GGT TC  diese Arbeit 

rpoB-RT_REV ATT GCT TCA TCT GCT GGT TG  diese Arbeit 

hmbs-RT_FWD TTC CTT CCC TGA AGG GAT TCA CTC AG Galaxy Diagnostics 
Incorporated, North 
Carolina, USA 

hmbs-RT_REV TTA AGC CCA GCA GCC TAT CTG ACA CCC Galaxy Diagnostics 

Vektoren Beschreibung Resistenzen Quelle 

pCRTM-Blunt II-TOPO  
(pTOPO) 

Standard-Klonierungsvektor 
zur Ligation von Fragmenten 
mit glatten Enden 

Kanamycin, Zeocin Thermo Fisher 

pTOPO_rpoB-RT 110 Bp großes Fragment von 
rpoB in pTOPO ligiert 

Kanamycin, Zeocin diese Arbeit 

pTOPO_hmbs-RT 110 Bp großes Fragment von 
hmbs in pTOPO ligiert 

Kanamycin, Zeocin diese Arbeit 

 

Das Plasmid pTOPO_rpoB-RT lag bereits vor und die Herstellung von  

pTOPO_hmbs-RT erfolgte äquivalent (siehe 2.3.5). Die molare Masse des Plas-

mides betrug 2,56 x 106 g/mol und die Kopienzahl in einem definierten Volumen 

konnte über die bereits aufgeführte Formel 2 errechnet werden. Zur Quantifizie-

rung der adhärenten Bakterien wurden jeweils 1 µl der infizierten Proben oder 

der verschiedenen Plasmidmengen als Vorlage zur Amplifikation der rpoB-RT- 

und hmbs-RT-Fragmente mittels qRT-PCR (QuantiTect SYBR® Green RT-PCR 

Kit, Qiagen) verwendet (Temperaturprofil, siehe Tabelle 19). Es erfolgte keine 

Zugabe der reversen Transkriptase. 

Tabelle 19. Temperaturprofil für die Amplifikation der rpoB-RT- und hmbs-RT-Fragmente mittels qRT-PCR. 

Amplifikationsschritt Temperatur [°C] Zeit [s] Zyklen 

initiale Hitzeaktivierung der DNA-Polymerase 95 900  

Denaturierung 95 15 

40 Hybridisierung der Oligonukleotide 60 15 

Elongation 72 15 

Schmelzkurvenanalyse 40 bis 95    

 

Die einzelnen CT-Werte wurden über den Fitpoint-Quantification-Modus ermittelt. 

Zur Kalibrierung wurden die CT-Werte der internen Standardplasmide gegen de-

ren Kopienzahl aufgetragen. Dadurch konnte die Rückrechnung der Kopien- 

zahlen in den Proben erfolgen. Die Rate der bakteriellen Adhärenz wurde wie in 



2. Material und Methoden 52 

 

Formel 3 bestimmt, wobei die Anzahl der Kopien von hmbs aufgrund des diploi-

den Charakters der humanen Zellen halbiert wurde. 

Formel 3. Bestimmung der bakteriellen Adhäsionsrate über die Anzahl der Kopien von rpoB und hmbs. 

Adhäsionsrate [Bakterien / humane Zelle] =
Anzahl der Kopien für 𝑟𝑝𝑜𝐵

1
2 × Anzahl der Kopien für ℎ𝑚𝑏𝑠

 

2.5 Etablierung von Adhärenzversuchen mit 

A. baumannii im Nabelschnurmodell 

Zur weiteren Analyse der Adhäsion von A. baumannii an humane Endothelzellen 

wurde ein Organinfektionsmodell unter Verwendung menschlicher Nabelschnur-

venen etabliert. Dieses Modell wurde in einer vorangegangenen Arbeit für den 

Modellorganismus B. henselae angewendet [176]. Im Rahmen der vorliegenden 

Arbeit wurde diese Methode für die Untersuchung des Adhärenzverhaltens von 

A. baumannii angepasst und durch weitere Untersuchungen ergänzt. Die Nabel-

schnurvenen wurden freundlicherweise vom Krankenhauses Sachsenhausen in 

Frankfurt am Main zur Verfügung gestellt (siehe 2.1.1). 

Zur Infektion der Nabelschnurvenen wurden stets frische Proben verwendet. 

Qualitätskriterien hierfür waren: Die Probe war nicht älter als ein Tag, die Ober-

fläche war feucht-glänzend und die Farbe erschien blassrosa (Abbildung 8). Die 

Nabelschnur wurde zuerst auf etwa 10 cm Länge mit Hilfe eines Skalpells ge-

kürzt. Hierbei war es wichtig, dass im Querschnitt der Nabelschnur die Vene gut 

zu erkennen und diese nicht beschädigt war (Abbildung 8 C). In beide Enden 

der Nabelschnurvene wurde eine Knopfkanüle eingeführt und mit Hilfe eines  

Kabelbinders fixiert (Abbildung 8 D und E). Die Knopfkanülen waren mit einem 

Infusionsschlauch entweder mit einer peristaltischen Pumpe oder dem Abfallbe-

hälter verbunden. Um mögliche Verunreinigungen aus der Nabelschnurvene zu 

entfernen, wurde diese zunächst mit vorgewärmten Endothelzellmedium für 

15 min und einer Flussrate von 0,2 ml/min gespült. Die zu untersuchenden Bak-

terienstämme wurden über Nacht kultiviert und anschließend bis zu einer OD600 

von 0,2 inkubiert. Die Bakterien wurden 1x in Endothelzellmedium gewaschen 

und danach auf eine OD600 von 0,2 eingestellt (1 x 108 Bakterien/ml). Um die 
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Bakterien bei fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen im Anschluss erken-

nen zu können, wurden diese vor der Infektion mit dem Lebendzellfarbstoff  

Carboxyfluorescein-Succinimidyl-Ester (CFSE, Santa Cruz Biotechnology, Dal-

las, Texas, USA) gefärbt. Die Bakterien wurden mit CFSE (Endkonzentration: 

10 µM in PBS) für 15 min leicht schüttelnd und lichtgeschützt bei 37 °C inkubiert. 

Überschüssiges CFSE wurde durch dreimaliges Waschen der Bakterien mit En-

dothelzellemedium entfernt (Zentrifugationsschritte: 15 min, 6.000 x g). Danach 

wurde 1 ml dieser Bakteriensuspension mit 11 ml des vorgewärmten Endothel-

zellmediums gemischt und in ein 50 ml-Röhrchen überführt (1 x 108 Bakterien in 

12 ml), um diese anschließend mit dem Pumpensystem zu verbinden. Die Infek-

tion des Nabelschnurvenenendothels erfolgte über einen Zeitraum von 1 h bei 

Raumtemperatur unter konstanten Flussbedingungen von 0,2 ml/min. Anschlie-

ßend wurden nicht-adhärente Bakterien durch erneuten Durchfluss von En-

dothelzellmedium aus der Vene gespült. Sollte eine Quantifizierung der Bakterien 

erfolgen, wurde die Vene straff-elastisch mit vorgewärmten Trypsin-EDTA 

(0,05 % [w/v]) befüllt und für ca. 30 min bei 37 °C inkubiert. Die abgelösten und 

infizierten humanen Zellen wurden anschließend aus der Vene gespült, in einem 

sterilen Gefäß (15 ml-Röhrchen) aufgefangen und zur Quantifizierung mittels 

qRT-PCR aufbereitet. Zur Weiterverarbeitung der infizierten Vene zur Fluores-

zenzmikroskopie erfolgte zunächst die Präparation der Nabelschnurvene. Hierfür 

wurde umliegendes Gewebe mit einer mikroskopischen Schere vorsichtig ent-

fernt (Abbildung 8 F), sodass die Vene deutlich sichtbar war (Abbildung 7 G). 

Diese konnte nun vom umliegenden Gewebe getrennt und in einer Silikonschale 

fixiert werden, um noch verbleibende Gewebsreste zu entfernen (Abbildung 8 H). 

Anschließend wurde das Präparat in ein steriles 50 ml-Röhrchen überführt und 

für mindestens 1 h in 3,75%iger PFA-Lösung ([w/v] in PBS) fixiert. Darauf folgte 

die Färbung des Gewebes und der Bakterien mit TRITC-Phalloidin bzw. DAPI. 

Die mikroskopische Begutachtung erfolgte an einem Konfokalmikroskop der 

Firma Nikon. 
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Abbildung 8. Übersicht zur Präparation und Infektion der Nabelschnurvene.(A) Die Übersicht zeigt die verwendeten 

Geräte und Materialien zur Infektion der Nabelschnurvene: Präparationsbesteck, eine peristaltische Pumpe, Knopfkanü-

len mit Verbindungsschläuchen, Kabelbinder und Nadeln zur Fixierung der Präparate. (B) Diese Nabelschnurprobe erfüllt 

die Qualitätskriterien: nicht älter als ein Tag, feucht-glänzende Oberfläche und eine blassrosa Farbe. (C) Im Querschnitt 

der Nabelschnur sind die Vene und die beiden Arterien zu erkennen. (D+E) Die Vene wurde an beiden Enden mit einer 

Knopfkanüle verbunden und mit Hilfe von Nadeln in einem Silikonbett fixiert. (F-H) Zur Isolation der Vene wurde das 

umliegende Gewebe vorsichtig entfernt und das Venengewebe anschließend in PFA fixiert. 

2.5.1  Mikro-Computer-Tomografie, Scherkraft-Berechnung und 

Doppler-Analyse 

Um sicherzustellen, dass die untersuchten Venen stets vergleichbare Bedingun-

gen aufwiesen, wurde die Struktur der Venen und die damit verbundene Scher-

kraft bestimmt. Außerdem wurden die Flussbedingungen unter Verwendung ei-

ner Doppler-Analyse untersucht. Die Mikro-Computer-Tomografie (mikro-CT) 

wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Christoph Schürmann und Prof. Dr. Ralf P. 
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Brandes (Universitätsklinik der Goethe-Universität, Institut für Kardiovaskuläre 

Physiologie, Frankfurt am Main, Deutschland) durchgeführt. Doppler-Analysen 

wurden freundlicherweise von Frau Dr. Doris Fischer (Universitätsklinik der  

Goethe-Universität, Klinik für Kinder und Jugendmedizin, Abteilung für Neonato-

logie, Frankfurt am Main) erarbeitet. 

Für mikro-CT-Untersuchungen wurde die Vene zunächst in etwa 10 cm lange 

Stücke geschnitten, um diese anschließend mit PBS zu spülen. In beide Enden 

der Vene wurde ein Drei-Wege-Hahn (Braun) eingeführt und mit einem Kabelbin-

der fixiert. Danach wurde die Vene unter konstanten Druck von 10-15 mmHg mit 

einem röntgendichten Kontrastmittel (MicroFil®, Flow Tech, Carver, Massachus-

etts, USA) befüllt. Im Anschluss wurde die Venenstruktur in einem mikro-CT 

(Skyscan 1176, Bruker mikro-CT, Billerica Massachusetts, USA) untersucht. 

Hierfür wurden folgenden Einstellungen verwendet (Tabelle 20).  

Tabelle 20. Parameter zur Analyse der Nabelschnurvenenstruktur mittels mikro-CT. 

Parameter Wert 

Spannung 50 kV 

Filter 0,5 mm 185 Aluminium-Filter 

Stromstärke 500 µA 

Expositionszeit 210 ms 

isotope Auflösung 18 µm 

Bilder pro Rotation 3 pro 0,5° 

Rotationswinkel 180° 

 

Die somit erhaltenen volumetrischen Daten wurden über das Programm 

NRecon/InstaRecon CBR Server – Premium Software (Skyscan/InstaRecon, Bil-

lerica Massachusetts, USA) bearbeitet. Die Bildanalyse, die Segmentation der 

mikro-CT-Daten und die Berechnung der Venenstruktur erfolgte unter Verwen-

dung des Programms Imalytics Preclinical Software (Gremse-IT, Aachen). Unter-

schiede zwischen dem Kontrastmittel und dem Venen-umfassenden Gewebe 

wurden unter Zuhilfenahme eines Grenzwertes, der sich aus der mittleren Inten-

sität des Kontrastmittels und des Gewebes errechnet, vermindert. Das Lumen 

der Nabelschnurvene wurde über das virtual elastic sphere tool bestimmt [177]. 

Nachdem die strukturelle Beschaffenheit der Vene erfasst wurde, konnte die 

 c erkr ft  т  mit Formel 4 berechnet werden [178]. 
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Formel 4. Berechnung der zu erwartenden Scherkraft bei der Infektion von Nabelschnurvenen mit A. baumannii. 

т =  
4 × 𝜇 × 𝑣

𝜋 × 𝑟3
 

Hierbei wurden folgende Werte verwendet: Viskosität (µ) = 1.011 mPa x s, Fluss-

rate (v) = 3,3 x 10-9 m³/s, Radius der Vene in mm (r). 

Um die Flussbedingungen während der Infektion zu untersuchen, wurden Ultra-

schall-Doppler-Analysen durchgeführt, wozu die Nabelschnur zunächst in einer 

Silikonschale fixiert und mit der Perfusor-Pumpe über Infusionsschläuche ver-

bunden wurde. Barium-Sulfat (10 % [w/v] in PBS) wurde unter konstanten Fluss-

bedingungen von 0,2 ml/min durch die Vene gespült. Das Strömungsmuster 

wurde unter Verwendung eines linearen Ultraschallkopfes (L 5-12 MHz) und  

einem Phillips Envisor Ultraschallgerät (Hamburg) aufgezeichnet. 

2.6 Invasion von A. baumannii in humane Zellen 

Zur Untersuchung der Invasion humaner Zellen durch A. baumannii wurden 

HUVECs und A549-Zellen zunächst in Zellkulturschalen (6 Kavitäten) kultiviert. 

Nach Anzucht der Bakterienstämme erfolgte die Infektion der Zellen mit 

A. baumannii für 4 h bei 37 °C (MOI 200). Anschließend wurden nicht-adhärente 

Bakterien durch 3x Waschen mit dem entsprechenden Zellkulturmedium entfernt. 

Um extrazelluläre Bakterien abzutöten, wurde entweder Gentamicin (500 µg/ml 

als Gentamicinsulfat, Sigma Aldrich, Wildtyp und ∆ata) oder Colistin (10 µg/ml als 

Colistin-Natrium-Methansulfat, Sigma Aldrich, ∆ata p  und ∆ata(c)) zu den Pro-

ben gegeben und für 2 h bei 37 °C inkubiert. Der Überstand wurde dekantiert und 

die Zellen wurden 3x mit entsprechendem Zellkulturmedium gewaschen. Um 

eine Lyse der humanen Zellen hervorzurufen, wurden die Proben mit jeweils 2 ml 

A. dest. versetzt und für circa 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die vollstän-

dige Lyse wurde mikroskopisch beurteilt. Waren alle Zellen aufgeschlossen, so 

konnte die Probe in ein steriles 2 ml-Reaktionsgefäß überführt und in sterilem 

PBS verdünnt werden. Bei unvollständiger Lyse der Zellen wurden diese durch 

wiederholtes Auf- und Abpipettieren weiter prozessiert bis sämtliche Zellen auf-

geschlossen waren. Die Keimzahlbestimmung erfolgte durch Inkubation von je 

100 µl der Bakteriensuspensionen auf LB-Agar. 
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Die Effektivität der bakteriellen Invasion wurde wie folgt bestimmt: In jedem Ver-

such entsprach die ermittelte Keimzahl der Wildtyp-infizierten Probe einer  

100%igen Invasionsrate. Entsprec end der ermittelten Keim   len  us ∆ata, 

∆ata p  und ∆ata(c) infizierten Zellen, wurde der prozentuale Anteil an invasiven 

Bakterien gegenüber dem Wildtyp errechnet. 

2.7 Ata-abhängige Modulation der Wirtszellantwort durch  

A. baumannii 

2.7.1 Quantifizierung induzierter humaner Zytokine und Chemokine 

Die Induktion proinflammatorischer Zytokine und Chemokine während der Infek-

tion humaner Endothelzellen mit A. baumannii wurde mittels eines Enzyme- 

linked Immunosorbent Assay (ELISA) bestimmt. Hierzu wurden die Zellen zu-

nächst in Zellkulturschalen (6 Kavitäten) kultiviert und mit A. baumannii (MOI 1) 

bei 37 °C für 14 h infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten (2 h, 4 h, 8 h und 

14 h) wurden die Zellen zusammen mit den Bakterien unter Verwendung eines 

Zellschabers aus den Kavitäten gelöst und in ein steriles 2 ml-Reaktionsgefäß 

überführt. Die Proben wurden mittels Ultraschalles (jeweils 3 x 15 s) aufgeschlos-

sen. Anschließend wurde die relative Induktion von 12 verschiedenen Zytokinen 

und Chemokinen untersucht: Tumornekrosef ktor α  T  α ,  nterleukin     - β, 

IL-6, IL-12, IL- 7α,   -8, Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1), Eosino-

phil Chemotactic Cytokine (RANTES), Macrophage Inflammatory Protein (MIP)-

 α, M  - β, Macrophage-Derived Chemokine (MDC) und Eotaxin. Dies erfolgte 

unter Verwendung des Multi-Analyte ELISArray Kits (Human TLR-induced Cyto-

kines II: Microbial-induced Multi-Analyte ELISArray Kit, Qiagen). Die Durchfüh-

rung der Messung erfolgte nach Herstellerangaben (Stand 08.2011). Die Absorp-

tion der einzelnen Proben wurde an einem Mikrotiterplatten-Lesegerät (Infinite 

200 pro, Tecan) bestimmt. Als Referenz diente eine uninfizierte Probe. 

Weiterhin wurden die absoluten Mengen der Interleukine IL-6 und IL-8 bestimmt. 

Hierfür wurden HUVECs mit A. baumannii (MOI 1) infiziert und für die angegebe-

nen Zeitpunkte (2 h, 4 h, 8 h und 14 h) inkubiert. Für jeden Zeitpunkt wurden die 

Proben mit einem Zellschaber aus den Kavitäten gelöst, lysiert und zur Bestim-

mung der absoluten Zytokinmenge im IL-6 bzw. IL-8 ELISA Kit der Firma BD 



2. Material und Methoden 58 

 

Bioscience verwendet. Die Durchführung erfolgte nach Herstellerangaben (Kata-

lognummer 550799, Ref.-Nr. 6) Die Absorptionsmessung erfolgte an einem 

Mikrotiterplatten-Lesegerät der Firma Tecan (Infinite 200 pro). Als Negativkon-

trolle wurde eine uninfizierte Zellkulturprobe verwendet. 

2.7.2 Untersuchung der Transmigration humaner Monozyten 

Um zu untersuchen, ob die durch A. baumannii hervorgerufene Ausschüttung der 

proinflammatorischen Zytokine und Chemokine einen Einfluss auf die Migration 

von humanen Monozyten (THP-1-Zellen) hat, wurde ein Monozyten-Transmigra-

tions-Assay durchgeführt [179]. Hierfür wurden HUVECs in einer Zellkulturschale 

(6 Kavitäten) kultviert und mit den entsprechenden A. baumannii-Stämmen für 

14 h infiziert (MOI 1). Nach 4 h und 14 h wurden die infizierten Zellen aus den 

Zellkulturschalen mit einem Zellschaber gelöst, durch Zentrifugation (500 x g, 

15 min, 4 °C) sedimentiert und der Überstand unter Verwendung eines Filters 

(Porengröße: 0,45 µm, Sarstedt, Deutschland) steril filtriert. Als Negativkontrolle 

diente eine uninfizierte Probe. Um die Migrationsfähigkeit der humanen Monozy-

ten gegenüber den Überständen der infizierten HUVECs zu untersuchen, wurden 

diese in einem Transwell-Migrations-Assay verwendet. THP-1 Zellen wurden wie 

beschrieben (2.1) kultiviert und 3x im entsprechenden Zellkulturmedium gewa-

schen (jeweils 5 min, 500 x g). Daraufhin wurde das Zellsediment in Zellkultur-

medium gelöst, um eine Zellzahl von 1 x 106 Zellen/ml zu erhalten. Weiterhin 

wurden jeweils 500 µl der steril-filtrierten Überstände der infizierten bzw. uninfi-

zierten HUVECs oder 100 ng/ml des stromal cell-derived factor 1 α (SDF- α;  

gelöst in Zellkulturmedium, PrepoTech) als Positivkontrolle in je eine Kavität einer 

Zellkulturschale (24 Kavitäten) überführt. Daraufhin wurden die Zellkultureinsatz 

 T inCert™,  orengröße:   µm,  reiner Bio ne  in die Vertiefungen der Zellkul-

turschale platziert. Dabei wurde darauf geachtet, dass die zuvor hinzugegebene 

Flüssigkeit (Überstände der infizierten/uninfizierten HUVECs) die Membran des 

Zellkultureinsatzes vollständig umschloss. Nun wurden jeweils 500 µl der THP-

1-Zellsuspension (5 x 105 Zellen) in die oberen Kompartimente der Zellkulturein-

sätze gegeben. Die Zellkulturschalen wurden für 16 h bei 37 °C inkubiert und 

danach die Zellzahl der verbliebenen, nicht-migrierten THP-1 Zellen im oberen 

Kompartiment bestimmt. Hierfür wurden die Zellen durch mehrfaches Auf- und 
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Abpipettieren gelöst und in ein steriles 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt. Die 

THP-1 Zellen wurden durch Zentrifugation bei 500 x g für 5 min sedimentiert. Der 

Überstand wurde verworfen und die Zellen in 500 µl vorgewärmten Trypsin-EDTA 

(0,05 %) inkubiert, um eine mögliche Agglutination der Zellen zu vermeiden. Da-

nach erfolgte die Zugabe von jeweils 500 µl Trypanblau-Lösung und die Bestim-

mung der Zellzahl mittels Neubauer-Kammer (siehe 2.1). Zur Berechnung der 

Migrationseffizienz wurde der prozentuale Anteil migrierter THP-1 Zellen aus 

dem oberen in das untere Kompartiment, bezogen auf die initiale Zellzahl von  

5 x 105 Zellen im oberen Kompartiment, ermittelt. 

2.7.3 Bestimmung der Hämozytenaktivität im Galleria mellonella-

Infektionsmodell 

Im G. mellonella-Infektionsmodell wurde die Aktivierung spezifischer Immunzel-

len (Hämozyten) während der Infektion mit A. baumannii untersucht. Hierbei be-

zeichnet der Begriff Hämozyt eine übergeordnete Gruppe von Zellen des ange-

borenen Immunsystems von Invertebraten, die sich auf verschiedene Zelltypen, 

wie beispielsweise Prohämozyten und Plasmozyten aufteilen [180]. Durch ihre 

wichtige Rolle in der Abwehr von Krankheitserregern sind Hämozyten in ihrer 

Funktion mit Leukozyten höherer Wirbeltiere vergleichbar [181] und eigenen sich 

deshalb, um die Aktivierung des Immunsystems durch die bakterielle Infektion 

mit A. baumannii in einem Nicht-Vertebraten-Infektionsmodell zu untersuchen. 

G. mellonella Larven wurden mit einer subletalen Dosis von A. baumannii infiziert 

(1 x 105 Bakterien, siehe 2.8.3). Als Kontrollgruppe dienten Larven, welchen PBS 

injiziert wurde. Die Larven wurden anschließend über einen Zeitraum von 72 h 

bei 37 °C inkubiert. Unmittelbar nach der Injektion, nach 24 h, 48 h und 72 h 

wurden jeweils 2 Larven entnommen und die Hämolymphe isoliert. Dies erfolgte, 

indem die Larve zunächst mit einem Skalpell eröffnet wurde. Anschließend wurde 

die Larve mit der eröffneten Seite nach unten auf ein Röhrchen mit Zellsieb  

(Porengröße 35 µm, CorningTM, Corning, New York, USA) platziert. Die Probe 

wurde für 15 min bei 500 x g zentrifugiert, um die Hämolymphe mit den darin 

befindlichen Hämozyten von den festen Bestandteilen der Larve zu separieren. 

Pro Larve ergaben sich etwa 150 µl Hämolymphe. Hiervon wurden 100 µl mit der 

gleichen Menge an Trypanblau-Lösung versetzt und gemischt. Die Zellzahl in 
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10 µl der Hämolymph-Suspension wurde dann mit Hilfe einer Neubauer-Kammer 

bestimmt. Hierbei waren die Hämozyten deutlich durch ihre pralle und kugelige 

Form zu identifizieren (Abbildung 9). 

 

Abbildung 9. Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von Hämozyten aus G. mellonella. (A) Lichtmikro-

skopische Aufnahme eines Hämozyten. (B) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines Hämozyten, der zuvor mit DAPI 

(blau) und TRITC-Phalloidin (rot) gefärbt wurde. Maßstab: 10 µm. Abbildung modifiziert nach [182]. 

2.8 Untersuchungen zur Pathogenität und Zytotoxizität 

von A. baumannii 

Der Einfluss der ata-Expression auf die Pathogenität und Zytotoxizität wurde  

in vitro mit Zellkultur- bzw. Serumversuchen sowie in vivo unter Verwendung des 

G. mellonella-Infektionsmodells analysiert. 

2.8.1 Analysen zur Ata-vermittelten Serumresistenz 

Dem Komplementsystem kommt bei der initialen Abwehr von Pathogenen, aber 

auch bei der Stimulation der Inflammation eine große Bedeutung zu. Zur Abwehr 

von pathogenen Bakterien führt die Aktivierung des Komplementsystems zu ei-

ner Anlagerung eines Proteinkomplexes, dem sogenannten Membrane Attack 

Complex (MAC), auf der Oberfläche der Bakterien, welches den Schritt der  

Opsonisierung der Bakterien einleitet [183]. 

Um zu überprüfen, ob Ata einen regulatorischen Einfluss auf die Aktivierung bzw. 

Inhibierung des Komplementsystems hat, wurden in vitro Versuche mit humanem 

Serum durchgeführt. Hierfür wurde A. baumannii auf eine OD600 von 0,2  

(1 x 108 Bakterien/ml) eingestellt. Weiterhin wurde humanes Serum von gesun-

den Probanden (Ethikantrag 492/13, Universitätsklinikum Frankfurt am Main) in 

verschiedenen Konzentrationen (0 % bis 100 % in PBS verdünnt) zu je 200 µl in 
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sterilen 1,5 ml-Reaktionsgefäßen bei 37 °C inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe 

von jeweils 10 µl der Bakteriensuspension in die mit den verschiedenen Serum-

konzentrationen befüllten Reaktionsgefäßen (1 x 106 Bakterien/200 µl). Die Pro-

ben wurden anschließend für 2 h bei 37 °C leicht schüttelnd (300 Upm) inkubiert. 

Als Negativkontrolle diente hitzeinaktiviertes Serum, welches zuvor für 30 min bei 

56 °C inkubiert worden war. Nach der Inkubation wurden die Proben zur Keim-

zahlbestimmung in PBS verdünnt und auf LB-Agar kultiviert. 

Weiterhin wurde überprüft, inwieweit A. baumannii einen regulatorischen Einfluss 

auf die drei verschiedenen Aktivierungsschritte des Komplementsystems hat: 

(i) der klassische Weg, (ii) der Lektin-Weg und (iii) der alternative Weg [183]. So-

wohl der klassische als auch der Lektin-Weg sind strikt vom Vorhandensein zwei-

fach positiv geladener Calcium Ionen (Ca2+) abhängig, wohingegen der Faktor B 

für die Initialisierung des alternativen Weges wichtig ist [183].  

Um den klassischen bzw. den Lektin-Weg zu inhibieren, wurde das humane Se-

rum vor der Inkubation mit den Bakterien zunächst mit Ethylenglycol-bis(amino-

ethylether)- , , ′, ′-tetraessigsäure-Magnesiumsalz (Mg-EGTA, Endkonzent-

ration 10 mM, in PBS gelöst, Sigma Aldrich) bei 37 °C inkubiert. Der Zusatz von 

Mg-EGTA führt zur Komplex-Bildung mit Ca2+ und somit zur Inhibierung des klas-

sischen bzw. Lektin-Weges [184]. Um darüber hinaus die Beteiligung des alter-

nativen Weges zu untersuchen, wurde humanes Serum verwendet, welches kei-

nen Faktor B enthielt (Factor B Depleted Serum, Quiedel, San Diego, Kalifornien, 

USA). Beide Seren wurden zunächst auf eine Konzentration von 30 % [v/v] mit 

PBS verdünnt und zu je 200 µl in 1,5 ml-Reaktionsgefäßen bei 37 °C inkubiert. 

Um eine mögliche Interaktion zwischen dem spezifisch inhibierten Komplement 

und den Bakterien zu untersuchen, wurden diese mit dem humanen Serum inku-

biert und zur Keimzahlbestimmung nach 2 h bei 37 °C seriell in PBS verdünnt 

und auf LB-Agar kultiviert. Die Seruminkubation und Zellzahlbestimmung erfolgte 

analog zum vorangegangen Serumversuch. Als Kontrollen dienten hitzeinakti-

viertes Serum (Negativkontrolle) und E. coli DH5α (sensibel gegenüber dem  

alternativen Weg [185]). 
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2.8.2 Untersuchungen zur Ata-vermittelten Induktion von Apoptose 

und Nekrose 

Bestimmung der zeitabhängigen Induktion von Apoptose und Nekrose 

 
Die Induktion von Apoptose und Nekrose in HUVECs wurde zunächst über das 

RealTime Glo Annexin V Apoptosis Assay (Promega) bestimmt. Hierzu wurden 

die Endothelzellen in einer Zellkulturschale (96 Kavitäten) zu je 1 x 104 Zellen/Ka-

vität kultiviert. A. baumannii wurde in LB-Medium bis zu einer OD600 von 0,2 kul-

tiviert und mit HEPES-gepuffertem Endothelzellmedium (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-

1-piperazinyl)-ethansulfonsäure, HEPES, Biochrom, Endkonzentration: 10 µM, 

pH 7,3) auf eine Keimzahl von 1 x 105 Bakterien/ml (MOI 1) eingestellt. Die Puf-

ferung des Mediums war notwendig, da die spätere Kultivierung der Zellen und 

Bakterien nicht in einer 5%igen CO2-Atmosphäre erfolgte, sondern in einem 

Mikrotiterplatten-Lesegerät unter atmosphärischen CO2-Bedingungen. Vor der 

Infektion wurden die HUVECs 3x mit Endothelzellmedium gewaschen, um bereits 

abgelöste Zellen zu entfernen. Die einzelnen Komponenten des RealTime Glo 

Annexin V Apoptosis Assays wurden nach Herstellerangaben in Endothelzellme-

dium gelöst (Herstellerhandbuch Stand 09.2017). Als Positivkontrolle diente der 

Topoisomerase-Inhibitor Camptothecin (Sigma Aldrich, in Endothelzellmedium 

gelöst, Endkonzentration: 1 µM) und als Negativkontrolle eine uninfizierte Probe. 

Darauffolgend wurden jeweils 100 µl der entsprechenden Suspensionen zu den 

humanen Zellen gegeben und mit jeweils 100 µl der Detektionslösung gemischt. 

Im Anschluss wurde die Zellkulturschale mit einem sterilen Deckel verschlossen 

und zur Messung der relativen Fluoreszenz (RFE)- und der relativen Lumines-

zenzeinheiten (RLE) in das auf 37 °C vorgewärmte Mikrotiterplatten-Lesegerät 

(Infinite 200pro, Tecan) platziert. Die Messung der RFE und RLE erfolgte in ei-

nem Zeitintervall von 1 h über einen Zeitraum von 30 h (Tabelle 21). 

Quantifizierung apoptotischer und nekrotischer Zellen mittels Durchfluss- 

zytometrie 

Die quantitative Analyse von Apoptose und Nekrose erfolgte durch Markierung 

des Proteins Annexin V, welches sich in viablen, eukaryotischen Zellen auf der 

Innenseite der Zellmembran befindet und sich während der Induktion des pro-

grammierten Zelltodes auf die Außenseite der Zellmembran verschiebt. 
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Tabelle 21. Einstellung des Mikrotiterplatten-Lesegerätes Infinite 200pro (Tecan) zur Bestimmung der relativen 

Fluoreszenz- und Lumineszenzeinheiten. 

Zur Bestimmung der relativen Fluoreszenzeinheiten 

Exzitation  485 nm 

Emission  530 nm 

Exzitations-Bandweite  9 nm 

Emission-Bandweite  20 nm 

Verstärkung 50 

Anzahl der Blitze 5 

Integrationszeit 20 µs 

Zeitverzögerung 0 µs 

Einschwingzeit 0 µs 

Z-Position 18.000 µm 

Zur Bestimmung der relativen Lumineszenzeinheiten 

Attenuation Automatisch 

Integrationszeit 1.000 ms 

Einschwingzeit 0 ms 

 

Hier kann es als Apoptosemarker Phosphatidylserine binden [186]. In Verbin-

dung mit einer weiteren Markierung, welche die Integrität der zellulären Membran 

darstellt, konnte der Grad der Nekrose überprüft werden. Hierzu wurde Propidi-

umiodid (PI, Sigma Aldrich) verwendet [187]. Dieser Farbstoff gelangt in die Zelle, 

sobald die Integrität der Zellmembran nachlässt. In der Zelle interkaliert PI mit 

der DNA und kann als Fluoreszenzsignal gemessen werden. Um die Anzahl 

apoptotischer und nekrotischer Zellen bestimmen zu können, wurden zunächst 

jeweils 5 x 105 Zellen/Kavität in Zellkulturschalen (6 Kavitäten) kultiviert. Als Po-

sitivkontrolle diente Camptothecin (Endkonzentration: 1 µM, Sigma Aldrich) und 

als Negativkontrolle eine uninfizierte Probe. Die Infektion erfolgte durch Zugabe 

der bakteriellen Suspension (MOI 1). Die Proben wurden über einen Zeitraum 

von 24 h in einem Zellkulturinkubator inkubiert. Nach 16 h und 24 h wurden die 

infizierten Zellen aus den Kavitäten der Zellkulturschalen vorsichtig mit einem 

Zellschaber gelöst und in ein steriles 2 ml-Reaktionsgefäß überführt. Durch Zent-

rifugation bei 500 x g für 5 min wurden die Endothelzellen sedimentiert und der 

Überstand verworfen. Es erfolgte die Rücklösung der Zellen in 500 µl Annexin V-

Bindepuffer (FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit, BD Bioscience) und die 

anschließende Markierung der Zellen mit FITC-Annexin V und PI nach Herstel-

lerangaben (556547 Rev.Nr. 5). Als Kontrollen dienten jeweils einfach markierte 
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(FITC-Annexin V oder PI) und unmarkierte Zellproben. Unmittelbar nach der In-

kubation mit FITC-Annexin V und PI wurden die Zellen unter Verwendung eines 

Durchflusszytometers analysiert. Die Laserkompensation erfolgte automatisiert 

unter Verwendung der BD FACSuite FC beads (BD Bioscience) und die Laser-

einstellungen wurden manuell vorgenommen (Tabelle 22). 

Tabelle 22. Lasereinstellungen für die Quantifizierung von Apoptose und Nekrose in infizierten HUVECs. 

Anzahl aufgenommener Events: 3 x 105 

PMT-Spannungen Min Max 

FSC-A 12.332,19 262.143,00 

SSC-A 931,29 262.143,00 

FITC-A -72,56 4.181,07 

PE-A -71,47 5.036,56 

PerCP-Cy5.5-A -98,54 262.143,00 

PE-Cy7-A -119,12 262.143,00 

APC-A -35,33 114.119,03 

APC-Cy7-A -51,24 69.737,11 

V450-A -25,48 262.143,00 

V500-A -130,11 262.143,00 

 

Die Differenzierung der Zellen erfolgte aufgrund der jeweiligen FITC-Annexin V- 

bzw. PI-Signale (Tabelle 23). 

Tabelle 23. Differenzierung infizierter HUVECs mittels Durchflusszytometrie. 

FITC Annexin V Propidium-Iodid Zelldifferenzierung 

Negativ  Negativ Lebend 

Positiv Negativ Frühe Apoptose 

Positiv Positiv Späte Apoptose 

Negativ Positiv Nekrose 

Nachweis der Caspase-3- und Caspase-7-Aktivität in infizierten HUVECs 

 
Zur Differenzierung zwischen einer Caspase-abhängigen und -unabhängigen 

Apoptoseinduktion wurde die Aktivierung der Effektor-Caspasen 3 und 7 unter-

sucht. Hierfür wurden HUVECs zunächst zu je 1 x 104 Zellen/Kavität in einer Zell-

kulturschale (96 Kavitäten) kultiviert und mit A. baumannii (MOI 1) infiziert. Als 

Positivkontrolle diente Camptothecin (Endkonzentration: 1 µM) und als Negativ-

kontrolle eine uninfizierte Probe. Die so behandelten HUVECs wurden über einen 

Zeitraum von 24 h in einem Zellkulturinkubator bei 37 °C gelagert und nach 8 h, 
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16 h und 24 h Proben entnommen. Die spezifische Bestimmung der Caspase-3- 

und Caspase-7-Aktivität erfolgte unter Verwendung des Caspase-Glo® 3/7 Assay 

(Promega). Hierzu wurde das Nachweisreagenz nach Herstellerangaben (Stand 

07.2017) mit Endothelzellmedium gemischt und zu den Proben gegeben. Nach 

Inkubation der Proben für 30 min bei 37 °C wurde die relative Lumineszenz der 

Proben bestimmt. Dies erfolgte in einem Mikrotiterplatten-Lesegerät (Infinite 

200pro, Tecan). Hierfür wurden folgende Einstellungen verwendet; Attenuation: 

automatisch; Integrationszeit: 1.000 ms; Einschwingzeit: 0 ms. 

2.8.3 In vivo Pathogenität von A. baumannii im Galleria mellonella-

Infektionsmodell 

Die Untersuchung der Pathogenität von A. baumannii in Abhängigkeit der  

Expression von ata erfolgte unter Verwendung des Invertebraten-Infektions- 

modells G. mellonella. Hierfür wurden Larven von G. mellonella mit verschiede-

nen Keimzahlen von A. baumannii injiziert und das Überleben der Larven doku-

mentiert. Verschiedene Studien zeigen, dass G. mellonella ein geeignetes Unter-

suchungsobjekt zur Beurteilung der in vivo Pathogenität von A. baumannii und 

auch anderer Bakterien darstellt [188–190]. Der Bezug der Larven erfolgte über 

UK Waxworms, Sheffield, Großbritannien. Nach Erhalt der Larven wurden diese 

sofort begutachtet, bereits kranke oder tote Tiere wurden entfernt und gesunde 

Tiere in eine sterile Petrischale überführt. Stichprobenartig wurden Larven ent-

nommen, homogenisiert und auf Schafblut-Agar (Oxoid, Wesel) kultiviert, um 

mögliche bakterielle Kontaminationen zu beurteilen. Zur Versuchsvorbereitung 

wurde das Gewicht der Larven bestimmt und Tiere von 200 mg bis 250 mg wur-

den zu je 10 Stück auf sterile Petrischalen aufgeteilt. Für die Infektion der Larven 

wurden Bakteriensuspensionen von A. baumannii in PBS mit verschiedenen 

Keimzahlen hergestellt (3 x 108 bis 3 x 1010 Bakterien/ml). Unter Verwendung 

einer 10 µl-Präzisionsspritze wurden jeweils 10 µl der entsprechenden Bakteri-

ensuspension in die letzten linken Bauchfüßchen der Larven injiziert. Als  

Kontrollgruppen dienten Larven, die entweder mit jeweils 10 µl steriler PBS- 

Lösung injiziert wurden oder gar nicht behandelt waren. Die Larven wurden in 

Petrischalen bei 37 °C über einen Zeitraum von 72 h gelagert und alle 24 h be-

gutachtet. Da sich kranke oder tote Larven durch eine erhöhte Melanineinlage-

rung braun bis schwarz verfärben und zudem einen fehlenden Bewegungsreiz 
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aufweisen, erfolgte die Sortierung lebender und toter Larven phänotypisch. Nach 

72 h wurden Überlebenskurven von G. mellonella erstellt. Als Pathogenitätsindi-

kator wurde die mediane letale Dosis (LD50) bestimmt, bei welcher durchschnitt-

lich 50 % der Larven starben. Der LD50-Wert einer jeden Gruppe wurde grafisch 

ermittelt, indem die Mortalitätsraten [%] gegen die injizierte Bakteriendosis pro 

Larve (als log10) aufgetragen wurde. 

2.9 Gesamtproteomanalyse infizierter Endothelzellen 

Für die Gesamtproteomanalyse wurden HUVECs zu je 5 x 106 Zellen in Zellkul-

turschalen (143 cm²) kultiviert und mit A. baumannii für 14 h infiziert (MOI 1). 

Nach erfolgter Inkubation wurde der Überstand dekantiert, die infizierten Zellen 

unter Verwendung eines Zellschabers aus den Zellkulturschalen gelöst und in ein 

steriles 2 ml-Reaktionsgefäß überführt. Die Proben wurden im Anschluss bei 

400 x g für 15 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Zellsedi-

ment in 0,5 ml Extraktionspuffer (10 % SDS [w/v], 100 mM HEPES, 150 mM NaCl, 

pH 7,6) gelöst. Weiterhin wurden die Proben für 30 s sonifiziert und für 15 min 

bei 95 °C in einem Heizschüttler inkubiert. Es folgte eine weitere Zentrifugation 

der Proben für 30 min bei 20.000 x g. Der Überstand wurde in sterile 1,5 ml-

Reaktionsgefäße überführt. Die Proteinmenge in den Proben wurde unter Ver-

wendung des Micro BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher) nach Herstelleran-

gaben (Protokollnummer 0412.6) bestimmt. Ausgehend hiervon wurden 150 µg 

Gesamtprotein mit entsprechenden Volumina Probenpuffer (4 % [w/v] SDS, 

100 mM HE E ,  50 mM   Cl, 0,  M DTT‘, pH 7, ) und anschließend mit 200 µl 

Ladepuffer (8 M Urea, 50 mM Tris/HCl, pH 8,5) gemischt. Die massenspektro-

metrische Analyse der Proteinproben erfolgte durch Frau Dr. Ilka Wittig (Functi-

onal Proteomics, SFB 815 Core Unit, Medizinische Fakultät, Goethe Universität, 

Frankfurt am Main). Hierfür wurde das Proteingemisch zunächst auf einen Spin-

Filter (Porengröße 30 kDa, Microcon, Sigma Aldrich) gegeben. Danach erfolgte 

die Präparation der Proben nach dem filter aided sample preparation protocol 

(FASP) [191]). Die Proben wurden danach über Nacht tryptisch verdaut (Rein-

heitsgrad: Sequenzierung, Promega), um anschließend nach dem Protokoll von 

Kulak NA et al., 2014 weiter behandelt zu werden [192]. Die angesäuerten Pep-

tide (Endkonzentration 0,1 % [v/v] in Triflouressigsäure) wurden darauffolgend 
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unter Verwendung von multi-stop und multi-go Tips (C18 mit starker Kationen 

Austauschaffinität, Stage Tips, Affinisep, Petit-Couronne, Frankreich) fraktioniert 

und zu je 4 Fraktionen in Mikrotiterplatten eluiert. Die Peptide wurden getrocknet 

und in 1 % [v/v] Acetonitril und 0,1 % [v/v] Ameisensäure gelöst. Zur weiteren 

Analyse wurde eine Flüssig-Chromatografie/Massenspektrometrie durchgeführt. 

Dies erfolgte unter Verwendung des T ermo  cientific™ Q Ex ctive  lus 

(Thermo Fisher), welches mit einer ultra-high performance Flüssig-Chromatogra-

fie-Einheit (Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000, Thermo Fisher) und einer 

Nanospray Flex Ion-Source (Thermo Fisher) ausgestattet war. Hierfür wurden die 

Peptidlösungen zunächst auf eine C18 reversed-phase Säule (Thermo Fisher) 

geladen und im Anschluss durch eine 2,4 µm Reprosil C18 Resin-Säule  

(Dr. Maisch GmbH, Ammerbuch) über einen Gradienten (von anfänglich 4 %[v/v] 

Acetonitril und 0,1 % [v/v] Ameisensäure bis 99 % [v/v] Acetonitril und 0,1 % [v/v] 

Ameisensäure, Zeitraum: 90 min, Flussrate: 400 nl/min) separiert. Es folgte eine 

zweite Separation mit einem Gradienten bis zu 60 % [v/v] Acetonitril und 0,1 % 

[v/v] Ameisensäure für weitere 15 min. Die Proben wurden im Anschluss mas-

senspektrometrisch untersucht. Der Analysebereich lag zwischen 300 und 

2.000 m/z mit einer Auflösung von 70.000 und einer automatischen gain Kontrolle 

(AGC) von 3 x 106 (absolute Ionenzahl, maximale Ioneninjektionszeit von 

160 ms). Zur weiteren Analyse wurden nur höher geladene Ionen (> 2+) verwen-

det. Die Auflösung lag hier bei 17.500. Das isolation window betrug 2 m/z und die 

AGC mit einer maximalen Ioneninjektionszeit von 150 ms waren 1 x 105 Ionen. 

Die Auswertung erfolgte über MaxQuant (v1.6.0.1). Die Proteinidentifikation er-

folgte über die human reference proteome database von UniProtKB mit 71.785 

Einträgen (2/2018). Die Enzymspezifität wurde an Trypsin angeglichen. Acetylie-

rungen (+42,01) am N-Terminus und Methionin-Oxidationen (+15,99) wurden als 

variable und Carbamidomethylierung (+57,02) an Cystein als festgesetzte Modi-

fikationen beurteilt. Die false discovery rate (FDR) für die Identifikation der Pro-

teine und Peptide betrug 1 %. Die Daten wurden weiterhin mit Perseus (v.1.5.6.0) 

analysiert. Verunreinigungen und sich wiederholende Identifikationen wurden 

nicht berücksichtigt. Nur Proteinidentifizierungen, die mindestens 4 valide Be-

stimmungen in mindestens einer Gruppe zeigten, wurden weiter untersucht. Um 

die Proteom-Remodulierung nach der Infektion der humanen Zellen mit 
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A. baumannii zu beurteilen, wurden nur humane Proteine in der Analyse berück-

sichtigt. Zur statistischen Analyse wurde der Students t-Test verwendet.  

Die von Frau Dr. Ilka Wittig zur Verfügung gestellte Datenmatrix (WT versus unin-

fi iert, Δata versus uninfi iert und WT versus Δata) wurde zur bioinformatischen 

Analyse der negativ oder positiv induzierten Proteine verwendet. Um die Kom-

plexität der Daten zu verringern, wurden zunächst sämtliche Daten mit einem p-

Wert > 0,5 von der Auswertung ausgeschlossen. Weiterhin erfolgte eine Reduk-

tion der Daten, indem nur Proteine betrachtet wurden, deren negative Induktion 

≤ -3 oder deren positive  nduktion ≥ 3 w r. Eine Übersicht der Daten ist im Anhang 

dieser Arbeit einzusehen (Anhang 2 und Anhang 3). Diese reduzierte Daten-

matrix wurde verwendet, um die biologische Funktion der einzelnen Proteine mit-

tels des PANTHER Klassifikationssystems zu bestimmen (PANTHER v 14.1, 

http://www.pantherdb.org/). Weiterhin wurden unter Berücksichtigung der einzel-

nen Proteininduktionsraten Signalweg-Analysen mittels der Reactome Pathway 

Datenbank vorgenommen [193]. 

2.10 Datenanalyse, Bildbearbeitung und statistische 

Auswertung 

Sofern nicht anders angegeben, wurden sämtliche Datenanalysen und grafi-

schen Darstellungen unter Verwendung von Microsoft Office 365 und dem  

Tabellenkalkulationsprogramm Excel 2016 MSO (Version 1807) oder dem Prä-

sentationsprogramm PowerPoint 2016 MSO (Version 1807) durchgeführt. Die 

Aufzeichnung durchflusszytometrischer Daten erfolgte durch das Programm 

FACSUITE der Firma BD Bioscience. Die Analyse der Daten erfolgte mit dem 

Programm FlowJo Version 10.5 (FlowJo, Franklin Lakes, New Jersey, USA). Die 

Aufzeichnung von qRT-PCR-Daten und die Berechnung der CT-Werte erfolgte 

mit der LightCycler® 480 Software, Version 1.5 (Roche, Deutschland). 

Bildbearbeitungen wurden mit Adobe® Photoshop® CS6 Version 13.0.1 x32 

(Adobe, Dublin, Irland) durchgeführt. 

Für Versuche mit einer Versuchsanzahl gleich drei wurde die Standardabwei-

chung (SD) berechnet. Für Versuche mit einer Versuchsanzahl größer drei wurde 

der Standardfehler des Mittelwertes (SEM) bestimmt. Signifikanzniveaus wurden 

http://www.pantherdb.org/


2. Material und Methoden 69 

 

über den Student’s t-Test berechnet. Die Signifikanz bei nicht-parametrische Da-

tensätzen wurde über den Log-Rank-Test bestimmt. In beiden Fällen wurden p-

Werte ≤ 0,05  ls st tistisc  signifik nt beurteilt. Zur Analyse der LD50-Werte 

wurde die Software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, Kalifor-

nien, USA) verwendet. 

2.11 Angaben zur wissenschaftlichen Eigenleistung 

Die unter 2.3.3 beschriebene Komplementation der ata-codierenden Sequenz in 

A. baumannii Δata wurde durch Dr. Masahito Ishikawa und Prof. Katsutoshi Hori  

(Department of Biotechnology, Graduate School of Engineering, Nagoya Univer-

sity, Nagoya, Japan) durchgeführt. Die in Abbildung 17 B aufgeführten elektro-

nenmikroskopischen Aufnahmen entstammen aus der Arbeit von Jürgen Berger 

und Dr. Katharina Hipp (Electron Microscopy Facility, Max Planck Institut für Bi-

ologie, Tübingen, Deutschland), die die zur Verfügung gestellten Proben aufbe-

reitet und mittels Raster-Elektronenmikroskopie untersucht haben. Die Analyse 

der Nabelschnurvenenstruktur mittels Mikro-Computer-Tomografie (2.5.1) wurde 

von Dr. Christoph Schürmann und Prof. Ralf P. Brandes (Universitätsklinik der 

Goethe-Universität, Institut für kardiovaskuläre Physiologie, Frankfurt am Main, 

Deutschland) durchgeführt. Die ebenso in Abschnitt 2.5.1 beschriebenen Dopp-

ler-Analysen gehen aus der Arbeit von Dr. Doris Fischer (Universitätsklinik der 

Goethe-Universität, Klinik für Kinder- und Jugendmedizin, Neonatologie , Frank-

furt am Main, Deutschland) hervor. Die unter 2.9 genannte Aufbereitung der zur 

Verfügung gestellten Proben und Untersuchung mittels Massenspektrometrie 

wurde von Dr. Ilka Wittig (Universitätsklinik der Goethe-Universität, Institut für 

kardiovaskuläre Physiologie, Frankfurt am Main, Deutschland) durchgeführt. Alle 

weiteren Versuche wurden in Eigenleistung erbracht.  
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3. Ergebnisse 

A. baumannii zeichnet sich durch seine außergewöhnliche Persistenz und Viru-

lenz aus. In Gram-negativen Bakterien wie Bartonella spp. oder Yersinia spp. 

sind Vertreter der trimeren Autotransporter wichtige Virulenzfaktoren [130–132, 

140, 153]. Auch das im Jahr 2012 in A. baumannii beschriebene Protein Ata ge-

hört zur Familie der trimeren Autotransporter [88]. Charakteristisch für trimere 

Autotransporter ist, dass sie beim Infektionsgeschehen wichtige Funktionen aus-

üben: Hierzu zählen neben der initialen Adhäsion auch die Invasion der Bakterien 

in die Wirtszelle aber auch die Inhibierung des Komplementsystems oder die In-

duktion spezifischer Wirtszellantworten in Form der Freisetzung inflammatori-

scher oder proangiogener Effektormoleküle [130, 132, 140, 153]. Es ist davon 

auszugehen, dass Ata ebensolche Funktionen während des Infektionsgesche-

hens erfüllt. Aus diesem Grund wurden im Rahmen dieser Arbeit verschiedene 

Aspekte untersucht, die wichtig bei der Etablierung einer Infektion durch 

A. baumannii sind. Unter Verwendung des Referenzstammes A. baumannii 

ATCC 19606 (WT), eines isogenen ata-Deletions- t mmes  Δata) und eines 

komplementierten  t mmes  Δata(c)) mit entsprechender Leervektor-Kontrolle 

 Δata(p)) wurden Versuche etabliert, welche die Funktion von Ata bei Infektionen 

untersuchen sollten. Die Versuchsansätze wurden sowohl in vitro, unter Verwen-

dung humaner Endothel- und Epithelzellen bzw. humanen Serum, als auch 

in vivo, unter Verwendung des G. mellonella Infektionsmodells, durchgeführt. 

3.1 Nachweis Endothel-spezifischer 

Oberflächenmoleküle auf isolierten HUVECs 

Zur Untersuchung der Eigenschaften von Ata wurden in vitro Versuche mit  

humanen Zellen durchgeführt. Ein Großteil dieser Zellen wurde kommerziell er- 

worben (Tabelle 4). Humane Nabelschnurvenen-Endothelzellen wurden jedoch 

frisch isoliert, weshalb es wichtig war, zunächst die Reinheit der isolierten Zellen 

zu überprüfen (Abbildung 10).  
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Abbildung 10. Durchflusszytometrische Untersuchung von Endothel-spezifischen Oberflächenmolekülen bei 

frisch isolierten HUVECs. Eine Stichprobe der eingefrorenen Zellen wurde aufgetaut und bis zur vollständigen Konfluenz 

bei 37 °C kultiviert. Die Zellen wurden abgelöst, mit den angegebenen Antikörpern inkubiert und durchflusszytometrisch 

untersucht. 

Hierfür wurde in einer Stichprobe ein Aliquot der zuvor isolierten, expandierten 

und eingefrorenen Zellen aufgetaut und bis zur vollständigen Konfluenz bei 37 °C 

kultiviert. Die Zellen wurden daraufhin aus den Zellkulturflaschen gelöst, gewa-

schen und mit Endothel-spezifischen Antikörpern (KDR, CD31 und von-Wille-

brand-Faktor) markiert. Das Vorhandensein der Oberflächenproteine wurde im 

Anschluss durchflusszytometrisch analysiert. 

In der Probe ohne Antikörper (ungefärbt) zeigte sich ein Signal mit geringer rela-

tiver Fluoreszenzintensität (RFI), welches als Referenz für die weiteren Messun-

gen diente. Unspezifische Bindungen der Antikörper wurden ausgeschlossen, da 

die mit IgG1-PE und IgG2-FITC inkubieren Zellen ein vergleichbares Signal im 

linken Bereich des Histogramms zeigten. Bei den weiteren drei Proben zeigte 

sich eine eindeutige Verschiebung des RFI-Signals nach rechts, was eine Zu-

nahme der Signalstärke bedeutet. Durch die Zunahmen des RFI-Signals bei den 

spezifisch markierten Endothelzellen konnte das Vorhandensein der beschriebe-

nen Oberflächenproteine eindeutig nachgewiesen werden, sodass davon ausge-

gangen werden konnte, dass die isolierten HUVECs eine Reinkultur und somit 

für weitere Versuchszwecke geeignet waren. 
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3.2 Nachweis der erfolgreichen Deletion und 

Komplementation von ata 

Zur Deletion der Ata-codierenden Sequenz in A. baumannii wurden die 1.500 Bp 

große flankierende Bereiche vor und nach dem Gen mittels PCR amplifiziert und 

über spezifische Restriktionsschnittstellen in den Suizid-Vektor pBIISK kloniert. 

Dieser Vektor wurde im Anschluss genutzt, um A. baumannii zu transformieren. 

Über mehrere Schritte der Selektion auf Kanamycin- und Saccharose-haltigem 

Medium konnte die Ata-codierende Sequenz deletiert werden (Abbildung 11). 

 

Abbildung 11. Nachweis der erfolgreichen Deletion und Komplementation der Ata-codierenden Sequenz in 

A. baumannii. Das Vorhandensein von ata wurde mittels PCR überprüft und im Agarosegel visualisiert. WT und ∆ata: 

amplifiziertes ata-Fragment aus isolierter genomisc er D A. ∆ata p  und ∆ata(c): isolierte Plasmide pARKM und 

pARKM_ata unbehandelt oder mit BamHI/XbaI inkubiert. Als Größenstandard diente der 1 kb Größenstandard der Firma 

New England BioLabs. 

Nach der Isolation von genomischer D A  us WT und Δata konnte über eine 

PCR das Vorhandensein des 6.777 Bp großen Fragments der Ata-codierenden 

Sequenz bei WT eindeutig nachgewiesen werden (Abbildung 11, WT). Dieses 

Fragment fehlte bei Δata (Abbildung 11, Δata), was die erfolgreiche Deletion der 

Ata-codierenden Sequenz bestätigt. Als Reinheitskontrolle der PCR wurde ein 

Ansatz ohne DNA verwendet. Auch hier zeigte sich in der gelelektrophoretischen 

Auftrennung im Agarosegel kein Fragment, sodass eventuelle Verunreinigungen 

auszuschließen waren. Das schwache Signal unterhalb des 6.777 Bp großen 

Fragmentes bei WT scheint das ata-Amplifikat in veränderter Konformation zu 
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sein und wurde nicht als ein unspezifisches Produkt der PCR betrachtet, da es 

bei ∆ata nicht nachweisbar war. 

Nach der erfolgreichen Deletion von ata in A. baumannii sollte das Gen über ei-

nen Expressionsvektor in trans komplementiert werden. Hierzu wurde zunächst 

das Kanamycin-Resistenzgen aus pET42a über eine PCR amplifiziert und mittels 

PvuII-Schnittstellen in pARP3 kloniert. Dieses Plasmid wurde als pARKM be-

zeichnet und diente im weiteren Verlauf als Leervektorkontrolle. Über eine in-

fusion-Klonierung konnte die Ata-codierende Sequenz inklusive ihrer ribosoma-

len Bindestelle in pARKM kloniert werden. Das daraus resultierende Plasmid 

pARKM_ata und der Leervektor pARKM wurden anschließend zur Transforma-

tion von E. coli WM6026 genutzt, welcher wiederum als Donor im Konjugations-

versuch mit A. baumannii Δata diente. Nach erfolgreicher Konjugation wurden 

die beiden Stämme Δata(p) und Δata(c) verwendet, um Plasmid-DNA zu isolieren 

und pARKM bzw. pARKM_ata über RFLP unter Verwendung der Restriktions-

enzyme BamHI und XbaI zu untersuchen (Abbildung 11). Im unbehandelten Zu-

stand zeigten sic  für Δata(p) zwei Fragmente mit einer Größe von 7.556 Bp und 

ca. 10.000 Bp, wobei das kleinere Fragment der erwarteten Größe von pARKM 

entsprach. Beim größeren Fragment handelt es sich vermutlich um eine relaxierte 

Konformation des Plasmides, welches eine verminderte Migration im Agarosegel 

aufweist (Abbildung 11, Δata(p)).  m unbe  ndelten  ust nd von Δata(c) konnte 

im Agarosegel ein Fragment mit einer Größe von ca. 14.333 Bp nachgewiesen 

werden (Abbildung 11, Δata(c)), was der erwarteten Größe von pARKM_ata ent-

sprach. Wurden die Plasmide mit den Restriktionsenzymen BamHI und XbaI  

inkubiert, so konnte die erfolgreiche Klonierung der Ata-codierenden Sequenz in 

pARKM_ata nachgewiesen werden (Abbildung 11, Δata p  und Δata(c); 

BamHI/XbaI). Nach Inkubation von pARKM mit den Restriktionsenzymen war ein 

Fragment mit einer Größe von 7.556 Bp erkennbar. Dies entsprach der lineari-

sierten Form des Plasmides. Bei pARKM_ata zeigten sich zwei Fragmente, die 

mit der linearisierten Form des Ausgangsplasmides (7.556 Bp) und der Ata- 

codierenden Sequenz (6.777 Bp) übereinstimmten. Somit konnte über PCR- und 

RFLP sowohl die erfolgreiche Deletion von ata als auch die Komplementation 

des  enes in Δata nachgewiesen werden. 
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Zur weiteren Validierung der ata-Deletion wurde genomische DNA von WT und 

Δata isoliert und unter Verwendung von ata_seq_FWD/ata_seq_REV sequen-

ziert (Ergebnisse nicht gezeigt). Auch hier bestätigte sich die erfolgreiche Dele-

tion des Genes. 

3.2.1 Expression von ata in A. baumannii 

Im nächsten Schritt sollte gezeigt werden, dass das Gen sowohl in WT als auch 

in Δata(c) transkribiert wird. Hierfür wurden die entsprechenden A. baumannii-

Stämme in LB-Medium über einen Zeitraum von 24 h kultiviert. Für die Induktion 

der Expression von ata in Δata(c) erfolgte die Zugabe von 0,5 % [w/v] Arabinose. 

Nach 2 h, 4 h, 6 h, 8 h und 24 h wurden Proben entnommen und die Gesamt-

RNA der Bakterien isoliert. Diese wurde verwendet, um mittels qRT-PCR ata-

Transkripte zu amplifizieren und somit Aussagen über die Expression des Gens 

zu treffen (Abbildung 12). 

 

Abbildung 12. Zeitabhängiger Nachweis der ata-Expression in A. baumannii. Die Bakterienstämme wurden in LB-

Medium bei 37 °C inkubiert. Für die Induktion der ata-Expression in Δata c  b w.  ls Kontrolle in Δata(p) erfolgte die 

Zugabe von 0,5 % Arabinose (w/v). Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen und die Gesamt-RNA 

isoliert. ata-Transkripte wurden daraufhin in der isolierten RNA durch eine qRT-PCR analysiert. Die Anzahl der nachge-

wiesenen ata-Transkripte wurde den der rpoB-Transkripte (Referenzgen) gegenübergestellt. (*) bezieht sich auf WT bzw. 

Δata c  gegenüber Δata b w. Δata(p) und kennzeichnet signifikante Unterschiede in der Expression von ata mit einem p-

Wert ≤ 0,05. n = 3 in Doppelbestimmung. 
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In der Analyse zeigte sich eine deutliche Expression von ata bei WT (2,26 ± 

0,5 %  und Δata(c) (3,27 ± 1,6 %) nach 2 h. Dem gegenüber konnte nur eine sehr 

geringe Expression des  enes für Δata (0,002 ± 0,0007 %  und Δata(p) (0,004 ± 

0,001 %) nachgewiesen werden, die wahrscheinlich auf Kontaminationen zurück-

zuführen war. Nach weiterer Inkubation der Proben über einen Zeitraum von 4 h, 

6 h und 8 h war keine (sehr geringe) ata-Expression bei WT, Δata und Δata(p) 

nachweisbar. Hier betrugen die jeweiligen Expressionsraten im Durchschnitt 

0,2 % für WT, 0,006 % für Δata und 0,01 % für Δata p .  ür die  robe Δata(c), 

die sich unter kontinuierlichem Einfluss von Arabinose befand und somit eine ste-

tige ata-Expression vermuten ließ, konnten zu den jeweiligen Zeitpunkten gleich-

bleibende ata-Transkriptmengen gefunden werden: 2,7 ± 1,2 % (4 h), 4,2 ± 1,7 % 

(6 h) und 5,2 ± 2,4 % (8 h). Nach einem Zeitraum von 24 h erschien das Tran-

skriptmuster bei den untersuchten Proben wie nach einer Inkubationszeit von 2 h. 

WT und Δata(c) zeigten eine deutliche Expression von ata (WT: 2,1 ± 0,9 %; 

Δata(c): 4,5 ± 1,9 %) und für Δata bzw. Δata(p) konnten keine ata-Transkripte 

n c gewiesen werden  Δata: 0,02 ± 0,01 %; Δata(p): 0,01 ± 0,005 %). Im Ver-

such zeigte sich durch eine erhöhte Transkriptmenge nach 2 h und 24 h bei WT, 

dass die ata-Expression wohlmöglich von der Wachstumsphase des Bakteriums 

abhängig ist. Wie erwartet, konnten keine Tr nskripte für Δata und Δata(p) nach-

gewiesen werden, was die erfolgreiche Deletion des Genes auch auf mRNA-

Ebene verifizierte.  ür Δata(c) konnte über den gesamten Zeitraum von 24 h eine 

gleichbleibende Transkriptmenge bestimmt werden, was die Funktionalität des 

pBAD-Promotors bestätigte. Als Kontrolle der Arabinose-abhängigen Induktion 

wurden  roben von Δata(c) ohne die Zugabe von Arabinose inkubiert und analy-

siert (Ergebnisse nicht gezeigt). Hier zeigten sich nur sehr geringfügige ata-Tran-

skriptmengen ≤ 0,5%, die mit einer Hintergrundaktivität des pBAD-Promotors zu 

erklären waren. 

3.2.2 Detektion von Ata auf der Oberfläche von A. baumannii 

Nach der erfolgreichen Deletion und Komplementation der Ata-codierenden Se-

quenz in A. baumannii wurde die Oberflächenassemblierung des Proteins immu-

nologisch untersucht. 
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Heterologe Expression der Ata-Kopfdomäne in E. coli und Immunisierung von 

Kaninchen zur Generierung eines polyklonalen Antikörpers 

Zur Gewinnung eines Antikörpers gegen Ata wurde die Sequenz, welche die vor-

hergesagte Kopfdomäne des Proteins umfasst, mittels PCR amplifiziert und über 

Restriktionsschnittstellen in den E. coli-Expressionsvektor pET24a kloniert. Das 

dadurch entstandene Plasmid pET24_ata-Kopf wurde verwendet, um E. coli 

BL21 DE3 zu transformieren. Daraufhin wurde die Expression des heterologen 

Proteins in E. coli BL21 DE3 untersucht (Abbildung 13). 

 

Abbildung 13. Zeitabhängige Induktion und Isolation der heterolog synthetisierten Ata-Kopf-Domäne-6xHis. 

(A) E. coli BL21_pET24_ata-Kopf wurde in LB-Medium kultiviert und nach Erreichen einer OD600 von 1,0 IPTG zugegeben. 

Die Bakteriensuspension wurde für 3 h weiter inkubiert und stündlich erfolgte eine Probenentnahme. Das Gesamtprotein 

wurde in einer SDS-PAGE mit anschließender Coomassie-Blau-Färbung aufgetrennt. (B) Zur Isolation der Ata-Kopf-Do-

mäne wurde E. coli BL21_pET24_ata-Kopf flüssig kultiviert. Die Proteinsynthese wurde durch IPTG (Endkonzentration 

400 µM) induziert. Der Aufschluss der Bakterienzellen erfolgte über eine Ultraschallbehandlung. Die Ata-Kopfdomäne 

wurde mittels einer Affinitätschromatografie isoliert und über eine SDS-PAGE aufgetrennt. Die weiß gestrichelten Recht-

ecke markieren die Ata-Kopf-Domäne-6xHis. Als Größenstandard diente der PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder 

der Firma BioRad. 

Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen und über ein de-

naturierendes Polyacrylamid-Gel separiert (Abbildung 13 A). Vor der Induktion 

zeigte sich in der entnommenen Probe eine Reihe von Proteinen, die nicht ge-

nauer beschrieben werden konnten. Nach Zugabe von IPTG war ein deutliches 

Proteinsignal erkennbar, welches der Ata-Kopf-Domäne-6xHis (erwartete Größe 

68 kDa) entsprach. Das Signal war bereits nach 1 h Inkubation stark ausgeprägt 
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und veränderte sich über einen Zeitraum von 2 h bzw. 3 h in seiner Intensität 

nicht. Dementsprechend wurde für die darauffolgende Isolation des Proteins über 

Affinitätschromatografie ein Induktionszeitraum von 1 h gewählt (Abbildung 

13 B). In der Durchflussprobe nach der ersten Inkubation der Proteinlösung mit 

dem Säulenmaterial zeigten sich in der SDS-PAGE verschieden große Protein-

fragmente, die nicht gebundene Proteine darstellten. Die Probensäule wurde da-

raufhin 4x mit Waschpuffer gewaschen. Im Durchfluss zeigte sich in der SDS-

PAGE ein Proteinsignal, welches der Größe der Ata-Kopf-Domöne-6xHis ent-

sprach und zusätzlich weitere Verunreinigungen im Größenbereich von ≤ 35 kDa. 

Durch wiederholtes Waschen der Probensäule waren keine Proteinverunreini-

gungen mehr nachweisbar, sodass die heterolog produzierte Ata-Kopf-Domäne-

6xHis durch eine Inkubation mit dem Elutionspuffer vom Säulenmaterial gelöst 

werden konnte. Im denaturierenden SDS-Gel zeigte sich ein deutliches und ein-

zelnes Signal im Bereich von 68 kDa. Verunreinigungen waren nicht mehr nach-

weisbar, sodass das Protein zu je 170 µg für die kommerzielle Immunisierung 

von Kaninchen verwendet werden konnte (siehe 2.3.6). 

Immunologischer Nachweis von Ata auf A. baumannii 

Die von der Immunisierung der Kaninchen erhaltenen Seren wurden über ein 

Protein A/G-Kit aufgereinigt und zum immunologischen Nachweis von Ata auf der 

Oberfläche der einzelnen A. baumannii-Stämme verwendet. Dazu wurden die 

Bakterienstämme in LB-Medium für 2 h bei 37 °C kultiviert. 
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Abbildung 14. Nachweis der Oberflächenassemblierung von Ata auf A. baumannii. Die Bakterien wurden in LB-

Medium inkubiert und zur Induktion der ata-Expression in Δata(c) erfolgte die Zugabe von 0,5 % Arabinose (w/v). Nach-

dem eine OD600 von 0,2 erreicht war, wurden die Bakterien zentrifugiert, in PBS gewaschen, auf einem Deckgläschen 

fixiert und mit Ziegenserum blockiert. Der immunologische Nachweis von Ata erfolgte durch Zugabe des polyklonalen 

Antikörpers, der im Weiteren unter Verwendung eines Alexa®488-konjugierten Sekundärantikörper (grün) detektiert 

wurde. Die bakterielle DNA wurde mit DAPI (blau) angefärbt. 

Durch Zugabe von 0,5 % [w/v] Arabinose erfolgte die Induktion der ata-Expres-

sion in Δata(c). Anschließend wurden die Zellen zentrifugiert, gewaschen, blo-

ckiert und mit den polyklonalen anti-Ata-Kopf-Antikörpern inkubiert. Die Proben 

wurden danach fluoreszenzmikroskopisch untersucht (Abbildung 14). Bei der 

fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der Proben konnte die Assemblie-

rung von At   uf der  berfl c e von WT und Δata(c) bestätigt werden. Hier 

zeigte sich ein eindeutiger saumartiger Rand, welcher die Bakterien umgibt. Die-

ser   um konnte nic t bei Δata und Δata(p) nachgewiesen werden. Diese Er-

gebnisse zeigen in Verbindung mit den zuvor erhalten Daten (PCR, RFLP und 

qRT-PCR), dass sowohl die Deletion von ata als auch dessen Komplementierung 

erfolgreich war. Weiterhin wurde bestätigt, dass die genetische Manipulation des 

 t mmes Δata(c) zu einer zum WT vergleichbaren Ata-Synthese führt. 

3.2.3 Wachstumskontrollen der verschiedenen A. baumannii-

Stämme 

Da unterschiedliche Wachstumsphänotypen der generierten A. baumannii-

Stämme einen erheblichen Einfluss auf die Durchführung und vor allem Ergeb-

nisse weiterer Versuche haben können, wurde das Wachstumsverhalten der 

Stämme untersucht (Abbildung 15). 
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Abbildung 15. Wachstumsanalysen der verschiedenen A. baumannii-Stämme. Die Bakterienstämme wurden in LB-

Medium (mit 0,5 % Arabinose [w/v] für Δata p  und Δata(c)) inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde eine Probe 

entnommen und die optische Dichte bei 600 nm bestimmt. Über den linearen Bereich der Wachstumskurven wurde für 

jeden untersuchten Stamm die Verdopplungszeit TVerdopplung ermittelt. n = 3 in Doppelbestimmung. 

Hierfür wurden die einzelnen A. baumannii-Stämme in LB-Medium über einen 

Zeitraum von 24 h kultiviert. Zur Induktion der ata-Expression in Δata(c) und zur 

Kontrolle in Δata(p) erfolgte die Zugabe von 0,5 % [w/v] Arabinose. Zu den ange-

gebenen Zeitpunkten wurden aus der Bakteriensuspension Proben entnommen 

und die optische Dichte bei 600 nm photmetrisch gemessen. Hierbei zeigte sich 

bei allen untersuchten A. baumannii eine sehr kurz andauernde lag-Phase von 

ca. 1 h. Dem folgend war ein exponentielles Wachstum der Bakterien im Bereich 

von 1 h bis 6 h und ein stationäres Wachstum nach 6 h zu erkennen. Ebenso 

vergleichbar war die finale optische Dichte der analysierten Bakterienstämme, 

die im Durchschnitt einen Wert von 4,2 ± 0,5 annahm. Weiterhin wurden im Be-

reich des exponentiellen Wachstums die spezifischen Verdopplungszeiten der 

einzelnen A. baumannii bestimmt. Hierbei ergaben sich folgende Werte: WT, 

40,8 ± 2,2 min; Δata,  0,  ±  ,  min; Δata(p), 46,2 ± 1,3 min; Δata(c), 39,4 ± 

4,7 min. Mit Ausnahme von Δata(p) war im Vergleich der einzelnen Verdopp-

lungszeiten untereinander kein signifikanter Unterschied zwischen den Proben 
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zu erkennen, weshalb davon ausgegangen werden konnte, dass weder die De-

letion von ata noch dessen Komplementierung zu einem relevanten veränderten 

Wachstumsverhalten der Stämme geführt hat. 

Zusammenfassend wurde bestätigt, dass die Ata-codierende Sequenz in 

A. baumannii erfolgreich deletiert wurde. Es wurde gezeigt, dass die Transforma-

tion von A. baumannii Δata mit dem Expressionsvektor pARKM_ata zur Komple-

mentation des Stammes mit vergleichbarer Transkriptmenge von ata führte und 

dass das Ata-Protein sowohl bei WT  ls  uc  bei Δata(c) oberflächenlokalisiert 

und nicht bei Δata b w. Δata(p) vorzufinden war. Im Vergleich des Wachstums-

verhaltens der einzelnen A. baumannii zeigten sich keine relevanten Unter-

schiede, sodass diese zur weiteren Charakterisierung von Ata verwendet werden 

konnten. 

3.3 Ata-vermittelte Adhäsion an abiotische und biotische 

Faktoren 

Zur Etablierung von Infektionen im Menschen durch pathogene Bakterien stellt 

die Adhäsion an Wirtszellen einen initialen Schritt dar. Aus diesem Grund wurden 

im Rahmen dieser Arbeit Versuche etabliert, welche die Analyse der Interaktion 

von Ata-produzierenden und -nichtproduzierenden A. baumannii mit abiotischen 

und biotischen Faktoren erlaubt. 

3.3.1 Ata bindet an Bestandteile der extrazellulären Matrix 

Eine vorangegangene Studie konnte zeigen, dass Ata extrazelluläre Matrix Pro-

teine wie beispielsweise Kollagen und Laminin bindet [88]. Mit den in dieser Ar-

beit vorliegenden Stämme A. baumannii WT und A. baumannii Δata sollten diese 

Ergebnisse verifiziert werden. Hierzu wurden Proteinlösungen mit humanen Kol-

lagen A, Laminin, Fibronektin, VCAM-1, ICAM-1 und ICAM-2 verwendet, um die 

Oberfläche von Zellkulturschalen zu beschichten. Danach erfolgte die Zugabe 

der verschiedenen Bakteriensuspensionen und die Inkubation der Proben. Nach 

mehrmaligem Waschen der Proben wurden adhärente Bakterien mit Kristall- 

violett gefärbt und mit Ethanol gelöst.  
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Abbildung 16. Nachweis der Ata-abhängigen Bindung von A. baumannii an Bestandteile der extrazellulären Mat-

rix und an rekombinante endotheliale Adhäsionsmoleküle. Zellkulturschalen wurden mit jeweils 100 µg der in PBS 

gelösten Proteine beschichtet. Danach erfolgte die Zugabe der Bakteriensuspension (1 x 106) und die Inkubation bei 

37 °C für 1 h. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die adhärenten Bakterien durch Zugabe einer Kristallviolett-

Lösung gefärbt und mit Ethanol gelöst. Die Absorption der Suspension wurde fotometrisch bei einer Wellenlänge von 

560 nm bestimmt. (*) weist auf einen signifikanten Unterschied hin. (n.s.) weist auf keinen signifikanten Unterschied hin. 

n = 3 in Doppelbestimmung. 

Über Absorptionsmessungen der Proben wurde die Effizienz der Bindung von 

A. baumannii an die verschieden beschichteten Oberflächen ermittelt (Abbil-

dung 16). 

Im Versuch zeigte sich eine Bindung der Bakterien an jedes getestete Substrat. 

Bei Kollagen A betrug die Absorption für WT 0,33 ± 0,02. Dem gegenüber war 

die Bindung von Δata um den Faktor 4 reduziert (0,08 ± 0,01). Bei Fibronektin 

stieg die Absorption für WT auf einen Wert von 0,47 ± 0,02 an, wobei auch hier 

die Ad  sion von Δata reduziert war (0,17 ± 0,02). Bei Laminin waren vergleich-

bare Effekte zu erkennen: Hier betrug die gemessene Absorption für WT  

0,46 ± 0,0  und für Δata 0,19 ± 0,02. Im Durchschnitt war für Kollagen A,  

 ibronektin und   minin ein Verlust der Bindungseffi ien  bei Δata gegenüber 

WT von 67 ± 7 % zu erkennen. Bei den getesteten rekombinanten endothelialen 

Adhäsionsmoleküle wurde für VCAM-1 eine maximale Absorption für WT von  

0,54 ± 0,02 bestimmt.  ür Δata zeigte sich ein Verlust der Adhäsionsfähigkeit von 

25 % auf einen Wert von 0,43 ± 0,01. Dieser Effekt war auch bei ICAM-2  

 WT: 0, 3 ± 0,0 ; Δata: 0,35 ± 0,01) aber nicht bei ICAM-1 (WT: 0,44 ± 0,02; 

Δata: 0,43 ± 0,01) nachweisbar. Im Versuch zeigte sich ein Adhäsionsverlust der 
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Bakterien durch die Deletion von ata bei 5 von 6 untersuchten Molekülen. Dieser 

Verlust war bei Kollagen A, Fibronektin und Laminin stärker ausgeprägt als bei 

VCAM-1 und ICAM-2. Bei VCAM-1 und ICAM-2 war die Adhäsion der Bakterien 

im Vergleich zu den untersuchten extrazellulären Matrixproteinen jedoch grund-

legend höher. Diese Daten deuten darauf hin, dass Ata sowohl für die Adhäsion 

an extrazelluläre Matrixproteine als auch an rekombinante endotheliale Adhäsi-

onsmoleküle wichtig ist. Besonders die Bindung von A. baumannii an endotheli-

ale Oberflächenproteine könnte ein Indiz auf mögliche Bindungspartner des Bak-

teriums an der Wirtszelle sein. 

3.3.2 Fluoreszenz- und elektronenmikroskopischer Nachweis der 

Adhäsion von A. baumannii an humane Zellen 

Nachdem bestätigt wurde, dass A. baumannii Ata-abhängig an Bestandteile der 

extrazellulären Matrix und an endotheliale Adhäsionsmoleküle bindet, wurde im 

nächsten Schritt die Adhäsion der Bakterien an humanen Endothel- bzw. Epithel-

zellen untersucht. Hierfür wurden in vitro Infektionsversuche durchgeführt und 

adhärente Bakterien zunächst durch fluoreszenz- bzw. auch elektronenmikrosko-

pische Methoden untersucht (Abbildung 17). Bei der fluoreszenzmikroskopi-

schen Analyse waren adhärente A. baumannii sowohl auf den Endothelzellen als 

auch auf den Epithelzellen (Abbildung 17 A) zu beobachten, wobei die Anzahl 

der Bakterien für WT stets größer war als für Δata.
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Abbildung 17. A. baumannii bindet Ata-abhängig an die Oberfläche von endothelialen und epithelialen Wirtszel-

len. (A) Endothel- (HDMEC) und Epithelzellen (A549) wurden in Zellkulturschalen (24 Kavitäten) auf Deckgläschen kulti-

viert und mit den entsprechenden Bakterienstämmen inkubiert (MOI 200). Das Aktin-Zytoskelett und die DNA wurden mit 

TRITC-Phalloidin (rot) bzw. DAPI (blau) gefärbt. Die Pfeile markieren adhärente Bakterien. Maßstab: 10 µm. (B) Endothel-

zellen (HUVEC) wurden kultiviert und mit A. baumannii für 1 h infiziert (MOI = 200). Nicht-adhärente Bakterien wurden 

durch 3 x Waschen entfernt. Die Proben wurden mit 2,5 % [v/v] Glutaraldehyd fixiert und mittels Raster-Elektronenmikro-

skopie untersucht. Die gestrichelten Kreise deuten auf Bakterien hin, die sich auf der Oberfläche der Wirtszelle in kleinen 

Membranvertiefungen befinden. Maßstab: 2 µm. 

Dies deutete auf einen direkten Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein 

von Ata und der Adhäsionsfähigkeit von A. baumannii an die Wirtszellen hin. Wei-

terhin zeigte sich im Vergleich der beiden humanen Zelltypen, dass die Bindung 

von WT an Endothelzellen (hier HDEMC) ausgeprägter war als an Epithelzellen 

(hier A549), was auf eine erhöhte Affinität der Bakterien gegenüber Endothelzel-

len hinweisen könnte. Zusätzlich zu den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen 
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wurden infizierte HUVECs elektronenmikroskopisch analysiert (Abbildung 

17 B). Hierbei bestätigten sich die zuvor gemachten Ergebnisse: Bei jeder unter-

suchten Probe konnte das Vorhandensein der Bakterien nachgewiesen werden 

und  ierbei w r die Bindung von WT st rker  usgepr gt  ls von Δata. Durch die 

Inkubation der humanen  ellen mit Δata p  und Δata(c) wurde zudem bewiesen, 

dass das Vorhandensein von Ata unmittelbar mit der Bindung der Bakterien kor-

reliert. Durch die Komplementation von ata in Δata(c) konnte der WT-Phänotyp 

wiederhergestellt werden. Weiterhin zeigte sich, dass ata-exprimierende 

A. baumannii auf der Oberfläche der Wirtszelle Membrandeformierungen hervor-

rufen, die in Form von Vertiefungen ersichtlich waren. Diese Beobachtung könnte 

eine frühe Phase der Invasion der Bakterien in die Endothelzelle darstellen (Ab-

bildung 17 B, gestrichelte Kreise). 

3.3.3 Quantifizierung adhärenter A. baumannii an humanen Zellen 

nach einer statischen Infektion 

Durch die mikroskopischen Analysen wurde bestätigt, dass A. baumannii Ata-

abhängig an humane Zellen adhäriert. Zur Untersuchung zellspezifischer Effekte 

wurden Infektionsversuche mit verschiedenen Endothel- (HUVEC, HDMEC, 

HMEC-1) bzw. Epithelzellen (A549, HepG-2, HeLa) durchgeführt und adhärente 

Bakterien mittels qRT-PCR quantifiziert (Abbildung 18). Hierdurch konnten die 

zuvor gemachten Ergebnisse bestätigt werden. Für HUVECs ergaben sich fol-

gende Ad  sionsr ten: WT,  ,  ± 0,3 B kterien/ elle; Δata, 0,4 ± 0,05 Bakte-

rien/ elle; Δata p , 0,03 ± 0,0  B kterien/ elle und Δata(c), 6,9 ± 1,9 Bakte-

rien/Zelle. Im Vergleich der Ad  sion  wisc en WT und Δata zeigte sich eine 10-

fach höhere Adhäsion von ata-exprimierenden A. baumannii, was ein deutlicher 

Hinweis auf die Ata-vermittelte Adhäsion der Bakterien war.
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Abbildung 18. Quantifizierung adhärenter A. baumannii auf humanen Endothel- und Epithelzellen. Humane En-

dothel- und Epithelzellen wurden in Zellkulturschalen kultiviert und mit A. baumannii (MOI 200) für 1 h inkubiert. Nach der 

Infektion wurden die Proben 3x mit dem entsprechenden Zellkulturmedium gewaschen und nicht adhärente Bakterien 

entfernt. Die infizierten Zellen wurden mit einem Zellschaber aus den Kavitäten gelöst und 1 µl der gelösten Zellen wurde 

zur Quantifizierung mittels qRT-PCR eingesetzt. Die Bindungsraten stellen den Quotienten von rpoB/(0,5 x hmbs) dar. (*) 

weist auf einen signifikanten Unterschied hin. (n.s.) weist auf keinen signifikanten Unterschied hin. n = 3 in 6-facher 

Bestimmung. 

Durch die Komplementation von ata in A. baumannii Δata wurde der Einfluss des 

trimeren Autotransporters bei der Adhäsion an humane Zellen bestätigt. Hier ist 

zu erkennen, dass das Adhäsionsverhalten der Bakterien mit dem WT vergleich-

bar war, wo ingegen die  eervektorkontrolle Δata(p) keine erhöhte Adhärenz 

aufwies. Es zeigte sich eine 20-f c   ö ere Ad  sion von Δata(c) gegenüber 

Δata(p). Vergleichbare Ergebnisse wurden für die Zelllinie HMEC-1 gemacht. Mit 

einer Adhäsionsrate von 3,7 ± 0,8 Bakterien/Zelle für WT war diese 4-fach höher 

 ls für Δata mit 1,2 ± 0,2 Bakterien/Zelle. Für Δata(p) wurden 0,01 ± 0,01 Bakte-

rien/Zelle und für Δata(c): 4,9 ± 0,8 Bakterien/Zelle nachgewiesen. Im Vergleich 

zu HUVEC und HMEC-1 wurde für HDMEC eine 2-fach höhere Adhäsionsrate 

für WT ermittelt (10,0 ± 3,9 Bakterien/Zelle). Demgegenüber waren für Δata und 

Δata(p) die Adhäsionsraten reduziert (1,2 ± 0,3 Bakterien/Zelle bzw. 3,0 ± 2,0 
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Bakterien/Zelle). Für Δata(c) wurde eine zum WT vergleichbare Adhäsionsrate 

von 11,2 ± 4,4 Bakterien/Zelle berechnet. Zusätzlich zu den Adhäsionsversuchen 

von A. baumannii an Endothelzellen wurde die Adhärenz der Bakterien an huma-

nen Epithelzellen analysiert. Hier war die Adhäsionsfähigkeit gegenüber den hu-

manen Endothelzellen bei A549 (WT: 1,7 ± 0,3 Bakterien/Zelle) und bei HepG-2 

(WT: 1,7 ± 0,6 Bakterien/Zelle) reduziert. Diese Ergebnisse belegen die zuvor 

gemachten Beobachtungen, dass A. baumannii gegenüber Endothelzellen eine 

höhere Affinität aufweist als bei Epithelzellen. Durch die Infektion der Zellen mit 

Δata wurde weiterhin gezeigt, dass der trimere Autotransporter auch bei der Ad-

häsion an Epithelzellen eine entscheidende Rolle spielt: Bei A549 reduzierte sich 

die Anzahl adhärenter Bakterien auf 0,3 ± 0,07 Bakterien/Zelle und für HepG-2 

auf 0,18 ± 0,05 Bakterien/Zelle. Vergleichbare Resultate wurden auch für die 

Kontrollst mme Δata p  und Δata(c) gemacht (A549: 0,01 ± 0,01 Bakterien/Zelle 

und 1,4 ± 0,4 Bakterien/Zelle, HepG-2: 0,2 ± 0,09 Bakterien/Zelle und 1,5 ± 0,4 

Bakterien/Zelle). Im Gegensatz zu A549- und HepG-2-Zellen zeigten sich bei 

HeLa-Zellen vergleichbare Adhäsionsraten wie für Endothelzellen (WT: 5,3 ± 1,9 

B kterien/ elle; Δata: 0,  ± 0,  B kterien/ elle; Δata(p): 0,3 ± 0,1 Bakte-

rien/ elle; Δata(c): 5,7 ± 2,9 Bakterien/Zellen). 

3.3.4 Nachweis adhärenter A. baumannii auf humanen Zellen nach 

einer dynamischen Infektion 

Nachdem die Ata-abhängige Adhäsion von A. baumannii an humane Zelle unter 

statischen Infektionsbedingungen nachgewiesen wurde, sollte im nächsten 

Schritt der Einfluss von Scherkräften, die den im menschlichen Körper vorhande-

nen Blutstrom entsprechen, untersucht werden. Dafür wurden humane Zellen in 

Durchflusskammern kultiviert und mit A. baumannii (MOI 200) für 1 h unter kon-

stanten Flussbedingungen von 0,2 ml/min infiziert. Danach erfolgte die fluores-

zenzmikroskopische Analyse der infizierten Zellen (Abbildung 19) und die Quan-

tifizierung adhärenter Bakterien mittels qRT-PCR (Abbildung 20). 
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Abbildung 19. Nachweis adhärenter Bakterien an humanen Zellen nach dynamischer Infektion. Endothel- und 

Epithelzellen wurden in Durchflusskammern kultiviert und für 1 h mit A. baumannii (MOI 200) unter konstanten Flussbe-

dingungen von 0,2 ml/min infiziert. Nicht adhärente Bakterien wurden mit entsprechendem Zellkulturmedium für 15 min 

bei 0,2 ml/min entfernt. Die Proben wurden anschließend in 3,75 % [w/v] PFA fixiert und mit DAPI (blau) bzw. TRITC-

Phalloidin (rot) gefärbt. Im Anschluss erfolgte die fluoreszenzmikroskopische Analyse. Die weißen Pfeile deuten auf ad-

härente Bakterien hin. Maßstab: 10 µm. 

Bei der fluoreszenzmikroskopischen Analyse war zu erkennen, dass die Adhä-

sion der B kterien  WT und Δata) im Vergleich zur statischen Infektion unter dy-

namischen Infektionsbedingungen stark gesunken war (vgl. Abbildung 17). Zwi-

schen den beiden Zelltypen konnte festgestellt werden, dass die Affinität der ata-

exprimierenden Bakterien zu Endothelzellen größer war als gegenüber Epithel-

zellen. Ebenso wurde im Vergleic   wisc en WT und Δata eine erhöhte Adhä-

renz bei WT festgestellt, was wiederum auf die wichtige Rolle von Ata bei der 

Adhäsion an humane Zellen hindeutet. Weiterhin stellte sich heraus, dass das 

Vorhandensein bakterieller Agglomerate nicht mehr nachweisbar war. 

Um weitere Aussagen treffen zu können, wurden die adhärenten Bakterien nach 

dynamischer Infektion der humanen Zellen mittels qRT-PCR quantifiziert  

(Abbildung 20). Hierbei zeigte sich im Vergleich zur statischen Infektion, dass 

die Adhäsionsraten nach der dynamischen Infektion bei Endothelzellen im Durch-

schnitt um ca. 80 % und bei Epithelzellen um ca. 30 % abgesunken waren (vgl. 

Abbildung 18). Für HUVECs zeigten sich folgende Bindungsraten: WT, 1,2 ± 0,7 

B kterien/ elle; Δata, 0,  ± 0,  B kterien/ elle; Δata(p), 0,2 ± 0,1 Bakterien/Zelle 

und Δata(c), 1,1 ± 0,7 Bakterien/Zelle.  
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Abbildung 20. Quantifizierung adhärenter Bakterien an humanen Zellen nach dynamischer Infektion. Endothel- 

und Epithelzellen wurden in Durchflusskammern kultiviert und mit A. baumannii (MOI 200) infiziert. Nicht adhärente Bak-

terien wurden durch 15-minütiges Spülen mit entsprechendem Zellkulturmedium entfernt. Die Proben wurden anschlie-

ßend aus der Durchflusskammer gelöst und mittels qRT-PCR quantifiziert. (*) weist auf einen signifikanten Unterschied 

hin. (n.s.) weist auf keinen signifikanten Unterschied hin. n = 3 in 6-facher Bestimmung 

Für HMEC-1 und HDMEC konnten vergleichbare Ergebnisse beobachtet werden: 

Es wurden Bindungsraten für WT von 0,6 ± 0,3 Bakterien/Zelle bzw. 1,3 ± 0,9 

Bakterien/Zelle und für Δata von 0,2 ± 0,01 Bakterien/Zelle bzw. 0,1 ± 0,01 Bak-

terien/Zelle ermittelt. Bei den Kontrollstämmen zeigten sich folgende Adhäsions-

r ten: Δata(p), 0,2 ± 0,1 Bakterien/Zelle (HMEC-1) und 0,3 ± 0,1 Bakterien/Zelle 

 HDMEC ; Δata(c), 1,1 ± 0,6 Bakterien/Zelle (HMEC-1) und 0,7 ± 0,3 Bakte-

rien/Zelle (HDMEC). Nach dynamischer Infektion der verschiedenen Epithelzel-

len waren die Adhäsionsraten der Bakterien an HeLa und HepG-2 gegenüber der 

statischen Infektion stark vermindert. Demgegenüber erschien die Adhäsion von 

A. baumannii an A549 leicht erhöht zu sein (vgl. Abbildung 18). Für jede unter-

suchte Zelllinie wurden signifikante Unterschiede  wisc en WT und Δata bzw. 

 wisc en Δata p  und Δata(c) beobachtet. Bei A549 zeigten sich nach der Infek-

tion mit WT  ,  ±  ,3 B kterien/ elle, für Δata 0,2 ± 0,1 Bakterien/Zelle, für 

Δata p   ,3 ± 0,  B kterien/ elle und für Δata(c) 3,3 ± 1,9 Bakterien/Zelle. Für 

He   wurden für WT  ,  ± 0,3 B kterien/ elle, für Δata 0,4 ± 0,1 Bakterien/Zelle, 
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für Δata p  0,  ± 0,  B kterien/ elle und für Δata(c) 1,6 ± 0,4 Bakterien/Zelle 

ermittelt. Unter Verwendung von HepG-2 sank die Adhäsionsrate für jeden Bak-

terienstamm unter einen Wert von 1 Bakterium/Zelle. Hier wurden lediglich 0,3 ± 

0,  B kterien/ elle für WT und 0,0  ± 0,0  B kterien/ elle für Δata berechnet. 

Die Kontrollstämme ergaben analoge Ergebnisse. 

Zusammenfassend war die Bindung der Bakterien unter dynamischen Infektions-

bedingungen gegenüber den statischen Infektionsversuchen mit Ausnahme für 

A594-Zellen stark gesunken. Die Adhärenz ata-exprimierender A. baumannii war 

wie bei den statischen Adhäsionsversuchen stets höher als die Adhärenz von 

nicht-ata-exprimierenden A. baumannii. Das Phänomen der erhöhten Adhärenz 

der Bakterien an A549 lässt mutmaßen, dass sich die Zellen durch die wirkenden 

Scherkräfte morphologischen Veränderungen unterziehen, welche wiederum die 

Bindung von A. baumannii begünstigt. 

3.3.5 Einfluss von α4/β1-Integrinen auf die Adhäsion von  

A. baumannii an Endothelzellen 

Nachdem der Einfluss von Ata auf die Adhärenz an humane Zellen sowohl unter 

statischen als auch unter dynamischen Infektionsbedingungen eindeutig gezeigt 

wurde, sollte nun die Rolle spezifischer Oberflächenmoleküle auf humanen Zel-

len bei der Bindung von A. baumannii untersucht werden. Hierfür wurden  

Endot el ellen  un c st mit T  α und  nsc ließend mit neutr lisierenden Anti 

körpern gegen α4- b w. β1-Integrinen inkubiert. Durc  die T  α-Stimulation 

wurde eine gleic m ßige und vergleic b re Expression der α4- b w. β1-Integrine 

erreicht. Danach erfolgte die Infektion der humanen Zellen mit A. baumannii mit 

darauffolgender KBE-Bestimmung (Abbildung 21).  

Zuvor wurde die erfolgreiche Blockierung der Oberflächenrezeptoren fluores-

zenzmikroskopisch nachgewiesen (Ergebnisse nicht gezeigt). 

Im durchgeführten Adhäsionsversuch zeigten sich in der unbehandelten Probe 

die Ergebnisse der vorangegangen statischen Adhäsionsversuche: Die Adhäsions-

raten von WT und Δata(c) waren gegenüber Δata und Δata(p) stark erhöht. Bei 

der anti-IgG-Kontrolle zeigte sich ein vergleichbarer Effekt. Die Adhäsion von WT 

und Δata(c) war doppelt so hoch wie die Adhäsion von Δata und Δata(p), wobei 



3. Ergebnisse 90 

 

jeweils WT (7,3 ± 1,2 x 106 Bakterien) und Δata(c) (7,1 ± 2,1 x 106 Bakterien) 

bzw. Δata (2,9 ± 0,4 x 106 Bakterien) und Δata(p) (3,4 ± 0,2 x 106 Bakterien) 

  nlic e Ad  sionseffi ien en  eigten. W ren die oberfl c en sso iierte α4 In-

tegrine inhibiert, reduzierte sich die Anzahl adhärenter ata-exprimierender 

A. baumannii um ca. 50 %. Dies zeigten die ermittelten KBEs für WT von 2,9 ± 

1,3 x 106 Bakterien und für Δata(c) von 2,8 ± 1,7 x 106 Bakterien. Damit war die 

Adhäsionseffizienz auf das Niveau von Δata (3,2 ± 1,2 x 106 Bakterien) und 

Δata(p) (2,4 ± 0,7 x 106 Bakterien) gesunken. Vergleichbare Effekte zeigten sich 

nach Inhibition von β1 Integrinen. Auch hier sank die Adhäsionseffizienz von ata-

exprimierenden A. baumannii auf das Niveau von Δata (2,4 ± 0,9 x 106 Bakterien) 

und Δata(p) (3,1 ± 1,2 x 106 Bakterien). 

 

Abbildung 21. Adhäsion von A. baumannii an HUVECs nach spezifischer Neutralisierung von oberflächenasso-

ziierten Rezeptormolekülen. Humane Endothelzellen wurden in Zellkulturschalen kultiviert und  nsc ließend mit T  α 

stimuliert. Daraufhin wurden die Zellen mit neutr lisierenden Antikörpern gegen α4- und β1-Integrine inkubiert. Als Kon-

trollen dienten eine unbehandelte und eine mit anti-IgG behandelte Probe. Nach erfolgter Inkubation wurden die Zellen 

mit A. baumannii (1 x 108 Bakterien/ml) infiziert. Nicht adhärente Zellen wurden durch dreimaliges Waschen entfernt und 

die infizierten Zellproben durch Zugabe von 2 ml A. dest. lysiert. Die Proben wurden verdünnt und auf LB-Agar kultiviert. 

(*) weist auf einen signifikanten Unterschied hin, wenn nicht gekennzeichnet, bezieht sich (*) auf WT bzw. ∆ata(c)vs. ∆ata 

bzw. ∆ata(p). (n.s.) weist auf keinen signifikanten Unterschied hin. n = 3 in Doppelbestimmung. 
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Eine weitere Senkung der Adhäsionsraten wurde nach Blockierung beider Ober-

fl c enre eptoren  α4- und β1-Integrine) für alle untersuchten Stämme beobach-

tet. Die ermittelten KBEs für WT betrugen 1,2 ± 0,09 x 106 Bakterien und für 

Δata(c) 1,5 ± 0,2 x 106 Bakterien. Die Anzahl adhärenter Bakterien sank im Ver-

gleich zu den anderen drei Versuchsansätzen um ca. 50 % auf 1,2 ± 0,2 x 106 

Bakterien für Δata und 0,9 ± 0,01 x 106 Bakterien für Δata(p).  

Sowohl d s oberfl c en sso iierte α4- ntegrin  ls  uc  β1-Integrin könnte ein po-

tenzieller Ligand für die Adhäsion von A. baumannii an humane Endothelzellen 

darstellen. 

3.3.6  Adhäsion von A. baumannii an humanes Nabelschnurendothel 

im ex vivo Infektionsmodell 

In den vorangegangen Versuchen wurde die Ata-vermittelte Adhäsion von 

A. baumannii an humane Endothel- und Epithelzellen in vitro untersucht, sowohl 

unter statischen als auch unter dynamischen Infektionsbedingungen. Um die ge-

sammelten Erkenntnisse in ihrer Komplexität auf die gegebenen Bedingungen im 

menschlichen Organismus noch besser übertragen zu können, wurden im nächs-

ten Schritt Adhäsionsversuche im ex vivo Infektionsmodell mit humanen Nabel-

schnurvenen etabliert. 

Um möglichst vergleichbare Infektionsbedingungen beim Versuchsablauf zu er-

halten, wurden zunächst die Struktur der Nabelschnurvene und die Strömungs-

verhältnisse in der Vene während einer Infektion untersucht. Dies diente zur  

Sicherstellung, dass die Venenstruktur über den gesamten Bereich gleichmäßig 

und die Durchmesser der Venen in den Einzelversuchen vergleichbar waren. 

Dadurch konnte gewährleistet werden, dass die Scherkräfte während der Infekti-

onsdauer konstant waren. Außerdem wurde mit der Ultraschall- bzw. Doppler-

Analysen das Strömungsverhalten der Bakteriensuspension untersucht. 

Für die Strukturanalyse wurden Nabelschnüre stichprobenartig ausgewählt und 

die Vene mit einem röntgendichten Kontrastmittel unter konstanten Druck befüllt. 

Danach erfolgte die bildliche Darstellung der Venenstruktur mittels mikro-CT  

(Abbildung 22 A). Zur Analyse des Flussverhaltens in der Nabelschnurvene 

wurde eine 10%ige Bariumsulfat-Lösung unter einem konstanten Fluss von 
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0,2 ml/min durch die Vene gespült und das Strömungsverhalten dieser Lösung 

unter Verwendung eines Ultraschallgerätes aufgezeichnet (Abbildung 22 B).  

 

Abbildung 22. Struktur- und Strömungsanalyse in der Nabelschnurvene. (A) Für mikro-CT-Untersuchungen wurden 

Nabelschnurvenen unter konstanten Druck von 10-15 mmHg mit einem röntgendichten Kontrastmittel befüllt. Im An-

schluss wurde die Venenstruktur mittels mikro-CT aufgezeichnet. Die dargestellten Querschnitte sind exemplarisch und 

weisen einen Durchmesser von 1,3 mm (links) bzw. 0,9 mm (rechts) auf. (B) Für Ultraschall-Doppler-Analysen wurden 

die Venen der Nabelschnüre unter konstanten Flussbedingungen (0,2 ml/min) mit Barium-Sulfat (10 % [w/v] in PBS) 

durchspült und die Strömungsmuster mittels eines linearen Ultraschallkopfes (L 5-12 MHz) und dem Phillips Envisor Ult-

raschall Gerät aufgezeichnet. 

Im mikro-CT zeigte sich eine perforationsfreie röntgendichte Struktur über die ge-

samte Länge der untersuchten Nabelschnur, die eindeutig als Venenstruktur ge-

deutet werden konnte (Abbildung 22 A). Über die computergestützte Remodel-

lierung der gewonnenen Daten wurde eine gleichförmige Venenstruktur nachge-

wiesen. Weiterhin zeigten sich im Querschnitt der untersuchten Nabelschnurve-

nen vergleichbare Werte (1,3 mm bzw. 0,9 mm) in den hier dargestellten Proben. 
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Über die Gesamtheit der untersuchten Nabelschnurproben ergab sich ein mittle-

rer Durchmesser der Nabelschnurvenen von 3,9 ± 0,6 mm. Hieraus resultierten 

mittlere Scherkräfte bei einem konstanten Fluss von 0,2 ml/min von 0,49 ± 

0,19 dyn/cm² (Abbildung 23). 

 

Abbildung 23. Bestimmung der Venendurchmesser und der damit verbundenen Scherkräfte in der Nabelschnur-

vene. Entsprechend den Daten aus der mikro-CT-Analyse wurden die Durchmesser der einzelnen Nabelschnurvenen 

bestimmt (blau). Die hieraus resultierenden Scherkräfte wurden über Formel 4 ermittelt. Die Symbole ▲ und ● kennzeich-

nen die jeweils einzelnen Proben. 

In der Ultraschall- und Doppler-Analyse zeigte sich eine turbulenzarme und somit 

fast laminare Strömung (Abbildung 22 B). Dies ist zum einen durch die Farbco-

dierung in der Ultraschallanalyse und zum anderen über gleichmäßige Verteilung 

des Dopplersignales erkennbar. 

Die gewonnenen Daten zur Venenstruktur und zum Strömungsverhalten in der 

Vene waren reproduzierbar und untereinander vergleichbar, sodass die Adhäsi-

onsversuche mit A. baumannii im ex vivo Nabelschnurmodell durchgeführt wer-

den konnten (Abbildung 24). 
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Abbildung 24. Adhäsionsanalyse von A. baumannii im ex vivo Infektionsmodell. Die gespülte Nabelschnurvene 

wurde mit CFSE-gefärbten A. baumannii (grün) infiziert (Flussrate von 0,2 ml/min für 1 h). Nicht-adhärente Bakterien 

wurden durch erneutes Spülen der Vene mit Endothelzellmedium gelöst. Für die Mikroskopie wurde die Vene vom umlie-

genden Gewebe isoliert, in PFA fixiert und mit TRITC-Phalloidin (rot) bzw. DAPI (blau) gefärbt. Die Adhäsion der Bakterien 

wurde mittels qRT-PCR quantifiziert. Die Bildausschnitte sind exemplarisch. Pfeile deuten auf adhärente, teils Agglome-

rat-bildende, A. baumannii. Maßstab: 10 µm  

Bei der fluoreszenzmikroskopischen Analyse des infizierten Nabelschnurvenen-

endothels waren adhärente A. baumannii durch ihre CFSE-Markierung gut nach-

weisbar (Abbildung 24). Es waren deutlich mehr WT-Bakterien adhärent als für 

Δata beobachtet wurde. Zudem zeigte sich, dass die Bakterien vermehrt in Ag-

glomeraten vorliegen und sich im Gegensatz zur in vitro Analyse nicht gleichmä-

ßig als Einzelzellen verteilen. Die mikroskopischen Beobachtungen wurden mit-

tels qRT-PCR bestätigt: Hier zeigten sich durchschnittlich doppelt so viele adhä-

rente Bakterien nach einer WT-Infektion als bei einer Δata-Behandlung. Für WT 

wurden 7,3 ± 0,3 B kterien/ elle und für Δata 2,4 ± 0,6 Bakterien/Zelle nachge-

wiesen. 

3.3.7  Vergleich der Adhäsion von A. baumannii an Endothel- bzw. 

Epithelzellen in vitro mit Nabelschnurvenenendothel ex vivo 

In den zuvor durchgeführten Versuchen zur Adhäsion von A. baumannii an hu-

mane Zellen wurde gezeigt, dass die Bakterien mit humanen Endothel- und 
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Epithelzellen Ata-abhängig interagieren. In jedem Versuch war die Anzahl adhä-

renter Bakterien bei ata-exprimierenden A. baumannii (WT und ∆ata(c)) höher 

als bei den Vergleichsgruppen (∆ata und ∆ata(p)). In der Gegenüberstellung der 

einzelnen Adhäsionsraten von A. baumannii an die verschiedenen humanen Zel-

len unter den verschiedenen Infektionsbedingungen (statisch vs. dynamisch und 

in vitro vs. ex vivo) zeigten sich folgende Beobachtungen (Tabelle 24): Unter 

statischen Infektionsbedingungen war die Adhärenz von A. baumannii an  

Endothelzellen (HUVEC, HMEC-1 und HDEMC) höher als an Epithelzellen 

(A549, HeLa und HepG2). Demgegenüber war die Adhäsion der Bakterien an 

humane Endothel- bzw. Epithelzellen bei dynamischen Infektionsbedingungen 

untereinander vergleichbar. Eine Ausnahme bildete hier die Adhärenz an A549-

Zellen, die im Vergleich zu den anderen Zelltypen deutlich höher war und wohl-

möglich mit der unterschiedlichen Ausprägung membranständiger Moleküle, die 

für die bakterielle Adhäsion wichtig sind, zu begründen war. Im Allgemeinen sinkt 

jedoch die Adhäsionsrate von A. baumannii an die humanen Zellen von stati-

schen zu dynamischen Infektionsbedingungen um durchschnittlich 80 %. Unter 

ex vivo Infektionsbedingungen war die Adhäsionsrate von A. baumannii stets hö-

her als nach der Infektion von HUVECs unter in vitro Bedingungen (Anstieg um 

65 %). Besonders deutlich war dies im Vergleich der dynamischen in vitro Infek-

tion und der Nabelschnurinfektion, wo die Adhäsionsrate um 508 % anstieg. Wei-

terhin zeigte das ex vivo Infektionsmodell im Vergleich zu den in vitro Infektionen 

eine Zunahme der Adhäsion, die vermuten ließ, dass die Interaktion zwischen 

A. baumannii und dem menschlichen Gewebe (Nabelschnurvene) deutlich  

stärker war als durch die in vitro Ansätze zu vermuten. 
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Tabelle 24. Vergleich der Adhäsionsraten von A. baumannii WT an humane Endothel- bzw. Epithelzellen und an 

Nabelschnurvenenendothel. 

 

3.4  Ata-vermittelte Invasion in humane Endothel- und 

Epithelzellen 

Nachdem die Adhäsionsfähigkeit von A. baumannii an humane Endothel- und 

Epithelzellen untersucht wurde, sollte im weiteren Verlauf die Ata-abhängige In-

vasion der Bakterien in die Wirtszelle analysiert werden. Obwohl A. baumannii 

typischerweise nicht als intrazellulär vorliegendes Bakterium beschrieben wird, 

zeigte eine vorangegangenen Studie, dass die Bakterien intrazellulär in Epithel-

zellen vorliegen können [79]. Genaue Kenntnisse darüber, welche Mechanismen 

bzw. welche Proteine bei der Invasion von A. baumannii in die humanen Wirts-

zellen beteiligt sind, fehlen jedoch. 
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Um eine Ata-abhängige Invasion der Bakterien in Endothel- und Epithelzellen zu 

untersuchen, wurde ein Zellkulturmodell etabliert. Hierzu wurden die entspre-

chenden Wirtszellen in Zellkulturschalen kultiviert und mit A. baumannii über ei-

nen Zeitraum von 4 h inkubiert. Nicht-adhärente Bakterien wurden durch mehr-

maliges Waschen entfernt und extrazelluläre A. baumannii durch eine zweistün-

dige Inkubation mit Gentamicin oder Colistin abgetötet. Nach der Lyse der huma-

nen Zellen erfolgte die KBE-Bestimmung der intrazellulär vorliegenden 

A. baumannii (Abbildung 25). Für WT wurden hierbei folgende Ergebnisse be-

stimmt: HUVEC, 1,7 ± 0,47 x 104 Bakterien und für A549, 2,8 ± 0,56 x 104 Bak-

terien. Dies entsprach einem prozentualen Anteil der initialen Bakterienzahl von 

3,08 % für HUVECs bzw. 2,9 % für A549. Vergleichbare Ergebnisse wurden mit 

dem Kontrollst mm Δata(c) erzielt: Die Zahl der invasiven A. baumannii für 

HUVECs war 2,6 ± 0,45 x 104 Bakterien und für A549 2,1 ± 0,55 x 104 Bakterien. 

 

 

Abbildung 25: Ata-vermittelte Invasion von A. baumannii in humane Endothel- und Epithelzellen. Humane En-

dothel- oder Epithelzellen wurden in Zellkulturschalen kultiviert und mit A. baumannii (MOI 200) infiziert. Nach dreimaligem 

Waschen wurden die Proben mit 2 ml einer Gentamicin-  500 µg/ml für WT und Δata) bzw. Colistin-   0 µg/ml für Δata(p) 

und Δata(c)) Lösung inkubiert. Die Proben wurden erneut gewaschen, lysiert und auf LB-Agar kultiviert. Zur Auswertung 

wurde die Invasionseffizienz von WT als 100 % (1) gesetzt. Sterne (*) kennzeichnen signifikante Unterschiede der Kon-

trollstämme gegenüber dem WT (p<0,05). n = 3 in Doppelbestimmung. 

Im Vergleich zu WT wurden für die Kontrollst mmen Δata und Δata(p) geringere 

Keimzahlen bestimmt. Diese betrugen 4,6 ± 0,97 x 103 Bakterien (HUVEC) bzw. 

1,9 ± 0,69 x 104 B kterien  A5    für Δata und 3,5 ± 2,2 x 103 Bakterien (HUVEC) 

bzw. 1,8 ± 0,50 x 103 B kterien  A5    für Δata(p). Der Nachweis der intrazellulär 

vorliegenden Bakterien zeigt eindeutig auf, dass A. baumannii in Wirtszellen ein-
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wandern kann. Die Unterschiede der Invasionsraten zwischen ata-exprimieren-

den und nicht-ata-exprimierenden Stämmen deuteten außerdem darauf hin, dass 

der Invasionsmechanismus von der Adhäsionsrate der Bakterien an die Wirts-

zelle abhängig war. Die Anzahl der intrazellulär vorliegenden A. baumannii bei 

HUVECs war für die Kontrollst mme Δata und Δata(p) um 70 % bzw. 90 % ge-

genüber dem WT reduziert. Wo ingegen die  nv sion von Δata(c) mit dem des 

WTs vergleichbar ist. Ein ähnliches Bild zeigte sich nach der Infektion der A549-

 ellen:  ür Δata wurde eine Reduktion der Invasion von  5 % und für Δata(p) von 

 5 % beob c tet. Auc   ier  eigte sic  ein vergleic b rer    not p von Δata(c) 

gegenüber WT, sodass die Invasionseffizienz nicht beeinflusst war. Die Ergeb-

nisse zur Invasion von A. baumannii in humane Endothel- und Epithelzellen las-

sen darauf schließen, dass dieser in die Wirtszellen eindringen kann und dass 

der Mechanismus der Invasion zumindest in Teilen vom trimeren Autotransporter 

Adhäsin Ata abhängig war, da dieser die bakterielle Adhäsion an die Wirtszelle 

beeinflusst. 

3.5 Ata-vermittelte Modulation der Wirtszellantwort durch 

A. baumannii 

Durch die Infektionsversuche von A. baumannii mit humanen Endothel- bzw. 

Epithelzellen wurde gezeigt, dass Ata eine entscheidende Rolle bei der Adhäsion 

der Bakterien und sekundär bei der Invasion zukommt. Dieser Effekt war bei  

Endothelzellen besonders deutlich. Deshalb wurde im weiteren Verlauf dieser  

Arbeit untersucht, inwieweit sich die Ata-abhängige Interaktion von A. baumannii 

mit Endothelzellen (HUVECs) auf deren intrazelluläre Signalwege und daraus 

ableitend auf deren spezifische Wirtszellantwort auswirkt. 

3.5.1 Nachweis der Segregation von IL-6 und IL-8 nach der 

Infektion von HUVECs mit A. baumannii 

Die Modulation der Wirtszellantwort wurde zunächst durch die Quantifizierung 

von freigesetzten inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen untersucht. 

Hierzu wurden HUVECs in Zellkulturschalen kultiviert und mit A. baumannii 

(MOI 1) infiziert. Nach einem frühen (4 h) und einem späten (14 h) Zeitpunkt der 
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Infektion wurden die HUVECs hinsichtlich der Sekretion verschiedener Zytokine 

und Chemokine mittels ELISA analysiert (Abbildung 26). Es zeigte sich eine 

spezifische Induktion verschiedener Zytokine bzw. Chemokine sowohl nach 4 h 

als auch nach 14 h Inkubation. Im frühen Infektionsstadium (4 h) war eine gegen-

über der uninfizierten Kontrolle signifikante Induktion von IL-8 und MIP- α  u er 

kennen, wobei die relative Induktion von IL-8 mit 20,33 ± 1,36 für WT und 4,48 ± 

 ,05 für Δata deutlich höher war als für MIP- α   ,   ± 0,   für WT und 3,55 ± 

3, 5 für Δata).  

 

Abbildung 26. Ata-abhängige Segregation von IL-6 und IL-8 in HUVECs. HUVECs wurden in Zellkulturschalen kulti-

viert und mit A. baumannii (MOI 1) inkubiert. Die Zellen wurden danach aus den Kavitäten gelöst, mittels Ultraschalles 

aufgeschlossen, zentrifugiert und der Überstand für die Bestimmung der der relativen Zytokin- bzw. Chemokinmenge 

verwendet. (*) kennzeichnen signifikante Unterschiede des Kontrollstammes ∆ata gegenüber WT (p<0,05). n = 3 in  

Doppelbestimmung. 
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Alle anderen untersuchten Zytokine bzw. Chemokine zeigten nach 4 h Inkubation 

einen im Vergleich zu IL-8 und MIP- α geringen Anstieg.   c  14-stündiger In-

kubation der Endothelzellen mit den jeweiligen A. baumannii Stämmen zeigte 

sich wiederum eine spezifische Induktion verschiedener Zytokine und Chemo-

kine. So wurde eine gegenüber der unifizierten Kontrolle signifikante Induktion 

von IL-6, IL-8 und MCP-1 beobachtet. Für IL-6 ergaben sich eine relative Induk-

tion für WT von 15,12 ± 3,51 und für Δata von 3,77 ± 2,27. Dabei waren die 

Unterschiede in der IL-6- nduktion  wisc en WT und Δata statistisch signifikant. 

Auch für IL-8 wurden signifikante Unterschiede ermittelt. Für WT betrug die rela-

tive  nduktion  ,   ±  ,73 und für Δata 2,46 ± 0,34, wobei die Werte gegenüber 

der 4-stündigen Inkubation deutlich niedriger waren. Für MCP-1 wurde kein sig-

nifikanter Unterschied in der relativen Induktion zwischen WT (4,79 ± 1,65) und 

Δata (3,65 ± 1,77) beobachtet. 

Um diese Ergebnisse zu bestätigen, wurden zusätzliche Infektionsversuche 

durchgeführt, um die absolute IL-6- bzw. IL-8-Menge mittels ELISA zu bestim-

men. Dies erfolgte, indem die Endothelzellen mit den verschiedenen A. bauman-

nii- t mmen  WT, Δata, Δata p  und Δata(c)) inkubiert wurden. Die Infektion der 

HUVECs erfolgte über einen Zeitraum von 14 h, wobei Proben in zuvor bestimm-

ten Zeitintervallen zur Quantifizierung der Zytokine entnommen wurden (Abbil-

dung 27). Sowohl für IL-6 als auch für IL-8 zeigte sich eine Ata- und Zeit-abhän-

gige Induktion, die mit den zuvor ermittelten Ergebnissen vergleichbar ist. Für IL-

6 war eine stetige Zunahme der Zytokinmenge bis zu einem Zeitpunkt von 14 h 

mit einem Maximum von 1.158,57 ± 106,19 pg/ml für WT bzw. 1.551,96 ± 

80,08 pg/ml für Δata(c) nachweisbar. Im Vergleich hierzu war die Menge an IL-6 

bei HUVECs, die mit ata deletierten A. baumannii-Stämmen infiziert wurden, sig-

nifik nt geringer.  ür Δata wurde nach 14 h ein Wert von 140,02 ± 14,85 pg/ml 

und für Δata(p) von 64,75 ± 30,91 pg/ml ermittelt. Auch für IL-8 zeigte sich wie 

bei den Versuchen zuvor eine stetige Zunahme der IL-8-Menge über einen Zeit-

raum von 2 h bis 8 h und einem maximalen Wert von 2.315,19 ± 2,08 pg/ml für 

WT b w. von 3.5  , 3 ±   ,   pg/ml für Δata(c) nach 8 h.  
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Abbildung 27. Ata-vermittelte zeitabhängige Induktion von IL-6 und IL-8 in HUVECs durch die Infektion mit 

A. baumannii. Endothelzellen wurden in Zellkulturschalen kultiviert und mit A. baumannii (MOI 1) infiziert. Als Kontrolle 

dienten uninfizierte Proben. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen, durch eine Ultraschallbe-

handlung aufgeschlossen, zentrifugiert und der Überstand zur Quantifizierung von IL-6 und IL-8 verwendet. (*) kennzeich-

nen signifikante  ntersc iede  wisc en WT und Δata b w.  wisc en Δata c  und Δata(p) (p<0,05). n = 3 in Doppelbe-

stimmung. 

Demgegenüber waren die sezernierten IL-8-Menge von HUVECs, die mit Ata-

defizienten Bakterien infiziert worden waren, signifikant geringer (Δata 1.166,41 

±   ,   pg/ml und für Δata(p) 898,47 ± 79,29 pg/ml). Nach 8 h fielen die IL-8-

Mengen wieder ab und erreichten nach 14 h einen Wert, der mit den IL-8-Kon-

zentrationen nach 4 h vergleichbar war. Somit konnte auch für IL-8 eine Ata- und 

Zeit-abhängige Induktion beobachtet werden. 

3.5.2 Rekrutierung von Immunzellen in vitro und in vivo durch die 

Infektion von HUVECs und G. mellonella mit A. baumannii 

Nachdem gezeigt wurde, dass A. baumannii über einen Ata-abhängigen Mecha-

nismus die beiden Zytokine IL-6 und IL-8 in HUVECs induziert, war es von gro-

ßem Interesse, welche Auswirkungen die Sekretion dieser proinflammatorischen 

Zytokine hat. Sowohl IL-6 als auch IL-8 haben diverse Funktionen im menschli-

chen Körper, sind aber beide grundsätzlich an der Aktivierung des Immunsys-

tems beteiligt [194, 195]. Zur in vitro Analyse wurde aus diesem Grund ein Mo-



3. Ergebnisse 102 

 

nozyten-Transmigrations-Assay etabliert, um die Rekrutierung dieser Immunzel-

len, die vor allem nach bakteriellen Infektionen aktiviert werden [196], zu unter-

suchen (Abbildung 28).  

 

Abbildung 28. Die Infektion von HUVECs mit A. baumannii bewirkt eine Ata-vermittelte Migration von humanen 

Monozyten. HUVECs wurden mit A. baumannii-Stämmen infiziert (MOI 1) und der Überstand nach 4 bzw. 14 h h steril 

filtriert. THP-1-Zellen wurden zu je 5 x 104 Zellen in die obere Transwellkammer pipettiert und in die untere Transwell-

kammer die Proben der infizierten bzw. unifizierten HUVECs bzw. eine Lösung von 100 ng/ml SDF- α  u je 500 µl. Da-

nach erfolgte die Inkubation der Proben über einen Zeitraum von 16 h. Im Anschluss wurden diese in ein Reaktionsgefäß 

überführt und die migrierten THP-1-Zellen mit Trypan-Blau gefärbt. Die Zellzahl wurde lichtmikroskopisch bestimmt. (*) 

kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den gekennzeichneten Proben (p<0,05). n = 3 in Doppelbestimmung. 

Hierfür wurden humane Monozyten (THP-1) verwendet. Für die Monozyten- 

Attraktion wurde der Überstand von zuvor mit A. baumannii infizierten oder unin-

fizierten (Negativkontrolle) HUVECs verwendet. Als Positivkontrolle diente SDF-

 α in einer Kon entr tion von  00 ng/ml. Zur Untersuchung der Transmigration 

wurden THP-1-Zellen in den oberen Bereich eines Zellkulturplatteneinsatzes mit 

porösem Boden (Porengröße: 8 µm) überführt und in eine Zellkulturschale (24 

Kavitäten), in welche zuvor die entsprechenden Überstände bzw. die Positivkon-

trolle vorgelegt wurde, platziert. Nach Inkubation der Proben über einen Zeitraum 

von 16 h wurden die THP-1-Zellen, die durch die Membranporen migriert waren, 

durch Trypan-Blau angefärbt und unter Verwendung eines Lichtmikroskops ge-

zählt (Abbildung 28). Im Versuch zeigte sich eine THP-1-Migration für den Über-

stand von WT-infizierten HUVECs von 53 ± 4 %. Wurden die Endothelzellen zu-

vor mit Δata infiziert, so betrug die THP-1-Migration 36 ± 4 %. Dieser Unterschied 

war im Vergleich zu WT behandelten HUVECs signifikant niedriger und auf dem 

Niveau der uninfizierten Probe mit einer THP-1-Migration von 29 ± 6 %. Dies lässt 
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darauf schließen, dass durch die Ata-vermittelte Infektion der HUVECs spezifi-

sche Signalstoffe, z.B. die zuvor detektierten Interleukine 6 und 8, von der Wirts-

zelle sezerniert werden und somit zu einer Ata-abhängigen Migration der THP-1-

Zellen führen. Die Positivkontrolle (Chemokin SDF- α  zeigte die stärkste Migra-

tion der THP-1-Zellen mit einem Wert von 79 ± 5 %. 

Um diese Beobachtungen auf ein in vivo Modell zu übertragen, wurde die Akti-

vierung von Hämozyten in den Larven von G. mellonella untersucht. Dabei stellen 

Hämozyten einen vergleichbaren Zelltyp zu den Phagozyten dar, indem sie in 

ihrer Funktion in den Larven der von THP-1-Zellen im Menschen gleichen [181]. 

Um die Aktivierung dieser Zellen zu untersuchen, wurden subletale Dosen der 

entsprechenden A. baumannii-Stämme in die Larve injiziert. Daraufhin wurde so-

wohl das Überleben der Bakterien in der Larve als auch die Anzahl aktivierter 

Hämozyten quantifiziert (Abbildung 29). Im Versuch zeigte sich eine starke Ab-

hängigkeit zwischen dem Überleben der Bakterien und dem Vorhandensein von 

Ata (Abbildung 29 A . Demn c  s nk bei Δata die Überlebensrate bereits nach 

24 h auf einen Wert von 4,98 ± 3,02 %. Demgegenüber reduzierte sich der Anteil 

überlebender WT-Bakterien auf 52,05 ± 22,46 %. Im weiteren Verlauf näherten 

sich die Überlebensraten beider A. baumannii-Stämme an. So betrug der Anteil 

vit ler B kterien n c       für WT  ,73 ±  ,   % und für Δata 0,16 ± 0,11 % und 

n c  7    für WT 3,   ± 3,57 % und für Δata 0,11 ± 0,11 %. Diese Ergebnisse 

deuten darauf hin, dass das Vorhandensein des trimeren Autotransporters zu-

mindest in einem frühen Stadium der Infektion einen Überlebensvorteil für 

A. baumannii schafft. Um im nächsten Schritt zu untersuchen, inwieweit sich die 

Infektion der Larven mit A. baumannii auf die Aktivierung des larvalen Immunsys-

tems auswirkt, wurde die Hämozytenzahl infizierter G. mellonella-Larven be-

stimmt (Abbildung 29 B). Auch hier stellten sich signifikante Unterschiede zwi-

schen WT- und Δata-infizierten Larven dar. Für beide Gruppen zeigte sich zu-

nächst eine Zunahme der Hämozytenzahl nach 24 h, die über einen Zeitraum bis 

48 h annähernd konstant war. Danach sank die Anzahl der Hämozyten bis zu 

einem  eitpunkt von 7    deutlic .  m Vergleic   wisc en WT und Δata war die 

Hämozytenzahl bei WT stets höher. So wurden nach einer Inkubation von 24 h 

bzw. 48 h bei WT 3,2 ± 0,32 x 104 bzw. 3,1 ± 0,69 x104 Hämozyten und bei Δata 

1,2 ± 0,16 x 104 bzw. 8,8 ± 5,1 x 103 Hämozyten gezählt.  
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Abbildung 29. Das Überleben von A. baumannii und die Aktivierung larvaler Immunzellen ist abhängig von Ata. 

Es wurden jeweils subletale Dosen von je 10 µl einer A. baumannii-Suspensionen (1 x 107 Bakterien/ml) in die Larve 

injiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Larven homogenisiert und die Keimzahl (A) bzw. die Anzahl der 

Hämozyten (B) bestimmt.   kenn eic nen signifik nte  ntersc iede  wisc en WT und Δata. n = 3 in 3-facher Bestim-

mung. 

Nach 72 h sank die Hämozytenzahl bei beiden Gruppen auf einen Wert von 1,2 

± 0,29 x 104 Hämozyten (WT) und 2,7 ± 1,6 x 103 H mo  ten  Δata). Für die 

uninfizierte Kontrolle wurden über den gesamten Versuchszeitraum konstante 

Werte beobachtet (8,3 x 102 bis 3 x 103 Hämozyten). Diese Ergebnisse weisen 

darauf hin, dass eine Infektion der Larven zu einer Stimulierung des Immunsys-

tems führt und dass diese Stimulierung in Abhängigkeit von Ata verschieden stark 

ausgeprägt ist. Dies ist analog zu den Infektionsversuchen mit Endothelzellen, 

bei denen die Infektion zu einer Stimulierung der Immunantwort im Sinne der IL-

6- und IL-8-Freisetzung Ata-abhängig war. Beide Versuchsansätze weisen auf 

eine wichtige Rolle des trimeren Autotransporters bei der Aktivierung der Immun-

antwort in der Wirtszelle hin.  

3.6  Ata-vermittelte Resistenz gegenüber dem humanen 

Komplement-System 

Im weiteren Verlauf wurde die die Aktivierung des menschlichen Komplement-

systems untersucht. Das Komplementsystem ist Teil des angeborenen Immun-
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systems und umfasst eine Reihe von verschiedenen frei löslichen oder oberflä-

chengebundenen Plasmaproteinen, die sich im Zuge einer Immunantwort auf der 

Oberfläche von Mikroorganismen anlagern und zur Opsonisierung der Pathoge-

nen führen [87, 183, 185]. Die Aktivierung des Komplement-Systems kann im 

Wesentlichen über drei verschiedene Wege erfolgen: dem klassischen Weg, dem 

Lektin-Weg und dem alternativen Weg [183]. Es stellt somit ein bedeutsames und 

effektives erstes Abwehrsystem dar, welches den menschlichen Körper vor 

ernsthaften Infektionen mit pathogenen Bakterien schützen soll. 

Frühere Studien zeigten, dass A. baumannii eine Resistenz gegenüber dem 

Komplementsystem aufweist [87, 197, 198]. Molekulare Mechanismen hierzu 

sind jedoch weitestgehend unbekannt. Da Ata die Adhäsion von A. baumannii an 

abiotische und biotische Faktoren vermittelt, wurde vermutet, dass Ata auch Be-

standteile des Komplement-Systems binden kann und somit zu einer Komple-

mentresistenz führen könnte. 

Um dieses zu untersuchen, wurden zunächst Wachstumsversuche von  

A. baumannii in verschiedenen Konzentrationen (0 % bis 100 %) von normalem 

humanem Serum (NHS) durchgeführt. Die Bakterien wurden zu je 1 x 106 Bakte-

rien pro Versuchsansatz in jeweils 200 µl NHS über einen Zeitraum von 2 h bei 

37 °C inkubiert. Danach erfolgte die Bestimmung der KBE auf LB-Agar. Als Ne-

gativkontrolle diente ein Versuchsansatz, in welchem die Bakterien in PBS inku-

biert wurden (Abbildung 30). Im Versuch zeigte sich ein von der verwendeten 

Serumkonzentration abhängiges Wachstum beider Bakterienstämme (WT und 

Δata). Für beide Stämme wurde zunächst ein Wachstumsanstieg bei einer NHS-

Konzentration von 10 % beobachtet  WT: 5  ,5 ±  7 ,  % und Δata: 626,0 ± 

232,7 %). Mit steigender NHS-Konzentration zeigte sich im Verlauf eine Reduk-

tion des bakteriellen Wachstums. So sank dieses bei 20 % NHS für WT auf einen 

Wert von 266,5 ± 151,2 % und für Δata auf einen Wert von 168,3 ± 151,5 %. 

Geringe NHS-Mengen scheinen das Wachstum von A. baumannii zu fördern. Ab 

einer NHS-Konzentration von > 20 % sank das bakterielle Wachstum deutlich, 

wobei dieser Effekt bei Δata signifikant stärker ausgeprägt war als bei WT. So 

war das Wachstum von WT bei 30 % NHS nicht beeinflusst (96,1 ± 18,1 %), 

wo ingegen d s W c stum von Δata bereits auf einen Wert von 11,0 ± 8,5 % 
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sank. Mit zunehmender NHS-Menge im Versuchsansatz nahm auch das Wachs-

tum von WT ab und betrug bei 40 % NHS 8,9 ± 1,2 % (im Vergleich Δata 1,0 ± 

0,7 %). Mit weiter steigenden NHS-Konzentrationen glichen sich die Werte für 

d s W c stum von WT und Δata an, so dass keine signifikanten Unterschiede 

zwischen beiden Kontrollstämmen ab 50 % NHS beobachtet werden konnten.  

 

Abbildung 30. Das Vorhandensein von Ata führt zur Resistenz gegenüber normalem humanen Serum. Die ver-

schiedenen NHS-Lösungen wurden zu je 200 µl überführt und jeweils 10 µl der Bakteriensuspension (1 x 106 Bakte-

rien/Versuchsansatz) zugegeben. Die Proben wurden im Anschluss für 2 h inkubiert und daraufhin die KBE bestimmt. 

Der grau markierte Bereich in der Grafik deutet auf die NHS-Konzentrationen hin, bei dem die größten Unterschiede im 

W c stum von WT und Δata beobachtet wurden. (*) kenn eic nen signifik nte  ntersc iede  wisc en WT und Δata 

(p<0,05). n = 4 in Doppelbestimmung. 

Zusammenfassend war zu erkennen, dass bei NHS-Konzentrationen von 20 % 

bis  0 %  H  deutlic e W c stumsuntersc iede  wisc en WT und Δata nach-

weisbar waren, die eindeutig darauf hinweisen, dass das Vorhandensein von Ata 

einen Fitnessvorteil der Bakterien im humanen Serum bewirkt. 

3.6.1  Die Aktivierung des Komplement-Systems durch A. baumannii 

geschieht über den alternativen Weg 

Nachdem im vorangegangenen Versuch gezeigt wurde, dass das Wachstum von 

A. baumannii in NHS Ata-abhängig war, sollte im nächsten Schritt untersucht 



3. Ergebnisse 107 

 

werden, über welchen der drei Kaskaden (klassischer Weg, Lektin-Weg und al-

ternativer Weg) die Interaktion mit dem Komplement-Systems erfolgt. Dies ge-

schah unter Beobachtung des bakteriellen Wachstums bei einer NHS-Konzent-

ration von 30 % und unter spezifischer Blockierung der initialen Aktivierungs-

schritte der einzelnen Wege (vgl. 2.8.1). Zur Inhibition des klassischen Weges 

bzw. des Lektin-Weges wurde dem NHS Magnesium-EGTA beigemischt, wel-

ches die zweifach positiv geladenen Calcium-Ionen chelatiert und somit die Initi-

alisierung beider Wege blockiert. Um die Beteiligung des alternativen Weges zu 

untersuchen, wurde NHS verwendet, in welchem Faktor B, der zur Aktivierung 

dieses Weges benötigt wird, depletiert war. Die Untersuchung des bakteriellen 

Wachstums erfolgte, indem jeweils 1 x 106 Bakterien in 200 µl der entsprechen-

den Versuchsansätze über einen Zeitraum von 2 h bei 37 °C inkubiert wurden. 

Danach wurde die Anzahl vitaler Bakterien durch Bestimmung der KBE auf LB-

Agar ermittelt. Als Kontrollansätze dienten Bakterien, die in PBS und in hitzein-

aktiviertem NHS inkubiert wurden. Außerdem wurde als Positivkontrolle E. coli 

DH5α untersuc t, der gegenüber dem alternativen Weg sensibel ist ([199], Ab-

bildung 31). Um auszuschließen, dass Komplement-unspezifische Faktoren das 

Wachstum der Bakterien beeinflussen, wurden diese in 30 % hitzeinaktivierten 

NHS inkubiert. Hier zeigte sich eine starke Zunahme des bakteriellen Wachs-

tums. 

Für die einzelnen Bakterienstämme wurden folgende Werte ermittelt: WT, 

  .7  ,  ±  5 ,  %; Δata,  . 7 ,  ± 3.  7,7 % und DH5α,  7.37 ,5 ±  .   ,  %. 

Komplement-unspezifische Faktoren konnten somit ausgeschlossen werden. 

Weiterhin wurde das Wachstum der Bakterien in 30 % NHS untersucht. Hier 

zeigte sich ein gegenüber Δata (17,4 ± 2,3 %) signifikant stärkeres Wachstum 

von WT (73,7 ± 23,5 %). Für den Kontrollstamm E. coli DH5α wurde unter diesen 

Bedingungen kein Wachstum beobachtet. Nach Blockierung des klassischen 

Weges s nk d s W c stum von WT und Δata, wobei keine signifikanten Unter-

sc iede beob c tet wurden: 0,  ± 0,  %  WT  und 0,  ± 0,3 %  Δata). Auch hier 

konnte für den Kontrollst mm DH5α kein W c stum besc rieben werden.   c  

Inkubation der Bakterienstämme in 30 % NHS, in welchem der Faktor B depletiert 

war, zeigten alle Proben ein deutlich über der PBS-Kontrolle liegendes Wachs-

tum.  ür WT wurde ein W c stum von    ,  ±  3,  % und für Δata 219,0 ± 

10,5 % besc rieben. Auc  der Kontrollst mm DH5α  eigte ein verme rtes 
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Wachstum gegenüber der PBS-Kontrolle von 101,2 ± 10,4 %. Anhand dieser Er-

gebnisse lässt sich mutmaßen, dass A. baumannii gegenüber dem alternativen 

Weg sensibel ist und somit wohlmöglich den klassischen bzw. Lektin-Weg inhi-

biert. 

 

 

Abbildung 31. Die Inkubation von A. baumannii in NHS führt zur Inaktivierung des klassischen und Lektin-Weges. 

Die verschiedenen NHS-Proben wurden zu je 200 µl in sterile 1,5 ml-Reaktionsgefäße überführt. Im Anschluss erfolgte 

die Zugabe von jeweils 10 µl der Bakteriensuspension (1 x 106 Bakterien). Die Proben wurden bei 37 °C über einen 

Zeitraum von 2 h inkubiert. Zur Beurteilung des bakteriellen Wachstums wurden die Proben auf LB-Agar kultiviert und die 

KBE bestimmt. (*) kenn eic nen signifik nte  ntersc iede  wisc en WT und Δata bzw. E. coli DH5α (p<0,05). n = 3 in 

Doppelbestimmung. 

3.7  Ata-vermittelte Apoptose in humanen Endothelzellen 

Im weiteren Verlauf der Arbeit sollte untersucht werden, welchen Einfluss die 

A. baumannii-Infektion auf die Viabilität der Wirtszelle hat. Hierfür wurden Ver-

suchsansätze verfolgt, die die Zellmembranpermeabilität (LDH-Freisetzung), die 

Induktion von Apoptose und das Überleben von G. mellonella adressieren. 
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3.7.1 Die Infektion von humanen Zellen mit A. baumannii führt zu 

einer Ata-unabhängigen LDH-Freisetzung 

Um zu untersuchen, wie sich die Infektion von humanen Zellen durch A. bauman-

nii auf deren Zellmembranpermeabilität und somit auf eine ungerichtete Lyse der 

Wirtszelle auswirkt, wurde freigesetztes LDH bestimmt. Hierfür wurden HUVECs 

mit A. baumannii für 30 h inkubiert (MOI 200) und die LDH-Aktivität im Überstand 

der infizierten Zellen photometrisch bestimmen (Abbildung 32).  

 

Abbildung 32. Die Freisetzung von LDH aus infizierten humanen Endothelzellen ist Ata-unabhängig.  HUVECs 

wurden in Zellkulturschalen kultiviert und im Anschluss mit A. baumannii für 30 h infiziert (MOI 200). Als Negativkontrolle 

diente eine unbehandelte Probe und als Positivkontrolle eine mit Triton-X 100 (Endkonzentration 0,1 % (v/v)) versetzte 

Probe. Der Probenüberstand wurde abgenommen, steril-filtriert und die LDH-Menge photometrischen bestimmt. (n.s.) 

kennzeichnet nicht signifik nte  ntersc iede  wisc en WT und Δata (p>0,05). n = 3 in Doppelbestimmung. 

Im Versuch zeigte sich gegenüber der uninfizierten Kontrolle eine starke Erhö-

hung der freigeset ten  DH bei WT und Δata. Mit einem Wert von 300,5 ± 9,9 U/L 

für WT bzw. 284,3 ± 12,6 U/L für Δata waren die gemessenen Werte 6-fach höher 

als bei der uninfizierten Probe (58,5 ± 10,6 U/L). Der höchste Wert wurde für die 

Positivkontrolle (Triton-X 100) ermittelt. Hier betrug die Aktivität der freigesetzten 

LDH 391,5 ± 1,8 U/L. Diese Ergebnisse wurden auch lichtmikroskopisch beo-

bachtet (Daten nicht gezeigt). Hierbei waren Beschädigungen der Wirtszell-

membran deutlich zu sehen. Im Vergleich zwischen den ermittelten LDH-Werten 

von WT- und Δata-behandelten HUVECs wurde kein signifikanter Unterschied 

festgestellt, was darauf hindeutet, dass der trimere Autotransporter Ata keinen 

direkten Einfluss auf die Lyse der humanen Endothelzellen hat. 
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3.7.2 Ata vermittelt die Induktion von Apoptose in HUVECs 

Nachdem gezeigt wurde, dass Ata keinen Einfluss auf die Membranpermeabilität 

der Wirtszelle hat, wurde eine Ata-vermittelte Induktion von Apoptose und  

Nekrose untersucht. Ein Zusammenhang zwischen einer A. baumannii-Infektion 

und der Induktion von Apoptose bei humanen Wirtszellen konnte bereits in frühe-

ren Studien nachgewiesen werden [200, 201]. Von anderen Gram-negativen 

Spezies ist bekannt, dass dessen trimere Autotransporter Adhäsine für die Induk-

tion des Zelltodes (mit-)verantwortlich sind [202, 203]. 

Unter Verwendung eines kommerziell erhältlichen Apoptose-Nekrose Assays 

wurde zunächst bestimmt, zu welchem Zeitpunkt eine Apoptose bzw. Nekrose 

bei den infizierten HUVECs nachweisbar war. Hierfür wurden die Zellen in einer 

Zellkulturschale (96 Kavitäten) kultiviert und mit A. baumannii infiziert (MOI 1). 

Die Proben wurden über einen Zeitraum von 30 h bei 37 °C in einem Plattenle-

segerät inkubiert. Über die Messung der relativen Fluoreszenz- und Lumineszen-

zeinheiten wurde der Grad der Apoptose bzw. Nekrose detektiert. Im Versuch 

zeigte sich eine eindeutige Induktion des programmierten Zelltodes für WT- und 

Δata-behandelte HUVECs, wobei für WT bereits nach 10 h Inkubation ein 

Apoptose-Signal sichtbar war (Ergebnisse nicht gezeigt). 

Vergleichbare Ergebnisse zeigten sich bei der Untersuchung der Nekrose: Erste 

Signale für eine Nekrose bei WT-infizierten HUVECs waren nach ca. 13 h zu 

beob c ten. Wo ingegen die  nduktion der  ekrose für Δata nach ca. 23 h  

erkennbar war. 

Anhand dieses Versuches konnte gezeigt werden, dass die Infektion von 

HUVECs mit A. baumannii zu einer Induktion von Apoptose und Nekrose führt. 

Eine genaue Quantifizierung der apoptotischen und nekrotischen Zellen war in 

diesem Versuch jedoch nicht möglich, weshalb im nächsten Schritt durchfluss-

zytometrische Versuche unternommen wurden. Hierfür wurden HUVECs in Zell-

kulturschalen (6 Kavitäten) kultiviert und mit den jeweiligen A. baumannii-Stäm-

men  WT, Δata, Δata p , Δata(c)) über einen Zeitraum von 16 h bei 37 °C infiziert. 

Als Kontrollen dienten uninfizierte und mit dem Chemotherapeutikum Camptothe-

cin (Endkonzentration: 1 µM) behandelte HUVECs. Nach erfolgter Infektion wur-

den die Zellen aus den Kavitäten gelöst und mit Annexin V-FITC und Propidium-

Iodid gefärbt. Daraufhin wurden die Zellen durchflusszytometrisch untersucht 
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(Abbildung 33). Hier zeigte sich eine deutliche Apoptose-Induktion bei WT und 

Δata(c). Im dargestellten exemplarischen Beispiel betrug der Anteil an apoptoti-

schen Zellen für WT 32,7 % und für Δata(c) 62,7 %. Im Vergleich zu den ata-

exprimierenden A. baumannii-Stämmen war der Grad der Apoptose bei Δata und 

Δata(p) signifikant reduziert.  ür Δata betrug der Anteil an apoptotischen Zellen 

 3,  % und für Δata(p) 14,0 %, was dafürspricht, dass Ata einen Einfluss auf die 

Induktion der Apoptose in HUVECs hat. In den Kontrollgruppen zeigten sich für 

die uninfizierte Probe ein Anteil apoptotischer Zellen von1,6 % und in der mit 

Camptothecin behandelten Probe ein Anteil von 33,0 %. 

 

Abbildung 33. Durchflusszytometrischer Nachweis der Ata-vermittelten Apoptose-Induktion in HUVECs.  Die in 

der Abbildung gezeigten Daten sind exemplarisch. HUVECs wurden in Zellkulturschalen kultiviert und mit A. baumannii 

für 16 h bei 37°C infiziert (MOI 1). Als Negativkontrolle diente eine uninfizierte Probe, wohingegen eine mit Camptothecin 

behandelte Probe als Positivkontrolle diente. Nach erfolgter Infektion wurden die Zellen gelöst, zentrifugiert und das 

Zellsediment in 500 µl Annexin V-Bindepuffer gelöst. Die Proben wurden mit der Annexin V-FITC-Lösung und Propidium-

Iodid-Lösung behandelt und durchflusszytometrisch analysiert. 

Zum besseren Vergleich der durchflusszytometrischen Daten wurden die Ergeb-

nisse aus allen Versuchen in einem Balkendiagramm zusammengeführt (Abbil-

dung 34). 

Wie im Beispiel gezeigt (Abbildung 33), waren in der uninfizierten Probe nahezu 

keine apoptotischen Zellen nachweisbar. Hier betrug der relative Anteil der Zellen 

mit Apoptose 1,75 ± 0,25 % und mit Nekrose 0,63 ± 0,58 %. Demgegenüber 

betrug der Anteil apoptotischer und nekrotischer Zellen in der Positivkontrolle 
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20,15 ± 10,5 % bzw. 0,33 ± 0,33 %. Die höchsten Werte in der Apoptose- 

 nduktion wurden für WT und Δata(c) beobachtet. Für WT betrug der Anteil an 

Apoptose 25,0 ± 8,23 % und der Anteil an Nekrose 0,18 ± 0,17 %, während für 

Δata(c) eine Apoptoserate von 37,84 ± 10,48 % und eine Nekroserate von 4,98 

± 0,91 % ermittelt wurde. Demgegenüber ste en die Werte von Δata und Δata(p), 

die signifik nt weniger Apoptose  Δata: 5,5  ± 3,   %; Δata(p): 5,96 ± 2,51 %) 

induzierten. Der Anteil an Nekrose war vergleichbar mit den WT- b w. Δata(c)-

behandelten  roben und betrug für Δata  , 7 ±  ,3  % und für Δata(p) 0,04 ± 

0,01 %. 

 

Abbildung 34. Übersicht der durchflusszytometrischen Daten zur Ata-vermittelten Apoptose-Induktion in 

HUVECs.In der Abbildung ist eine Übersicht der durchflusszytometrischen Daten (n = 3) zur Apoptose-Induktion in 

HUVECs dargestellt. (*) verweisen auf signifikante Unterschiede zwischen den gekennzeichneten Gruppen (p<0,05).  

n = 3 in 3-facher Bestimmung. 

Im Versuch zeigten sich signifikante Unterschiede in der Apoptose-Induktion zwi-

schen ata-exprimierenden und nicht-ata-exprimierenden A. baumannii- 

 t mmen. WT und Δata(c) infizierte HUVECs wiesen einen durchschnittlich  

6-fach höheren Anteil an apoptotischen  ellen  ls Δata b w. Δata(p) infizierte 

HUVECs auf. Es ist davon auszugehen, dass Ata maßgeblich an der Induktion 

der Apoptose in HUVECs beteiligt ist. Im Falle der Nekrose-Induktion konnten 

keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen beobachtet 

werden, wobei diese Ergebnisse die Beobachtungen aus den Versuchen zur Zell-
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membranpermeabilität (LDH-Assay) stützen. Es ist anzunehmen, dass Schädi-

gungen der Wirtszellmembran und die damit einhergehende Lyse der Wirtszelle 

primär nicht von Ata abhängig sind. 

3.7.3  Die Ata-abhängige Induktion der Apoptose führt zu einer 

spezifischen Caspase 3- und Caspase 7-Aktivierung 

Die Induktion des programmierten Zelltodes in der Wirtszelle ist durch einen kom-

plexen Mechanismus fein abgestimmter molekularer Prozesse reguliert. Hierbei 

kann der programmierte Zelltod über einen Caspase-abhängigen und/oder einen 

Caspase-unabhängigen Signalweg aktiviert werden [204–206]. Eine Aktivierung 

der zentralen Caspase 3 durch A. baumannii konnte bereits in einer früheren 

Studie nachgewiesen werden [201]. Im weiteren Verlauf der Arbeit sollte nun un-

tersucht werden, ob die Ata-abhängige Induktion der Apoptose bei HUVECs 

durch Caspasen vermittelt wird. Hierfür wurde ein Versuch etabliert, der die Akti-

vität von zwei zentralen Caspasen, der Caspase 3 und der Caspase 7, unter-

sucht. Dazu wurden HUVECs in Zellkulturschalen kultiviert (6 Kavitäten) und mit 

den entsprechenden A. baumannii-Stämmen über einen Zeitraum von 16 h bei 

37 °C infiziert (MOI 1). Danach wurde die Caspase 3- bzw. Caspase 7-Aktivität 

unter Verwendung eines kommerziell erhältlichen Assays luminometrisch be-

stimmt (Abbildung 35). Im Versuch zeigten sich nach 8 h Inkubation zunächst 

keine signifikanten Steigerungen der Caspase-Aktivitäten in jeder Gruppe. Die 

durchschnittliche Lumineszenz-Intensität (RLU) betrug 5,2 ± 3,3 x 104. Nach ei-

nem Inkubationszeitraum von 16 h und der somit einhergehenden Apoptose-In-

duktion stiegen die Caspase-Aktivit ten für WT und Δata(c) (6,1 ± 0,92 x 105 bzw. 

4,9 ± 0,17 x 105) deutlich. Demgegenüber blieben die Caspase-Aktivitäten für 

Δata und Δata(p) auf einem konstant niedrigen Niveau von 1,3 ± 0,39 x 105  Δata) 

und 9,2 ± 4,8 x 104  Δata(p)). Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass 

die Aktivierung der beiden Effektor-Caspasen 3 und 7 vom Vorhandensein des 

trimeren Autotransporters Ata abhängig ist. 

Nach weiterer Inkubation (24 h) sanken die Aktivitäten der beiden Caspasen in 

jeder Gruppe auf das Ausgangsniveau nach 8 h. Die Aktivierung der Caspasen 

3 und 7 fand zeitgleich mit der Induktion der Apoptose in den HUVECs statt. Au-
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ßerdem zeigte sich, dass die Aktivierung der beiden Caspasen mit dem Vorhan-

densein von Ata korrelierte. Dies impliziert, dass Ata über einen selektiven Sig-

nalweg die Effektorcaspasen 3 und 7 aktiviert und somit zur Induktion der 

Apoptose in HUVECs beiträgt. 

 

 

Abbildung 35. Ata-vermittelte Caspase 3- und Caspase 7-Aktivierung in HUVECs.  HUVECs wurden in Zellkultur-

schalen kultiviert und mit den jeweiligen A. baumannii-Stämmen (MOI 1) infiziert. Daraufhin wurde die Caspase 3- bzw. 

Caspase 7-Aktivität unter Verwendung eines kommerziell erhältlichen Assays bestimmt. Als Positivkontrolle diente eine 

mit Camptothecin behandelte Probe. (*) verweisen auf signifikante Unterschiede zwischen den gekennzeichneten Grup-

pen (p<0,05). n = 4 in Einfachbestimmung. 

3.8 Ata-abhängige Pathogenität von A. baumannii in vivo 

Im vorangegangenen Abschnitt wurde gezeigt, dass das Vorhandensein von Ata 

in A. baumannii im Zusammenhang mit der Apoptose der Wirtszelle steht. Hierbei 

führte die Infektion von HUVECs bzw. A549-Zellen zu einer Ata-unabhängig Frei-

setzung von LDH und zu einer spezifischen Ata-abhängigen Apoptose-Induktion 

bei HUVECs, die zudem mit einer Aktivierung der Caspasen 3 und 7 einherging.  
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Um diese Beobachtungen im nächsten Schritt möglichst realistisch auf ein  

in vivo-Modell zu übertragen, wurden Larven von G. mellonella herangezogen 

mit A. baumannii infiziert und über einen Zeittraum von 72 h beobachtet (Abbil-

dung 36).  

Im Versuch zeigte sich, dass die Infektion der Larven mit A. baumannii zum dosis- 

und zeitabhängigen Tod führt. Am Beispiel von WT-infizierten Larven war eine 

erhöhte Sterberate der Larven, die mit einer initialen Keimzahl von 3 x 107 Bak-

terien injiziert wurden, zu beobachten: Einen Tag nach Infektion wurde eine pro-

zentuale Überlebensrate von 5,0 ± 4,9 % beobachtet. Mit einer niedrigeren initi-

alen Keimzahl stieg die Überlebensrate im selben Zeitraum auf 42,9 ± 5,9 %  

(3 x 106 Bakterien) und 92,9 ± 3,0 % (3 x 105 Bakterien). Nach 48 h Inkubation 

und einer initialen Bakterienzahl von 3 x 107 konnten keine lebenden Larven mehr 

beobachtet werden. Auch für die beiden anderen Gruppen (3 x 106 bzw. 3 x 105 

Bakterien) sank die Anzahl überlebender Larven: 32,9 ± 5,6 % (3 x 106 Bakterien) 

und 82,9 ± 4,5 % (3 x 105 Bakterien). Nach 72 h erreichten beide Gruppen  

(3 x 106 bzw. 3 x 105 Bakterien) letztlich ein Minimum der überlebenden Larven 

von 25,7 ± 5,2 % bzw. 77,1 ± 5,0 % (2 x 105 B kterien .  ür die mit Δata infizierten 

Gruppen wurde ein vergleichbarer Verlauf der Überlebensraten beobachtet. In 

der Kontrollgruppe, also den Larven, die mit PBS behandelte wurden, blieb die 

Anzahl der lebenden Larven über den gesamten Beobachtungszeitraum bei 

100 %. Die Deletion von ata führte zu einer Attenuierung der Virulenz im Ver-

gleich zum WT. Bei einer initialen Bakterienzahl von 3 x 107 führte die Infektion 

der Larven zu einer Überlebensrate in der WT-Gruppe nach 24 h von 5,0 ± 4,9 %, 

während diese in der Δata-Gruppe noch 27,5 ± 7,0 % betrug. Nach 48 h waren 

in der WT-Gruppe alle Larven tot, wo ingegen in der Δata-Gruppe noch 17,5 ± 

6,0 % der Larven lebten. 

Anhand der Ergebnisse kann drauf geschlossen werden, dass neben der Dosis- 

und Zeitabhängigkeit auch das Vorhandensein von Ata einen direkten Einfluss 

auf das Überleben der Larven von G. mellonella haben. Das Vorhandensein des 

trimeren Autotransporters in A. baumannii trägt somit maßgeblich zur Pathogeni-

tät des Bakteriums bei. 
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Abbildung 36. Das Überleben von G. mellonella ist abhängig vom Vorhandensein des trimeren Autotransporters 

Ata.  Larven wurden zu je 10 Stück in Gruppen zusammengefasst und mit verschiedenen Bakterienkonzentrationen (3 x 

107 Bakterien, 3 x 106 Bakterien und 3 x 105 Bakterien) infiziert. Im zeitlichen Intervall von 24 h wurde sowohl der Grad 

der Melanisierung als auch die Motilität als Indikatoren der Vitalität der Larven bestimmt. Als Kontrollgruppe dienten Lar-

ven, die mit sterilem PBS behandelt wurden. (*) kenn eic nen signifik nte  ntersc iede  wisc en WT und Δata in der 

Viabilität der Larven über den gesamten Versuchszeitraum (p<0,05). n = 5 in 4-facher Bestimmung. 

3.9 Gesamtproteomanalyse infizierter HUVECs 

In den bisherigen Abschnitten dieser Arbeit wurden verschieden Aspekte einer 

durch A. baumannii hervorgerufenen Infektion untersucht. Hierzu zählen unter 

anderem die Adhäsion der Bakterien an die Wirtszelle, die Invasion der Wirtszelle 

sowie das Hervorrufen einer Entzündung bzw. die Einleitung von Apoptose. Hier-

bei wurde beobachtet, dass dem trimeren Autotransporter Ata eine bedeutsame 

Rolle zukommt, indem dieser beispielsweise die Interleukine IL-6 und IL-8 indu-

ziert. Die Komplexität der Signalwege in der Wirtszelle stellt jedoch eine Heraus-

forderung für weitere Untersuchungen dar. Aus diesem Grund wurde eine Ge-

samtproteomanalyse infizierter HUVECs durchgeführt, die es ermöglichte, eine 
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detaillierte Momentaufnahme der Vorgänge im Wirt auf Ebene der regulierten 

Proteine zu erhalten.  

Tabelle 25. Übersicht der stark regulierten (-3 ≤     ≥ 3,  -Wert < 0,05) Proteine in den Analysen der einzelnen 

Vergleichsgruppen. Orange markiert = negativ reguliert, grün markiert = positiv reguliert. In Klammern sind ist der engl. 

Proteinname aufgeführt (aus https://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/proteins/). 

WT vs. uninfiziert ∆ata vs. uninfiziert        ∆ata 

Protein, Abkürzung x-fache  
Induktion 

Protein, Abkürzung x-fache  
Induktion 

Protein, Abkürzung x-fache  
Induktion 

VCAM-1 
(vascular cell adhesion 
protein 1) 

+ 34,74 VCAM1 
(vascular cell adhesion 
protein 1) 

+ 39,84 CCDC88C 
(coiled-coil domain 
containing 88C) 

+ 9,25 

MYL6B 
(myosin light chain 6B) 

+ 32,33 MYL6B 
(myosin light chain 6B) 

+ 28,74 BRD8 
(bromodomain  
containing 8) 

+ 6,98 

SELE 
(selectin E) 

+ 14,2 SELE 
(selectin E) 

+ 15,71 JAK1 
(Janus kinase 1) 

+ 5,69 

SNX18 
(sorting nexin 18) 

- 13,68 ANGPTL4 
(angiopoietin like 4) 

+ 12,26 MRPL3 
(mitochondrial riboso-
mal protein L3) 

+ 5,26 

HLA-C 
(major histocompatibil-
ity complex, class I, C) 

- 14,54 DAP 
(death associated  
protein) 

+ 11,49 HMGCL 
(3-hydroxy-3-methyl-
glutaryl-CoA lyase) 

- 4,24 

MDK 
(midkine) 

- 14,92 SRGN 
(serglycin) 

- 11,26 AGA 
(aspartylglucos- 
aminidase) 

- 4,33 

MRFAP1 
(Morf4 family associ-
ated protein 1) 

- 15,25 CHST14 
(carbohydrate sul-
fotransferase 14) 

- 11,35 LTBP4 
(latent transforming 
growth factor beta  
binding protein 4) 

- 4,48 

ROBO4 
(roundabout guidance 
receptor 4) 

- 16,18 HMGCS1 
(3-hydroxy-3-methyl-
glutaryl-CoA  
synthase 1) 

- 14,48 AIF1L 
(allograft inflammatory 
factor 1 like) 

- 12,25 

CCDC88C 
(coiled-coil domain 
containing 88C) 

- 16,66 ROBO4 
(roundabout guidance 
receptor 4) 

- 15,78   

SOX18 
(SRY-box transcription 
factor 18) 

- 18,37 SGCB 
(sarcoglycan beta) 

- 15,83   

SGCB 
(sarcoglycan beta) 

- 20,65 PPP1R13B 
(protein phosphatase 
1 regulatory  
subunit 13B) 

- 19,00   

PPP1R13B 
(protein phosphatase 
1 regulatory subunit 
13B) 

- 21,44 AIF1L 
(allograft inflammatory 
factor 1 like) 

- 19,14   

CHST14 
(carbohydrate sul-
fotransferase 14) 

- 26,39 TSC2 
(TSC complex  
subunit 2) 

- 20,05   

BGN 
(biglycan) 

- 51,88 UBL5 
(ubiquitin like 5) 

- 69,34   

UBL5 
(ubiquitin like 5) 

- 60,45 BGN 
(biglycan) 

- 78,79   
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Dafür wurden humane Endothelzellen in Zellkulturschalen kultiviert und mit 

A. baumannii  WT und Δata) oder unbehandelt über einen Zeitraum von 14 h 

infiziert. Die Proben wurden im Anschluss verwendet, um mittels Flüssigchroma-

tografie und Massenspektrometrie die Proteinexpression in Wirtszellen zu unter-

suchen. 

 

Abbildung 37. Grafische Darstellung der signifikanten Proteininduktionen mittels Volcano-Plot. Die Datensätze 

zur Proteininduktion mit einem p-Wert ≤ 0,05 wurden mittels Volcano-Plot in Abhängigkeit der x-fachen Induktion grafisch 

dargestellt. Als Grenzbereich der x-fachen Induktion wurden die Werte -3 und 3 gewählt (in den Grafiken als magentafar-

bene Linien erkennbar). Grafische Darstellung der x-fachen Induktion in Abhängigkeit der p-Werte für die Gruppen WT 

versus uninfiziert (A), Δata versus uninfiziert (B) und WT versus Δata (C). 

Nach der bioinformatischen Analyse der gewonnenen Daten ergab sich ein Da-

tensatz mit 4.956 Einträgen, welche alle identifizierten Proteine beinhaltete. Um 

die Komplexität dieser Daten zu minimieren, wurden diese zunächst nach p-Wert 

und x-facher Induktion sortiert. Hierbei wurden nur Daten berücksichtigt, deren 

p-Wert ≤ 0,05 w r und für welc e die x-fache Induktion im Bereich -3 ≤ x ≤ 3 lag. 

Zur Visualisierung der induzierten Proteine in Abhängigkeit ihrer Signifikanz wur-

den Volcano-Plots erstellt (Abbildung 37). Für die Gruppe WT versus uninfiziert 

betrug die Anzahl der zu berücksichtigten, stark regulierten Proteine 181. Der 

Großteil der detektierten Proteine befindet sich im Bereich der x-fachen Induktion 

von -10 bis 10. Darüber hinaus wurden aber auch Proteine nachgewiesen,  

0,000000 

0,00000 

0,0000 

0,000 

0,00 

0,0 

  0  50   0  30   0   0 0  0  0 30  0

 
  

 
 t

    c        t   

  x  0  

  x  0 3

  x  0  

  x  0 5

  x  0  

  x  0 7

                 z   t

0,000000 

0,00000 

0,0000 

0,000 

0,00 

0,0 

  0  70   0  50   0  30   0   0 0  0  0 30  0
 
  

 
 t

    c        t   

  x  0  

  x  0 3

  x  0  

  x  0 5

  x  0  

  x  0 7

                  z   t

0,000 

0,00 

0,0 

        0      0

 
  

 
 t

    c        t   

  x  0  

  x  0 3

  x  0  

               



3. Ergebnisse 119 

 

die > 10-fach reguliert waren (Tabelle 25).  ür die  ruppe Δata versus uninfiziert 

reduzierte sich die Anzahl der signifikanten Proteine deren Induktion kleiner als -

3 und größer als 3 war auf 146 (Abbildung 37 B). Letztlich wurden analog die 

17 stark regulierten Proteine der Gruppe WT versus Δata dargestellt, wobei die 

Mehrheit – 4-fach bis 4-fach induziert waren (Abbildung 37 C). Darüber hinaus 

wurden aber auch 5 Proteine identifiziert, deren x-fache Induktion unter -4 bzw. 

über 4 lag (Tabelle 25). 

Im weiteren Verlauf wurden die Proteine hinsichtlich ihrer biologischen Funktion 

untersucht. Dies erfolgte unter Verwendung der Analysesoftware PANTHER 

Classification System (Abbildung 38). Für die beiden Gruppen WT versus unin-

fi iert und Δata versus uninfiziert konnte die biologische Funktion der regulierten 

Proteine in 12 verschiedene Gruppen eingeteilt werden. In beiden Gruppen war 

die Anzahl der positiv regulierten Proteine höher als die Anzahl der negativ regu-

lierten Proteine. Anhand der Anzahl induzierter Proteine war zu erkennen, dass 

folgende biologische Funktionen besonders stark reguliert waren: Zellorganisa-

tion/Biogenese, zelluläre Prozesse, Regulation und Stoffwechsel. Demgegen-

über waren alle anderen biologischen Funktionen nur mäßig bis wenig beein-

flusst. 

Auffällig ist, dass die Lokomotion und Migration der Wirtszellen ausschließlich 

neg tiv reguliert w ren.  ür die  ruppe WT versus Δata reduzierte sich die An-

zahl der gefundenen Gruppen zur biologischen Funktion von 12 auf 4: Adhäsion, 

Zellstrukturierung, Regulation und Stoffwechsel. 

Um festzustellen, ob es eine Häufung von Proteinen gibt, die einem bestimmten 

Signalweg zugeordnet werden können, wurden die Datensätze mithilfe der Soft-

ware Reactome (https://reactome.org/) untersucht. In der Gruppe WT versus 

uninfiziert wurde eine Häufung von Proteinen in den Signalwegen, die zur Akti-

vierung verschiedener Immunantworten führen, erkannt (Anhang 4 und Anhang 5). 

Hierzu zählen u.a. die IL-4-, IL-10-, IL-13 Signalwege und die, welche die Struktur 

der extrazellulären Matrix beeinflussen. Demgegenüber wurden Häufungen der 

induzierten Proteine im Interferon-Signalweg und auf transkriptioneller bzw. 

translationaler Ebene gefunden.  n der  ruppe Δata versus uninfiziert wurden 

vergleichbare Beobachtungen gemacht (Anhang 6 und Anhang 7). 

https://reactome.org/
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Abbildung 38. Grafische Zuordnung der detektierten Proteine zu ihrer biologischen Funktion in der Wirtszelle. 

Die positiv und negativ regulierten Proteine wurden hinsichtlich ihrer biologischen Funktion mithilfe der Analyse-Software 

(http://www.pantherdb.org/) untersucht. 

Eine Beteiligung des IL-13-Signalweges konnte jedoch nicht nachgewiesen wer-

den. Weiterhin wurden auch in dieser Gruppe Signale betreffend der extrazellu-

lären Matrix, die vergleichbar mit der Gruppe WT versus unifiziert waren, gefun-

den. Auch die Infektion von H VECs mit Δata lässt auf eine Beteiligung der In-

terferon-Signalwegen schließen und hatte Einfluss auf Transkription bzw. Trans-

lation. Bei der Betrachtung der regulierten Proteine in der Gruppe WT versus 

Δata hatte das Vorhandensein des trimeren Autotransporter Adhäsins Ata einen 

Einfluss auf die Regulation der Immunantwort. Dies zeigte sich in der Häufung 

regulierter Proteine in verschiedenen Interleukin-Signalwegen (Anhang 8 und 

http://www.pantherdb.org/
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Anhang 9). Besonders der IL-6-Weg ist von großem Interesse, da es die Ergeb-

nisse der Versuche zur Zytokininduktion in HUVECs bestätigen könnte. Aber 

auch die Signale in den MAPK1- und MAPK3-Wegen sind für vorangegangene 

Ergebnisse, nämlich die Induktion der Apoptose durch Ata, von großem Inte-

resse, da diese Signalwege mit dem programmierten Zelltod in der Wirtszelle in 

Verbindung stehen. 

Letztlich wurden anhand der Daten aus der Proteomanalyse Rückschlüsse auf 

bereits gewonnene Erkenntnisse zum Infektionsgeschehen in HUVECs gemacht. 

Sowohl die Ata-abhängige Stimulation der Immunantwort als auch die Ata-ab-

hängige Induktion der Apoptose konnten durch die Proteomanalyse bestätigt 

werden. Außerdem  eigte sic  für beide B kterienst mme  WT und Δata) eine 

Beeinflussung der extrazellulären Matrix, die im Kontext der Interaktion der Bak-

terien mit Kollagen, Laminin, Fibronektin, VCAM-1, ICAM-1 und ICAM-2 steht.  
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4. Diskussion 

Das Gram-negative und human pathogene Bakterium A. baumannii kann vor  

allem bei Intensiv-Patienten eine Vielzahl schwerwiegender Erkrankungen wie 

beispielsweise Pneumonien, Harnwegsinfektionen, Sepsen oder Wundinfektio-

nen hervorrufen. A. baumannii verursacht global ca. 10  % aller nosokomial er-

worbener Infektionen [10, 28, 207]. Seit den 1980ern wurden drei epidemisch 

bedeutsame A. baumannii-Linien beschrieben, die den internationalen Komple-

xen I, II und III angehören [208]. Vertreter dieser drei internationalen Komplexe 

sind unter anderem durch ihre ausgeprägten Antibiotikaresistenzen gekenn-

zeichnet. 

Die Erforschung der epidemiologischen Aspekte und der Antibiotikaresistenzme-

chanismen von A. baumannii führte zu wichtigen Erkenntnissen in den vergan-

genen Jahren. Studien, die die Pathogenität und Virulenz verschiedener 

A. baumannii-Stämme untersuchen, sind jedoch limitiert. Das hat zur Folge, dass 

molekulare und genetische Aspekte hierzu nur lückenhaft nachzuvollziehen sind. 

Heutzutage sind nur wenige Virulenzfaktoren von A. baumannii bekannt, von de-

nen eine wichtige Rolle bei der Infektion des menschlichen Körpers belegt ist. 

Hierzu zählen beispielsweise das Membranprotein OmpA, das für die Adhärenz, 

Invasion und Induktion von Apoptose in Epithelzellen wichtig ist, oder die Phos-

pholipasen C und D, die einen direkten Einfluss auf die Pathogenität von 

A. baumannii haben [52, 171, 200, 209]. 

Vertreter der Proteinfamilie der trimeren Autotransporter stellen bei anderen 

Gram-negativen Bakterien wichtige Virulenzfaktoren dar. Eines dieser TAAs, der 

Acinetobacter trimere Autotransport Ata, wurde im Jahr 2012 erstmals bei 

A. baumannii beschrieben [88, 162]. In dieser Studie konnte gezeigt werden, 

dass das Membranprotein an der Bindung verschiedener extrazellulärer Matrix- 

proteine beteiligt ist und zu einer erhöhten Pathogenität im Maus-Infektions- 

modell führt. Dies sind allesamt Eigenschaften, die von anderen TAAs bekannt 

sind. So korreliert beispielsweise das Vorhandensein von YadA, dem trimeren 

Autotransporter von Y. enterocolitica, mit der Virulenz, Adhäsionsfähigkeit und 

Wirtszellmodulation [133, 152, 155, 210, 211]. Für das TAA von B. henselae, 

BadA, konnte gezeigt werden, dass es sowohl die Adhäsion an die endotheliale 
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Wirtszelle vermittelt als auch an der Induktion angiogenetischer Signalstoffe be-

teiligt ist [75, 139, 212]. Dies lässt vermuten, dass auch Ata in A. baumannii einen 

bedeutsamem Virulenzfaktor beim Infektionsgeschehen im Menschen darstellt, 

zu dem aber noch wenig bekannt ist 

Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit die biologische Funktion des 

Membranproteins im Hinblick auf das Infektionsgeschehen unter folgenden  

Aspekten untersucht: Adhäsion an extrazelluläre Matrixproteine und humane 

Wirtszellen, Invasion in humane Wirtszellen, Induktion inflammatorischer Zyto-

kine und Chemokine, Regulation der Apoptoseinduktion, Stimulation der Immun-

antwort und Virulenz im G. mellonella-Infektionsmodell. Zudem wurde eine Ge-

samtproteomanalyse von infizierten humanen Endothelzellen vorgenommen. 

4.1  Genetische Manipulation von ata in A. baumannii 

durch homologe Rekombination 

Die Grundlage für die durchgeführten gain- und loss-of-function Versuche im 

Rahmen dieser Arbeit war zunächst die erfolgreiche Deletion der Ata-kodieren-

den Sequenz in A. baumannii ATCC 19606. Es war zu vermuten, dass die Größe 

des Genes von 6.777 Bp und die darin enthaltenen repetitiven Nukleotidsequen-

zen die erfolgreiche Deletion negativ beeinflussen. In einer früheren Studie wurde 

das intakte ata-Gen in A. baumannii über homologe Rekombination durch ein 

nicht intaktes ata-Gen (mit Leserasterfehler) ersetzt [88]. Innerhalb des Leseras-

ters befand sich ein Kanamycin-Resistenzgen, welches zusammen mit den inse-

rierten Nukleotiden im Genom von A. baumannii verbleibt und somit zu einer zu-

sätzlichen Antibiotikaresistenz führt. Diese kann vor allem bei bereits multiresis-

tenten Bakterien und für die weitere Versuchsplanung hinderlich sein. Für 

A. baumannii und anderen Acinetobacter-Spezies wurde deshalb eine marker-

lose Deletionsmethode auf Grundlage der homologen Rekombination entwickelt 

[49, 171]. Der Vorteil an dieser Methode ist, dass keine zusätzliche Antibiotikare-

sistenz im Genom von A. baumannii verbleibt. Auch für die in dieser Arbeit durch-

geführten Deletion von ata in A. baumannii ATCC 19606 wurde die Methode der 

markerlosen homologen Rekombination angewendet.  
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Als Kontrolle der Deletion und Komplementation wurden ata-Expressionsanaly-

sen durchgeführt. Hierdurch konnte die Menge an ata-Transkripten im WT nach-

gewiesen werden (Abbildung 12). Eine ata-mRNA-Expression konnte mittels 

qRT-PCR für die Zeitpunkte 2 h und 24 h erbracht werden. Ergebnisse zum zeit-

abhängigen Nachweis von Ata wurden auch schon in einer früheren Studie ver-

öffentlicht. Mittels Durchflusszytometrie wurde hier die Assemblierung des Pro-

teins auf der Bakterienoberfläche bestimmt und es konnte gezeigt werden, dass 

die Signalstärke während der frühen Wachstumsphase am größten war und mit 

zunehmender Inkubationsdauer wieder sank [88]. Dies steht im Widerspruch zu 

den ata-mRNA-Expressionsergebnisse dieser Arbeit, die gezeigt haben, dass ata 

in einer frühen (2 h) und einer späten Phase exprimiert wird. Ein möglicher Grund 

für die unterschiedlichen Ergebnisse könnte die verwendeten Nachweismetho-

den sein, die auf der einen Seite Protein und auf der anderen Seite mRNA de-

tektieren.  

Um zu untersuchen, ob die Deletion und Komplementation von ata einen Einfluss 

auf den Wachstumsphänotyp von A. baumannii hat, wurden Wachstumsversu-

che durchgeführt (Abbildung 15). Im Vergleich zum WT zeigte sich ein annä-

hernd gleiches Wachstumsverhalten bei allen A. baumannii-Stämmen, welches 

von einer sehr kurzen lag-Phase von ca. 1 h und einer finale OD600 von ca. 4,0 

charakterisiert war. Vergleichbare Wachstumsphänotypen wurden auch für 

A. baumannii ATCC 17978 beschrieben [213]. Das Wachstum der Bakterien war 

durch eine kurzandauernde lag-Phase von ca. 1 h bestimmt. Die finale OD600 war 

jedoch niedriger als für A. baumannii ATCC 19606. Dies ist wahrscheinlich darin 

begründet, dass in dieser Studie Müller-Hinton-Medium anstelle von LB-Medium 

verwendet wurde. In einer weiteren Studie wurde ebenfalls das Wachstumsver-

halten verschiedener A. baumannii-Stämme in eisenfreien Komplexmedium un-

tersucht (TSBD) [45]. Die Verdopplungszeiten der untersuchten Bakterien-

stämme betrugen 40 min für die klinischen Stämme (u.a. ATCC 17978) und 100 

min für den antibiotikasensiblen SDF-Stamm. In der vorliegenden Arbeit wurden 

Verdopplungszeiten im Bereich von 39,38 ± 4,72 min  Δata(c)) bis 46,15 ± 1,29 

min  Δata(p)) ermittelt. Im Kontext der aufgeführten Vergleichsstudien ergeben 

sich nur geringfügige Abweichungen, die vor allem durch die unterschiedliche 

Verwendung des Kulturmediums zu begründen sind. 
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4.2  Die Bindung von A. baumannii an extrazelluläre 

Matrixproteine ist Ata-abhängig 

Ein wichtiger Schritt in der erfolgreichen Etablierung einer bakteriellen Infektion 

stellt die initiale Adhäsion an die Wirtzelle dar [214–216]. Dabei kann der Kontakt 

vom Bakterium zur Zelle über die Bindung an die eukaryotische extrazelluläre 

Matrix erleichtert werden. Bakterien haben hierfür spezielle Adhäsionsmoleküle 

(microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules) entwi-

ckelt, die spezifisch diese Bestandteile im extrazellulären Milieu erkennen und 

daran binden [217]. 

In einer vorangegangenen Studie wurden 78 verschiedene A. baumannii-

Stämme hinsichtlich ihrer Interaktion mit Bestandteilen der extrazellulären Matrix 

untersucht [218]. Es konnte gezeigt werden, dass ein Großteil der untersuchten 

Stämme mit extrazellulären Matrixproteinen interagiert. In einer weiteren Studie 

wurde die Interaktion von A. baumannii mit Fibronektin untersucht [78]. Hierbei 

wurden drei potenzielle Membranproteine identifiziert, die wahrscheinlich an der 

Bindung von Fibronektin beteiligt sind bzw. die Bindung der Bakterien über Fib-

ronektin an die humane Wirtszelle (hier A549-Zellen) unterstützt. Im Hinblick auf 

den trimeren Autotransporter Ata zeigte die Studie von L.V. Bentancor et al., 

2012, dass das Protein eine Vielzahl von extrazellulären Matrixproteinen bindet 

[88]. Mittels ELISA wurde die Bindung von Ata an Kollagen I, III, IV, V und Laminin 

nachgewiesen. Im gleichen Jahr identifizierte eine japanische Arbeitsgruppe ei-

nen trimeren Autotransporter, AtaA, im nicht pathogenen Stamm Acineto- 

bacter sp. Tol 5 [172]. Die Autoren konnten zeigen, dass die Bindung des Bakte-

riums an Kollagen I maßgeblich durch das Vorhandensein von AtaA bestimmt ist. 

Für die TAAs anderer Gram-negative Bakterien gibt es vergleichbare Beobach-

tungen. So bindet YadA von Y. enterocolitica an eine Vielzahl von  

extrazellulären Matrixproteinen wie Kollagen, Fibronektin und Laminin [219, 220]. 

Das TAA von B. henselae bzw. B. quintana, BadA, bindet ebenso an Kollagen, 

Laminin, Fibronektin, Hyaluronsäure und Vitronektin [220]. Auch die TAAs an-

dere Bakterienspezies wie N. meningitidis (NhhA) oder P. mirabilis (AipA) binden 

an extrazelluläre Matrixkomponenten [146, 221]. In diesem Kontext wurden die 

Adhäsionsfähigkeiten von A. baumannii ATCC    0  und Δata gegenüber Kol-

lagen, Laminin und Fibronektin untersucht (Abbildung 16). Es wurde gezeigt, 
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dass A. baumannii Ata-abhängig an Kollagen, Laminin und Fibronektin bindet. Im 

Weiteren wurde die Bindung von WT und Δata an interzelluläre Adhäsionsmole-

küle getestet (Abbildung 16). Frühere Studien zeigten bereits, dass NadA von 

N. meningitidis  n β1-Integrine oder UspA1 von Moraxella catarrhalis an 

CEACAM1 bindet [148, 222]. Die interzellulären Adhäsionsmoleküle VCAM-1,  

ICAM-1 und ICAM-2 sind die natürlichen Liganden der oberflächenassoziierten 

Integrine. Lässt sich die Bindung der Bakterien an diese Moleküle nachweisen, 

so kann man vermuten, dass Integrine eine entscheidende Rolle bei der Interak-

tion der Bakterien mit den humanen Zellen haben. Für A. baumannii wurde eine 

Bindung an VCAM-1, ICAM-1 und ICAM-2 beobachtet, wobei der Einfluss von 

Ata nur geringfügig zu erkennen und ausschließlich für VCAM-1 bzw. ICAM-2 zu 

beobachten war. Die Interkation des Bakteriums mit den interzellulären Adhäsi-

onsmolekülen lässt jedoch Rückschlüsse zu, dass diese für eine Bindung von 

A. baumannii wichtig sein könnten. Nähere Untersuchungen hierzu sind dem-

nach unabdingbar. 

4.3  A. baumannii bindet über Ata an eine Vielzahl von 

humanen Wirtszellen 

In einer Vielzahl von Studien wurde gezeigt, dass A. baumannii an humane 

Epithelzellen bindet [67, 74, 76, 79, 223] und mit anderen humanen Wirtszellen 

wie beispielsweise dendritischen Zellen interagiert [74]. Das Auftreten von 

A. baumannii-assoziierten Blutstrom- oder Wundinfektionen [224–226] lässt je-

doch vermuten, dass das Bakterium neben Epithelzellen auch mit humanen En-

dothelzellen interagiert. Hierzu sind noch keine Studien bekannt. Weiterhin sind 

Adhäsine, die eine Bindung an humane Wirtszellen vermitteln in der Literatur nur 

wenig beschrieben. Für das Membranprotein OmpA wurde gezeigt, dass es an 

der Bindung von A. baumannii an Epithelzellen beteiligt ist [76]. Ein weiteres be-

kanntes Adhäsionsprotein von A. baumannii ist das Biofilm-assoziierte Protein 

Bap, welches ebenso wie OmpA die Bindung der Bakterien an Epithelzellen un-

terstützt [223]. Weiterhin vermitteln zwei Fibronektin-bindenden Proteine, der 

TonB-abhängige Kupferrezeptor und das 34 kDa Membranprotein OMP34 von 

A. baumannii die Adhäsion der Bakterien an humane Zellen [78]. Von trimeren 

Autotransporter Adhäsinen anderer Gram-negativer Bakterien ist bekannt, dass 
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diese maßgeblich für die Wirtszelladhäsion verantwortlich sind. Beispielsweise 

vermittelt BadA (B. henselae) die Bindung an Endothelzellen [132, 220] und YadA 

von Yersinia sp. an Hep-2-Epithelzellen [130, 219]. 

Im Hinblick auf die biologische Funktion von Ata gibt es keine Kenntnisse dar-

über, inwieweit das Protein an der Adhäsion von A. baumannii an humane Wirts-

zellen beteiligt ist. Zudem fehlen vergleichende Studien zur Bindungseffizienz 

von A. baumannii an humane Zellen unterschiedlichsten Ursprungs. Ein wichtiger 

Aspekt der vorliegenden Arbeit war daher die Untersuchung der Ata-vermittelten 

Adhärenz von A. baumannii an humane Epithel- und Endothelzellen, wodurch es 

zum ersten Mal möglich war, die Adhäsionsfähigkeit der Bakterien sowohl in Ab-

hängigkeit von Ata als auch in Abhängigkeit verschiedener humaner Wirtszell-

typen (HUVECS, HMEC-1, HDMEC, A549, HeLa bzw. HepG-2) zu analysieren. 

Die Ata-abhängige Adhäsion von A. baumannii an Endothel- und Epithelzellen 

konnte zunächst qualitativ mittels Fluoreszenz- und Elektronenmikroskopie beo-

bachtet (Abbildung 17) und danach mittels qRT-PCR quantifiziert werden (Ab-

bildung 18), wobei die Adhäsionsraten von WT an Endothelzellen durchschnitt-

lich 5x höher als für Epithelzellen waren. Lediglich für HeLa-Zellen wurde eine zu 

den Endothelzellen vergleichbare Adhäsionsrate beschrieben. In einer früheren 

Studie wurden verschiedene A. baumannii-Stämme hinsichtlich ihrer Adhäsions-

rate an humane Lungenepithelzellen (NCI-H292) mikroskopisch untersucht [74]. 

Dabei wiesen die verschiedenen Bakterienstämme Bindungsraten von 1,42 bis 

8,56 Bakterien/Zelle auf, wobei ein Großteil der untersuchten Stämme geringe 

Adhäsionseffizienzen von weniger als 3,0 Bakterien/Zelle zeigten, sodass diese 

Ergebnisse vergleichbar mit den in dieser Arbeit bestimmten Adhäsionsraten an 

humane Epithelzellen sind. Ein Vergleich zu Studiendaten hinsichtlich der Adhä-

sion von A. baumannii an Endothelzellen ist aufgrund fehlender Untersuchungen 

nicht möglich, jedoch wurde das Phänomen der unterschiedlichen Adhäsionsra-

ten bei Endothel- und Epithelzellen auch bei N. meningitidis beobachtet. In einer 

Studie wurde die Bindung der Bakterien in Abhängigkeit der Expression verschie-

dener Pili untersucht [227]. Dabei adhärierten die Bakterien mit einer stark erhöh-

ten Präferenz an Endothelzellen mit einer Adhäsionsrate von ca. 50 Bakte-

rien/Zelle. Demgegenüber war die Adhäsion an Epithelzellen vermindert und be-
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trug 10-20 Bakterien/Zelle. Dies impliziert, dass es bestimmte Mechanismen ge-

ben muss, die einen Zelltropismus bedingen. Dieser Zelltropismus wäre auch für 

A. baumannii denkbar. 

Im Hinblick auf die Rolle von Ata bei der Adhäsion der Bakterien zeigte sich bei 

den Ata-defizienten Stämmen ∆ata und ∆ata(p) bei jeder untersuchten humanen 

Zelle eine Verminderung der Adhärenz. Bei HUVECs verringerte sich beispiels-

weise die Anzahl der adhärenten Bakterien um das 11-fache. Außerdem wurde 

gezeigt, dass die Adhäsionsrate von WT durch Komplementation von ata in 

Δata(c) wiederhergestellt werden konnte, sodass die Ergebnisse eindeutig auf 

die Funktion von Ata als Adhäsionsmolekül bei der Interaktion von A. baumannii 

mit humanen Zellen zurückzuführen sind. 

Nach den ersten Erkenntnissen zu den Adhäsionsfähigkeiten von A. baumannii 

lässt sich folgendes Modell beschreiben (Abbildung 39): Demzufolge gelangt 

das Bakterium über verschiedene Möglichkeiten wie beispielsweise Wunden 

oder Kathetereinstichstellen in den menschlichen Körper. Unter anderem kann 

es sich durch den Blutstrom im Körper ausbreiten, um dann über Ata mit Be-

standteilen der extrazellulären Matrix zu interagieren. Nach der initialen Bindung 

erfolgt die Adhäsion an die Wirtszelle, die wahrscheinlich über oberflächenasso-

ziierte Proteine (bspw. Integrine) stattfindet. A. baumannii zeigt hierbei eine hö-

here Affinität zu Endothelzellen als zu Epithelzellen. 
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Abbildung 39. Modell zur Beschreibung der biologischen Funktion von Ata in A. baumannii. (1) Nachdem das 

Bakterium über Ata einen ersten Kontakt zur extrazellulären Matrix der Wirtszelle aufbauen konnte, gelangt es zur Wirts-

zelloberfläche. (2) Hierbei zeigt A. baumannii im Vergleich zu Epithelzellen eine erhöhte Präferenz gegenüber Endothel-

zellen. (3) An der Oberfläche der Zellen bindet das Bakterium über Ata an noch nicht bekannte Liganden. 

4.3.1  Scherkräfte im dynamischen Infektionsprozess haben einen 

Einfluss auf die Adhäsion von A. baumannii 

Bei einer Blutstrominfektion beeinflussen die Strömungsverhältnisse in den Ge-

fäßen die Adhäsionsfähigkeit der Bakterien, da diese die physikalische Barriere 

der Blutströmung überwinden müssen [228]. Um die Auswirkungen dieser Scher-

kräfte bei der Etablierung einer bakteriellen Infektion zu beurteilen, bedarf es an 

in vitro Modellen, die eine Infektion unter Flussbedingungen erlauben. In diesem 

Zusammenhang wurde im Jahr 2011 ein Infektionsmodell etabliert, welches es 

ermöglichte die TAA-abhängige Adhärenz von beispielsweise B. henselae an hu-

mane Endothelzellen unter Flussbedingungen zu untersuchen [220]. Hierfür 

wurde eine Durchflusszellkammer verwendet, in welcher die Kultivierung der hu-

manen Zellen und auch deren Infektion mit den Bakterien stattfand. Weiterhin 

entwickelten Forscher ein in vivo Infektionsmodell, welches zur Nachahmung von 

Blutstrominfektionen in Mäusen dient [228]. In dieser Arbeit wurde das Modell 
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nach Müller et al. [220] für die Infektion von humanen Zellen mit A. baumannii 

adaptiert. Die Infektion der Wirtszellen erfolgte unter einer konstanten Flussrate 

von 0,2 ml/min, was einem Scherdruck von ca. 0,26 dyn/cm² entspricht. Im 

menschlichen Körper variiert der Scherdruck je nach Gefäß. So beträgt dieser 

Wert in Venen ca. 2 dyn/cm² und in Arterien ca. 6 dyn/cm², kann aber auch in 

Kapillargefäßen auf bis zu 0,004 dyn/cm² sinken [229]. Der Scherdruck von 0,26 

dyn/cm², der für die Infektion der Zellen in dieser Arbeit verwendet wurde, ent-

spricht den physiologischen Bedingungen in feinen Kapillargefäßen. In der Studie 

von 2011 wurde unter anderem die TAA-abhängige Adhäsionsfähigkeit von 

B. henselae (BadA), B. quintana (BadA) und Y. enterocolitica (YadA) unter dyna-

mischen Infektionsbedingungen untersucht [220]. Dabei konnte gezeigt werden, 

dass die Anzahl der adhärenten Bakterien im Vergleich zur statischen in vitro 

Infektion von humanen Zellen stark vermindert war. Für B. henselae wurden  

50 Bakterien/Zelle unter statischen Infektionsbedingungen beschrieben, die sich 

auf ca. 3 Bakterien/Zelle unter Flussbedingungen reduzierten. Zudem war der 

Unterschied zwischen der Anzahl von adhärenten badA-exprimierenden und 

nicht-exprimierenden Bakterien weitaus größer als unter statischen Infektionsbe-

dingungen [220]. Die vorhandenen Scherkräfte könnten die Bildung von bakteri-

ellen Agglomeraten hemmen und somit zur Reduktion der gebundenen Bakterien 

beitragen. Vergleichbare Ergebnisse wurden für die dynamische Infektion von 

Endothelzellen und Epithelzellen mit A. baumannii beobachtet (Abbildung 19 

und Abbildung 20). Fluoreszenzmikroskopisch war im Vergleich zur statischen 

Infektion eine deutliche, Ata-unabhängige Abnahme von adhärenten Bakterien 

zu erkennen. Im Vergleich zur statischen Infektion zeigte sich eine Abnahme der 

Adhärenz bei allen getesteten humanen Wirtszellen. Lediglich bei der dynami-

schen Infektion von A549 erhöhte sich die Anzahl der adhärenten Bakterien im 

Vergleich zur statischen Infektion. Eine Ursache hierfür könnten morphologische 

Veränderungen der Wirtszelle sein. Es ist bekannt, dass durch Scherkräfte ver-

schiedenste molekulare Mechanismen induziert werden, die dadurch den Phä-

notyp von humanen Zellen beeinflussen [230]. Diese morphologischen Verände-

rungen könnten wiederum einen Einfluss auf die Adhäsionsraten der Bakterien 

haben, da unter anderem bestimmte Oberflächen-assoziierte Proteine der Wirts-

zelle, die wiederum für die Adhäsion der Bakterien wichtig sind, reguliert werden. 
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Der signifikante, Ata-abhängige Unterschied in der Anzahl der gebundenen Bak-

terien war nichtsdestotrotz für jeden humanen Zelltyp erkennbar, sodass der tri-

mere Autotransporter auch unter dynamischen Infektionsbedingungen maßgeb-

lich an der Adhäsion von A. baumannii beteiligt ist. 

4.3.2  Die Blockierung von α- und β-Integrinen führt zur Reduktion 

der Adhäsion von A. baumannii 

Integrine, die wichtig für den Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Kontakt sind, stellen für 

pathogene Bakterien eine Möglichkeit der Bindung an humane Wirtszellen dar. 

Dies kann über eine direkte Bindung des Integrins erfolgen [231–233] oder indi-

rekt über einer Brückenbindung mit extrazellulären Matrixproteinen [222, 234, 

235]. Interessanterweise wurde eine Bindung von A. baumannii an die Zelladhä-

sionsmoleküle VCAM-1, ICAM-1 und ICAM-2 beobachtet (Abbildung 16). Die 

Rezeptoren dieser Moleküle auf der Zelloberfläche sind Integrine. VCAM-1 bindet 

an das α4β1-Integrin und ICAM-1/2 binden an das αLβ2-Integrin. Für den trimeren 

Autotransporter YadA von Yersinia sp. ist bekannt, dass dieser über eine Fib-

ronektin-Integrin-Brückenbindung an humane Wirtszellen adhäriert [219, 236]. 

Ein ähnliche Funktion wurde auch NadA aus N. meningitidis zugeschrieben [222]. 

Es bestand also der Verdacht, dass auch A. baumannii durch Ata über einen ver-

gleichbaren Mechanismus an die Wirtszelle bindet. Aus diesem Grund wurden 

Adhäsionsversuche mit  ntegrin α4- und β1-neutralisierenden Antikörpern durch-

geführt (Abbildung 21). Dabei zeigte sich, dass sich die Adhäsionsfähigkeit von 

WT bei blockierten α4-b w. β1-Integrinen um ca. die Hälfte reduziert und somit 

 uf d s  ive u von Δata sinkt. Bei der Inhibition beider Integrine zeigte sich eine 

weitere Reduktion der bakteriellen Adhärenz. Demnach könnten sowohl d s α4-

 ntegrin  ls  uc  d s β1-Integrin im Zusammenhang mit der Ata-vermittelten  

Adhäsion von A. baumannii an die Wirtszelle stehen. Die gleichzeitige Inhibition 

von α4β1-Integrin reduzierte die Adhäsion nicht nur beim WT sondern auch bei 

Δata, was auf weitere Adhäsine von A. baumannii hindeutet, die mit Integrinen 

wechselwirken. 

Letztlich wurde gezeigt, dass die Blockierung der oberflächenassoziierten In-

tegrine α4 und β1 zu einer signifikanten Reduktion der Adhäsionsfähigkeit bei 
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A. baumannii führt und dass dieses Phänomen höchstwahrscheinlich auf der In-

teraktion von Ata mit den entsprechenden Integrinen beruht. Im Kontext des bis-

herigen Wissensstandes zur Interaktion von trimeren Autotransportern wie YadA 

und NadA mit Integrinen, stellen die gemachten Beobachtungen also einen inte-

ressanten Ansatz für weitere Forschungsarbeiten dar. 

4.3.3  Das humane ex vivo Organinfektionsmodell zur Untersuchung 

der Ata-abhängigen Adhäsion von A. baumannii 

Nach Analyse der Ata-vermittelten Adhäsion, sollte im nächsten Schritt die Inter-

aktion des Bakteriums mit humanem Gewebe untersucht werden. Hierfür wurde 

ein neuartiges humanes ex vivo Infektionsmodell unter Verwendung von mensch-

lichen Nabelschnurvenen entwickelt, welches eine Infektion unter dynamischen 

und somit sehr naturnahen Bedingungen ermöglicht. Obwohl zellkulturbasierte 

statische und dynamische Infektionsmodelle heutzutage in der zellulären Mikro-

biologie und Pathogenitätsforschung eine breite Akzeptanz genießen, so spie-

geln diese die natürlichen Bedingungen nur teilweise wider. Die dynamischen in 

vitro Adhäsionsversuche sind auf eine Zelllinie limitiert, die zudem in einer künst-

lichen Umgebung (Zellkulturschalen etc.) kultiviert wird. Dies führt zum Fehlen 

der natürlichen Gewebskomplexität wie beispielsweise der ausgeprägten Zell-

Zell-Adhäsion, der extrazellulären Matrix, dem Gemisch verschiedener Zellarten 

im Gewebe oder der Elastizität von menschlichen Gefäßen. Bei der Kultivierung 

der humanen Zellen in vitro werden unter anderem Wachstumsfaktoren wie feta-

les Kälberserum oder Wachstumshormone eingesetzt. Zudem werden die Zell-

kulturen häufig mehrmals passagiert. Es ist davon auszugehen, dass beides zu 

morphologischen Änderungen der Zellen führen kann, die die spezifischen Cha-

rakteristika der Zelllinie beeinflussen.  

Zwar gibt es Studien, die beispielsweise das Infektionsgeschehen von Spirochä-

ten im lebenden Wirt in Echtzeit beobachten [237], jedoch sind diese Methoden 

sehr arbeitsaufwändig und meist an den murinen Wirt gebunden. Dies macht wie-

derum den Transfer der Ergebnisse zum menschlichen Körper schwierig. Das 

zeigte unter anderem eine Studie aus dem Jahr 2013, in welcher die inflamma-

torische Wirtsantwort auf verschiedene Stimuli sowohl bei der Maus als auch 

beim Menschen untersucht wurde [238]. Die sehr unterschiedlichen Ergebnisse 
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führten die Autoren zu der Schlussfolgerung, dass das Mausmodell die mensch-

lichen Gegebenheiten nur in einem sehr geringen Umfang nachbilden kann. 

Um diese Limitationen zu überwinden, wurden in der vorliegenden Arbeit 

menschliche Nabelschnurvenen verwendet, um diese mit A. baumannii zu infi-

zieren und Aussagen über die Ata-abhängige Adhäsion zu erhalten. Die Infektion 

erfolgte bei durchschnittlich 0,5 dyn/cm² unter laminaren Flussbedingungen, was 

mittels mikro-CT und Doppler-Untersuchungen verifiziert wurde (Abbildung 23). 

Diese Strömungsverhältnisse lassen sich auf den menschlichen Körper gut über-

tragen und ähneln den Scherkräften in den feinen Kapillargefäßen [229]. Außer-

dem bietet die Verwendung von humanen Nabelschnurvenen weitere Vorteile: 

(1) Die Beschaffung des Arbeitsmaterials (Nabelschnüre) ist in Deutschland mit 

690 Entbindungsstationen gegeben (Stand 2016, [239]). (2) Durch die laminare 

Struktur der Vene ermöglicht das Gefäß unter Versuchsbedingungen eine kon-

stante Flussrate und Scherkraft (Abbildung 22). (3) Die Verwendung von 

menschlichen Nabelschnurvenen ist nach Aufklärung der Spenderin ethisch un-

bedenklich. (4) Letztlich reduziert das Modell die Verwendung von Tierversuchen 

(Auszeichnung mit dem Felix-Wankel-Tierschutzpreis im Jahr 2017, [240]). 

Im Vergleich zum dynamischen in vitro Infektionsmodell waren die beobachteten 

Adhäsionsraten im ex vivo Modell ca. 6-fach höher. Dies ist wohlmöglich mit dem 

Vorhandensein von zusätzlichen physiologischen Bindungspartnern zu erklären. 

Zusammenfassend betrachtet, stellt das entwickelte ex vivo Organinfektions- 

modell ein vielversprechendes und nützliches Werkzeug für die Untersuchung 

der Adhäsion verschiedenster pathogener Bakterien dar. Es wäre denkbar, dass 

Modell weiterzuentwickeln und auch zur Untersuchung der Wirtszellantwort zu 

verwenden. 

4.4  A. baumannii zeigt eine Ata-vermittelte Invasion in 

humane Endothel- und Epithelzellen 

Die Möglichkeit der Invasion von pathogenen Bakterien in ihre Wirtszelle stellt 

einen wichtigen Mechanismus bei der Etablierung einer erfolgreichen Infektion 
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dar. Die Aufnahme der Bakterien in die Zelle kann u.a. mittels Phagozytose statt-

finden [241]. In der Zelle kann sich das Bakterium replizieren oder über Aktin- 

basierten Mechanismen von Zelle zu Zelle ausbreiten [242]. 

In der Literatur sind zahlreiche Virulenzfaktoren verschiedenster Bakterienspe-

zies beschrieben, die die passive oder aktive Aufnahme der Erreger in die Zelle 

vermitteln. So wurde beispielsweise für Listeria monocytogenes das Protein InlA 

beschrieben, welches mit humanen E-Cadherinen interagiert und somit zur Inva-

sion des Bakteriums beiträgt [243]. Bei Salmonella sp. übernimmt das Typ-III-

Sekretionssystem diese Funktion: Durch die Injektion von Effektorproteinen in die 

Wirtszelle durch das Typ-III-Sekretionssystem wird eine dauerhafte Verbindung 

zwischen dem bakteriellen und eukaryotischen Zytoplasma hergestellt [244]. 

Y. pseudotubercolosis hingegen gelangt in die Wirtszelle über einen Zipper- 

Mechanismus. Das Membranprotein Inv sin bindet  n β1-Integrine der humanen 

Zelle, was zu einer Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts führt und somit zu 

Aufnahme des Bakteriums [245, 246]. 

Von A. baumannii weiß man, dass dieser in humane Epithelzellen invadieren 

kann [79, 209, 247, 248], aber nur wenige Virulenzfaktoren sind bekannt, die am 

Invasionsmechanismus beteiligt sind. Hierzu zählen das Membranprotein OmpA, 

die Phospholipase D und der Transkriptionsfaktor EB [79, 171, 209, 248]. In an-

deren Spezies konnte gezeigt werden, dass auch trimere Autotransporter an der 

Invasion der jeweiligen Bakterien beteiligt sind. Beispielsweise in P. mirabilis wur-

den diesbezüglich die beiden TAAs AipA und TaaP identifiziert [221]. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Ata-abhängige Invasion von A. baumannii 

in humane Endothel- und Epithelzellen analysiert (Abbildung 25). Es zeigten 

sich Invasionsraten von 3,1 % für HUVECs und 2,9 % für A549. Dabei gilt zu 

bedenken, dass die erhöhten Invasionsraten auf die erhöhte Adhärenz des WT 

ganz oder zumindest zum Teil zurückzuführen sind. Im Vergleich zu einer ande-

ren Studie, in welcher die Invasion in NCI-H292-Zellen untersucht wurde, sind 

die Werte für die WT-Invasion in A549 um ein dreifaches höher [79]. Dies ist 

wohlmöglich durch die unterschiedlichen Zelltypen zu begründen. Vergleichs- 

daten zur Invasion von A. baumannii in Endothelzellen sind nicht vorhanden. Der 

Versuch stellt somit die Erstbeschreibung von intrazelluläre vorliegenden 
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A. baumannii in HUVECs dar. Zusätzlich wird diese These durch die Muldenbil-

dung von A. baumannii auf den humanen Zellen, die elektronenmikroskopisch zu 

erkennen ist, gestützt (Abbildung 17). Diese Beobachtung könnte ein frühes 

Stadium im Invasionsgeschehen kennzeichnen, da es an die Einstülpung der 

Zellmembran bei der Aufnahme von Y. pseudotuberculosis erinnert [151]. Somit 

könnte Ata bei der Invasion in die humane Wirtszelle eine YadA-ähnliche Funk-

tion einnehmen. YadA bei Y. pseudotubercolosis vermittelt über eine direkte In-

teraktion mit Fibronektin (Bridging) die Invasion in die humane Wirtzelle [151]. 

Diese erfolgt unabhängig vom Invasin des Bakteriums, was vornehmlich die In-

vasion in die Wirtszelle steuert [151]. Die Aktivierung der β1-Integrin-gesteuerten 

Kaskade führt zur Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts und somit zur Auf-

nahme der Bakterien in das Zellinnere. Da auch A. baumannii über Ata an Fib-

ronektin und  n d s β1-Integrin bindet, wäre ein vergleichbarer Invasionsmecha-

nismus für A. baumannii denkbar - nähere Untersuchungen zur Aufklärung sind 

jedoch noch ausstehend. 

In diesem Kontext wäre ein hypothetisches Modell zur Funktionsweise von Ata 

bei der Infektion menschlicher Zellen durch A. baumannii: Nach dem initialen 

Kontakt zum Wirt über Bestandteile der extrazellulären Matrix adhäriert 

A. baumannii wohlmöglich über eine Interaktion mit Zelloberflächen-assoziierten 

Integrinen. 

 

Abbildung 40. Modell zur Ata-vermittelten Invasion von A. baumannii in die humane Wirtszelle. Nach der initialen 

Adhäsion des Bakteriums an die humane Zelle interagiert Ata über einen YadA-ähnlic en Mec  nismus mit β1-Integrinen 

auf der Oberfläche der Wirtszelle. Dadurch wird eine Signaltransduktion hin zum Aktin-Zytoskelett gestartet, die zu dessen 

Umstrukturierung führt. Hierdurch kommt es zur Membraneinstülpung und somit zur Aufnahme des Bakteriums in die 

Zelle. 
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Über einen Bridging-Mec  nismus  wisc en  ibronektin und β1-Integrinen 

kommt es zur Aktivierung einer Signalkaskade, die die intrazelluläre Umstruktu-

rierung des Aktin-Zytoskeletts zur Folge hat und somit zur teilweisen Aufnahme 

der Bakterien in die Wirtszelle beiträgt (Abbildung 40). 

4.5  Die Infektion von humanen Endothelzellen mit 

A. baumannii führt zu einer inflammatorischen 

Wirtszellantwort 

Werden humane Zellen von Bakterien infiziert, sezernieren diese inflammatori-

schen Zytokine und Chemokine [249]. Diese Botenstoffe werden von einer Viel-

zahl von Zelltypen produziert und nehmen eine wichtige Rolle bei der Regulation 

der Zelldifferenzierung, des Zellwachstums, bei der interzellulären Kommunika-

tion oder Zellmigration ein [250]. Zu den wichtigsten pro-inflammatorischen Zyto-

kinen zählen IL-4, IL-6, IL-10, IL-11, IL-13 und TGF-β [251]. 

Bakterielle Infektionen führen häufig zu speziesspezifischen Zytokinmuster, die 

durch die betroffenen Zellen freigesetzt werden. So führt eine Infektion von 

HUVECs mit Bartonella sp. zur Induktion von TNF-α,   -6 , VEGF und HIF- α 

[139, 140, 252]. Demgegenüber zeigt Yersinia sp. eine spezifische YadA-abhän-

gige Induktion von IL-8 in Epithelzellen [155, 253]. In A. baumannii führt die In-

fektion von Epithelzellen zu einer Produktion von IL-6 und IL-8 [61]. Weiterhin ist 

bekannt, dass Membranvesikel von A. baumannii zur Ausschüttung von IL- β, 

IL-6, IL-8, MIP- α und MC -1 führen [254]. Aufgrund der Größe von Ata und der 

damit verbundenen Immundominanz auf der bakteriellen Oberfläche war davon 

auszugehen, dass auch Ata an der Induktion von inflammatorischen Zytokinen 

beteiligt ist. Aus diesem Grund wurde die Konzentration von zwölf Zytokinen und 

Chemokinen nach der Infektion von humanen Endothelzellen bestimmt (Abbil-

dung 26). 

Ata vermittelte, ähnlich wie BadA und YadA, eine zeitabhängige Induktion von  

IL-6 und IL-8 in Endothelzellen. Hierbei erfolgte die Sekretion von IL-6 zu einem 

späten Zeitpunkt (Maximum nach 14 h) der Infektion, wohingegen IL-8 sehr viel 

früher (8 h) ausgeschüttet wurde (Abbildung 27). Der genaue Mechanismus der 
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Interleukin-Induktion ist jedoch noch nicht bekannt, sodass weitere Studien dies-

bezüglich notwendig sind. Da die Induktion dieser beiden Interleukine hauptsäch-

lich über Toll-like Rezeptoren aktiviert wird [255], ist zu vermuten, dass auch Ata 

über einen vergleichbaren Mechanismus wirkt. 

Physiologisch betrachtet, ist die Ausschüttung von Interleukinen von entschei-

dender Bedeutung in der Immunantwort der Zelle gegen beispielsweise einge-

drungene pathogene Bakterien. Ein Anstieg der IL-6-Konzentration führt zur Rek-

rutierung von mononuklearen Immunzellen wie B-, T- und NK-Zellen [256]. In 

vergleichbarer Weise wirkt IL-8, das unter anderem für die Aktivierung von Im-

munzellen (neutrophilen Granulozyten) verantwortlich ist [257]. Da Ata die Induk-

tion dieser beiden Interleukine steuert, wurde weiter die Aktivierung von Immun-

zellen durch ein THP-1-Migrationsassay untersuchen (Abbildung 28). Makro-

phagen (ausdifferenzierte Monozyten) spielen neben neutrophilen Granulozyten 

eine entscheidende Rolle in der frühen Immunantwort des Wirts bei einer 

A. baumannii-Infektion [258]. THP-1-Monozyten sind dafür bekannt, nach bei-

spielsweise Toll-like Rezeptor-vermittelten Stimuli durch pathogene Bakterien 

rasch aktiviert zu werden, was wiederum zur Migration der Zellen zum Infektion-

sort führt [259]. Eine Monozyten-Aktivierung in Folge einer A. baumannii-Infektion 

wurde bereits in früheren Studien gezeigt. So konnte beobachtet werden, dass 

das LPS von A. baumannii über einen Toll-like Rezeptor 4 vermittelten Mecha-

nismus zu einer Stimulation der Immunzellen führt [260]. Interessanterweise, 

konnte auch für den trimeren Autotransporter Apa2 von Actinobacillus  

pleuropneumoniae ein Zusammenhang mit der Aktivierung von Immunzellen be-

schrieben werden. Die Kopfdomäne des Proteins führt zu einer Stimulation von 

Knochenmarks-assoziierten Neutrophilen in der Maus [261]. Zur Untersuchung 

der THP-1-Migartion wurden in der vorliegenden Arbeit HUVECs mit WT und 

Δata über einen Zeitraum von 14 h inkubiert und der Überstand der infizierten 

Zellen als Chemoattraktans zur Untersuchung der THP-1- Migration verwendet. 

Die erhöhte Migrationsrate bei WT-infizierten HUVECs lässt darauf schließen, 

dass das Vorhandensein von Ata nicht nur zu einer spezifischen IL-6- bzw. IL-8-

Induktion führt, sondern darüber hinaus auch die Aktivierung von THP-1-Zellen 

stimuliert. Es ist davon auszugehen, dass neben den durch Ata induzierten Inter-

leukinen auch andere Signalstoffe von den Endothelzellen freigegeben werden. 

Ein Indiz dafür könnten die geringfügig erhöhte Menge an MIP- α sein, die n c  
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einer vierstündigen Inkubation von HUVECs mit A. baumannii detektiert wurde 

(Abbildung 26). 

Zur Bestätigung der gewonnenen Ergebnisse zur THP-1-Aktivierung wurde ein 

in vivo Versuch unter Verwendung von G. mellonella durchgeführt. Die Larven 

besitzen eine zu den menschlichen Phagozyten vergleichbare Zellart, die Hä-

mozyten [181]. Durch den Nachweis der Hämozytenaktivierung in der Larve las-

sen sich Rückschlüsse auf die Immunantwort ziehen. Dies konnte bereits in 

früheren Studien gezeigt werden [262, 263]. Zudem eignet sich das  

G. mellonella-Infektionsmodell gut zur Untersuchung von A. baumannii-Infektio-

nen [124].  

In einem ersten Versuch wurde das Überleben von A. baumannii WT und Δata in 

der Larve von G. mellonella untersucht (Abbildung 29 A). Hierbei zeigten sich 

signifikant unterschiedliche Überlebensraten zwischen den beiden Bakterien-

stämmen. Das Überleben von WT war stets höher als von Δata. Es ist davon 

auszugehen, dass Ata einen Überlebensvorteil der Bakterien in der Larve bietet. 

Denkbar wäre eine Maskierung der Bakterien durch Ata, um die Immunantwort 

des Wirtes zu umgehen. In diesem Zusammenhang wurde auch für BadA von 

B. henselae und YadA von Y. enterocolitica beschrieben, dass diese TAAs in der 

Lage sind das Immunsystem zu umgehen bzw. eine Resistenz gegen das hu-

mane Komplementsystem und Phagozytose zu vermitteln [131, 133, 140, 151, 

152, 155, 210, 211]. 

Im Weiteren wurde die Aktivierung der Hämozyten in G. mellonella untersucht 

(Abbildung 29 B). Hierbei zeigte sich ein Anstieg der Hämozytenzahl sowohl für 

WT als auch für Δata nach 24 h, die bis 48 h annähernd konstant und stets höher 

für WT war. Erst nach 72 h war ein Rückgang der Zellzahl zu beobachten. Es 

konnte eine direkte Korrelation zwischen dem Vorhandensein von Ata und der 

Anzahl an Hämozyten in der Larve beobachtet werden. Es ist zu spekulieren, ob 

der Anstieg der Hämozytenzahl direkt durch Ata verursacht wird oder ob die po-

tenzielle Funktion von Ata als Phagozytose-inhibierendes Protein dafür verant-

wortlich ist. Physiologisch betrachtet ist die zweite Option plausibel. Zum einen 

zeigten beide Stämme eine Erhöhung der Hämozytenzahl und zum anderen war 

der Verl uf der Kurven von WT und Δata, ungeachtet dessen, dass die Einzel-

werte unterschiedlich waren, identisch. Es ist somit davon auszugehen, dass die 
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Hämozytenzahl, bedingt durch die protektive Eigenschaft von Ata, bei WT höher 

w r  ls bei Δata. Die durch die Hämozyten hervorgerufene Phagozytose wird 

durch das Fehlen von Ata beim Deletionsstamm begünstigt, wohingegen eine 

größere Anzahl von Phagozyten zur erfolgreichen Bekämpfung von WT erforder-

lich sind. Diese Hypothese wird vor allem im Hinblick auf die stark verringerte 

Vi bilit t von Δata in G. mellonella bekräftigt. 

Ata vermittelt neben der initialen Adhäsion an die extrazelluläre Matrix und Wirts-

zelle auch die teilweise Invasion der Bakterien über einen YadA-  nlic en β1-

Integrin gesteuerten Mechanismus. Nach persistierender Infektion über einen 

Zeitraum von bis zu 14 h stimuliert A. baumannii über Ata die Ausschüttung von 

IL-6 und IL-8. Zudem wird ein Anstieg von MIP- α beob c tet. Die Sekretion der 

Zytokine und Chemokine wirkt auf die Rekrutierung von humanen Immunzellen 

(THP-1 und Phagozyten). Es ist zu vermuten, dass der trimere Autotransporter 

eine Resistenz gegenüber phagozytotischen Zellen vermittelt und somit eine er-

höhte Viabilität in vivo bezweckt (Abbildung 41). 

 

Abbildung 41. Modell zur Induktion von Zytokinen bzw. Chemokinen durch A. baumannii. (1) Das Bakterium bindet 

an die humane Wirtszelle und induziert über einen Toll-like-Rezeptor-gesteuerten Mechanismus die Synthese inflamma-

torischer Zytokine und Chemokine wie IL-6, IL-8 und MIP- α. (2) Die synthetisierten Proteine werden segregiert und 

führen (3) zur Migration von Monozyten. (4) Am Ort der Infektion differenzieren die Monozyten zu Phagozyten. 

4.6 Ata wirkt inhibierend auf das humane 

Komplementsystem 

Im Zusammenhang der zuvor beschriebenen Beobachtungen konnte für 

A. baumannii eine Ata-vermittelte Serumresistenz der Bakterien gezeigt werden 
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(Abbildung 30). Das humane Komplementsystem spielt in der primären Immun-

abwehr von Pathogenen eine entscheidende Rolle. Es besteht aus einer Vielzahl 

von Proteinfaktoren, die über bestimmte Erkennungsmuster auf der Oberfläche 

der eingedrungenen Pathogenen binden. Hierdurch wird die Komplement-Kas-

kade aktiviert und führt dazu, dass die Erreger opsoniert und schließlich eliminiert 

werden [183]. In einer früheren Studie wurden diverse A. baumannii-Stämme hin-

sichtlich ihrer Serumresistenz untersucht, wobei sich sowohl serumsensible als 

auch serumresistente Stämme zeigten [198]. Durch Verwendung von Faktor-C2-

depletierten Serum konnte demonstriert werden, dass die Aktivierung des Kom-

plementsystems durch Acinetobacter über den alternativen Weg geschieht, was 

durch andere experimentelle Modelle verifiziert werden konnte [197]. Die mole-

kularen Mechanismen der Komplementresistenz sind weitestgehend unbekannt. 

Es konnte die Bindung von Faktor H an der Oberfläche der Bakterien sowie die 

Bindung von Plasminogen über das Membranprotein CipA demonstriert werden, 

was letztlich zu einer Serumresistenz führt [87, 197]. 

Für A. baumannii ATCC 19606 wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass 

der Erreger durch das Vorhandensein von Ata eine erhöhte Viabilität im humanen 

Serum aufweist. Es wurde beobachtet, dass eine Konzentration von 30 % NHS 

nur einen geringen Einfluss auf das Überleben des WT-Stammes hat. Dies ent-

spricht in etwa den Daten aus einer früheren Studie, in welcher ebenfalls das 

Überleben von A. baumannii ATCC 19606 in NHS in Abhängigkeit des Plasmi-

nogen-bindenden Proteins CipA untersucht wurde [87]. Die Autoren detektierten 

eine Überlebensrate von A. baumannii ATCC 19606 von ca. 75 % bei einer NHS-

Konzentration von 30 %, die beim CipA-defizienten Stamm auf < 1 % sank. [87] 

Auch bei Δata reduzierte sich die Viabilität bei einer NHS-Konzentration von 30 % 

auf 11,0 %. Dies lässt darauf schließen, dass Ata eine Resistenz gegenüber hu-

manem Serum bewirkt, was durch die TAA-vermittelte Serumresistenz anderer 

Spezies gestützt wird. So bewirkt beispielsweise YadA bei Yersinia sp. durch die 

Bindung von Faktor C3b eine Serumresistenz [153, 264] und UspA1 von  

M. catarrhalis bindet ähnlich wie CipA Plasminogen und vermittelt somit eine Re-

sistenz gegenüber dem humanen Komplementsystem [265]. 

Vorangegangene Studien untersuchten auch die Beteiligung der verschiedenen 

Komplement-Aktivierungswege. Es konnte gezeigt werden, dass die Bakterien 
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Faktor H auf ihrer Oberfläche binden [198]. Dieses Glykoprotein spielt als nega-

tiv-regulierender Faktor eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der alternativen 

Komplementkaskade. Weiterhin wurde die C3-Depostion und -Spaltung auf den 

verwendeten A. baumannii Isolaten untersucht, wobei C3 einen weiteren wichti-

gen Regulator bei der Aktivierung des Komplementsystems darstellt. Die Ergeb-

nisse der Studie zeigen, dass im Gegensatz zu serumsensiblen Stämmen C3 auf 

serum-resistenten Stämmen weder abgelagert noch gespalten wird [198]. Dem-

zufolge inhibieren serum-resistenten A. baumannii die Aktivierung des alternati-

ven Weges an einem primären Schritt: Entweder indem die Bakterien die C3-

Deposition auf ihrer Oberfläche verhindern oder indem sie die C3-Konvertase, 

die für die Spaltung von C3 verantwortlich ist, inhibieren [198]. Im Kontext dieser 

Erkenntnisse zur Serumresistenz von A. baumannii wurde in dieser Arbeit eben-

falls die Beteiligung des alternativen Komplementweges untersucht (Abbildung 

31). Durch die Verwendung von Mg-EGTA-behandelten und Faktor-B-depletier-

ten NHS konnte gezeigt werden, dass das Überleben von A. baumannii vom al-

ternativen Weg abhängig ist. So zeigte sich eine Reduktion des Überlebens bei-

der Bakterienstämme auf unter 1 % bei inhibiertem klassischen bzw. Lektin-Weg. 

Demgegenüber konnte eine 100%ige Überlebensrate von WT und ∆ata nach In-

aktivierung des alternativen Weges nachgewiesen werden. Die genauen Mecha-

nismen, die zur Inaktivierung des alternativen Weges führen, sind unklar. Es wäre 

denkbar, dass Ata ähnlich wie YadA C3b bindet [153, 264] und somit zur Resis-

tenz gegenüber dem humanen Komplementsystem beiträgt – hierfür sind jedoch 

weitere Untersuchungen notwendig. 

4.7  A. baumannii induziert eine Ata-abhängige Apoptose 

über die Caspasen 3 und 7 

Bakterielle Infektionen können zur Aktivierung des programmierten Zelltodes im 

Wirt führen, wodurch Bakterien beispielsweise Immunzellen des Wirts zerstören 

und sich damit das eigene Überleben im menschlichen Körper sichern [266]. 

Beim Zelltod unterscheidet man zwischen Apoptose, Nekrose, Onkose, Pyrop-

tose und Autophagie [267]. Durch die Apoptose wird die Zelle daran gehindert zu 

wachsen und sich zu teilen, was letztlich im Zelltod endet. Die Induktion der 

Apoptose kann über zwei Aktivierungsschritte verlaufen: den intrinsischen und 



4. Diskussion 142 

 

den extrinsischen Weg [268, 269]. Dabei ist die Apoptose streng reguliert und 

wird unter anderem über Cystein-Aspartam-Proteasen (Caspasen) gesteuert. 

Man unterscheidet zwischen initialen und ausführenden Caspasen [204]. Hierbei 

spielen die Caspasen 8 und 9, als initiale Caspasen, und die Caspasen 3, 6 und 

7, als ausführende Caspasen eine wichtige Rolle. Über verschiedene Schritte 

wird unter anderem durch die Aktivierung dieser Caspasen die DNA-Fragmentie-

rung initiiert, was am Ende zum Tod der Zelle führt [270, 271]. Anders als die 

Apoptose stellt die Nekrose eine eher unkontrollierte Form des Zelltodes dar, die 

beispielsweise durch eine Hypoxie und Inflammation induziert wird. Der Prozess 

wird oftmals durch eine Stimulation verschiedener pro-inflammatorischer Fakto-

ren wie   κB begünstigt. Die  ekrose endet in einer  uptur der Zellmembran 

und dem Austritt des Zellinneren in die Umgebung. 

Zur Bestimmung der Nekrose eignet sich die Aktivitätsmessung der durch die 

Zerstörung der Zellmembran freigesetzten Laktat-Dehydrogenase [272]. Im Rah-

men der vorliegenden Arbeit wurde bestimmt, inwieweit eine A. baumannii- 

Infektion zur Induktion einer Ata-abhängigen Nekrose bei Endothelzellen führt 

(Abbildung 32). Nach der Inkubation von HUVECs mit WT und Δata zeigte sich 

eine erhöhte Aktivität der freigesetzten LDH im Vergleich zur nicht-infizierten 

Kontrollprobe, was in erster Linie darauf hindeutet, dass eine A. baumannii-Infek-

tion grundlegend zur Beschädigung der Wirtszellmembran führt. Auch wenn die 

Ergebnisse nur begrenzt auf A. baumannii übertragbar sind, konnten ähnliche 

Beobachtungen auch für andere Spezies gemacht werden: So führt beispiels-

weise eine Infektion von J774 Makrophagen mit Shigella sp. zu einer Induktion 

von Nekrose [273]. Diese wird wahrscheinlich durch Shigella-Toxine verursacht 

[274, 275]. Ein Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein eines trimeren  

Autotransporters und der Induktion der Nekrose wurde bisher nicht beschrieben. 

Auch im hier durchgeführten Versuch zeigten sich keine signifikanten Unter-

sc iede  wisc en WT und Δata in der Aktivität der freigesetzten LDH. Es ist da-

von auszugehen, dass Ata keinen Einfluss auf die Induktion der Nekrose in 

HUVECs hat. 

Es sind zahlreiche bakterielle Virulenzfaktoren untersucht worden, von denen 

man weiß, dass sie an der Induktion des programmierten Zelltodes beteiligt sind. 

Beispielsweise führt d s α-Hämolysin von E. coli zur Apoptose in Immunzellen 
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[276], während die Yersinia outer proteins (Yops) von Yersinien eine Apoptose in 

Makrophagen hervorrufen [277, 278]. Für A. baumannii konnte sowohl eine 

Caspase-abhängig als auch Caspase-unabhängige Apoptoseinduktion nach In-

fektion humaner Epithelzellen demonstriert werden [200, 201, 279, 280], wobei 

nur wenig über die molekularen Mechanismen der Apoptose-induktion durch 

A. baumannii bekannt ist. Ein Zusammenhang zwischen Apoptose und trimeren 

Autotransporter Adhäsinen anderer Spezies wurde bisher nur vereinzelt beo-

bachtet. Es konnte beispielsweise nachgewiesen werden, dass das TAA Adh von 

A. pleuropneumoniae über eine olfaktorische Rezeptorkopplung zur Aktivierung 

von p38 führt und somit den programmierten Zelltod induziert [203]. In der vorlie-

genden Arbeit konnte gezeigt werden, dass A. baumannii nicht nur wie in den 

vorangegangenen Studien in Epithelzellen, sondern auch in Endothelzellen 

Apoptose induziert. Zudem wurde beobachtet, dass das Vorhandensein von Ata 

mit dem Ausmaß der induzierten Apoptose korreliert (Abbildung 33 und Abbil-

dung 34 .  ür WT und Δata(c) zeigten sich prozentuale Anteile von apoptoti-

schen Zellen von durchschnittlich 31,42 %. Im Vergleich zu einer früheren Studie 

aus dem Jahr 2012 sind die ermittelten Werte für die Anzahl apoptotischer Zellen 

geringer. In der Studie wurden Werte von 27,3 % bis 68,4 % ermittelt [280]. Je-

doch erfolgte hier die Untersuchung der Apoptoseinduktion mit anderen, klini-

schen A. baumannii-Isolaten und anderen humanen Zellen (Hep-2-Zellen), so-

dass der Unterschied der Werte darin begründet sein könnte. Um den molekula-

ren Mechanismus der A. baumannii induzierten Apoptose weiter zu untersuchen, 

wurde im weiteren Verlauf die Aktivierung der Caspasen 3 und 7 in HUVECs 

gemessen (Abbildung 35). Nach 8 h Inkubation wurde kein nennenswerter An-

stieg der Enzymaktivitäten beobachtet. Nach 16 h hingegen, also zum Zeitpunkt 

der maximalen Apoptoseinduktion, zeigte sich im Gegensatz zu Ata-Mutanten 

ein Anstieg der relativen Caspase 3/7- ign le für WT und Δata(c). Diese Ergeb-

nisse lassen vermuten, dass die Caspaseaktivierung durch A. baumannii eben-

falls Ata-abhängig ist und somit zur Induktion der Apoptose in HUVECs führt. 

Über welche Rezeptoren und Wege die Aktivierung der Caspasen letztlich indu-

ziert wird, konnte anhand der durchgeführten Untersuchungen nicht bestimmt 

werden und bedarf weiterer Untersuchungen. 
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4.8  Untersuchung der A. baumannii-modulierten 

Wirtszellantwort mittels Gesamtproteomanalyse 

Anhand der vorangegangenen Beschreibungen wird deutlich, dass die biologi-

sche Funktion von Ata nicht auf einen einzigen Mechanismus oder Signalweg 

eingegrenzt werden kann. Es ist vielmehr davon auszugehen, dass die moleku-

laren Mechanismen, welche die Modulation der Wirtszellantwort durch 

A. baumannii steuern, sehr komplex sind. Diese Komplexität lässt sich nicht 

durch Einzelversuche entschlüsseln und bedarf deshalb einer systematischen 

Proteomanalyse. In vergangenen Studien konnte durch Proteomanalysen ge-

zeigt werden, dass das Bakterium beispielsweise während verschiedenen 

Wachstumsphasen Membranvesikel sezerniert und das daran 132 verschiedene 

Proteine beteiligt sind [281]. Eine weitere Studie untersuchte die Veränderungen 

im Bakterien-Proteom während der Inkubation in einer bronchoalveolären  

Lavage, die von zuvor infizierten Ratten stammte [282]. Hierbei wurden 179 re-

gulierte Proteine, unter anderem der Virulenzfaktor OmpA, identifiziert. Proteom-

untersuchungen der Wirtszelle, während einer A. baumannii-Infektion sind jedoch 

noch nicht beschrieben. Da hierzu keine Daten bekannt sind und um die bisheri-

gen Ergebnisse zur biologischen Funktion von Ata zu bestätigen, wurde eine Ge-

samtproteomanalyse von infizierten HUVECs durchgeführt (Abbildung 37 und 

Abbildung 38).  

Die Analyse der infizierten Zellen mittels Flüssigchromatografie und Massen-

spektrometrie führte zum Nachweis von 4.956 Wirtszellproteinen, die sowohl ne-

gativ als auch positiv reguliert waren. Die  nfektion der H VECs mit ∆ata führte 

vermehrt zu einer verminderten Proteinexpression. Demgegenüber sind die iden-

tifizierten Proteine nach einer WT-Infektion gleichermaßen negativ und positiv 

reguliert. Dies lässt im ersten Schritt erkennen, dass die Signalwirkung von Ata 

in A. baumannii zu spezifischen Aktivierungsmustern in HUVECs führt. Von be-

sonderer Bedeutung sind jedoch die Ergebnisse in der Vergleichsgruppe WT vs. 

∆ata. Hier zeigten sich in der Analyse 17 Proteine, die signifikant negativ oder 

positiv reguliert waren (Abbildung 37 C und Anhang 9). Hinsichtlich ihrer biolo-

gischen Funktion konnten die Proteine in die folgenden Gruppen unterteilt wer-

den: (i) Adhäsion, (ii) Zellstrukturierung, (iii) Regulation und (iv) Stoffwechsel (Ab-

bildung 38). Der Anteil der Stoffwechsel-assoziierten Proteine war dabei am 
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höchsten, was darin zu begründen ist, dass die Wirtszelle durch die bakterielle 

Infektion in eine Stresssituation gelangt und deshalb den Zellstoffwechsel akti-

viert [283, 284]. Dieses Phänomen wird auch als acute-phase response (APR) 

bezeichnet. Der Anteil an regulierten Adhäsions-assoziierten Proteinen war am 

zweithöchsten, was einen Rückschluss auf die Interaktion von A. baumannii mit 

dem Wirt vermuten lässt. Erst in einer weiteren Analyse wurden auch verschie-

dene Stoffwechselwege identifiziert, die eindeutig auf das Vorhandensein von 

Ata bei der Infektion mit A. baumannii zurückzuführen sind. Hierzu zählen Inter-

leukin-Signalwege, unter anderem der IL-6-Signalweg. Hierfür wurde bereits an-

hand der ELISA-Versuche gezeigt, dass die Induktion von IL-6 Ata-abhängig und 

erst zu einem späten Zeitpunkt (14 h) nachweisbar war. Dieses Ergebnis konnte 

anhand der Proteomanalyse bestätigt werden. Für die anderen Interleukin-Sig-

nalwege, die im Rahmen der Proteomanalyse nachgewiesen worden, können 

kaum Referenzen herangezogen werden. So wurde beispielsweise für IL-9 ge-

zeigt, dass dieses Interleukin nach der Infektion von Mäusen mit A. baumannii 

nachweisbar war [285]. Die gewonnenen Daten zeigen auch, dass der MAPK1- 

und der MAPK3-Signalweg Ata-abhängig aktiviert wird. Beide Signalwege sind 

maßgeblich an der Zellproliferation und dem Zellwachstum beteiligt, regulieren 

aber auch den programmierten Zelltod [286]. Eine MAPK-Aktivierung durch 

A. baumannii konnte bereits in früheren Studien beschrieben werden [84, 287]. 

Es wurde gezeigt, dass OmpA in HeLa-Zellen eine MAPK-aktivierte Autophagie 

induziert [287]. Aufgrund der Tatsache, dass eine Ata-vermittelte und Caspase 

3/7-abhängige Apoptose in HUVECs gezeigt wurde, ist zu vermuten, dass die 

MAPK1/3-Aktivierung in Zusammenhang mit dem programmierten Zelltod steht 

[288]. 

4.9  Das Überleben von G. mellonella bei einer 

A. baumannii-Infektion ist Ata-abhängig 

Anhand der bisherigen Erkenntnisse zur biologischen Funktion von Ata in 

A. baumannii ist davon auszugehen, dass dieses Protein einen wichtigen Viru-

lenzfaktor mit multifunktionellen Eigenschaften darstellt. Um zu überprüfen, in-

wieweit sich das Vorhandensein des Proteins auf die Pathogenität des Bakteri-

ums auswirkt, wurden Larven der Großen Wachsmotte mit den verschiedenen 
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Bakterien-Stämmen infiziert (Abbildung 36). Es wurde beobachtet, dass das 

Überleben von G. mellonella zum einen von der initialen Bakteriendosis und der 

Zeit der Inkubation abhängig ist und zum anderen aber auch vom Vorhandensein 

von Ata. Die Bedeutung von Ata als Virulenzfaktor wurde bereits in früheren Stu-

dien gezeigt [88, 162]. Im Mausmodell wurde beobachtet, dass das Vorhanden-

sein von Ata maßgeblich zum Sterben der Versuchstiere führt. Eine Infektion mit 

WT-Bakterien führte zu einer 40%igen Mortalität der Mäuse 24 h post infectio-

nem, während das Überleben der Versuchstiere nach Infektion mit dem ata-De-

letionsstamm nicht beeinflusst war [88]. Zusammen mit den in der vorliegenden 

Arbeit gemachten in vivo-Versuchen weist dies eindeutig darauf hin, dass der 

trimere Autotransporter Ata ein entscheidender Virulenzfaktor für A. baumannii  

in vivo ist. 

4.10  Ata als multifunktionelles Protein 

Die Proteinfamilie der trimeren Autotransporter Adhäsine umfasst eine Vielzahl 

von Vertretern verschiedenster Gram-negativer Bakterien (Tabelle 3). Der wohl 

bekannteste und am besten untersuchte Vertreter ist YadA von Y. enterocolitica 

und Y. pseudotuberculosis [130, 133, 136, 137, 152, 154, 161, 211, 219, 264, 

289]. Weitere Beispiele für trimere Autotransporter sind Cha von Haemopilus sp., 

NadA von N. meningitidis, BadA von B. henselae oder UspA1/2 von M. ctarrhalis 

[37, 134, 141, 146–148]. 

Alle Vertreter der trimeren Autotransporter Adhäsine teilen eine gemeinsame Ei-

genschaft: Sie befähigen die Bakterien zur Adhäsion an abiotische und biotische 

Oberflächen [133, 146, 147, 219, 220]. Zudem weisen die einzelnen TAAs spe-

zifische Funktionen auf. Sie wirken beispielsweise an der Invasion der Bakterien 

in die humane Wirtszelle [221, 289], stimulieren die Immunantwort [155], vermit-

teln eine Resistenz gegenüber dem humanen Komplementsystem [264], regulie-

ren angiogene Prozesse [290] oder induzieren die Apoptose in der infizierten 

Wirtszelle [202, 277]. Die TAAs können als multifunktionelle Proteine beschrie-

ben werden. 

Auch Ata, das trimere Autotransporter Adhäsin von A. baumannii reiht sich in die 

zuvor gemachte Auflistung der TAAs als multifunktionelles Protein ein. Anhand 
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der hier durchgeführten gain and loss of function Experimente konnte gezeigt 

werden, dass Ata verschiedene Funktionen während der Infektion des menschli-

chen Körpers wahrnimmt: (1) Ata vermittelt die Adhäsion an abiotische (Kollagen, 

Fibronektin, VCAM-1, ICAM-1) und biotische Faktoren (humane Epithel- und En-

dothelzellen). (2) Ata ist an der Invasion von A. baumannii in humane Epithel- 

und Endothelzellen beteiligt. (3) Ata stimuliert die Induktion von IL-6 und IL-8 in 

humanen Endothelzellen (HUVECs). (4) Ata begünstigt das Überleben in huma-

nem Serum, indem es mutmaßlich die Aktivierung des alternativen Komplement-

weges inhibiert. (5) Ata trägt maßgeblich zur Induktion der Apoptose in humanen 

Endothelzellen (HUVECs) bei, wobei es die Aktivität der beiden Caspasen 3 und 

7 positiv beeinflusst. (6) Die Deletion von Ata führt zu einer reduzierten Virulenz 

in vivo. Es ist wichtig anzumerken, dass alle beschriebenen Effekt zumindest teil-

weise auf den Adhäsionsverlust des Ata-Deletionsstammes zurückzuführen sind. 

Aufgrund der Vielzahl an biologischen Funktionen der einzelnen TAAs kann da-

von ausgegangen werden, dass auch für Ata in A baumannii zukünftig weitere 

charakteristische Beobachtungen gemacht werden. 
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Anhang 

Anhang 1. Liste der Proteine zur Proteomanalyse WT versus unifiziert. 

Bezeichnung p-Wert (< 0,05) x-fache Induktion  ≤ -3, ≥ 3  

VCAM1 0,000058 34,7 

MYL6B 0,004500 32,3 

SELE 0,005603 14,2 

ANGPTL4 0,000013 10,8 

PTGS2 0,000065 10,0 

DAP 0,023331 9,6 

HERC2 0,035906 9,5 

TMCO1 0,008143 9,1 

SPNS1 0,000233 9,1 

MGP 0,010646 8,5 

COL3A1 0,008981 8,4 

CXCL8 0,000157 8,1 

DNAJB9 0,000391 7,1 

TMEM243 0,000851 7,0 

FAM162A 0,025698 6,8 

ZNF148 0,041693 6,4 

ICAM1 0,000032 6,4 

EFEMP1 0,000004 6,2 

TNFSF4 0,005971 6,1 

NFIL3 0,000452 6,0 

HSD17B12 0,028872 5,9 

ITPRIP 0,008066 5,8 

TMEM87A 0,017426 5,8 

INSR 0,009606 5,7 

ELF2 0,006129 5,2 

LTBP4 0,001745 4,8 

KLHDC4 0,000635 4,8 

ZNF395 0,018477 4,4 

PIGS 0,032061 4,4 

TRIM4 0,007147 4,3 

TCOF1 0,025057 4,3 

NUP93 0,019453 4,1 

LOXHD1 0,000143 4,1 

PRC1 0,010465 4,1 

ANXA6 0,038314 4,0 

CD47 0,046050 3,9 

SAMHD1 0,001580 3,9 



Anhang 149 

 

Bezeichnung p-Wert (< 0,05) x-fache Induktion  ≤ -3, ≥ 3  

SUDS3 0,024124 3,9 

UCK2 0,010508 3,8 

LTBP1 0,000130 3,7 

SNUPN 0,007054 3,7 

PATZ1 0,000431 3,7 

RDH13 0,029463 3,6 

EEFSEC 0,045476 3,5 

MASTL 0,039217 3,4 

CEBPD 0,012562 3,3 

KDM4A 0,000001 3,3 

BRI3BP 0,026403 3,3 

WRNIP1 0,003138 3,2 

ECT2 0,015752 3,2 

LRRC8D 0,000144 3,2 

COL4A2 0,000555 3,1 

RNF126 0,000278 3,0 

NPAT 0,035703 3,0 

HGH1 0,000154 3,0 

BTF3 0,025958 -3,0 

NFATC2 0,001527 -3,0 

RNF181 0,020533 -3,1 

MLLT11 0,009293 -3,1 

MORF4L1 0,013959 -3,1 

TRMT112 0,034595 -3,1 

AIM1 0,000815 -3,1 

DENND4A 0,003204 -3,1 

AEBP1 0,015657 -3,2 

FAM114A1 0,000132 -3,2 

CYR61 0,002013 -3,2 

KIAA0101 0,000421 -3,2 

PCDH1 0,020224 -3,3 

CCDC130 0,003570 -3,3 

GPX4 0,004478 -3,4 

ADAMTS4 0,035685 -3,4 

NDFIP1 0,022053 -3,4 

ALKBH7 0,005818 -3,5 

NMT2 0,053547 -3,5 

ATF6 0,018362 -3,6 

RWDD1 0,020167 -3,7 

DKK3 0,009133 -3,7 

OSBPL10 0,023927 -3,7 

CLU 0,001014 -3,7 
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Bezeichnung p-Wert (< 0,05) x-fache Induktion  ≤ -3, ≥ 3  

NEU1 0,019742 -3,7 

LRP10 0,020316 -3,7 

CCDC25 0,024030 -3,7 

NID2 0,049324 -3,8 

NARS 0,035290 -3,8 

SPARC 0,000118 -3,8 

NID1 0,012788 -3,8 

RIN2 0,038077 -3,8 

WIPF2 0,002137 -3,8 

MMP2 0,000588 -3,8 

GKAP1 0,000463 -3,8 

HSPG2 0,000003 -3,9 

SH3BP4 0,013788 -4,0 

TP53I3 0,015580 -4,0 

CDC42EP3 0,000914 -4,0 

SAMD9 0,006990 -4,0 

SH3TC1 0,020482 -4,1 

MMP24OS 0,000211 -4,1 

GATA3 0,006079 -4,1 

TDRKH 0,018567 -4,1 

HOXA5 0,028572 -4,1 

C20orf27 0,008260 -4,1 

VASH1 0,017175 -4,2 

ERAL1 0,025136 -4,2 

USP11 0,042318 -4,2 

SIRT5 0,000166 -4,3 

ZFAND5 0,000301 -4,4 

APLP2 0,001736 -4,4 

CDKN1A 0,000022 -4,4 

TPM3 0,047191 -4,4 

LAMB2 0,000121 -4,6 

TACC2 0,000835 -4,6 

ARHGEF18 0,042923 -4,6 

VPS37B 0,000406 -4,8 

ZNF346 0,043254 -4,8 

KIT 0,000163 -4,8 

FAM32A 0,013567 -4,9 

SCN5A 0,023893 -4,9 

FABP4 0,002825 -4,9 

CDC42EP5 0,001146 -5,1 

KDR 0,000004 -5,1 

ATF6B 0,002137 -5,2 
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Bezeichnung p-Wert (< 0,05) x-fache Induktion  ≤ -3, ≥ 3  

AVEN 0,011896 -5,2 

BAD 0,016138 -5,2 

APP 0,000007 -5,2 

SRPX 0,053467 -5,2 

PTGES3 0,001541 -5,3 

CD109 0,000476 -5,5 

LSM7 0,016703 -5,5 

PDCD1LG2 0,005023 -5,6 

TFPI2 0,005440 -5,6 

SUSD1 0,000906 -5,7 

ARMC10 0,052006 -5,8 

SH3BP5 0,050853 -5,8 

UBXN7 0,007545 -5,9 

TIE1 0,001401 -6,0 

CST3 0,000832 -6,0 

FASTKD5 0,024866 -6,1 

IGFBP4 0,000058 -6,2 

ACVRL1 0,000135 -6,6 

HECTD3 0,019629 -6,6 

AFF4 0,003315 -6,6 

HLA-C 0,034421 -6,6 

CTGF 0,004862 -6,7 

MED26 0,000045 -6,7 

RNASE1 0,001521 -7,0 

PFKL 0,002604 -7,0 

PLCB3 0,020388 -7,0 

SH2D3C 0,006351 -7,2 

IGFBP2 0,000029 -7,3 

GPR116 0,014633 -7,3 

SOX7 0,007300 -7,5 

NAP1L1 0,038867 -7,5 

SNRPN 0,042203 -7,6 

IGFBP7 0,000040 -7,6 

EEF2K 0,000389 -7,8 

RABAC1 0,018788 -7,9 

PPP6R2 0,000970 -8,3 

NCK2 0,007378 -8,4 

HIST1H2BC 0,000841 -8,6 

ANP32B 0,034442 -8,6 

SRGN 0,000201 -8,7 

OXLD1 0,012204 -9,1 

JAK1 0,012693 -9,5 
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Bezeichnung p-Wert (<0,05) x-fache Induktion  ≤ -3, ≥ 3  

ARAP3 0,000507 -9,6 

HMGCS1 0,000302 -9,8 

TSC2 0,004833 -10,1 

HMGCR 0,004485 -10,3 

C15orf40 0,008790 -10,9 

FYTTD1 0,000150 -11,2 

SNX18 0,000223 -13,7 

HLA-C 0,000607 -14,5 

MDK 0,000002 -14,9 

MRFAP1 0,000096 -15,2 

ROBO4 0,000004 -16,2 

CCDC88C 0,021441 -16,7 

SOX18 0,006265 -18,4 

SGCB 0,000166 -20,6 

PPP1R13B 0,000042 -21,4 

CHST14 0,000018 -26,4 

BGN 0,000044 -51,9 

UBL5 0,000203 -60,4 

 

Anhang 2: Liste der Proteine z      t           Δata versus uninfiziert. 

Bezeichnung p-Wert (<0,05) x-fache Induktion  ≤ -3, ≥ 3  

VCAM1 0,000004 39,8 

MYL6B 0,001371 28,7 

SELE 0,001227 15,7 

ANGPTL4 0,000027 12,3 

DAP 0,018720 11,5 

MGP 0,010045 9,2 

PTGS2 0,000132 8,6 

COL3A1 0,015124 8,5 

BCL2L13 0,004200 6,7 

ICAM1 0,000032 6,0 

ANO10 0,025910 5,8 

CXCL8 0,000013 5,8 

NFIL3 0,000275 5,4 

EFEMP1 0,000015 5,3 

NACC2 0,025299 5,2 

LOXHD1 0,000051 5,0 

SDHAF4 0,017180 4,9 

SLC2A1 0,039201 4,9 

BNIP3 0,007457 4,5 

PRC1 0,010946 4,4 
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Bezeichnung p-Wert (<0,05) x-fache Induktion  ≤ -3, ≥ 3  

SPNS1 0,038398 4,4 

DHCR7 0,036713 3,7 

UCK2 0,035767 3,7 

DNAJB9 0,003610 3,6 

SGOL2 0,016663 3,6 

ITPRIP 0,039739 3,5 

LTBP1 0,000123 3,5 

GTSE1 0,025466 3,5 

C11orf30 0,023811 3,4 

ATN1 0,040860 3,3 

CEBPD 0,012982 3,2 

STIL 0,007169 3,2 

KLHDC4 0,010087 3,0 

COL4A2 0,007455 3,0 

KDM4A 0,000060 3,0 

LRP10 0,012747 -3,0 

MAP3K11 0,044937 -3,0 

GKAP1 0,000772 -3,0 

IST1 0,043453 -3,0 

WIPF2 0,003319 -3,0 

PCDH1 0,047314 -3,0 

MORF4L2 0,000005 -3,1 

ATF6B 0,017648 -3,1 

AIM1 0,002849 -3,1 

TDRKH 0,019979 -3,1 

ZMYM3 0,043121 -3,1 

FRMD4A 0,028121 -3,1 

NFATC2 0,006218 -3,2 

FAM60A 0,002291 -3,2 

KIAA0101 0,000614 -3,2 

RIN2 0,015335 -3,2 

CDKN1A 0,005407 -3,2 

LRP11 0,000757 -3,2 

GAB1 0,007925 -3,3 

NPDC1 0,000028 -3,3 

VAC14 0,035259 -3,4 

MMP24OS 0,000243 -3,5 

SUSD1 0,017582 -3,5 

CD109 0,009892 -3,6 

MMP14 0,032715 -3,6 

C11orf31 0,033329 -3,6 

MTRF1 0,017788 -3,7 
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Bezeichnung p-Wert (<0,05) x-fache Induktion  ≤ -3, ≥ 3  

ZFAND5 0,000440 -3,7 

TNFRSF10C 0,000116 -3,7 

LIMCH1 0,051469 -3,8 

PFKL 0,052526 -3,8 

VPS37B 0,020711 -3,8 

SPARC 0,000247 -3,8 

CCDC25 0,016832 -3,9 

RWDD1 0,025692 -3,9 

FABP4 0,018138 -3,9 

MVB12A 0,049197 -4,0 

PHC2 0,001398 -4,0 

MED26 0,039036 -4,1 

CYR61 0,000084 -4,1 

LAMB2 0,000109 -4,1 

HSPG2 0,000010 -4,1 

CLU 0,001492 -4,1 

PLAT 0,019069 -4,2 

TMEM9 0,032673 -4,2 

CDC42EP3 0,000234 -4,2 

MLLT11 0,002876 -4,2 

SH2D3C 0,013839 -4,3 

GATA3 0,004716 -4,4 

NID2 0,021660 -4,5 

POLR2B 0,029123 -4,6 

N4BP3 0,048699 -4,7 

TIE1 0,000854 -4,7 

VASH1 0,029553 -4,8 

GRWD1 0,043363 -4,8 

UBXN7 0,026612 -4,9 

GLIPR1 0,049671 -4,9 

NID1 0,004840 -4,9 

SOX7 0,036280 -4,9 

SH3TC1 0,017509 -4,9 

RNF187 0,002597 -5,3 

KIT 0,002045 -5,3 

FRMD6 0,025769 -5,3 

CST3 0,000002 -5,3 

RABAC1 0,048413 -5,3 

ATF6 0,003462 -5,3 

PDCD1LG2 0,012963 -5,3 

HLA-E 0,038950 -5,3 

GBF1 0,014583 -5,4 
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Bezeichnung p-Wert (<0,05) x-fache Induktion  ≤ -3, ≥ 3  

CCNL2 0,025459 -5,5 

FAM32A 0,006986 -5,6 

SRPX 0,054058 -5,7 

APLP2 0,000052 -5,7 

IGFBP4 0,000546 -5,8 

CCPG1 0,002873 -5,8 

OXLD1 0,007440 -6,3 

MMP2 0,001571 -6,3 

FYTTD1 0,002309 -6,4 

AFF4 0,003213 -6,4 

DKK3 0,003985 -6,6 

GPR116 0,023373 -6,6 

ARAP3 0,005817 -6,7 

APP 0,000004 -7,3 

MEA1 0,036632 -7,4 

SNX18 0,042567 -7,5 

DKFZp781M17165 0,040038 -7,6 

CTGF 0,013437 -8,0 

RNASE1 0,000921 -8,3 

ACVRL1 0,000034 -8,5 

IGFBP2 0,008119 -8,6 

MRFAP1 0,001586 -8,9 

PLCB3 0,031604 -9,1 

IGFBP7 0,001593 -9,2 

KDR 0,002441 -9,4 

HMGCR 0,017371 -9,5 

ARMC10 0,002897 -9,5 

SOX18 0,021009 -10,0 

MDK 0,000003 -10,3 

EEF2K 0,000224 -10,5 

HLA-C 0,000078 -10,6 

HIST1H2BC 0,004475 -10,9 

SRGN 0,000388 -11,3 

CHST14 0,006770 -11,4 

HMGCS1 0,000000 -14,5 

ROBO4 0,000001 -15,8 

SGCB 0,000102 -15,8 

PPP1R13B 0,001474 -19,0 

AIF1L 0,000093 -19,1 

TSC2 0,000168 -20,1 

UBL5 0,000018 -69,3 

BGN 0,000072 -78,8 
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Anhang 3. Liste der Proteine z      t                     Δata. 

Bezeichnung p-Wert (<0,05) x-fache Induktion  ≤ -3, ≥ 3  

CCDC88C 0,043 9,2 

BRD8 0,015 7,0 

JAK1 0,026 5,7 

MRPL3 0,042 5,3 

UGP2 0,045 4,1 

C20orf27 0,005 4,1 

SIRT5 0,005 4,1 

PTGES3 0,017 4,0 

RSRC1 0,054 3,2 

USP28 0,040 -3,0 

TMEM243 0,050 -3,2 

RICTOR 0,043 -3,5 

ALDH4A1 0,008 -3,6 

HMGCL 0,054 -4,2 

AGA 0,048 -4,3 

LTBP4 0,006 -4,5 

AIF1L 0,002 -12,2 
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Anhang 4. Übersicht der aktivierten Stoffwechsel- und Signalwege in WT infizierten HUVECs.  Die Untersuchung der durch die Infektion mit A. baumannii WT aktivierten Stoffwechsel- und Signalwege 

in HUVECs erfolgte unter Verwendung der Analyse-Software Reactome (https://reactome.org/). Hierzu wurden die reduzierten Daten der Proteomanalyse unter Berücksichtigung der entsprechenden 

positiven bzw. negativen Regulation für die Auswertung verwendet. Die Farbskala an der rechten Seite und die Färbung der einzelnen Stoffwechsel- bzw. Signalwege dient als Indikator der Signifikanz. 

Hierbei sind nicht signifikante Wege grün und stark signifikante Weg rot gekennzeichnet. 

 

https://reactome.org/
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Anhang 5. Proteinübersicht der Stoffwechsel- und Signalwege in WT infizierten HUVECs.

 

Stoffwechsel- bzw. Signalweg detektierte Proteine 

Interferon α/β-Signalweg HLA-C SAMHD1 JAK1 
                

Antigen-Präsentation über MHC I und Antigen -Cross Präsentation HLA-C 
                  

Interferon γ-Signalweg HLA-C VCAM1 ICAM1 JAK1 
               

Interleukin-4/Interleukin-13 Signalweg CDKN1A MMP2 VCAM1 JAK1 CEBPD GATA3 PTGS2 ICAM1 CXCL8 
          

Interferon-Signalweg HLA-C SAMHD1 VCAM1 NUP93 ICAM1 JAK1 
             

Extrazelluläre Matrix Organisation KDR VCAM1 LAMB2 MMP2 COL4A2 APP EFEMP1 ADAMTS4 LRP10 BGN LTBP4 CD47 SPARC COL3A1 NID2 NID1 LTBP1 HSPG2 ICAM1 

Zytokine-Signalweg CDKN1A MMP2 HLA-C SAMHD1 VCAM1 APP TNFSF4 JAK1 CEBPD GATA3 NUP93 PTGS2 ICAM1 CXCL8 
     

ECM-Proteoglykane BGN LAMB2 COL4A2 APP SPARC COL3A1 HSPG2 LRP10 
           

Regulation des Insulin-like Growth Factor (IGF) IGFBP7 IGFBP4 APLP2 LAMB2 MMP2 IGFBP2 APP CYR61 LTBP1 CST3 
         

Laminin Interaktion LAMB2 COL4A2 NID2 NID1 HSPG2 
              

Immunoregulation zw. Lymphoid- und nicht-Lymphoid-Zellen HLA-C VCAM1 COL3A1 ICAM1 
               

Posttranslationale Proteinphosphorylation IGFBP7 IGFBP4 APLP2 LAMB2 APP CYR61 LTBP1 CST3 
           

Transkriptionale Aktivierung des Zellzyklusinhibitors p21 CDKN1A 
                  

Interleukin-10 Signalweg PTGS2 ICAM1 CXCL8 JAK1 
               

Integrin-Zelloberflächen-Interaktion KDR CD47 VCAM1 COL4A2 COL3A1 HSPG2 ICAM1 
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Anhang 6.Übersicht der aktivierten Stoffwechsel-     S     w       Δata infizierten HUVECs. Die Untersuchung der durch die Infektion mit A. baumannii Δata aktivierten Stoffwechsel- und Signal-

wege in HUVECs erfolgte unter Verwendung der Analyse-Software Reactome (https://reactome.org/). Hierzu wurden die reduzierten Daten der Proteomanalyse unter Berücksichtigung der entsprechenden 

positiven bzw. negativen Regulation für die Auswertung verwendet. Die Farbskala an der rechten Seite und die Färbung der einzelnen Stoffwechsel- bzw. Signalwege dient als Indikator der Signifikanz. 

Hierbei sind nicht signifikante Wege grün und stark signifikante Weg rot gekennzeichnet. 

 

 

https://reactome.org/
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Anhang 7. Proteinübersicht der Stoffwechsel-     S     w       Δata infizierten HUVECs.

 

Stoffwechsel- bzw. Signalweg detektierte Proteine 

Antigen-Präsentation über MHC I und Antigen -Cross Präsentation HLA-C HLA-E                                 

  
Interferon γ-Signalweg HLA-C HLA-E VCAM1 ICAM1                             

  
Interferon α/β-Signalweg HLA-C HLA-E                                 

  
Interleukin-4/Interleukin-13 Signalweg MMP2 CDKN1A VCAM1 CEBPD GATA3 PTGS2 CXCL8 ICAM1                     

  
Immunoregulation zw. Lymphoid- und nicht-Lymphoid-Zellen HLA-C VCAM1 NPDC1 COL3A1 HLA-E ICAM1                         

  
Interferon-Signalweg HLA-C HLA-E VCAM1 ICAM1                             

  
Extrazelluläre Matrix Organisation KDR VCAM1 MMP2 LAMB2 COL4A2 APP EFEMP1 LRP10 BGN SLC2A1 SPARC MMP14 COL3A1 NID2 NID1 LTBP1 HSPG2 ICAM1 

  
Regulation des Insulin-like Growth Factor (IGF) IGFBP7 IGFBP4 APLP2 MMP2 LAMB2 IGFBP2 APP SPARC CYR61 LTBP1 CST3               

  
ECM-Proteoglykane BGN LAMB2 COL4A2 APP SPARC COL3A1 HSPG2 LRP10                     

  
Zytokine-Signalweg MMP2 CDKN1A HLA-C HLA-E VCAM1 APP CEBPD GATA3 PTGS2 CXCL8 ICAM1               

  
Posttranslationale Proteinphosphorylation IGFBP7 IGFBP4 APLP2 LAMB2 APP SPARC CYR61 LTBP1 CST3                   

  
Laminin Interaktion LAMB2 COL4A2 NID2 NID1 HSPG2                           

  
Transkriptionale Aktivierung des Zellzyklusinhibitors p21 CDKN1A                                   

  
PPARA aktivierte Genexpression HMGCR ANGPTL4 HMGCS1 GLIPR1 MED26                           

  
Regulation des Lipidstoffwechsels durch Peroxisomeproliferation HMGCR ANGPTL4 HMGCS1 GLIPR1 MED26                           
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Anhang 8.Übersicht der aktivierten Stoffwechsel-     S     w           z   t    U               c            Δata. Die Untersuchung der durch die Infektion mit A. baumannii aktivierten 

Stoffwechsel- und Signalwege in HUVECs erfolgte unter Verwendung der Analyse-Software Reactome (https://reactome.org/). Hierzu wurden die reduzierten Daten der Proteomanalyse unter Berücksich-

tigung der entsprechenden positiven bzw. negativen Regulation für die Auswertung verwendet. Die Farbskala an der rechten Seite und die Färbung der einzelnen Stoffwechsel- bzw. Signalwege dient als 

Indikator der Signifikanz. Hierbei sind nicht signifikante Wege grün und stark signifikante Weg rot gekennzeichnet. 

 

https://reactome.org/
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Anhang 9. Übersicht der Proteine von aktivierten Stoffwechsel- bzw. Signalwegen in infizierten HUVECs: Ver-

gleich zw  c           Δata. 

.

detektierte Proteine Stoffwechsel- bzw. Signalweg 

ALDH4A1 Prolin-Katabolismus 

CCDC88C Negative Regulation des TCF-abhängigen DVL-Signalweges 

HMGCL Keton-Körper Metabolismus 

 Synthese von Keton-Körpern 

JAK1 Interleukin-2 Signalweg 

 Interleukin-6 Signalweg 

 Interleukin-9 Signalweg 

 Interleukin-15 Signalweg 

 Interleukin-21 Signalweg 

 Interleukin-27 Signalweg 

 Interleukin-39 Signalweg 

 MAPK1 (ERK1) Aktivierung 

 MAPK1 (ERK2) Aktivierung 

 Regulation des IFNG-Signalweges 

PTGES3 Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor Signalweg 

 Attenuationsphase 

 HSF1 Aktivierung 

 Synthese von Prostaglandin (PG) und Thromboxan (TX) 

UGP2 Bildung des aktiven Cofaktors UDP-Glucuronat 

 Glykogensynthese 
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