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1 Einleitung 

1.1 Spontan bakterielle Peritonitis 

Der Begriff spontan bakterielle Peritonitis (SBP) wurde erstmals durch Harold O. 

Conn im Jahre 1964 geprägt, als er die Aufmerksamkeit auf dieses zwar bekannte, 

aber bis dahin wenig beachtete Krankheitsbild lenkte. Die SBP ist definiert als eine 

Infektion der Aszitesflüssigkeit ohne erkennbare Ursache, wie zum Beispiel einer 

Perforation im Gastrointestinaltrakt, Appendizitis, Divertikulitis oder Cholezystitis. Die 

SBP stellt eine häufige und schwerwiegende Komplikation der Leberzirrhose dar [1]. 

Unter dem Begriff SBP werden drei verschiedene Arten einer Infektion der Aszites-

flüssigkeit zusammengefasst: Die klassische SBP, der kultur-negative neutrozytische 

Aszites (CNNA) und der monomikrobielle Bakteraszites. Zusätzlich kann z.B. nach 

Perforationen ein polymikrobieller Bakteraszites entstehen. Eine weitere Variante der 

Aszites-Infektion ist die sekundäre Peritonitis, bei der eine intraperitoneale und ope-

rativ behandelbare Ursache der Infektion vorliegen muss [2]. Im Peritoneum finden 

sich zahlreiche Makrophagen als Teil des angeborenen Immunsystems. Zur Abwehr 

von Bakterien sind außerdem Komplementfaktoren, Mastzellen und einwandernde 

neutrophile Granulozyten wichtig. Das Peritoneum sezerniert und reabsorbiert die 

Peritonealflüssigkeit. Unter physiologischen Bedingungen umfasst diese nur 50 –

 70 ml, doch wenn das Gleichgewicht aus Produktion und Wiederaufnahme gestört 

ist, entwickelt sich ein Aszites [3]. Ein Aszites deutet immer auf eine schwere Erkran-

kung hin und muss stets diagnostisch abgeklärt werden. Häufigste Ursache ist eine 

Lebererkrankung, wie Zirrhose oder das Budd-Chiari-Syndrom, doch oft finden sich 

auch ein maligner Prozess an der Leber oder Metastasen im Peritoneum und eine 

kardiale Ursache muss ebenso ausgeschlossen werden [4]. Bei therapierefraktärem 

Aszites muss immer an eine SBP gedacht werden. 

1.1.1 Epidemiologie 

Die spontan bakterielle Peritonitis macht 1 % der Peritonitis-Fälle bei Erwachsenen 

aus [5], doch bei Patient*innen mit Leberzirrhose und Aszites im Krankenhaus, die 

keine antibiotische Prophylaxe erhalten haben, stellt sie die häufigste bakterielle In-

fektion dar, noch vor Harnwegsinfekten und Pneumonien [6,7]. Heute liegt die Prä-

valenz der SBP bei 10 – 30 % unter Patient*innen mit Leberzirrhose und Aszites 

[8,9]. Auch die Inzidenz der SBP ist recht hoch. So entwickeln 7 – 30 % aller As-

zitespatient*innen innerhalb eines Jahres eine SBP [10]. Dabei wird das Auftreten 

einer SBP wesentlich durch verschiedene Risikofaktoren beeinflusst, denn ihre Inzi-
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denz liegt bei 14 – 23 %, wenn das Gesamtprotein in der Aszitesflüssigkeit < 1,5 g/dl 

beträgt, bei einem höheren Eiweißgehalt sinkt sie dagegen auf unter 3 % [11–13]. 

Früher wurde die Mortalität einer SBP mit über 90 % angegeben, doch heute ist die 

Krankenhausmortalität dank besserer Diagnose- und Therapiemaßnahmen auf 10 –

 50 % je nach Risikofaktoren gesunken. Trotzdem beträgt die Ein-Jahres-Mortalität 

nach stattgehabter SBP noch 31 – 93 %. Grund dafür ist vor allem das fortgeschrit-

tene Stadium der Lebererkrankung bei Patient*innen mit SBP und die damit einher-

gehenden Komplikationen. Ein großes Problem, auch nach überstandener SBP, ist 

die hohe Rezidivrate ohne Prophylaxe von bis zu 68 % im ersten Jahr, wobei die 

Mortalität bei der zweiten Episode einer SBP 31 % beträgt [4,13–15].  

1.1.2 Klinik 

Die SBP verläuft bei 10 – 33 % der Patient*innen asymptomatisch, deshalb muss sie 

bei Risikopatient*innen immer als mögliche Differentialdiagnose in Betracht gezogen 

und die Indikation zur abklärenden Diagnostik frühzeitig gestellt werden [16]. Typi-

sche Symptome umfassen sowohl lokale Peritonitis-Zeichen wie abdominelle 

Schmerzen und Abwehrspannung, Erbrechen, Diarrhoe oder Ileus, als auch systemi-

sche Entzündungszeichen wie Hypo- oder Hyperthermie, Schüttelfrost, Leukozytose, 

Tachykardie und Tachypnoe, aber zusätzlich auch Schock, gastrointestinale Blutun-

gen und Nierenversagen. Zunehmende Verwirrtheit der Patient*innen, verminderte 

Urinmenge und Hypotonie können ebenfalls auf eine SBP hindeuten [10,16]. Beson-

ders verdächtig für eine SBP ist eine plötzliche und unerklärliche Verschlechterung 

des Allgemeinzustandes, der Leberfunktion oder einer hepatischen Enzephalopathie 

bzw. deren Neuauftreten sowie ein therapierefraktärer Aszites [10,17]. Striebel weist 

deshalb darauf hin, dass auch nur geringfügig erhöhte Entzündungsparameter und 

subfebrile Temperaturen bei der SBP vorliegen können [5]. Eine weitere Schwierig-

keit liegt in der großen Varianz der Klinik bei der abdominellen Untersuchung. 50 % 

der Patient*innen haben außer dem Aszites keinen abdominellen Befund; bei ande-

ren Patienten variieren die Beschwerden von geringer Druckempfindlichkeit über 

Loslass-Schmerz bis hin zu starker Abwehrspannung und können somit das klinische 

Bild eines akuten Abdomens bieten [16].  

1.1.3 Diagnostik 

Als Diagnosemittel der Wahl hat sich die Aszitespunktion mit anschließender Analyse 

der gewonnenen Aszitesflüssigkeit durchgesetzt. Eine Gesamtzellzahl >500 /µl im 
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Aszites deutet auf eine SBP bzw. auf eine sekundäre Peritonitis hin. Der Goldstan-

dard zur Diagnostik einer SBP ist die Zelldifferenzierung mit Zählung der neutrophi-

len Granulozyten, wobei der heute anerkannte Grenzwert bei 250 neutrophilen Gra-

nulozyten pro Kubikmillimeter liegt [6,12,13]. Zur Vervollständigung der Diagnostik 

wird außerdem eine Kultur der Aszitesflüssigkeit angelegt (vgl. Tabelle 1) [10]. Ein 

positiver Erregernachweis in der Kultur der Aszitesflüssigkeit ist für die Diagnosestel-

lung einer SBP nicht erforderlich. Zur Diagnostik einer SBP nicht empfohlen sind da-

gegen Leukozytenesterase-Teststreifen, da ihre Sensitivität nicht ausreichend ist so-

wie die PCR auf bakterielle DNA, da noch keine eindeutige Datenlage zu dieser Me-

thode vorliegt [13]. 

Tabelle 1: Tabellarische Darstellung der Diagnosekriterien der verschiedenen Arten der Aszitesinfek-

tionen. Unter dem Begriff SBP werden dabei die drei Unterformen SBP, CNNA und monomikrobieller 

Bakteraszites zusammengefasst. Zudem werden polymikrobieller Bakteraszites und sekundäre Peri-

tonitis unterschieden. 

 

1.1.4 Therapie 

Eine empirische antibiotische Therapie der SBP sollte unmittelbar nach Diagnose-

stellung auch ohne vorliegende Kulturergebnisse begonnen werden. Bei ambulanten 

Patient*innen sind meist Gram-negative Erreger die Ursache einer SBP, während bei 

hospitalisierten Patient*innen auch resistente Gram-positive Keime in die Therapie-

kalkulation einbezogen werden müssen [4,18]. Häufige Gram-negative Infektionser-

reger sind typische Darmbakterien, wie Escherichia coli (E. coli) und Klebsiella 

pneumoniae (K. pneumoniae). Enterokokken und Streptokokken sind wichtige Ver-

treter der Gram-positiven Infektionserreger [5]. Als Mittel der Wahl werden deshalb 

für eine ambulant erworbene, erste Episode einer SBP Cephalosporine der Gruppe 

3a empfohlen, da sie relativ sicher und gut verträglich sind, ein breites Bakterien-
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spektrum abdecken und ihre Effektivität in zahlreichen randomisierten Studien bestä-

tigt wurde [2,15]. Allerdings ist zu beachten, dass auch bei ambulanten Patient*innen 

die Resistenz gegen Cephalosporine bereits bei 7,1 % liegt [19]. Dabei ist Cefotaxim 

das am besten untersuchte Cephalosporin der Gruppe 3a und hat sich deshalb als 

Standardtherapie durchgesetzt [20]. Fluorchinolone haben eine ebenso gute As-

zitespenetration wie Cephalosporine. So besitzt beispielsweise Levofloxacin bei 

E. coli und Koagulase-negativen Staphylokokken die gleiche Erregerabdeckung wie 

Cefotaxim, wenn die Patient*innen zuvor keine Prophylaxe mit Fluorchinolonen er-

halten haben [2]. Allerdings wird eine empirische Therapie mit Fluorchinolonen nicht 

mehr empfohlen, da zunehmende Resistenzen unter den Enterobakterien vorliegen 

[13]. Zudem sollten in Gebieten mit hohen Resistenzraten der Bakterien auch für ei-

ne ambulant erworbene SBP Piperacillin/Tazobactam oder Carbapeneme eingesetzt 

werden [20]. In 1 – 10 % der SBP tritt eine Infektion durch Anaerobier auf. In diesem 

Fall ist eine zusätzliche Gabe von Metronidazol sinnvoll [9]. Bei Patient*innen mit no-

sokomialer oder komplizierter SBP (diese wird definiert durch das Vorliegen von 

Schock, Ileus, gastrointestinaler Blutung, schwerer Enzephalopathie oder erhöhtem 

Serumkreatinin [13,21]) ist besonders nach antibiotischer Vortherapie das vermehrte 

Vorliegen von Resistenzen zu beachten. Außerdem treten hier häufiger schwer the-

rapierbare Erreger wie MRSA, VRE und Enterococcus faecium auf. Dabei kann in 

Regionen mit guter Resistenzlage Piperacillin/Tazobactam zur Therapie geeignet 

sein. Bei hohen Raten von ESBL-produzierenden Enterobacteriaceae werden dage-

gen Carbapeneme empfohlen. Eine Ergänzung der Therapie mit Glykopeptiden wird 

vor allem auf Grund ihrer nephrotoxischen Wirkung nicht empfohlen [13,20]. Sobald 

die Ergebnisse der mikrobiologischen Kultur und der Resistenztestung vorliegen, 

sollte die anfangs ein breites Erregerspektrum abdeckende Antibiose gezielt zu ei-

nem Schmalspektrum-Antibiotikum mit hoher antimikrobieller Aktivität deeskaliert 

werden [4]. Ist ein Erregernachweis nicht möglich, so muss eine empirische Therapie 

unter Beachtung der lokalen Resistenzlage fortgeführt werden. In 90 % der Fälle heilt 

eine SBP durch die Antibiotika-Gabe aus [11]. Zur Abschätzung des Therapieerfolgs 

ist in erster Linie das klinische Befinden der Patient*innen wichtig. Bei einer Ver-

schlechterung der Symptome muss das therapeutische Vorgehen überdacht werden. 

Ergänzend wird eine Kontrollparazentese 48 h nach Therapiebeginn empfohlen. Die 

Zahl der neutrophilen Granulozyten sollte dann wieder unter 250 /µl liegen, wenigs-

tens aber auf unter 25 % des Ausgangswertes gesunken sein. Gleichbleibende oder 
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sogar steigende Neutrophilenzahlen legen ein Therapieversagen nahe. In diesem 

Fall muss eine sekundäre Peritonitis mittels Bildgebung abgeklärt und die Antibiose 

umgestellt werden. Hierbei sind oft Piperacillin/Tazobactam und Vancomycin mögli-

che Alternativen [2,4]. 

Bei der SBP kommt es zu einer Verminderung des effektiven arteriellen Blutvolu-

mens und damit zu einer zirkulatorischen Dysfunktion. Deshalb haben Patient*innen 

mit SBP ein erhöhtes Risiko für ein hepatorenales Syndrom, besonders bei Vorliegen 

von Risikofaktoren wie Bilirubin >4 mg/dl und Kreatinin >1 mg/dl [15,22]. Aus diesem 

Grund wird eine Albuminsubstitution von 1,5 g/kg Körpergewicht am Tag der Diagno-

sestellung und von 1 g/kg Körpergewicht am dritten Tag empfohlen. Die Albuminsub-

stitution bewirkt eine verminderte Aktivität des Renin-Angiotensin-Aldosteron-

Systems und dadurch eine geringere Häufigkeit von zirkulatorischen Dysfunktionen 

durch eine Verminderung der systemischen Vasodilatation. Die Inzidenz des hepato-

renalen Syndroms sank durch die Substitution von Albumin von 33 % auf 10 % und 

die Mortalität von 41 % auf 22 % [9,23].  

Da die SBP mit einer sehr schlechten Prognose behaftet ist, ist es ein etablierter An-

satz die Inzidenz der Erkrankung durch eine effektive Prophylaxe zu senken. Nach 

einer überstandenen Episode einer SBP beträgt die Rezidivrate 70 % im ersten Jahr 

[6], deshalb besteht bei allen Patient*innen nach einer SBP die Indikation zu einer 

Sekundärprophylaxe. Eine Primärprophylaxe ist bei Patient*innen mit Leberzirrhose 

und gastrointestinaler Blutung angezeigt [17,24]. Außerdem sollten Patient*innen mit 

einem Gesamtprotein im Aszites <1,5 g/dl und zusätzlicher schwerer Leberinsuffizi-

enz (Child-Pugh-Score ≥9 und Serumbilirubin ≥3 mg/dl) oder Niereninsuffizienz (Se-

rumkreatinin >1,2 mg/dl, Harnstoff >25 mg/dl oder Serumnatrium <130 mEq/l) eine 

Primärprophylaxe erhalten [13,20].  

Momentan sind die Gabe von zielgerichteten Antibiotika kombiniert mit Albumin und 

eine Lebertransplantation die einzigen Möglichkeiten, um das Überleben von Pati-

ent*innen mit einer SBP zu verbessern [2]. 

1.1.5 Pathophysiologie 

Die SBP kann bei Aszites jeder Genese auftreten, am häufigsten ist sie jedoch bei 

portalem Hypertonus auf Grund einer Leberzirrhose [16,25]. Außerdem begünstigt 

eine Reihe von Risikofaktoren das Entstehen einer SBP. Dazu gehören eine vorher-

gehende SBP, eine gastrointestinale Blutung, ein niedriges Gesamteiweiß in der As-

zitesflüssigkeit, ein Serumbilirubin >3,2 mg/dl, eine Thrombozytopenie <98000 /mm3, 
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die Einnahme von Protonenpumpeninhibitoren und ein höherer MELD-Score [4]. 

Auch genetische Faktoren spielen eine Rolle bei der SBP. So hat man erkannt, dass 

Patient*innen mit Toll-like-Rezeptor (TLR) 2-Varianten ein erhöhtes Risiko für eine 

SBP haben (38,5 % vs. 15,3 %). Der TLR2 ist bei Makrophagen essenziell für das 

Erkennen von mikrobiellen Komponenten und damit für die funktionierenden Ab-

wehrmechanismen der Patient*innen. Varianten des nucleotide binding oligomerisa-

tion domain (NOD) 2-Gens sind an der Pathogenese von Morbus Crohn beteiligt und 

behindern dort die Integrität der Darmmukosa. Bei der SBP erhöhen sie das Erkran-

kungsrisiko und bedingen bei Patient*innen mit Leberzirrhose und Aszites im Ver-

gleich zu Wildtyp-Genotypen eine höhere Sterblichkeit [2]. Typische Erregerquelle für 

die SBP ist der Verdauungstrakt, denn der Gastrointestinaltrakt ist von unzähligen, 

potenziell pathogenen Organismen besiedelt [5]. Aber auch die Infektion mit extrain-

testinalen Bakterien aus Respirations- und Urogenitaltrakt oder der Haut ist möglich, 

wenn auch seltener. Ebenso können Katheter und invasive Eingriffe die Infektion be-

günstigen [26]. Einige Theorien zur Entstehung der SBP gehen von einer transmura-

len Besiedelung der Aszitesflüssigkeit mit Keimen der Darmflora aus [16]. In der Re-

gel kann eine Infektion durch erhaltene Darmintegrität und ein suffizientes Immun-

system verhindert werden, doch bei der Entstehung einer SBP wirken eine Reihe von 

ungünstigen Schlüsselelementen zusammen: Bakterielle Fehlbesiedelung im Darm, 

erhöhte Darmpermeabilität, Bakterientranslokation und Immunsuppression [26]. Eine 

Leberzirrhose wird häufig von einer bakteriellen Fehlbesiedelung des Darms beglei-

tet, so findet sich diese bei 20 – 60 % der Patient*innen und auch ein Aszites prädis-

positioniert für eine Fehlbesiedelung des Darms. Besonders Gram-negative Bakte-

rien überwuchern die natürliche Darmflora, die physiologisch vor allem aus anaero-

ben Keimen besteht. Die bakterielle Fehlbesiedelung erleichtert wiederum die 

Translokation von Bakterien, sodass 30,7 % der Patient*innen mit Leberzirrhose und 

gleichzeitig vorliegender Fehlbesiedelung des Darms von einer SBP betroffen sind, 

aber nur 9,1 % der Patient*innen mit intakter Darmflora [3,11,26]. Bei schwerkranken 

Patient*innen ist häufig die Darmmotilität gestört, was die bakterielle Fehlbesiedelung 

zusätzlich begünstigt. Zudem liegt eine erhöhte Darmpermeabilität vor, die wiederum 

die Bakterientranslokation ermöglicht. Ursache hierfür ist in der Regel eine portale 

Hypertension, die zu erweiterten Gefäßen in der Darmmukosa, einem Ödem der La-

mina propria, einer fibromuskulären Proliferation, einer Hypertrophie der Lamina 

muscularis mucosae und damit zu einer gestörten Integrität der Darmmukosa führt. 
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Auch durch traumatische Schädigung, Entzündungen und Darmwandischämien kann 

die Darmintegrität gestört werden. Die erhöhte Permeabilität scheint dabei proportio-

nal zum Grad der portalen Hypertension, aber unabhängig von der Schwere und der 

Ätiologie der Lebererkrankung zu sein [5,26]. Zusätzlich scheinen Endotoxine, der 

plättchenaktivierende Faktor und Sauerstoffradikale einen Einfluss auf die Permeabi-

lität der Darmmukosa zu haben [27]. Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigten zu-

dem, dass bei Patient*innen mit Leberzirrhose die Mukus-Schicht des Kolons signifi-

kant reduziert ist. Auch die Zell-Zell-Kontakte zwischen Kolonepithelzellen waren bei 

Patient*innen mit SBP deutlich reduziert. Beide Effekte werden durch E. coli Bakte-

rien vermittelt, hierbei beeinflussen die Bakterien die Mucin-2 Expression und verur-

sachen den proteasomalen Abbau von E-Cadherin und Occludin. Die Degradation 

von Occludin geschieht dabei über endogene Proteasen, E-Cadherin wird dagegen 

von Proteasen vitaler Bakterien abgebaut. Durch die von unserer Arbeitsgruppe be-

schriebenen pathologischen Veränderungen im Rahmen einer SBP wird zum einen 

der Kontakt zwischen Darmepithelzellen und Bakterien erleichtert und zum anderen 

ist die intestinale Barriere destabilisiert [28,29]. Zur Entstehung einer SBP ist dann 

noch eine Bakterientranslokation in den Aszites nötig. Vor allem Enterobakterien, 

Staphylokokken und Enterokokken können translozieren, die meisten Anaerobier, die 

in der Regel 90 % der Darmflora ausmachen, dagegen nicht oder nur sehr schwer. 

Aerobe, Gram-negative Bakterien sind sogar in der Lage, eine histologisch intakte 

Darmwand zu durchdringen [11,26]. Bei einer Leberzirrhose findet man eine verrin-

gerte phagozytische Aktivität der neutrophilen Granulozyten und des mononukleären 

Phagozytensystems, eine gestörte humorale Immunität und eine verringerte Opso-

nin-Aktivität der Aszitesflüssigkeit. Die neutrophilen Granulozyten bei Patient*innen 

mit Leberzirrhose zeigen aber nicht nur eine Abnahme ihrer Aktivität, sondern auch 

verschlechterte metabolische Prozesse, regelmäßige Apoptose und eine deutlich 

reduzierte Chemotaxis [26]. Die antibakterielle Kapazität (Opsonin-Aktivität) der As-

zitesflüssigkeit, die die Immunkompetenz der Patient*innen widerspiegelt, ist positiv 

korreliert mit dem Gesamtproteingehalt des Aszites, sowie dem Gehalt von Immun-

globulinen, Komplementfaktoren und Fibronektin. Dadurch sind Patient*innen mit 

einem niedrigen Gesamtprotein und Komplementgehalt für die SBP prädispositioniert 

[26]. Abbildung 1 stellt die bisher bekannten pathologischen Veränderungen dar, 

welche die Entstehung einer SBP bei Leberzirrhose begünstigen. 
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Abbildung 1: Pathogenese der SBP. Aszites entsteht in der Regel erst, nachdem sich eine Leberzir-

rhose aus einer gesunden Leber entwickelt hat. Bei einer SBP wird der Aszites durch pathogene Kei-

me besiedelt. Hier begünstigen das veränderte Mikrobiom, veränderte Eigenschaften der Bakterien 

und destabilisierte Zell-Zell-Kontakte die bakterielle Translokation in den Aszites. 

1.2 p53-Familie 

1.2.1 Funktionen der p53-Familie 

Zur p53-Familie gehören die Proteine p53, p63 und p73. Zudem existieren verschie-

dene Isoformen der Proteine, die beispielsweise durch alternatives Splicing gebildet 

werden. Der Transkriptionsfaktor p53 ist vor allem durch seine Rolle als Tumorsupp-

ressor bekannt. Seine Strukturhomologe p63 und p73 weisen zum Teil analoge, aber 

auch gegensätzliche Wirkungen auf. So können manche der Isoformen sogar karzi-

nogen wirken oder eine Resistenz gegenüber Chemotherapien vermitteln [30,31]. 

Alle drei Familienmitglieder enthalten eine DNA-binding domain, über die die Regula-

tion ihrer Zielgene erfolgt [32]. Die Bedeutung von p53 bei der Tumorentstehung wird 

dadurch evident, dass p53 in 50% aller Tumoren mutiert ist [33]. p53 wird als guardi-

an of the genome bezeichnet, da es bei DNA-Schädigung aktiviert wird und die Rep-

likation der Zelle durch einen Zellzyklus-Arrest in der G1-Phase aufhält, um so die 

Reparatur der Schäden zu ermöglichen [34]. Sind die Defekte jedoch zu groß, so 

kann p53 auch die Apoptose der Zelle auslösen [35]. Dies wird schematisch in Abbil-

dung 2 veranschaulicht. p53 kann in seiner Funktion als Transkriptionsfaktor dabei 

sowohl auf den intrinsischen, als auch auf den extrinsischen Apoptose-Signalweg 
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Einfluss nehmen, indem es die Produktion von Proteinen wie PUMA, BAX, BID, 

CD95 und TRAIL-R2 begünstigt [36,37]. Außerdem kann zytosolisches p53 durch die 

Freisetzung von Cytochrom C direkt Apoptose auslösen [38]. Die genauen Abläufe, 

wie p53 entscheidet, ob eine Zelle gerettet oder zerstört wird, sind Gegenstand ge-

genwärtiger Forschung [31]. In Tumorzellen liegt p53 häufig mutiert oder inaktiviert 

vor, sodass der Zellzyklus-Arrest nicht stattfinden kann [34]. Auch p63 und p73 kön-

nen Apoptose auslösen, indem sie ebenfalls Zielgene von p53 aktivieren [39]. p53 

hat aber noch weitere Funktionen, beispielsweise bei Infektionen. Hierbei kann es als 

Inhibitor von NF-κB wirken und dadurch eine Immunantwort und Entzündungsreakti-

on unterdrücken [40]. 

 

Abbildung 2: Verschiedene Faktoren wie z.B. DNA-Schäden, oxidativer Stress oder auch bakterielle 

Infektionen führen zur Aktivierung von p53. Über p53 wird schließlich ein Zellzyklusarrest ausgelöst. 

Anschließend werden die DNA-Schäden entweder repariert oder die Zelle geht zugrunde. 

1.2.2 Regulation von p53 

Die Aktivität und die Stabilität von p53 unterliegen einer strengen Regulation. Der 

wichtigste Faktor dabei ist eine autoregulatorische negative Feedbackschleife über 

die E3-Ubiquitin-Ligase MDM2. Diese sorgt für die Ubiquitinierung und damit für den 

Export von p53 aus dem Nukleus, sodass p53 durch das Proteasom abgebaut wer-

den kann. Doch MDM2 reguliert durch Bindung an die N-terminale transcription-
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activation domain auch die Transkription von p53. Des Weiteren beeinflussen zahl-

reiche posttranslationelle Modifikationen wie Phosphorylierung, Acetylierung und 

Sumoylierung die Aktivität von p53 [41,42]. 

In der Regel sind die zellulären Spiegel von p53 sehr niedrig und die Halbwertszeit 

von p53 ist mit ca. 20 min ebenfalls gering. Doch bei Zellstress, z.B. induziert durch 

Onkogene oder Zellgifte, reaktive Sauerstoffverbindungen oder Energie-Depletion 

sowie durch DNA-Schäden unterschiedlicher Ätiologie, wird das Protein stabilisiert, 

wodurch seine Protein-Spiegel ansteigen [43,44]. Dies geschieht durch Hemmung 

von MDM2 [45]. Zusätzlich werden PI3K/AKT- und mTOR-Signalwege herunterregu-

liert [46]. Der PI3K/AKT-Signalweg spielt zusammen mit dem JNK-Signalweg auch 

eine wichtige Rolle bei der Regulation von p53 während einer bakteriellen Infektion. 

Lipopolysaccharid (LPS) auf der Bakterienoberfläche kann über diese beiden Wege 

MDM2 aktivieren, wodurch p53 reduziert wird. Eine spätere Folge des verminderten 

p53 ist dann wiederum eine Aktivierung des proinflammatorischen NF-κB, was hilf-

reich zur Abwehr der Bakterien sein kann [47].  

1.2.3 Rolle der p53-Familie bei Infektionen 

Intrazelluläre Bakterien sind auf den Metabolismus ihrer Wirtszelle angewiesen. Da 

p53 zahlreiche metabolische Signalwege kontrolliert, ist eine Interaktion mit p53 

wichtig für alle intrazellulären Bakterien, um eine ausreichende Nährstoffversorgung 

zu gewährleisten und den Tod der Wirtszelle zu verhindern [44]. p53 kann z.B. durch 

Hemmung des Pentosephosphatwegs die Replikation von intrazellulären Bakterien 

hemmen [48]. Für Helicobacter pylori (H. pylori) ist bekannt, dass es über den Viru-

lenzfaktor CagA und verschiedene Signalkaskaden das Apoptoseverhalten der Zelle 

verändern kann und so das Überleben der infizierten Zelle verlängert. Als Folge einer 

PI3K/AKT-Aktivierung wird dabei MDM2 phosphoryliert, was wiederum zur Degradie-

rung von p53 führt [49]. CagA kann auch durch eine Assoziierung mit apoptosis-

stimulating protein of p53 2 (ASPP2) die Degradierung von p53 bewirken [50]. Eben-

so nehmen einige Viren, wie HPV, EBV, HBV und HCV sowie der Malaria-Erreger 

Plasmodium yoelii Einfluss auf p53, um das Überleben der Zelle und somit auch das 

Überleben der viralen oder bakteriellen Erreger zu verlängern [51–55]. 

1.3 Formen und Regulation des Zelltodes 

Die Entwicklung und das Fortbestehen eines Organismus wird wesentlich durch das 

Gleichgewicht zwischen Zellneubildung und Zellabbau bestimmt, es kann also kein 
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Leben ohne Tod geben [56]. Zelltod ist definiert als Verlust von essenziellen Funktio-

nen der Zelle, wie die ATP-Produktion und das Aufrechterhalten eines Redox-

Gleichgewichts, was zum Verlust der zellulären Integrität führt. Es müssen beson-

ders zwei Formen des Zelltodes unterschieden werden: Der traumatische, nicht kon-

trollierbare Zelltod (accidental cell death, ACD) und der regulierte, programmierte 

Zelltod (regulated cell death, RCD). ACD tritt bei starker Schädigung der Zellen durch 

physikalische, chemische oder mechanische Kräfte (z.B. Scherkräfte, pH-

Schwankungen oder osmotische Kräfte) auf. RCD kann dagegen sowohl bei Störun-

gen des intra- und extrazellulären Gleichgewichts, aber auch völlig ohne äußere Ein-

flüsse stattfinden. Genetisch festgelegte molekulare Mechanismen sorgen so für den 

Abbau von beschädigten, überflüssig gewordenen oder sogar schädlichen Zellen 

[57]. Die untergehenden Zellen können wiederum sogenannte damage-associated 

molecular patterns (DAMPs) freisetzen und eine Immunantwort auslösen [58]. Die 

Mechanismen der verschiedenen Formen des RCD haben dabei zahlreiche Gemein-

samkeiten und können jeweils morphologische Merkmale eines nekrotischen oder 

apoptotischen Zelltodes aufweisen [57]. 

Apoptose 

Apoptose kann durch zahlreiche Faktoren wie z.B. DNA-Schaden, Stress, reaktive 

Sauerstoffspezies (ROS) oder Fehlen von Wachstumsfaktoren ausgelöst werden 

[59,60]. In vivo werden apoptotische Zellen von Makrophagen oder Phagozyten ab-

gebaut, in vitro endet die Apoptose in einer sekundären Nekrose, da die Plasma-

membran zerstört wird [61,62]. Die Apoptose kann auch Effekte auf Immunzellen ha-

ben [63]. Kontrolliert wird der wichtigste und unumkehrbare Schritt der Apoptose, die 

Permeabilisierung der äußeren Mitochondrienmembran, durch die B-cell lymphoma 

(BCL) 2-Proteinfamilie und ihre Mitglieder BAX, BAK und BOK. Diese werden wiede-

rum von pro-apoptotischen Mitgliedern der BCL2-Familie, wie PUMA, BIM, BID und 

NOXA, aktiviert. Gehemmt wird die Apoptose dagegen von BCL2, BCL-xL, MCL-1, 

BCL-W und BFL-1 [31,59,64]. Durch die Poren in der äußeren Mitochondrienmemb-

ran werden Proteine, wie Cytochrom C und Smac/DIABLO, aus dem Intermembran-

raum ins Zytosol freigesetzt. Cytochrom C bildet anschließend durch Bindung von 

apoptotic peptidase activating factor 1 (APAF1) und Pro-Caspase 9 das Apoptosom, 

welches Caspase 9 aktiviert. Aktive Caspase 9 führt dann zur proteolytischen Aktivie-

rung der Effektorcaspasen 3 und 7. Diese sind für die Degradierung der DNA, die 
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Bildung von Apoptosekörperchen und die Exposition von Phosphatidylserin an der 

Zelloberfläche verantwortlich [65–68]. 

Die extrinsische Apoptose wird bei Störungen des extrazellulären Milieus über To-

desrezeptoren in der Plasmamembran (z.B. FAS/CD95) vermittelt [68–70]. Durch 

Ligandenbindung an die Todesrezeptoren wird intrazellulär ein death-inducing sig-

naling complex (DISC I oder II) gebildet, welcher über FADD die Aktivierung von 

Caspase 8 bewirkt [71–73]. Daraufhin kann die Apoptose über zwei verschiedene 

Wege fortschreiten: Erstens können Caspase 3 und 7 proteolytisch aktiviert werden 

und den Zelltod induzieren oder zweitens kann über die Spaltung von BID Zelltod 

über BAX, BAK und Caspase 9 ausgelöst werden [57]. Im Gegensatz dazu kann 

über die Todesrezeptoren auch ein NF-κB-abhängiger Signalweg aktiviert werden, 

der ein Überleben der Zelle und eine Entzündungsantwort auslöst [74]. 

Nekrose 

Bei der mitochondrial membrane permeability transition (MPT)-abhängigen Nekrose 

handelt es sich um einen unkontrollierten Zelltod bei dem es durch starken oxidativen 

Stress oder erhöhte Calciumspiegel in der Zellumgebung zu einer Permeabilisierung 

der Mitochondrienmembran kommt, wodurch das Membranpotential zusammen-

bricht. Dies ist die Folge der Öffnung des permeability transition pore complex 

(PTPC), wobei die genauen Abläufe dieser Zelltodesart aktuell noch Gegenstand der 

Forschung sind [75]. Reguliert wird die MPT-abhängige Nekrose durch Cyclophilin D, 

die BCL2-Familie, Dynamin-1-like protein (DRP1) und p53 [76–78]. 

Nekroptose 

Die Nekroptose ist eine Form des RCD. Vermittelt wird Nekroptose über den Todes-

rezeptor TNFR1, über pathogen recognition receptors (PRR), wie TLR3 und TLR4, 

oder über ZBP1 [79]. Anschließend wird das sogenannte Nekrosom oder Ripopto-

som gebildet. An diesen Plattformen wird dann die receptor-interacting seri-

ne/threonine-protein kinase (RIP)-1 aktiviert, die ihrerseits RIP3 anschaltet. RIP3 

phosphoryliert die mixed lineage kinase domain like pseudokinase (MLKL), die da-

raufhin oligomerisiert und eine Permeabilisierung der Plasmamembran einleitet 

[80,81].  

Ferroptose 

Die Ferroptose ist ein eisenabhängiger Zelltod, bei dem es zur Bildung von Lipidper-

oxiden und ROS kommt [82]. Sie wird von Erastin, RSL3 und FIN56 begünstigt und 
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von Ferrostatinen und Liproxstatinen, den Antioxidantien Vitamin E und Coenzym 

Q10, sowie GPX4 gehemmt. Zudem kann Eisen selbst die Ferroptose durch Lipido-

xidation auslösen; Eisenchelatoren wiederum bieten einen wirksamen Weg um diese 

zu hemmen [83–85]. 

Pyroptose 

Die Pyroptose ist eng mit den Mechanismen einer Entzündungsreaktion verknüpft 

und wird durch Pathogene wie z.B. bakterielles LPS ausgelöst. Anschließend kommt 

es zur Aktivierung von Caspasen (Caspase 1, Caspase 3, muriner Caspase 11 oder 

ihrer humanen Homologe Caspase 4 und Caspase 5) [86]. Zudem kommt es oft zur 

IL-1β- oder IL-18-Sekretion und damit zum Auslösen einer Entzündungsantwort 

[56,87]. Durch die aktiven Caspasen wird Gasdermin D proteolytisch gespalten, was 

zur Permeabilisierung der Plasmamembran führt [88]. 

Parthanatos 

Parthanatos wird durch eine übermäßige Aktivierung von Poly [ADP-Ribose] Poly-

merase (PARP) durch reaktive Stickstoffspezies bei DNA-Schaden, oxidativem 

Stress, Hypoxie, Hypoglykämie oder Entzündung ausgelöst. Die Folge ist ein Zu-

sammenbruch des Redox- und Energiegleichgewichts der Zelle durch den Abbau 

von NAD+ und ATP sowie die Permeabilisierung der Mitochondrienmembran. Außer-

dem kommt es über apoptosis inducing factor (AIF) zum Abbau der DNA [57,89].  

Entose 

Die Entose beschreibt eine Art des Zelltodes, bei der Zellen von nicht-

phagozytierenden Zellen in sich aufgenommen werden. Auslöser ist meist ein Ablö-

sen von Epithelzellen und der damit einhergehende Verlust von Integrinen. Die Auf-

nahme der Zellen ist abhängig von Actomyosin wobei die aufgenommenen Zellen 

anschließend lysosomal abgebaut werden [90]. 

NETose 

NETose ist eine Sonderform des Zelltodes, der bei neutrophilen Granulozyten auftritt. 

Bei der NETose produzieren Neutrophile nach Aktivierung durch Rezeptoren wie 

TLR neutrophil extracellular traps (NETs), ein Fasernetzwerk, das Chromatin und 

Histone enthält. Das Fasernetz dient zur Opsonierung von Bakterien. Die Freiset-

zung der NETs ist abhängig von NADPH-Oxidasen und der Produktion von ROS, 
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scheint aber auch von Mechanismen der Nekroptose wie RIP1 und MLKL beeinflusst 

zu werden. Die Zelle stirbt nach der Sezernierung dieses Fasernetzes [91,92]. 

Lysosom-abhängiger Zelltod  

Entscheidend für den Lysosom-abhängigen Zelltod ist die Permeabilisierung der 

Lysosom-Membran, was z.B. durch ROS bewirkt werden kann. Daraufhin kommt es 

zur Freisetzung von proteolytischen Enzymen, den Cathepsinen, die über die BCL2-

Familie Caspasen aktivieren und die Permeabilisierung der Mitochondrienmembran 

bewirken können. Der Lysosom-abhängige Zelltod kann aber auch Caspase-

unabhängig zur Plasmamembran-Permeabilisierung führen [93]. 

Autophagie 

Während die Autophagie das Überleben der Zelle durch den Abbau von fehlerhaften 

Zellbestandteilen begünstigt, so können beim Autophagie-abhängigen Zelltod Me-

chanismen der Autophagie zur Zerstörung von Zellen genutzt werden. Diese Mecha-

nismen sind auch teilweise bei anderen Arten des RCD wie extrinsischer Apoptose, 

Nekroptose oder Ferroptose beteiligt [57,94]. 

Immunogener Zelltod  

Der immunogene Zelltod wird durch Virusinfekte, aber auch durch bestimmte 

Chemotherapeutika ausgelöst und kann über DAMPs und PRRs eine Antwort des 

adaptiven Immunsystems auslösen. Allerdings können Caspase 3 und Caspase 8 

auch die Immunreaktion, die von verschiedenen Arten des RCD ausgelöst wird, 

hemmen [57,95]. 

Paraptose 

Die Paraptose ist eine Form des RCD und wird oftmals durch IGF1R-Stimulation 

ausgelöst und über mitogen-activated protein (MAP)-Kinase-Signalwege vermittelt. 

Sie zeichnet sich morphologisch durch das Anschwellen / Abrunden der Mitochond-

rien oder des Endoplasmatischen Retikulums und die Bildung von zytoplasmatischen 

Vakuolen aus. Die physiologische und pathophysiologische Funktion von Paraptose 

ist noch nicht endgültig geklärt. Bei der neuronalen Entwicklung und verschiedenen 

neurologischen und neurodegenerativen Erkrankungen konnte Paraptose nachge-

wiesen werden [96–102].  
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1.4 Zielsetzung der Arbeit 

Die SBP ist eine schwerwiegende Komplikation der Leberzirrhose mit einer Mortalität 

von bis zu 93%, die durch bakterielle Translokation verursacht wird [4]. Diese 

Translokation wird bei Patienten mit Leberzirrhose durch eine bakterielle Dysbiose, 

eine Reduktion der Mukusschicht, sowie eine geschwächte epitheliale Darmbarriere 

begünstigt. In Vorarbeiten konnten wir zeigen, dass das tight junction Protein Occlu-

din bei Kontakt mit E. coli proteasomal abgebaut und E-Cadherin, ein Stabilisator der 

Zell-Zell-Kontakte, durch eine neue bakterielle Protease-Aktivität gespalten wird [29]. 

Um die Pathomechanismen der SBP und die Rolle der p53-Familie in der Darmbak-

terien-Epithelzell-Interaktion auf molekularer Ebene zu analysieren, habe ich an ei-

nem klinisch relevanten in vitro-Modell die p53- und p73-Regulation, sowie die Induk-

tion von bakteriell-induziertem Zelltod untersucht. Dabei standen folgende essenziel-

le Fragestellungen im Mittelpunkt meiner Dissertation: 

 Führt die Ko-Kultivierung von Bakterien und Darmepithelzellen zur Sekretion in-

flammatorischer Zytokine? 

 Exprimieren Darmepithelzellen als Schutzmechanismus gegenüber pathoge-

nen Darmbakterien Rezeptoren, die Bakterien oder bakterielle Bestandteile 

detektieren können? 

 Können Darmepithelzellen entzündliche Zytokine wie Interleukin (IL)-6 oder -

8 sekretieren und somit eine Immunantwort induzieren? 

 Hat eine Ko-Kultivierung von Bakterien und Wirtszellen des gastrointestinalen 

Epithels einen Einfluss auf die zellulären p53- und p73-Proteinspiegel? 

 Haben Bakterien einen Einfluss auf die Stabilität von p53 und p73? 

 Werden zelluläre Degradationsmechanismen von den Bakterien induziert, 

um somit einen Überlebensvorteil für die Bakterien zu generieren? 

 Induzieren Bakterien Zelltod in Darmepithelzellen oder kann die Darmepithelzelle 

dem Zelltod in der Interaktion mit Bakterien des Mikrobioms oder pathogenen 

Keimen entgehen? 

 Induzieren Bakterien einen programmierten oder nicht-programmierten Zell-

tod? 

 Welche Form des Zelltodes wird induziert? 

Ein besseres Verständnis dieser molekularen Mechanismen könnte helfen, dringend 

benötigte neue Therapieansätze zur Behandlung einer spontan bakteriellen Peritoni-

tis für Patienten mit Leberzirrhose zu entwickeln. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte 

Axiovert 40C Carl Zeiss AG, Oberkochen 

Biofuge fresco Heraeus, Hanau 

Biometra Multigel Analytik Jena AG, Jena 

Certomat R  B. Braun Biotech International GmbH, 
Melsungen 

Consort EV 261 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Easypet Eppendorf AG, Hamburg 

EMax® Plus Microplate Reader Molecular Devices, LLC, San José, USA 

Heracell Heraeus, Hanau 

Heraeus Megafuge 16R Centrifuge Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 

Ikamag Reo IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen 

KA 105 Dual Range Mettler Toledo, Columbus, USA 

LaminAir® HB2448 Heraeus, Hanau 

Light Cycler 480/93 F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, 
Schweiz 

LSR FortessaTM BD PharmingenTM, Heidelberg 

Molecular Imager® Chemi DocTM XRS+ Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, 
USA 

myFUGETM Mini Benchmark scientific, Edison, USA 

NanoPhotometer Implen GmbH, München 

Research plus Eppendorf AG, Hamburg 

T3 Thermocycler Biometra GmbH, Göttingen 

TC20TM Automated Cell Counter Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, 
USA 

TE77XP Hoefer, Inc., Holliston, USA 

Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg 

TriStar2 LB 942 Multimode Reader Berthold Technologies GmbH & Co. KG, 
Bad Wildbad 

UBE125 Ziegra Eismaschinen, Isernhagen 

VV3 VWR International, Radnor, USA 

Wasserbad GFL Gesellschaft für Labortechnik mbH, 
Burgwedel 

WT16 Biometra GmbH, Göttingen 
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2.1.2 Laborbedarf 

15 ml High-Clarity Polypropylene Conical 
Tube 

Falcon®, Corning, Inc., Corning, USA 

24 mm Transwell® with 0,4µm Pore 
Polycarbonate Membrane Insert, Sterile 

Corning, Inc., Corning, USA 

25 cm2 Cell Culture Flask, Canted Neck Corning, Inc., Corning, USA 

2 ml Aspirating Pipet Falcon®, Corning, Inc., Corning, USA 

50 ml Polypropylene Conical Tube Falcon®, Corning, Inc., Corning, USA 

5 ml Polystyrene Round-Bottom Tube 
with Cell-Strainer Cap 

Falcon®, Corning, Inc., Corning, USA 

Cell Culture Flask, T175 Eppendorf AG, Hamburg 

Cell Culture Flask, T75 Eppendorf AG, Hamburg 

Cell Scraper 25 cm Sarstedt, Nümbrecht 

Combitips advanced® 10 ml Eppendorf AG, Hamburg 

Costar Cell Culture Plate 96-Well Corning, Inc., Corning, USA 

Costar® Stripette® 5 ml, 10 ml, 25 ml, 
50 ml 

Corning, Inc., Corning, USA 

Dual Chamber for Cell Counter Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, 
USA 

LightCycler® 480 Multiwell Plate 384, 
white 

F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, 
Schweiz 

LightCycler® 480 Sealing Foil F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, 
Schweiz 

Nunc MaxiSorpTM flat-bottom Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 

Pipettenspitzen Eppendorf AG, Hamburg 

PlastipakTM 10 ml BD PharmingenTM, Heidelberg 

PVDF Transfer Membrane, 0,45 µm Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 

QIAshredder Qiagen N.V., Hilden 

Quali-PCR-Tubes Kisker Biotech GmbH & Co. KG, Stein-
furt 

RNeasy Mini Kit Qiagen N.V., Hilden 

Safe-lock Tubes 1,5 ml  Eppendorf AG, Hamburg 

Syringe Driven Filter Unit PVDF 0,45 µm Millex®-HV, Merck KGaA, Darmstadt 

TC-Schale 100, Standard Sarstedt, Nümbrecht 

WhatmanTM 3MMCHR GE Healthcare Life Sciences, Chicago, 
USA 
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2.1.3 Software 

BD FACSDiva Software BD PharmingenTM, Heidelberg 

BIO-1D Version 15.07 Vilber Lourmat Deutschland GmbH, 
Eberhardzell 

Flow Logic Inivai Technologies, Mentone, Australien 

Image J National Institute of Health, USA 

Image LabTM Software Version 6.0.1 Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, 
USA 

LightCycler® 480 Software release 
1.5.1.62 SP3 

F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, 
Schweiz 

Soft Max Pro 6.4.2 Molecular Devices, LLC, San José, USA 

2.1.4 Chemikalien 

10 % APS Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

10x Annexin V Binding Buffer BD PharmingenTM, Heidelberg 

2,2´-Bipyridyl Reagent Plus ® Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

2x Brilliant III SYBR® Green QPCR Mas-
ter Mix 

Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, 
USA 

APC Annexin V BD PharmingenTM, Heidelberg 

BAPTA-AM Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Bioimaging Certified Reagent DAPI Solu-
tion 

BD PharmingenTM, Heidelberg 

Bovine Serum Albumin (BSA), Fraction V Biomol GmbH, Hamburg 

Buffer RLT Lysis Buffer Qiagen N.V., Hilden 

Carbonyl cyanide 3-chlorophenyl-
hydrazone 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Ciclosporin Apotheke des Universitätsklinikums Re-

gensburg 

cOmplete Tablets, Mini EDTA-free, 
EASY pack 

F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, 
Schweiz 

Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

DMSO Hybri-Max® Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

DTT  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium – 
high glucose 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
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Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline 
with MgCl2 and CaCl2 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

FCS Bio & Sell GmbH, Feucht 

Ferrostatin-1 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

HEK-blue SelectionTM InvivoGen, San Diego, USA 

iE-DAP InvivoGen, San Diego, USA 

iE-Lys InvivoGen, San Diego, USA 

Lipopolysaccaride from Escherichia coli 
(O55:B5) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

McCoy´s 5A (1x) + GlutaMAXTM – I Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, USA 

MDP InvivoGen, San Diego, USA 

MDP-control InvivoGen, San Diego, USA 

MTS Promega Corporation, Madison, USA 

N-Acetyl-L-cysteine Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Necrostatin-1 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

NormocinTM InvivoGen, San Diego, USA 

Nutlin-3 Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, 
USA 

OptEIATM Human Elisa Set (IL-1β II, IL-6, 
IL-8) 

BD PharmingenTM, Heidelberg 

PageRulerTM Plus Prestained Protein 
Ladder 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 

Panabinostat (LBH589) Selleck Chemicals, Houston, USA 

p-Coumaric acid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Penicillin-Streptomycin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

PhosSTOP EASY pack F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, 
Schweiz 

PierceTM Rapid Gold BCA Protein Assay 
Kit 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 

PMA Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

PMS Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Re-Blot Plus Strong Solution (10x) Merck KGaA, Darmstadt 

Ripa Buffer Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

RNase-Free Water Qiagen N.V., Hilden 

RPMI-1640 Medium Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
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Skim Milk Powder Fluka analytical, München 

Stain Buffer (BSA) BD PharmingenTM, Heidelberg 

Temed Merck KGaA, Darmstadt 

Tetramethylrhodamine, ethyl ester, per-
chlorate (TMRE) 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 

TMB Liquid Substrate System for ELISA Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Trolox Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Trypsin +/- EDTA Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Ultra Pure Proto Gel National Diagnostics, Atlanta, USA 

zVAD-FMK Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Alle übrigen Reagenzien wurden von laborüblichen Herstellern bezogen. 

2.1.5 Antikörper 

Tabelle 2: Verwendete Antikörper für Proteindetektion mittels Western Blot. 

Antigen ID Stamm Hersteller Verdünnung 

Anti-Mouse IgG  A9044 Kaninchen Sigma-Aldrich, St. Lou-
is, USA 

1:3000 

Anti-Rabbit IgG  A0545 Ziege Sigma-Aldrich, St. Lou-
is, USA 

1:10000 

Caspase-3 CS9662 Kaninchen Cell Signaling Technol-
ogy, Cambridge, UK 

1:1000 

Cleaved PARP Asp214/D6
4E10 

Kaninchen Cell Signaling Technol-
ogy, Cambridge, UK 

1:1000 

Cytochrom C 37BA11 Maus Abcam, Cambridge, UK 1:1000 

IL8 ab106350 Kaninchen Abcam, Cambridge, UK 1:1000 

MDMX phospho 
S367 

Maus Abcam, Cambridge, UK 1:1000 

MDMX MDMX-82 Maus Abcam, Cambridge, UK 1:1000 

Nod1 3545 Kaninchen Cell Signaling Technol-
ogy, Cambridge, UK 

1:1000 

Nod2 2D9 Maus Invitrogen AG, Carls-
bad, USA 

1:1000 

p53 DO-1 Maus Santa Cruz Biotechnol-
ogy, Inc., Dallas, USA 

1:1000 

p73 D3G10 Kaninchen Cell Signaling Technol-
ogy, Cambridge, UK 

1:1000 

p73 EP436Y Kaninchen Abcam, Cambridge, UK 1:1000 

PARP Antibody CS9542 Kaninchen Cell Signaling Technol-
ogy, Cambridge, UK 

1:1000 

TIM23 ab230253 Kaninchen Abcam, Cambridge, UK 1:1000 
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TLR2 TL2.1 Maus BioLegend, San Diego, 
USA 

1:1000 

TLR2 TL2.1 Maus Thermo Fisher Scien-
tific Inc., Waltham, USA 

1:1000 

TLR4 HTA125 Maus BioLegend, San Diego, 
USA 

1:1000 

TLR4 76B357.1 Maus Thermo Fisher Scien-
tific Inc., Waltham, USA 

1:1000 

TOM20 ab56783 Maus Abcam, Cambridge, UK 1:1000 

β-Aktin A3854 Maus Sigma-Aldrich, St. Lou-
is, USA 

1:3000 

Tabelle 3: Verwendete Antikörper für die Durchflusszytometrie. 

Antikörper Hersteller Volumen 

Anti-Human CD284 (TLR4) HTA125, 
Alexa Fluor 488 

eBioscienceTM, Thermo Fisher 
Scientific Inc., Waltham, USA 

10 µl 

Mouse IgG2a kappa Isotype Control, 
Alexa Fluor 488 

eBioscienceTM, Thermo Fisher 
Scientific Inc., Waltham, USA 

4 µl 

Anti-Human CD282 (TLR2) PE eBioscienceTM, Thermo Fisher 
Scientific Inc., Waltham, USA 

10 µl 

eBioscienceTM Mo IgG2a κ Isotype 
Control PE 

Invitrogen AG, Carlsbad, USA 10 µl 

PE Mouse Anti-Human TLR4 (CD284) 
Clone TF901 (RUO) 

BD PharmingenTM, Heidelberg 5 µl 

PE Mouse IgG1 κ Isotype Control 
Clone MOPC-21 (RUO) 

BD PharmingenTM, Heidelberg 1,25 µl 

2.1.6 Primer 

Tabelle 4: Verwendete Primer für die qPCR. Diese stammen alle von Qiagen N.V., Hilden. 

Primer Katalognummer 

GAPDH QT00079247 

TP53 QT00060235 

TP73 QT00030240 

NOD1 QT00054082 

NOD2 QT00025872 

2.2 Mikrobiologische Methoden 

2.2.1 E. coli-Übernachtkultur 

LB0-Medium 

10 g Bacto-Trypton, 5 g Yeast Extract, 5 g NaCl mit H2O auf 1 l auffüllen und auto-

klavieren. 
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Der E. coli-Stamm 25922 (O6:Hnt) von ATCC wurde bei -80 °C gelagert. Nach dem 

Auftauen wurden die Bakterien im Verhältnis 1:1000 in LB0-Medium angesetzt und 

über Nacht bei 37°C geschüttelt. Zur Herstellung von inaktivierten Bakterien (HI) 

diente Erhitzen bei 65°C für 5 min. 

2.2.2 Bestimmung der Bakterienzahl 

Die Optische Dichte600 wurde photometrisch bestimmt und die Bakterienzahl pro µl 

gemäß einer laborinternen Eichgeraden berechnet. Die Ko-Kultur von Bakterien und 

Zellen erfolgte bei einer multiplicity of infection (MOI) von 0, MOI 1, MOI 5 oder 

MOI 10. MOI 0 steht dabei für die Kontrolle aus LB0-Medium, in dem keine Bakterien 

enthalten waren. Bei MOI 1 wurde die gleiche Anzahl an Bakterien zu der Kultur hin-

zugefügt, wie sich Zellen darin befanden; bei MOI 5 wurden die Zellen mit der 5-

fachen Menge an Bakterien behandelt und bei MOI 10 mit der 10-fachen Menge. 

2.3 Molekularbiologische Methoden 

2.3.1 RNA-Isolation, cDNA-Isolation, qPCR 

Zur Gewinnung von RNA wurden die Proben, die bei der Zellernte in RLT lysiert wur-

den gemäß dem Protokoll „RNeasy Mini Protocol“ von Qiagen aufbereitet. 

Für das Umschreiben der isolierten RNA in cDNA gemäß dem QuantiTect Reverse 

Transcription Kit von Qiagen wurden 2000 ng RNA eingesetzt. Die enthaltene RNA-

Konzentration pro Probe wurde dafür photometrisch bestimmt. Nach der Zugabe von 

Wipe Out Buffer wurden die Proben für 2 min bei 42 °C inkubiert. Zuletzt wurden die 

Proben 1:3 mit RNase-freiem Wasser verdünnt und bei -20 °C gelagert. 

Um die in den Proben enthaltene Menge an RNA der genes of interest zu ermitteln, 

wurde eine qPCR durchgeführt. Dazu wurde zunächst ein Mastermix aus 1 µl Primer 

für die zu untersuchende RNA, 3 µl RNase freiem H2O und 5 µl SYBR® Green her-

gestellt. Bei jeder qPCR wurde zusätzlich zu den zu untersuchenden RNAs GAPDH 

als Ladekontrolle analysiert. Die Proben wurden in Triplikaten auf eine 384-Well-

Platte pipettiert, die Platte mit einer Sealing Foil abgedeckt, zentrifugiert und bis zur 

Analyse bei 4 °C im Dunkeln gelagert. Die qPCR lief nach folgendem Schema ab: 

8 min Denaturierung bei 95 °C, anschließend 40 Zyklen der Amplifikation (95 °C für 

1 s, 64 °C für 15 s, 72 °C für 20 s) und Kühlung bei 40 °C. Die Auswertung erfolgte 

nach der Delta-Delta-CT-Methode, als Referenz diente GAPDH. 
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2.3.2 ELISA 

Waschpuffer 

9 Teile Millipore-H2O, 1 Teil 10x PBS, 0,05 % Tween 20. 

Die Durchführung des ELISA erfolgte entsprechend der Herstellerangaben von BD 

PharmingenTM. Die Proben aus HCT-116 Zellen wurden 1:50 mit 1x PBS vorver-

dünnt. Die Absorption wurde bei einer Wellenlänge von 450 nm gemessen und die 

Berechnung der Standardkurve erfolgte mit der 4-Parameter-Hill-Formel. 

2.4 Proteinbiochemische Methoden 

2.4.1 BCA-Test 

Zur Bestimmung der Proteinmenge in den jeweiligen Proteinlysaten wurde ein BCA-

Test durchgeführt. Dazu wurden auf einer 96-Well-Platte Duplikate eines BSA-

Standards in Konzentrationen zwischen 0 und 2000 µg/ml pipettiert. Die Proben wur-

den 1:10 in RIPA-Lysepuffer verdünnt und in Triplikaten gemessen. Unter Verwen-

dung von 200 µl Working Reagent (50 Teile Bicinchoninic Acid Solution und 1 Teil 

Kupfer-2-sulfat) wurde die Proteinmenge nach einer Inkubationszeit von 5 min pho-

tometrisch (OD492) bestimmt.  

2.4.2 Western Blot 

RIPA-Lysepuffer 

10 ml Ripa Buffer, 1 Tablette Complete, 1 Tablette PhosphoStop. 

2x Laemmli  

2,5 ml 0,5 M Tris HCL pH 6,8, 2 ml 10 % SDS, 0,2 ml 0,2 M EDTA, 3,1 ml H2O, 2 ml 

100 % Glycerin, 1 Spatelspitze Bromphenolblau, pro Milliliter 1 Spatelspitze DTT. 

Western Blot-Gele 

10 % Gel: 12 % Gel: 15 % Gel: 

4,0 ml H2O 3,3 ml H2O 2,3 ml H2O 

3,3 ml 30 % Acrylamid-Mix 4,0 ml 30 % Acrylamid-Mix 5,0 ml 30 % Acrylamid-Mix 

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

0,1 ml 10 % SDS 0,1 ml 10 % SDS 0,1 ml 10 % SDS 

0,1 ml 10 % APS 0,1 ml 10 % APS 0,1 ml 10 % APS 

0,004 ml TEMED 0,004 ml TEMED 0,004 ml TEMED 
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Sammelgel 

3,4 ml H2O, 0,83 ml 30 % Acrylamid-Mix, 0,63 ml 1,0 M Tris (pH 6,8), 0,05 ml 10 % 

SDS, 0,05 ml 10 % APS, 0,005 ml TEMED. 

Waschpuffer 

9 Teile Millipore-H2O, 1 Teil 10x PBS, 0,05 % Tween 20. 

Detektionslösung 

2,5 mM Luminol, 0,4 mM p-Coumarin-Säure in DMSO, 0,1M Tris-HCl (pH 8,5). 

Anodenpuffer A  

18,2 g Tris, 100 ml MeOH, mit H2O auf 500 ml auffüllen (pH 10,4). 

Anodenpuffer B  

1,5 g Tris, 100 ml MeOH, mit H2O auf 500 ml auffüllen (pH 10,4). 

Kathodenpuffer C  

1,5 g Tris, 2,6 g 6-Aminohexansäure, 100 ml MeOH, mit H2O auf 500 ml auffüllen 

(pH 9,4). 

Für die Western Blot Analyse wurden die Proben mit RIPA-Lysepuffer so verdünnt, 

dass in jeder Probe eine einheitliche Proteinmenge (i.d.R. 30 µg) enthalten war. Au-

ßerdem wurde jeder Probe 2x Laemmli-Puffer hinzugefügt und die Proben bei 95 °C 

für 5 min denaturiert. Anschließend wurden die Proteine durch eine Gelelektrophore-

se in einem Acrylamidgel (je nach Versuchsanforderung 10-, 12-, oder 15 %) nach 

ihrer Molekülmasse aufgetrennt. Die Stromstärke betrug 25 mA pro Gel für 20 min 

und danach 40 mA pro Gel für 40 min. Bei 80 mA pro Gel für 50 min erfolgte an-

schließend der Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran.  

Mit BSA oder Milchpulver, die jeweils 5 % ig in Waschpuffer angesetzt wurden, wur-

den für 1 h unspezifische Bindungsstellen blockiert. Die Primärantikörper wurden 

wiederum in BSA oder Milchpulver verdünnt und über Nacht bei 4 °C inkubiert. 

Nachdem die Membran dreimal mit Waschpuffer gewaschen wurde, erfolgte für 1 h 

bei Raumtemperatur die Inkubation mit dem Sekundärantikörper. Nach erneutem 

dreimaligem Waschen wurde die Membran mit 5 ml Detektionslösung, die mit 1,52 µl 

30 % Wasserstoffperoxid versetzt wurde, behandelt, um die Proteinbanden durch 

Belichtung detektieren zu können. Wenn anschließend ein weiteres Protein auf die-
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ser Membran nachgewiesen werden sollte, wurde sie für 20 min in 1x Re-Blot Plus 

Strong Solution gestrippt und die Schritte des Protokolls – beginnend mit dem Blo-

cken – wiederholt. 

Die densitometrische Auswertung der Banden erfolgte mit der Software BIO-1D. 

2.5 Zellbiologische Methoden 

2.5.1 Zellkultur 

Bei HCT-116 Zellen handelt es sich um adhärente humane Epithelzellen, die dem 

Kolonkarzinom eines erwachsenen Mannes entstammen [103]. HCT-116 exprimieren 

Wildtyp-p53 und -p73 [104].  

Die Zelllinie U937 stammt aus einem histiozytischen Lymphom der Lunge eines 

Mannes [105]. Diese Monozyten sind Suspensionszellen und exprimieren TLR4 

[106]. Die Zelllinie HEKblue-2 ist zurückzuführen auf die Zelllinie HEK-293. Dies sind 

adhärente, epitheliale Zellen aus einer humanen fetalen Niere [107]. Zur Herstellung 

der HEKblue-2 wurden die HEK-293 mit TLR2 transfiziert [108].  

Die Zelllinien HCT-116, HEKblue-2 und U937 wurden in Kulturmedium in 75 cm2- 

oder 175 cm2-Zellkulturflaschen bei 37 °C und 5 % CO2 (HEKblue-2: 10 % CO2) kul-

tiviert. Dabei wurde für die HCT-116 McCoy´s Medium, für die U937 RPMI und für 

die HEKblue-2 das Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium - high glucose (DMEM) Se-

lektionsmedium verwendet. Die Zellkulturmedien McCoy und RPMI wurden mit 10 % 

FCS versetzt. Für das Selektionsmedium der Zelllinie HEK-blue 2 wurde zu DMEM 

10 % FCS, sowie 1x Selektin, 100 µg/ml Normocin und 1 % Penicillin/Streptomycin 

hinzugefügt. 

Zweimal pro Woche wurden die Zellen passagiert (HCT-116 1:10, U937 1:6, HEK-

blue-2 1:2). Dazu wurden die adhärenten Zellen zunächst mit 1x PBS gewaschen. 

Anschließend wurden die HCT-116 mit 1x Trypsin/EDTA für wenige Minuten bei 

37 °C inkubiert. HEKblue-2 Zellen wurden lediglich abgeklopft und erneut in Kultur-

medium aufgenommen, um die gewünschte Menge in eine neue Kulturflasche zu 

überführen. Von der Suspensionszelllinie U937 wurde zum Splitten ein Teil der Po-

pulation in ihrem Medium in eine neue Zellkulturflasche überführt und diese mit fri-

schem Medium aufgefüllt. 

2.5.2 Zellernte 

Um Proben für ELISA-Analysen zu gewinnen, wurde nach Ende der Kulturdauer das 

Medium der Zellkulturschalen abgenommen, bei 4000 rpm für 5 min zentrifugiert und 
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je 1 ml des Überstands bei -20 °C gelagert. Die Zellkulturschalen wurden dreimal mit 

1x PBS gewaschen. Die Zellen wurden dann in 800 µl 1x PBS abgeschabt und in 

Eppendorf-Tubes überführt. Nach einer Zentrifugation bei 3000 rpm für 5 min wurden 

die Zellen in 900 µl 1x PBS re-suspendiert. Sollte in dem Versuchsansatz auch RNA 

isoliert werden, so wurde die Probe geteilt und es wurden 500 µl der Suspension in 

ein weiteres Eppendorf-Tube überführt. Diese Proben wurden zentrifugiert und der 

Überstand wurde verworfen. Anschließend wurden sie in 600 µl RLT-Buffer re-

suspendiert, gevortext und bei -20 °C gelagert. Die zur Proteingewinnung bestimm-

ten Proben wurden ebenfalls zentrifugiert und, nachdem der Überstand abgenom-

men wurde, in 350 µl RIPA-Lysepuffer re-suspendiert. Anschließend wurden sie für 

1 h auf Eis inkubiert und dann für 1 h bei 13000 rpm zentrifugiert. Der entstandene 

Überstand wurde in ein neues Eppendorf-Tube überführt und bei -20 °C gelagert. 

2.5.3 Trennung zytosolischer und mitochondrialer Fraktion 

Zytosol-Extraktionspuffer 

250 mM Saccharose, 70 mM KCl, 137 mM NaCl, 4,3 mM Na2HPO4, 1,4 mM KH2PO4 

pH 7,2, 200 µg/ml Digitonin, pro 10 ml Puffer 1 Tablette Complete. 

Mitochondrien-Lysepuffer 

50 mM Tris pH 7,4, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 0,2 % Triton X-100, 

0,3 % NP-40, pro 10 ml Puffer 1 Tablette Complete. 

Es wurden 10x106 HCT-116 Zellen in 10 cm-Schalen für 2 d ausgesät. Diese wurden 

nun für 2 h oder 4 h mit E. coli der MOI 0 oder MOI 5 behandelt. Anschließend wur-

den die Zellen abgeschabt und zusammen mit ihrem Medium in Falcons überführt. 

Nach einer Zentrifugation bei 1200 g für 5 min wurde der Überstand verworfen, 1 ml 

Zytosol-Extraktionspuffer zu den Proben gegeben und diese auf Eis inkubiert. Die 

Permeabilisierung der Plasmamembran wurde dabei mit Trypanblaufärbung kontrol-

liert und bei ausreichendem Grad der Permeabilisierung folgte eine Zentrifugation bei 

1000 g und 4 °C für 5 min. Der Überstand, der nun die zytosolischen Anteile enthielt, 

wurde in ein neues Eppendorf-Gefäß überführt. Nachdem das entstandene Pellet in 

1 ml Mitochondrien-Lysepuffer re-suspendiert worden war, wurde es bei 10000 g und 

4 °C für 10 min zentrifugiert. Dieser Überstand enthielt nun die mitochondrialen An-

teile und wurde ebenfalls in ein neues Eppendorf-Gefäß überführt. 
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2.5.4 Transwell-Experiment 

Für das Transwell-Experiment wurden 6x105 Zellen der HCT-116 pro Well in 6-Wells 

mit Polycarbonat-Membranen ausgesät. Das Volumen betrug 2,5 ml. Nach 2 h Inku-

bation wurden die Filter eingesetzt und mit 1 ml Medium überschichtet. Das Medium 

wurde alle 2 Tage gewechselt. Die Ernte erfolgte am 6. Tag. Hierbei wurden die Bak-

terien entweder direkt mit den Zellen kultiviert (Ko-Kultur) oder durch eine semi-

permeable Filtermembran getrennt von den Zellen für 4 h inkubiert. 

2.5.5 Bakterien-Wirtszell-Interaktion von HCT-116 Zellen mit E. coli  

Für die Ko-Kultur mit E. coli wurde für 6 Tage eine Zellzahl von 5x106 Zellen in 

10 cm-Schalen ausgesät. Anschließend wurden E. coli in einer MOI 0, MOI 1, MOI 5 

oder MOI 10 für 2-4 h zugegeben. 

Für die LPS-Stimulation wurden 5x106 Zellen in 10 cm-Schalen ausgesät. Am 6. Tag 

wurden HCT-116 Zellen mit LPS in einer Konzentration von 10 ng/ml bzw. 1 µg/ml 

behandelt. PBS-behandelte Zellen dienten als Kontrolle. Die Inkubationszeit mit Sti-

mulanzien betrug 2 oder 4 h. 

Für die Nutlin-3-Stimulation wurden HCT-116 Zellen für 6 Tage in 10 cm-Schalen bei 

einer ursprünglichen Zellzahl von 5x106 Zellen ausgesät. Am Tag der Ernte wurde für 

2 h mit Nutlin-3 in einer Endkonzentration von 10 µM behandelt. Das gleiche Volu-

men EtOH diente als Kontrolle. Anschließend wurde das Medium entfernt und E. coli 

in den Mengen MOI 0 und MOI 5 mit neuem Medium für weitere 2 h hinzugegeben. 

2.5.6 Induktion der NOD-Rezeptoren 

Für die Induktion einer (erhöhten) Expression von NOD-Rezeptoren wurden 5x106 

HCT-116 in 10 cm-Schalen ausgesät. Am fünften Tag erfolgte die Behandlung mit 

10 µg/ml iE-DAP oder iE-Lys sowie 100 ng/ml MDP, MDP-control oder TNF. iE-DAP 

und MDP dienten dabei als spezifische Induktoren von NOD1 bzw. NOD2; iE-Lys 

und MDP-control waren die jeweiligen Negativkontrollen. 

2.5.7 Durchflusszytometrische Untersuchungen 

2.5.7.1 Nachweis der Oberflächenrezeptoren TLR2 und TLR4 

Für die Analyse der Oberflächenrezeptoren wurden HCT-116 Zellen in 10 cm-

Schalen ausgesät. Zur Induktion erhöhter TLR2- bzw. TLR4-Spiegel wurden die Zel-

len für 24 Stunden mit 10 µg/ml LPS oder PMA bzw. den Lösungsmitteln PBS und 

EtOH als Kontrolle behandelt. Am zweiten Tag nach Aussaat wurden die Zellen ge-
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erntet; die Zelllinien U937 und HEKblue-2 dienten als Positivkontrolle. 1x106 Zellen 

wurden für die Färbung verwendet. Nach Zentrifugation bei 3000 rpm für 2 min wur-

de der Überstand verworfen und die Zellen in 500 µl 1x PBS mit 10 % FCS für 

10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dies diente der Blockierung unspezifischer 

Bindungsstellen. Es wurde erneut zentrifugiert und der Überstand verworfen. An-

schließend wurden die Zellen in 500 µl Stain Buffer aufgenommen und der entspre-

chende Antikörper oder die Isotyp-Kontrolle zugegeben (vgl. 2.1.5). Die Inkubation 

erfolgte für 20 min bei Raumtemperatur im Dunkeln. Dann wurde erneut zentrifugiert 

und der Überstand verworfen. Um die Zellen zu waschen, wurden sie in 500 µl 1x 

PBS re-suspendiert. Nach erneutem Zentrifugieren und Verwerfen des Überstandes 

wurden die Zellen in 750 µl Stain Buffer aufgenommen und in die FACS-Röhrchen 

pipettiert. Die Analyse der Zellen erfolgte am LSR Fortessa im Alexa Fluor 488- oder 

PE-Kanal. 

2.5.7.2 Analyse des Zelltodes mittels AnnexinV- /DAPI-Färbung 

Annexin Binding Buffer 

2,38 g Hepes, 8,18 g NaCl, 0,32 g CaCl2, mit H2O auf 1l auffüllen. 

Um den Effekt von sezernierten Substanzen einer Bakterien-Zellen-Ko-Kultur zu un-

tersuchen, wurden 1x106 HCT-116 Zellen für 6 d in 10 cm-Schalen ausgesät. Zwei 

dieser Schalen wurden für 4 h mit MOI 0 bzw. MOI 5 (E. coli) ko-kultiviert (vgl. Abbil-

dung 3 A und B). Die Überstände dieser Schalen wurden abgenommen, steril filtriert 

und für weitere 4 h auf die Zellen in den übrigen Schalen gegeben. Die Filtergröße 

von 0,22 µm garantierte dabei eine Abtrennung von lebenden Bakterien. Im Filtrat 

befanden sich stattdessen lösliche bakterielle und zelluläre Metabolite etc.  

Die Ko-Kultur mit direktem Zellkontakt von HCT-116 Zellen und E. coli dienten als 

Positivkontrolle (vgl. Abbildung 3 E und F). Zwei weitere Schalen wurden mit den 

Überständen aus einer E. coli-Übernachtkultur vergleichsweise zu MOI 5 behandelt. 

Dazu wurde die Bakteriensuspension für 2 min bei 6000 rpm zentrifugiert und an-

schließend entweder steril filtriert oder direkt auf die Zellen gegeben (vgl. Abbildung 

3 C und D). 

Nach der Inkubation wurde die AnnexinV/DAPI-Färbung wie folgt durchgeführt: Das 

Medium wurde von den Schalen abgenommen und in 50 ml-Falcons gesammelt. Die 

Zellen wurden mit 1x PBS gewaschen, welches dann ebenfalls zum Medium in den 

Falcons hinzugefügt wurde. 
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Abbildung 3: Schaubild zur Stimulation der HCT-116 

Nun wurden die Schalen mit je 2 ml Trypsin/EDTA für wenige Minuten behandelt, die 

proteolytische Wirkung mit Zellkulturmedium abgestoppt, die Zellen vorsichtig abge-

spült und in das jeweilige Falcon überführt. Anschließend wurde bei 1200 rpm für 

5 min zentrifugiert und der Überstand verworfen. Die Zellen wurden in 1 ml Annexin 

Binding Buffer re-suspendiert. Für die Färbung wurden je 1x106 Zellen in je 10 µl An-

nexinV und DAPI (DAPI wurde 1:100 in PBS mit Ca2+ vorverdünnt) verwendet und 

diese für 20 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Zum Schluss wurden die Proben mit 

1 ml Annexin Binding Buffer verdünnt und in die FACS-Röhrchen überführt. Dann 

erfolgte die Analyse am LSR Fortessa im Pacific Blue- und APC-Kanal bzw. im 

FSC/SSC. 

Als Positivkontrolle einer apoptotischen Zelltodinduktion dienten mit Panobinostat 

( zVAD-FMK) behandelte HCT-116 Zellen. Die Stimulation erfolgte hierbei für 48 h. 

Sollte nur eine Aussage über die Viabilität der Zellen getroffen werden, so wurde ei-

ne Färbung mit DAPI durchgeführt. Dazu wurden vom vorverdünnten DAPI jeweils 

5 µl direkt ins Medium gegeben. Der Überstand wurde nach einer Inkubationszeit von 

10 min in ein Falcon überführt. Die Zellen wurden mit 1 ml PBS mit Ca2+ gespült und 

dieses ebenfalls in das Falcon pipettiert. Dann wurden die Zellen mit 0,5 ml Trypsin 

abgelöst, in 2 ml Medium suspendiert und in ein weiteres Falcon gegeben. Beide 

Falcons wurden bei 1200 rpm für 5 min zentrifugiert und die Überstände wurden 

verworfen. Die Zellen wurden in PBS mit Ca2+ aufgenommen und jeweils die Proben 

aus den zwei zusammengehörigen Falcons wurden in einem FACS-Röhrchen ver-

eint. Die Analyse der Zellen erfolgte am LSR Fortessa im Pacific Blue-Kanal. 
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Der spezifische Zelltod wurde anhand folgender Formel ermittelt: Spezifischer Zelltod 

in % = (Zelltodrate der behandelten Zellen in % - Zelltodrate der Kontrollbedingung in 

%) / (100 - Zelltodrate der Kontrollbedingung in %) 

2.5.7.3 TMRE-Färbung 

In einem Vorversuch mit Carbonyl cyanide 3-chlorophenyl-hydrazone (CCCP) wurde 

eine Konzentration von 25 µM tetramethylrhodamine, ethyl ester, perchlorate (TMRE) 

festgesetzt. Die HCT-116 Zellen wurden für 2 d in 10 cm-Schalen ausgesät, an-

schließend wurde mit PBS gewaschen, die Zellen mit Trypsin abgelöst und in 

PBS/FCS aufgenommen. Nun wurden 1x 106 Zellen für 30 min mit 25 µM TMRE ge-

färbt. Nach zwei Waschschritten mit PBS wurden die Zellen in 500 µl PBS/FCS re-

suspendiert und in die FACS-Röhrchen gegeben. Die Analyse der Zellen erfolgte am 

LSR Fortessa im FITC-Kanal. 

2.6 Statistische Auswertung 

Zur statistischen Analyse der Resultate wurde Microsoft Excel 2010 verwendet. Zur 

Auswertung wurde der Student´s t-Test durchgeführt. Es wurde jeweils der Mittelwert 

± Standardabweichung angegeben. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifi-

kant betrachtet. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Charakterisierung des in vitro-Zellmodells 

3.1.1 Ko-Kultivierung von Bakterien und Darmepithelzellen führt zur Sekretion 

entzündlicher Zytokine 

Der direkte Kontakt von Bakterien und Wirtszellen kann Entzündungsreaktionen aus-

lösen. Dabei sekretieren die Wirtszellen inflammatorische Zytokine, die Immunzellen 

aktivieren. In unseren Vorarbeiten haben wir gezeigt, dass infolge einer Leberzirrho-

se die Mukusschicht im Darm reduziert vorliegt und ein direkter Kontakt zwischen 

Bakterien und Epithelzellen möglich ist [29]. Um zu klären, ob Darmepithelzellen auf 

Inkubation mit Bakterien mit einer erhöhten Produktion entzündlicher Zytokine rea-

gieren, wurden die Überstände von Zellen, die mit E. coli behandelt wurden, in einem 

ELISA auf IL-1β, IL-6 und IL-8 Sekretion untersucht. IL-1β war in den Überständen 

nicht nachweisbar (nicht gezeigt), wohingegen HCT-116 Zellen als Reaktion auf die 

Inkubation mit Bakterien IL-6 und IL-8 ausschütteten. Hierbei beobachteten wir eine 

deutliche IL-8 und eine schwächere IL-6 Sekretion. Als Positivkontrolle wurden die 

Zellen mit 100 ng/ml TNF stimuliert.  

 

Abbildung 4: HCT-116 produzieren IL-6 und IL-8. ELISA-Analyse der Zellkultur-Überstände von HCT-

116 Zellen nach Stimulation mit 100 ng/ml TNF bzw. E. coli (MOI 0 und MOI 5) für 2 h. Für IL-6 (A) ist 

jeweils ein exemplarisches Experiment dargestellt, für IL-8 (B) gilt n=3. 

3.1.2 HCT-116 tragen die Rezeptoren NOD1 und NOD2 

Um zu klären, über welchen Signalweg die Sekretion von IL-6 und IL-8 induziert wird, 

wurde die Anwesenheit der Oberflächenrezeptoren TLR2 und TLR4 überprüft. TLR 

gehören zu den PRR, die Pathogene anhand ihrer PAMPs (pathogen-associated 
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molecular patterns) erkennen. Sie spielen damit eine wichtige Rolle in der Immunab-

wehr und regulieren die Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen. TLR4 er-

kennt dabei speziell LPS von Gram-negativen Bakterien [109]. TLR2 erkennt eben-

falls LPS, aber zusätzlich auch den bakteriellen Bestandteil Peptidoglykan [110].  

Um eine Expression der TLR-Rezeptoren zu induzieren, wurden die Zellen mit den 

Liganden LPS und PMA stimuliert [111]. Als Positivkontrolle dienten die Zellen U937 

und HEKblue-2, da diese bereits ohne Stimulation die Rezeptoren TLR2 bzw. TLR4 

auf ihrer Zelloberfläche aufweisen [106,108]. Während die Kontrollzellen ein deutli-

ches Signal für die Oberflächenrezeptoren TLR2 bzw. TLR4 aufwiesen, war ein 

Nachweis dieser Proteine bei HCT-116 Zellen nicht möglich (Abbildung 5 A). Im 

Western Blot zeigte sich in An- und Abwesenheit des TLR-Liganden LPS kein Hin-

weis auf eine Expression der Proteine TLR2 und TLR4 (Abbildung 5 B). 

Eine weitere Möglichkeit für die Induktion von IL-6 und IL-8 sind die NOD-like-

Rezeptoren NOD1 und NOD2. Auch sie gehören zu den PRR und erkennen Pep-

tidoglykane Gram-negativer und Gram-positiver Bakterien [112]. Um das Vorhanden-

sein dieser intrazellulären Rezeptoren zu untersuchen, wurden HCT-116 mit ver-

schiedenen Aktivatoren (TNF, MDP und iE-DAP) und Kontrollsubstanzen (MDP-

control und iE-Lys) sowie mit E. coli ko-kultiviert. HT-29 Zellen dienten als Kontroll-

zelllinie für NOD-Expression. Im Western Blot zeigte sich, dass HCT-116 Zellen so-

wohl NOD1 als auch NOD2 exprimieren, aber keine signifikanten Unterschiede 

(p > 0,05) in der Proteinmenge durch eine Behandlung mit Bakterien oder Aktiva-

toren hervorgerufen wurden (Abbildung 6). Auch in der qPCR ließ sich eine Expres-

sion der NOD1- und NOD2-Gene nachweisen, allerdings wurde keine Regulation der 

Genexpression nach Behandlung mit E. coli oder den Liganden beobachtet (nicht 

gezeigt). 

HCT-116 Zellen weisen sowohl NOD1- als auch NOD2-Rezeptoren auf. Daher ist 

davon auszugehen, dass die IL-6 und IL-8 Sekretion nach Ko-Kultivierung mit Bakte-

rien über diesen Signalweg induziert wird. 
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Abbildung 5: Untersuchung von TLR2 und TLR4 auf HCT-116 Zellen. Die gezeigten Daten sind je-

weils repräsentativ für drei unabhängige Experimente. A) Durchflusszytometrische Untersuchung von 

HCT-116 nach Behandlung mit 10 µg/ml LPS oder PMA für 24 h (gelbe Linien). U937 und HEKblue-2 

(rote Linien) dienten als Positivkontrolle ohne vorhergehende Stimulation. Die Bedingung „Isotyp“ 

diente jeweils als Negativkontrolle (blaue bzw. graue Linien). B) Analyse von Proteinlysaten von HCT-

116 Zellen nach Stimulation mit LPS für 4 h. PBS diente als Negativkontrolle.  

 

Abbildung 6: HCT-116 Zellen bilden NOD1 und NOD2 Rezeptoren. Western Blot-Analyse von Protein-

lysaten. Die relative Proteinmenge von NOD1 und NOD2 wurde durch verschiedene Stimulanzien 

(100ng/ml TNF, MOI 5 E. coli, 100 ng/ml MDP und 10 µg/ml iE-DAP) nicht signifikant beeinflusst. 

MOI 0 E. coli, 100 ng/ml MDP-control und 10 µg/ml iE-Lys stellten jeweils die Negativkontrollen dar. 

Die bakterielle Stimulation erfolgte für 2 h, die übrigen Stimulanzien wurden über Nacht mit den 

Darmepithelzellen inkubiert (n=3). 
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3.2 Regulation der p53-Familie durch Bakterieninteraktion in Darmepithelzel-

len 

3.2.1 E. coli reduzieren die Proteinspiegel von p53-Proteinen 

Die bakterielle Translokation stellt einen essenziellen Faktor während der Entstehung 

einer SBP dar. Um die Pathomechanismen dieser Erkrankung und hierbei besonders 

die Interaktion zwischen Darmepithelzellen und Bakterien zu untersuchen, verwende-

ten wir ein in vitro-Modell aus HCT-116 Zellen und E. coli. p53 spielt eine wichtige 

Rolle bei bakteriellen Infektionen, so können bestimmte Bakterien die zellulären p53-

Spiegel beeinflussen, um dadurch ihr eigenes Überleben zu verlängern [44]. Zusätz-

lich kann p53 als Protein der zellulären Stressantwort aber auch eine wichtige Rolle 

bei Abwehrmechanismen der Zellen gegen Infektionen spielen. Ein wesentliches Ziel 

dieser Arbeit war daher zu untersuchen, wie sich bakterielle Reize auf die Regulation 

der p53-Familie auswirken. Wir konzentrierten uns dabei auf die Proteinspiegel von 

p53 und p73. Hierzu wurden HCT-116 Zellen für 2 oder 4 h mit E. coli verschiedener 

MOI sowie mit hitzeinaktivierten E. coli (HI) ko-kultiviert und die intrazellulären Men-

gen von p53 und p73 bestimmt. Die Ko-Inkubation von HCT-116 Zellen mit E. coli 

führte zu einer zeit- und dosisabhängigen Abnahme der Proteinspiegel von p53 und 

p73. Hitzeinaktivierte Bakterien (HI) dienten in allen Experimenten als Negativkontrol-

le und zeigten keine Reduktion von p53 und p73 (Abbildung 7). Auf mRNA-Ebene 

zeigten sich keine vergleichbaren Effekte in der reduzierenden Wirkung der Bakte-

rien auf die TP53- und TP73-mRNA (nicht gezeigt). 

3.2.2 p53 wird auf posttranslationaler Ebene durch MDM-2 reguliert  

Nachdem E. coli reduzierende Effekte auf die p53-Familie bei Ko-Kultur mit HCT-116 

Zellen zeigte, haben wir die Mechanismen, die für diese Herunterregulation verant-

wortlich sein können, weiter untersucht. Unter physiologischen Bedingungen ist die 

E3-Ubiquitin-Ligase MDM2 für die Ubiquitinierung von p53 und p73 verantwortlich. 

Die Ubiquitinierung markiert die Proteine für den Abbau durch das Proteasom und 

trägt so dazu bei, die Mengen an p53 und p73 in der Zelle niedrig zu halten [41,42]. 

Da wir in Gegenwart von Bakterien eine Reduktion von p53-Proteinen in Darme-

pithelzellen beobachtet haben, haben wir im nächsten Schritt untersucht, ob diese 

Regulation über einen MDM2-abhängigen Mechanismus erfolgt. Zunächst wurde da-

her die Phosphorylierung von MDM2 nach bakterieller Ko-Kultur analysiert. Die Ge-
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genwart von Bakterien führte zu einer deutlichen Phosphorylierung und somit Aktivie-

rung von MDM2 (p-MDM2) (Abbildung 8 A).  

Um zu ermitteln, ob die bakteriell induzierte Herunterregulation von p53 und p73 da-

rauf beruht, dass die Bakterien MDM2 aktivieren, wurden die Zellen zunächst für 2 h 

mit dem MDM2-Inhibitor Nutlin-3 behandelt und anschließend für 2 h mit E. coli sti-

muliert. Hierbei zeigte sich, dass eine Vorbehandlung mit 10µM Nutlin-3 die Ge-

samtmenge an p53 und p73 deutlich stabilisiert und so die bakterielle Herunterregu-

lation von p53 und p73 verhindert (Abbildung 8 B). Die Ergebnisse zeigen, dass der 

Abbau von p53 und p73 in HCT-116 Zellen nach Ko-Inkubation mit E. coli über 

MDM2 vermittelt wird. 

 

Abbildung 7: Zeit- und dosisabhängige Reduktion von p53 und p73 Protein durch Ko-Inkubation mit 

E. coli. Analyse der Proteinlysate von HCT-116 Zellen mittels Western Blot und ihre densitometrische 

Auswertung nach Stimulation mit E. coli verschiedener MOI über 2 und 4 h. Hitzeinaktivierte Bakterien 

(HI) dienten als Negativkontrolle. Unter dem Western Blot sind die densitometrischen Analysen für 

drei unabhängige Experimente als Mittelwerte mit Standardabweichung dargestellt.  
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Abbildung 8: Nutlin-3 hemmt die p53- und p73-Degradation in HCT-116 Zellen. A) Der Western Blot 

zeigt exemplarisch die Zunahme von aktiviertem p-MDM2 durch bakterielle Stimulation für 2 h. B) 

Exemplarischer Western Blot von HCT-116 Proteinlysaten nach zweistündiger Inkubation mit Nutlin-3 

und anschließender bakterieller Stimulation für weitere 2 h. Ethanol (EtOH) als Lösungsmittel diente 

als Kontrolle. Unter allen Blots ist das Ergebnis der densitometrischen Auswertung angegeben. 

3.2.3 LPS induziert eine p53-Degradation  

Es ist beschrieben, dass LPS bei Makrophagen zu einer Reduktion von p53 führt 

[47]. Da das Bakterium E. coli in den Darmepithelzellen HCT-116 in der Lage ist, den 

p53-Spiegel zu beeinflussen, wollten wir herausfinden, ob der Bakterienbestandteil 

LPS allein ähnliche Effekte vermitteln kann. Dazu wurden die Zellen für 2-4 h mit 

E. coli-LPS behandelt. Dabei zeigte sich, dass vor allem die Konzentration von 

10 ng/ml nach Stimulation für 2 h eine leichte, transiente Abnahme der Proteinmenge 

von p53 bewirkt (Abbildung 9). Da die LPS-induzierte p53 Abnahme deutlich niedri-

ger ist als die in Abbildung 7 gezeigte bakteriell-induzierte p53-Depletion, ist von zu-

sätzlichen Bakterien-inhärenten Regulationsmechanismen der p53-Spiegel auszuge-

hen. 

 

Abbildung 9: LPS-induzierte Degradation von p53 in HCT-116 Zellen in der Western Blot-Analyse. 

PBS diente als Negativkontrolle. Links ist ein repräsentativer Western Blot gezeigt. Rechts ist die rela-
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tive Proteinmenge bei unterschiedlichen Kultur-Bedingungen als Mittelwert mit Standardabweichung 

aus drei unabhängigen Experimenten dargestellt. 

3.2.4 Eine direkte Interaktion von Bakterien und Epithelzellen ist essenziell für 

die Reduktion von p53-Familienmitgliedern 

Um zu untersuchen, ob neben LPS weitere lösliche Bakterienbestandteile bei der 

Reduktion von p53 und p73 involviert sind oder ein direkter Kontakt zwischen Bakte-

rium und Wirtszelle vorliegen muss, haben wir ein Transwell-Experiment durchge-

führt.  

In einem Ko-Kultivierungsansatz wurden HCT-116 Zellen und E. coli für 4 h zusam-

men in einer Kammer kultiviert, sodass ein direkter Kontakt zwischen Bakterien und 

Epithelzellen möglich war. Diese Versuchsbedingungen führten zu einer Reduktion 

der p53- und p73-Spiegel. In einem parallel durchgeführten Ansatz waren Bakterien 

und Epithelzellen durch eine semi-permeable Membran (Transwell) getrennt. Ohne 

direkten Kontakt zwischen Epithelzellen und E. coli Bakterien blieben die Protein-

mengen von p53 und p73 konstant (Abbildung 10). Diese Daten belegen, dass für 

die bakteriell-induzierte Reduktion von p53- und p73-Proteinen in HCT-116 Zellen ein 

direkter Kontakt zwischen HCT-116 Zellen und E. coli notwendig ist.  

 

Abbildung 10: Notwendigkeit des direkten Kontaktes zwischen E. coli und HCT-116 Zellen für reduzie-

rende Effekte auf p53 und p73. Hier wurde ein Transwell-Experiment durchgeführt. Dabei wurden 

HCT-116 Zellen und E. coli bei der Inkubation für 4 h durch eine semi-permeable Membran getrennt 

kultiviert (siehe linke Hälfte des oben dargestellten exemplarischen Western Blots und Diagramms). 

Als Positivkontrolle wurden HCT-116 Zellen mit E. coli ko-kultiviert (siehe rechte Hälfte des oben dar-

gestellten exemplarischen Western Blots und Diagramms). Nur bei direktem Kontakt von Epithelzellen 

und E. coli erfolgt eine Reduktion von p53- und p73-Proteinen, das Diagramm zeigt die densitometri-

sche Auswertung des exemplarisch dargestellten Western Blots.  
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3.3 Bakterien induzieren Zelltod bei Interaktion mit Darmepithelzellen 

3.3.1 E. coli-induzierter Zelltod in HCT-116 Zellen  

Bei Ko-Inkubation von HCT-116 Zellen mit E. coli trat eine deutliche Zunahme des 

Zelltodes auf. Daher untersuchten wir, welche Art des Zelltodes durch die bakterielle 

Ko-Kultur induziert wird. Dazu wurden HCT-116 Zellen für 2-4 h mit verschiedenen 

Konzentrationen von E. coli Bakterien (MOI 0 bis MOI 10) behandelt und anschlie-

ßend mittels Durchflusszytometrie analysiert. Tote Zellen werden kleiner und weisen 

eine höhere Granularität auf und können so durchflusszytometrisch bestimmt wer-

den. DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der an DNA bindet. Da er intakte Zellmembra-

nen nicht durchdringt, färbt er nur tote Zellen mit geschädigter Plasmamembran an 

(Abbildung 11 B und D, rot umrandet) [113]. 

Die Ko-Kultivierung von Bakterien und HCT-116 Zellen führte zu einer zeit- und do-

sisabhängigen Induktion von Zelltod (Abbildung 11, lebendige Anteile der Zellpopula-

tion grün umrandet, tote Zellen rot umrandet). Hitzeinaktivierte Bakterien sowie 

E. coli LPS lösten dagegen keinen Zelltod aus (nicht gezeigt).  

 

Abbildung 11: Zeit- und dosisabhängige Zelltod-Induktion durch E. coli in HCT-116 Zellen. FACS-

Analyse der HCT-116 Zellen nach Inkubation mit verschiedenen MOI für 2 h (A und B) oder 4 h (C 

und D). Die lebendige HCT-116 Population ist mit grün umrandet dargestellt, tote Zellen dagegen mit 

rot umrandet. Für jede untersuchte Bedingung ist jeweils ein exemplarischer FACS-Plot in der 

FSC/SSC-Ansicht (A und C) und in der DAPI-Exklusion (B und D) dargestellt. Für die DAPI-Exklusion 
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ist jeweils der Anteil der vitalen und toten Zellen an der Gesamtpopulation zu jedem Plot angegeben. 

Die Daten sind repräsentativ für 3 unabhängige Experimente. 

3.3.2 Der bakteriell-induzierte Zelltod erfordert einen direkten Kontakt zwi-

schen Bakterien und HCT-116 Zellen  

Um zu untersuchen, ob in Analogie zur Regulation von p53 ein direkter Kontakt zwi-

schen Bakterium und Epithelzelle für die Zelltod-Induktion erforderlich ist, wurden 

E. coli zunächst für 4 h mit Darmepithelzellen ko-kultiviert. Der Überstand mit bakte-

riellen / zellulären Bestandteilen wurde filtriert, um vitale E. coli Bakterien abzutren-

nen. Das erhaltene Filtrat wurde anschließend zur Inkubation mit naiven HCT-116 

Zellen verwendet. Zur Kontrolle wurden die Zellen mit intakten Bakterien und mit 

Bakterien-Überstand ohne vorherigen Zellkontakt behandelt (Schema des Versuchs 

siehe Abbildung 3). Übereinstimmend mit den Vorergebnissen (siehe 3.3.1) führte 

die Ko-Inkubation mit E. coli zu einer durchschnittlichen Zelltodrate von 79% (n=3).  

Filtrierte Überstände von Bakterien / HCT-116-Ko-Kulturen resultierten in Zelltodra-

ten von durchschnittlich 33%, wohingegen die bakteriellen Überstände alleine ohne 

vorherigen Kontakt zu HCT-116-Zellen nur sehr geringe Zelltodraten von maximal 

9% induzierten (Abbildung 12).  

Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass für den Zelltod-induzierenden Effekt von 

Bakterien auf HCT-116 Zellen ein direkter Kontakt zwischen Bakterien und Darmepi-

thelzellen essenziell ist. Dieser Kontakt induziert die Bildung bakterieller / zellulärer 

Mediatoren, die zur Induktion des Zelltodes beitragen. 

3.3.3 E. coli löst in HCT-116 Zellen einen Caspase-unabhängigen Zelltod aus 

In einem nächsten Schritt untersuchten wir, welche Art des Zelltodes bei der Behand-

lung von Darmepithelzellen mit E. coli auftritt. Da die bakterielle Inkubation Einfluss 

auf die p53-Spiegel zeigte, konzentrierten wir uns zunächst auf die Apoptose. 

Caspase 3 ist als Effektor-Caspase der Apoptose, ebenso wie PARP, das von 

Caspase 3 gespalten wird, ein guter Marker für den Nachweis einer Apoptose-

Induktion. In HCT-116 Zellen waren nach zweistündiger Ko-Kultur mit E. coli im Wes-

tern Blot keine Veränderung der Proteinmengen von Caspase 3 und insbesondere 

keine Bildung von cleaved-Caspase 3 zu beobachten. Auch eine Spaltung von PARP 

fand nicht statt (Abbildung 13).  

Wir analysierten den Zelltod durchflusszytometrisch. Dazu wurde vor bakterieller 

Stimulation der Pan-Caspase-Inhibitor zVAD-FMK zugegeben, um so eine möglich-
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erweise auftretende Apoptose zu hemmen. Auch in Gegenwart von zVAD-FMK blieb 

der durch E. coli induzierte Zelltod unverändert (vgl. 3.3.4).  

Ein wesentlicher Faktor bei der Apoptose ist zudem die Freisetzung von Cytochrom 

C aus dem Intermembranraum des Mitochondriums in das Zytosol (vgl. 1.3). Um zu 

untersuchen, ob durch die bakterielle Stimulation mitochondriale Schäden induziert 

werden und auf diesem Weg Apoptose ausgelöst wird, wurden nach Behandlung der 

HCT-116 Zellen mit E. coli für 2-4 h die mitochondriale und zytosolische Fraktion der 

Zelllysate voneinander getrennt. Anschließend erfolgte die Analyse mittels Western 

Blot. Die Proteine translocase of inner mitochondrial membrane 23 (TIM23) und 

translocase of outer mitochondrial membrane 20 (TOM20) sind entscheidend für den 

Transport von Proteinen aus dem Zytosol der Zelle ins Innere des Mitochondriums. 

TOM20 sitzt dabei in der äußeren Mitochondrienmembran, TIM23 in der inneren 

[114]. Passend dazu konnte in der mitochondrialen Fraktion der HCT-116 Zellen 

TIM23 und TOM20 detektiert werden, in der zytosolischen dagegen nicht, was auf 

eine gute Trennung der beiden Fraktionen hindeutet. Cytochrom C fungiert als Elekt-

ronentransporter im Intermembranraum zwischen der inneren und äußeren Mito-

chondrienmembran. Wird Cytochrom C in das Zytosol freigesetzt, so kann dies 

Apoptose auslösen (vgl. 1.3) [115]. Cytochrom C konnte deutlich in der mitochondria-

len Fraktion von HCT-116 Zellen nachgewiesen werden. In sehr geringer Menge trat 

Cytochrom C nach bakterieller Behandlung auch in der zytosolischen Fraktion der 

HCT-116 Zellen auf (Abbildung 13).  

Dass HCT-116 Zellen grundsätzlich Apoptose einleiten können, zeigen die Daten der 

Positivkontrolle: für die Apoptoseinduktion wurden HCT-116 Zellen für 48 h mit dem 

Histon-Deacetylase-Inhibitor Panobinostat behandelt. Diese Stimulation führte zu 

Zelltodraten von bis zu 86%. Der durch Panobinostat ausgelöste Zelltod war in Ge-

genwart von zVAD-FMK signifikant vermindert (Zelltod-Rate von 36%; p=0.03) 

(Abbildung 14) [116]. Dies zeigt, dass HCT-116 Zellen in der Lage sind, Apoptose 

einzuleiten z.B. nach Behandlung mit Histon-Deacetylase-Inhibitoren. Der durch 

E. coli induzierte Zelltod zeigt allerdings keine Eigenschaften klassischer Apoptose.  

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass durch den Kontakt von E. coli mit 

Darmepithelzellen ein Caspase-unabhängiger Zelltod induziert wird. Somit kann 

Apoptose als Form des hier vorliegenden Zelltodes ausgeschlossen werden. 
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Abbildung 12: Induktion des Zelltodes durch lösliche Mediatoren nach Kontakt zwischen HCT-116 

Zellen und E. coli. Die vitale Population ist jeweils mit grün umrandet, die toten Zellen mit rot. A) 

FACS-Plot der Kontrollbedingung MOI 0. HCT-116 wurden für 4 h stimuliert. B) Durch vierstündige 

Behandlung mit E. coli MOI 5 wurde in HCT-116 Zellen Zelltod ausgelöst. C) Lösliche zelluläre oder 

bakterielle Bestandteile, die bei der Ko-Kultur von HCT-116 und E. coli über 4 h gebildet wurden, lös-

ten in naiven HCT-116 Zellen nach erneuter Behandlung über 4 h ebenfalls Zelltod aus. D) Überstän-

de aus einer E. coli-Übernachtkultur ohne vorherigen Zellkontakt lösten durch vierstündige Stimulation 

keinen vermehrten Zelltod aus. A) - D) zeigen exemplarische FACS-Plots mit den zugehörigen pro-

zentualen Anteilen der vitalen (grün) und toten (rot) Zellen an der Population. Die Differenzierung der 

Zellen erfolgte mittels DAPI-Exklusion. Die Daten sind repräsentativ für drei unabhängige Experimen-

te. E) zeigt die statistische Auswertung des spezifischen Zelltodes (n=3).  



Ergebnisse  47 

 

 

Abbildung 13: Apoptose-unabhängiger Zelltod nach Bakterien-Ko-Kultur von HCT-116 Zellen. A und 

B) Gezeigt sind die Western Blot-Analysen und jeweils die exemplarischen densitometrischen Aus-

wertungen unter den Blots für HCT-116 Zellen nach zweistündiger Ko-Kultur mit E. coli MOI 0 bzw. 

MOI 5. Untersucht wurden als Apoptosemarker A) die Effektor-Caspase-3 (cleaved und full-length) 

und B) ihr Substrat PARP (cleaved und full-length). C) Zudem wurde das Auftreten eines Cytochrom 

C-Release ins Zytosol nach bakterieller Stimulation von HCT-116 Zellen untersucht. Dafür wurden 

nach Stimulation mit E. coli für 2 bis 4 h die mitochondriale und zytosolische Fraktion voneinander 

getrennt. Die Proteine TIM23 und TOM20 aus der Mitochondrienmembran dienten dabei als Kontrolle 

für die Aufreinigung. Darstellung eines exemplarischen Western Blots, dieser ist repräsentativ für zwei 

unabhängige Experimente. 
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Abbildung 14: Panobinostat löst Apoptose in HCT-116 Zellen aus. Die lebendige Population ist jeweils 

grün umrandet, die avitalen Anteile rot. Zudem sind die prozentualen Anteile der avitalen und vitalen 

Zellen an der Gesamtpopulation für den hier gezeigten exemplarischen Plot angegeben. A) FACS-Plot 

der HCT-116 Zellen nach Behandlung mit 100 µM Panobinostat über 48 h. B) Bei Ko-Inkubation mit 

100 µM Panabinostat und 50 µM zVAD für 48 h kommt es zu einem partiellen Rescue des Zelltodes. 

C) Negativkontrolle mit DMSO für 48 h. D) Graphische Darstellung und statistische Auswertung der 

spezifischen Zelltodraten (n=4). 

3.3.4 Eisenchelator reduziert den Bakterien-induzierten Zelltod 

Da Apoptose als bakteriell-induzierter Zelltod in unserem Modell ausgeschlossen 

werden kann, haben wir mithilfe verschiedener Inhibitoren (vgl. Tabelle 5) systema-

tisch die bekannten Formen des Zelltodes untersucht. Mit Ausnahme des Eisen-

chelators 2,2´-Bipyridyl Reagent Plus® (DP) war keiner der Inhibitoren in der Lage 

den bakteriell-induzierten Zelltod zu blockieren. 

Wir konnten ausschließen, dass E. coli Apoptose, Nekroptose, Pyroptose, NETose, 

RIP1-, ROS- und Calcium-abhängigen Zelltod in HCT-116 Zellen auslösen. Wie wir 

weiterhin zeigen konnten, resultieren die Effekte des Eisenchelators DP auf einer 

Inhibition der Proliferation der E. coli Bakterien, sodass auch ein Eisen-abhängiger 

Mechanismus bzw. Ferroptose für den hier vorliegenden Zelltod ausgeschlossen 

werden kann [117]. 
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Tabelle 5: Tabellarische Aufstellung der verwendeten Zelltod-Inhibitoren. 

Inhibitor Verwendete 

Konzentration 

Funktion Gehemmter Zelltod 

zVAD-FMK 50 µM Pan-Caspase-Inhibitor Apoptose [118] 

Necrostatin-1 50 µM RIP1-Inhibitor Nekroptose, NETose [57,92] 

Ferrostatin-1 5 µM Ferroptose-Inhibitor Ferroptose [83] 

Trolox 100 µM Vitamin-E-Derivat ROS-abhängiger Zelltod [83] 

NAC 20 mM Antioxidans ROS-abhängiger Zelltod [119] 

DP 100 µM Eisenchelator Eisen-abhängiger Zelltod [120] 

Ciclosporin A 1200 ng/ml Cyclophilin-Inhibitor NETose [121] 

BAPTA-AM 10 µM Calcium-Chelator Calcium-abhängiger Zelltod [122] 

 

 

Abbildung 15: Statistische Auswertung des spezifischen Zelltodes für drei unabhängige Experimente 

(bzw. ein Experiment für die Behandlung mit Ciclosporin und BAPTA-AM). HCT-116 Zellen wurden mit 

den verschiedenen Zelltod-Inhibitoren stimuliert (vgl. Tabelle 5) und anschließend für 4 h mit E. coli 

MOI 5 ko-inkubiert, die Analyse erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Der durch E. coli induzierte Zell-

tod der HCT-116 Zellen wird durch den Eisenchelator DP signifikant vermindert. 

3.3.5 Morphologie des E. coli-induzierten Zelltodes – Bakterien induzieren Pa-

raptose 

Da der in unserem in vitro-Modell beobachtete Zelltod durch keinen der verwendeten 

Inhibitoren blockiert werden konnte, sollte in einem nächsten Schritt die Morphologie 

des Zelltodes geklärt werden.  

Elektronenmikroskopische Aufnahmen, die wir in Kooperation mit der Arbeitsgruppe 

von Prof. Dr. Brochhausen-Delius vom Institut für Pathologie der Universität Regens-

burg angefertigt haben, belegen deutliche morphologische Veränderungen von HCT-

116 Zellen und ihren Organellen nach Ko-Kultur mit E. coli (Abbildung 16) [123]. Man 

erkennt deutlich eine Kondensation der DNA an der Kernmembran, eine starke Va-
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kuolisierung sowie einen Integritätsverlust der Plasmamembran. In Ergänzung wur-

den auch Veränderungen an den Mitochondrien, wie ein Abrunden und ein Ausblei-

chen sichtbar (Abbildung 16). 

Um die Mitochondrien genauer zu untersuchen, wurden die Effekte von E. coli auf 

das mitochondriale Membranpotential untersucht. Mittels TMRE-Färbung wurde das 

Membranpotenzial intakter Mitochondrienmembranen in HCT-116 Zellen sichtbar 

gemacht (Abbildung 17, blaue Linien). Eine starke Fluoreszenz steht hierbei für ein 

intaktes Membranpotential, eine niedrige dementsprechend für eine Depolarisation 

des Mitochondriums. Nach Bakterienzugabe zeigte sich eine Depolarisation der Mi-

tochondrien (Abbildung 17, rote Linien).  

Fasst man die morphologischen Veränderungen, wie Kernmembran-assoziierte 

DNA-Kondensation, Vakuolisierung sowie den Integritätsverlust der Plasmamembran 

und den Verlust des Membranpotentials zusammen, erlaubt es die Gesamtheit die-

ser Befunde den Zelltod durch Ko-Kultur von E. coli mit Darmepithelzellen als Parap-

tose zu klassifizieren. 

 

Abbildung 16: Elektronenmikroskopische Untersuchung des bakteriell-induzierten Zelltodes. Nach 

Inkubation mit Bakterien werden deutliche morphologische Veränderungen der Paraptose, wie Kern-
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membran-assoziierte DNA-Kondensation, Vakuolisierung und Verlust der Integrität der Plasmamemb-

ran beobachtet. Bakterium mit Pfeil gekennzeichnet. Elektronenmikroskopie durch Prof. Dr. Broch-

hausen-Delius, Institut für Pathologie, Universität Regensburg. 

 

 

Abbildung 17: E. coli lösen nach Ko-Kultur für 3 h mit HCT-116 Zellen eine Depolarisierung des 

Membranpotentials der Mitochondrien aus. Dies zeigt sich in der durchflusszytometrischen Analyse 

durch einen Shift nach links nach bakterieller Ko-Kultur (B, rote Linien) im Vergleich zu der Kontrollbe-

dingung MOI 0 (B, blaue Linien). Auch die verschiedenen Zelltodinhibitoren (vgl. Tabelle 5) zeigen 

keinen Effekt auf die Depolarisierung des Mitochondrienpotentials. Die gezeigten Daten sind reprä-

sentativ für zwei unabhängige Experimente (n=2). 
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4 Diskussion  

Die SBP ist eine häufige und schwere Komplikation der Leberzirrhose. Die genauen 

Mechanismen ihrer Pathogenese sind noch nicht bekannt, jedoch geht man von ei-

ner bakteriellen Translokation aus dem Darmlumen in den Aszites aus [26]. Daher 

entwickelten wir ein in vitro-Modell aus Darmepithelzellen (HCT-116) und E. coli Bak-

terien als häufigsten Erreger der SPB um die Mechanismen hinter der Entstehung 

einer SBP genauer zu untersuchen [5]. Die Zelllinie HCT-116 stammt aus einem ko-

lorektalen Karzinom und weist eine Mutation (G13D) des KRAS-Proto-Onkogens auf 

[103]. HCT-116 Zellen können auch Lungen- und Lebermetastasen in Mäusen aus-

bilden [124]. Die Zellen exprimieren Wildtyp-p53 und -p73 und eignen sich deshalb 

gut zur Untersuchung der p53-Familie [104]. Zudem bildet die Zelllinie HCT-116 ei-

nen dichten Zellverband aus polygonalen Zellen und bildet damit den engen Zusam-

menhalt der Epithelbarriere des Darms gut ab. Allerdings können bei Langzeitkultu-

ren immer Veränderungen der Zelllinien auftreten, sodass ihre Eigenschaften nicht 

denen des Primärtumors entsprechen müssen [125]. In der vorliegenden Arbeit sind 

aber weniger die tumorigenen Aspekte der HCT-116 Zellen von Bedeutung als ihre 

Ähnlichkeiten zu Darmepithelzellen in vivo. 

Im Gastrointestinaltrakt treffen zahlreiche Mikroorganismen auf das Darmepithel, 

wobei E. coli als häufigster SBP-Erreger auch ein bedeutender Bestandteil der phy-

siologischen Darmflora ist [126]. Bei Patient*innen mit Leberzirrhose gerät diese 

Homöostase jedoch aus dem Gleichgewicht und die bakterielle Translokation trägt 

wesentlich zur Entstehung von Komplikationen wie der SBP und anderen Infektionen 

bei. Weitere begünstigende Faktoren sind die Veränderungen der Darmflora und die 

funktionelle Immunsuppression von Zirrhosepatient*innen [127–130]. Wenn Darmepi-

thelzellen Zellstress ausgesetzt sind, kann dies die bakterielle Translokation begüns-

tigen, da der transepitheliale Widerstand abnimmt [131]. Für manche Bakterien 

(meist aerob und Gram-negativ) ist zudem bekannt, dass sie auch ein intaktes 

Epithel überwinden können. Zu diesen Bakterien gehören E. coli, K. pneumoniae und 

Pseudomonas aeruginosa, die häufige SBP-Erreger sind [132–134]. 

4.1 Oberflächenrezeptoren TLR2 und TLR4 sowie NOD1 und NOD2 

Bei der Entwicklung einer SBP spielen auch genetische Faktoren eine Rolle. Bei-

spielsweise haben Patient*innen mit TLR2-Varianten ein erhöhtes Risiko, eine SBP 

zu entwickeln (38,5% vs. 15,3%). Bei Makrophagen ist TLR2 essenziell für das Er-
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kennen von mikrobiellen Komponenten und damit für die funktionierenden anti-

bakteriellen Abwehrmechanismen der Patient*innen [2].  

In der Literatur finden sich divergente Beobachtungen zum TLR2- und TLR4-

Rezeptorstatus der Darmepithelzelllinie HCT-116 [135–138], die in dieser Arbeit ver-

wendete HCT-116 Zelllinie exprimiert weder TLR2 noch TLR4 (vgl. 4.1.1) [138]. Die 

Interaktion mit Bakterien in unserem Zellkulturmodell muss deshalb über andere Sig-

nalwege, wie z.B. über NOD-Proteine stattfinden. In vivo besteht allerdings die Mög-

lichkeit der Interaktion zwischen Darmepithelzellen und Bakterien über TLR, da hu-

manes Kolongewebe TLR2, -3, -4 und -5 exprimiert und damit die Epithelzellen eine 

wichtige Rolle bei der Immunantwort spielen [135,139].  

Varianten des NOD2-Gens sind an der Pathogenese von Morbus Crohn beteiligt und 

schwächen dort die Integrität der Darmmukosa. Bei der SBP erhöhen sie das Er-

krankungsrisiko und bedingen bei Patient*innen mit Leberzirrhose und Aszites im 

Vergleich zu Wildtyp-Genotypen eine erhöhte Mortalität [2,140]. 

NOD-Rezeptoren sind intrazellulär lokalisiert und erkennen Erregerbestandteile im 

Zytosol, sodass für die Detektion der NOD-Rezeptoren keine Oberflächenfärbung 

wie bei den TLR eingesetzt werden konnte, sondern die Proteinmenge im Western 

Blot bestimmt wurde. Hierbei zeigte sich, dass HCT-116 Zellen die Rezeptoren 

NOD1 und NOD2 tragen, allerdings konnte keine Induktion der exprimierten mRNA- 

oder Proteinmenge durch die bakterielle Ko-Kultur nachgewiesen werden.  

Es ist daher möglich, dass die NOD-Rezeptoren zwar durch Liganden-Bindung akti-

viert werden, aber dies keine Effekte auf die Proteinexpression oder auf die mRNA-

Synthese von NOD hat. So könnte ein geeigneter Weg, um dies nach zu vollziehen, 

die Bestimmung der NF-κB-Aktivität sein, da dieser Transkriptionsfaktor ein nachge-

schaltetes Zielprotein von NOD1 und NOD2 ist [141]. 

In Makrophagen kann durch den Kontakt mit E. coli die Immunantwort, die über TLR 

vermittelt wird, reduziert werden, die Signalkaskade über NOD bleibt aber intakt. In 

HCT-116 Zellen kann also – bei Abwesenheit von TLR2 und -4 – den Signalwegen 

der NOD-Rezeptoren eine umso größere Bedeutung bei der Abwehr bakterieller In-

fektionen zukommen [142]. 

NOD2 aktiviert nach Liganden-Bindung (z.B. von MDP) NF-κB und löst so eine Im-

munantwort aus. Allerdings wird vermutet, dass manche NOD-Mutationen nur eine 

unzureichende NF-κB-Aktivierung bewirken und so keinen ausreichenden Schutz vor 

bakterieller Infektion und bakterieller Translokation bewirken, sodass bei Pati-
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ent*innen mit diesen genetischen Varianten höhere Raten an SBP und ein schlechte-

res Outcome vorliegen [140,143]. 

NOD-Rezeptoren sind also ein wichtiger Mechanismus der Zelle, um im Rahmen 

bakterieller Infektionen das angeborene Immunsystem zu aktivieren und so das 

Überleben der Zelle / des Menschen möglich zu machen. Sie gewinnen dabei in Ab-

wesenheit von TLR-Rezeptoren sogar noch an Bedeutung. In vivo können somit ab-

hängig vom PRR-Expressionsmuster weitere Signalwege eine Rolle bei der Bakte-

rienabwehr spielen [144]. Für das Verständnis der Pathogenese der SBP ist somit 

die detaillierte Analyse der Epithelzell-Bakterien-Interaktion essenziell. 

4.2 Auswirkungen der bakteriellen Ko-Kultur auf die p53-Familie 

Mitglieder der p53-Familie von Transkriptionsfaktoren werden bei Zellstress, bei-

spielsweise durch DNA-Schäden und bei oxidativen oder metabolischen Stress 

hochreguliert [43,44]. Durch die Aktivierung entsprechender Zielgene können p53-

Proteine dann die Reparatur der zellulären Schäden induzieren oder bei irreversiblen 

Defekten Zelltod einleiten. Weiterhin ist bekannt, dass p53 durch Kontrolle des Zell-

metabolismus die Entwicklung intrazellulärer Bakterien beeinträchtigen kann. In die-

ser Arbeit sollte daher untersucht werden, welche Rolle die p53-Proteinfamilie im 

Rahmen der Pathogenese der SBP und in der bakteriellen Abwehr in der Bakterien-

Epithelzell-Interaktion spielt.  

Bestimmte Bakterien, wie z.B. H. pylori bewirken den Abbau von p53, um so das Ab-

sterben der (infizierten) Wirtszelle zu verhindern und den Zellstoffwechsel für ihren 

Vorteil zu nutzen [44]. Im Tierversuch wurde p53 in Magenepithelzellen durch eine 

Infektion mit H. pylori zunächst induziert und anschließend reduziert. Die Inhibition 

von p53 kann es H. pylori erleichtern, die Epithelbarriere zu schädigen um Zugang zu 

Nährstoffen zu bekommen oder eine Immunantwort zu unterdrücken [49,145,146].  

Übereinstimmend mit diesen Daten im zellulären Modell des Magenkarzinoms wurde 

im Rahmen der vorliegenden Arbeit nach zwei- bis vierstündiger Ko-Kultur von HCT-

116 Zellen mit E. coli eine zeit- und dosisabhängige Abnahme der Proteine p53 und 

p73 beobachtet. Daher gehen wir davon aus, dass in unserem in vitro-Modell ein 

ähnlicher bakteriell-induzierter Mechanismus, wie bei H. pylori zur Inhibition p53-

abhänginger Defense-Mechanismen beiträgt und damit die bakterielle Translokation 

im Rahmen einer SBP begünstigt. Weitere Daten unserer Arbeitsgruppe zeigen zu-

dem, dass direkt nach bakteriellem Kontakt der Epithelzellen mit E. coli ein transien-
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ter Anstieg von p53 und p73 erfolgt, das kann auf einen bakteriell-induzierten Stress 

wie z.B. einen DNA-Schaden hindeuten [117,123].  

In der Literatur wurde eine Induktion von p73 in vitro durch H. pylori in Magenepithel-

zellen festgestellt [49,147]. p73 und p63 können ähnliche Funktionen wie p53 über-

nehmen, so aktivieren auch sie die Transkription von p53-Zielgenen zur Regulation 

des Zellzyklus und der Apoptose. p73 ist ebenfalls wichtig als Mediator bei der Reak-

tion der Zellen auf DNA-Schäden [147,148]. H. pylori löst durch die posttranslationel-

le Stabilisierung von p73 auch bei fehlendem p53 Apoptose über pro-apoptotisches 

PUMA, NOXA und p21/Waf1 aus. Auch CD95 wird induziert. Zudem reguliert 

H. pylori ΔNp63 herunter. ΔNp63 ist eine verkürzte Isoform von p63, die normaler-

weise die pro-apoptotischen Funktionen von p73 hemmt. So bewirkt H. pylori durch 

die Verminderung von ΔNp63 eine vermehrte Aktivität von p73 und löst dadurch 

Apoptose der infizierten Zellen aus [147,149]. In vivo könnte die Hochregulation von 

p73 zusätzlich über Entzündungsprozesse verstärkt werden, da z.B. TNF die p73-

Expression induziert [150]. Durch die in unseren Versuchen beobachtete Bakterien-

induzierte Reduktion der Proteine der p53-Familie werden damit die Mechanismen 

der Stressantwort, die normalerweise über die p53-Familie vermittelt wird, gehemmt. 

Dies könnte im Rahmen der Entstehung einer SBP die bakterielle Translokation in 

den Aszites begünstigen. 

Aber nicht nur H. pylori und – wie von uns in dieser Arbeit beschrieben – E. coli be-

einflussen die Proteine der p53-Familie, auch einige weitere Pathogene versuchen 

sich so einen Überlebensvorteil zu verschaffen. So wird z.B. durch eine Infektion mit 

SV40 (in Sf21 Zellen [151]), Adenoviren (in H1299 Zellen [152]), Papillomaviren (in 

H1299 Zellen [153]), EBV (in SaOS-2 und 293/EBV Zellen [52]), Chlamydia tracho-

matis (C. trachomatis; in HUVEC, HeLa und Epithelzellen der Fimbrien des Eileiters 

[48]) oder Shigella flexneri (S. flexneri; in HCT-116, HeLa, MCF-7 und MEF Zellen 

[154]) p53 vermindert. Bei Salmonella typhimurium (S. typhimurium; in HCT-116, Ca-

co-2 BBE, HT29 cl.19A, MEF und murinen Kolonepithelzellen [44,155]) findet dage-

gen eine Induktion statt und bei Neisseria gonorrhoeae (N. gonorrhoeae) ist nur in 

bestimmten Zellarten (in VK2/E6E7, aber nicht in ME-180 Zellen [44]) ein vermin-

dernder Effekt auf das Protein p53 zu beobachten [44,145]. 

N. gonorrhoeae hat auch eine reduzierende Wirkung auf die p53-mRNA [44], für 

H. pylori konnten aber keine Veränderungen in der mRNA-Menge festgestellt werden 

[156]. Passend dazu zeigten sich in unserem Modell keine reduktiven Effekte auf 
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TP53- und TP73-mRNA. Die Proteine p53 und p73 werden somit über Degradation 

abgebaut, da keine Veränderungen auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden konn-

ten (vgl. 3.2.1). 

Für die Charakterisierung der Pathomechanismen der bakteriellen Translokation bei 

einer SBP ist es essenziell zu verstehen, über welche Signalwege die beobachtete 

Reduktion von p53 und p73 vermittelt wird. p53 als bedeutender Tumorsuppressor 

unterliegt einer „strengen“ Regulation. Diese wird vor allem über eine autoregulatori-

sche Feedback-Schleife über MDM2 gewährleistet [33,44]. Um zu klären, ob die Ef-

fekte von E. coli auf p53 und p73 durch eine Interaktion mit MDM2 oder durch Beein-

flussung der Aktivität von MDM2 verursacht werden, wurden die Zellen mit Nutlin-3, 

einem MDM2-Inhibitor vorbehandelt. Meine Ergebnisse zeigen, dass es nach bakte-

rieller Ko-Kultur zu einer Zunahme von pMDM2 (der aktivierten Form von MDM2) 

kommt. Durch die Behandlung mit dem MDM2-Inhibitor Nutlin-3 wird p53 restituiert, 

sodass es seine Funktion in der bakteriellen Abwehr wieder ausüben kann. Dies be-

weist, dass die vermehrte Degradation von p53 durch Ko-Kultur mit Bakterien über 

eine Interaktion der Bakterien mit MDM2 vermittelt wird. Für p73 waren im Rahmen 

dieser Arbeit analoge Effekte zu beobachten (vgl. 3.2.2). In Bezug auf p73 ist be-

schrieben, dass MDM-2 auch hier eine Degradation induzieren und die Aktivität blo-

ckieren kann [31,157,158]. Abbildung 18 zeigt eine schematische Darstellung der 

Wirkweise von Nutlin-3. 

 

Abbildung 18: Schematische Darstellung des neuen Wirkmechanismus des Bakterien-induzierten 

Abbaus von p53 über MDM2. Nutlin-3 hemmt diesen Abbau.  

Analog zu den Ergebnissen dieser Arbeit wurde für H. pylori die Degradation von p53 

durch proteasomalen Abbau nach Ubiquitinierung über MDM2 beschrieben. MDM2 

wird dabei durch Phosphorylierung durch AKT aktiviert. [49]. Hierbei spielen die Viru-

lenzfaktoren VacA und cagPAI eine bedeutende Rolle. Sie sezernieren das Protein 

CagA in H. pylori-infizierte Zellen, das dann die Degradation von p53 auslöst, da es 

an der Phosphorylierung von MDM2 beteiligt ist. CagA wird wiederum von ASPP2 
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reguliert und auch p14ARF ist ein wichtiger Stabilisator für p53, da es MDM2 inhibiert 

[49,50,145]. p73 wird im Rahmen einer H. pylori-Infektion über cagPAI und c-Abl re-

guliert [147].  

Auch C. trachomatis führt über einen MDM2- und PI3K-AKT-abhängigen Mechanis-

mus zur Degradation von p53, sodass eine Behandlung mit Nutlin-3 das Chlamydien-

Wachstum inhibieren kann [48]. Nutlin-3 konnte zudem die Parasitenzahl in der Le-

ber bei einer Infektion mit dem Malaria-Erreger Plasmodium yoelii deutlich verrin-

gern, da auch dieser Parasit die Konzentration von p53 durch die Interaktion mit 

MDM2 vermindert [44,55]. 

Bei einer Infektion mit S. flexneri kann p53 entweder über den schon beschriebenen 

Weg über PI3K-AKT abgebaut werden oder nach Aktivierung von Calpain durch den 

VirA-Virulenzfaktor von dieser Caspase gespalten werden. Die Hemmung von Cal-

pain konnte die Infektion mit S. flexneri reduzieren. VirA besitzt Homologien zu 

EspG, einem E. coli-Virulenzfaktor, der ebenfalls Calpain aktivieren kann [44,159]. 

Hier wäre es interessant zu untersuchen, ob in unserem Versuchsansatz ein ver-

gleichbarer Mechanismus vorliegt. 

S. typhimurium erhöht über AvrA die Transkription von p53 in HCT-116 Zellen, was 

zum Zellzyklusarrest führt. Dabei ist unklar, wie dies die Infektion begünstigt, aber es 

macht deutlich, dass je nach Bakterienspezies andere Mechanismen zum Tragen 

kommen [155]. 

Hierbei könnte es auch sein, dass die Schwere des zellulären Stresses die unter-

schiedlichen Reaktionen determiniert. So wird vermutet, dass geringer Zellstress p53 

intermittierend aktiviert, um die Reparatur des Schadens zu bewirken, während stär-

kere Schäden durch langfristige p53-Vermehrung den Zelltod auslösen [60]. 

Nicht nur im Rahmen bakterieller Infektionen kommt p53 je nach Pathogen und Zell-

art eine unterschiedliche Bedeutung zu, auch bei Tumorzellen konnte dies beobach-

tet werden. So konnte zum einen gezeigt werden, dass in bestimmten Zellarten p53 

aktiv sein muss, damit Ferroptose ausgelöst werden kann, in Zellen eines kolorekta-

len Karzinoms begünstigt dagegen inaktiviertes oder mutiertes p53 diesen Zelltod 

[160,161].  

Wir konnten im Transwell-Experiment keine reduzierenden Effekte auf p53 und p73 

der HCT-116 Zellen nachweisen, wenn Zellen und Bakterien durch eine semi-

permeable Membran getrennt waren (vgl. 3.2.4). Dies kann also entweder bedeuten, 

dass ein direkter Kontakt zwischen Bakterium und Zelle dafür notwendig ist oder 
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dass die bakteriellen Effekte auf die p53-Familie nicht über lösliche Substanzen ver-

mittelt werden. 

Nachdem die Behandlung mit E. coli eine Verminderung des Proteinspiegels von p53 

in den HCT-116 Zellen bewirkt und da beschrieben ist, dass LPS bei Makrophagen 

ähnliche Effekte hat, stellte sich die Frage, ob die beobachtete Reduktion in HCT-116 

Zellen ebenfalls LPS-abhängig ist [47]. Durch 10 ng/ml LPS konnte eine Wirkung auf 

p53 beobachtet werden (vgl. 3.2.3). Besonders im klinischen Alltag spielt LPS eine 

wichtige Rolle, da durch seine Freisetzung aus Bakterien ein septischer Schock aus-

gelöst werden kann. Für die Signalwege sind dabei unterschiedliche wichtige Media-

toren identifiziert worden. Hierzu zählen Caspase 1, Caspase 11 und Gasdermin D, 

aber auch CD14 und TNF [57,162,163]. Auch unabhängig von der Rolle des LPS in 

der Entstehung einer Sepsis hat man zahleiche Signalkaskaden entdeckt, die LPS 

beeinflussen kann, darunter NF-κB, PI3K, JAK und MAP-Kinasen [164–169]. 

Auch p53 wird durch LPS beeinflusst. In Lungengewebe konnte eine Verminderung 

von p53 durch Stimulation mit LPS nachgewiesen werden. Diese wird durch Degra-

dation von p53 über MDM2 vermittelt und kann durch Hsp90 gehemmt werden. LPS 

aktiviert AKT, welches wiederum MDM2 phosphoryliert und aktiviert [47,170–172]. 

Dieser Mechanismus entspricht unseren Beobachtungen in HCT-116 Zellen nach 

Ko-Kultur mit E. coli und bietet einen Erklärungsansatz für die Verminderung von p53 

bei Behandlung dieser Zellen mit E. coli-LPS. Im Gegensatz dazu wurde in Fib-

roblasten eine Aktivierung von p53 als Reaktion auf LPS festgestellt, was wiederum 

die Produktion von ROS und eine darauffolgende Entzündungsantwort auslöst [173].  

Diese Immunantwort ist vor allem durch das Freisetzen von Zytokinen wie TNF, IL-

1β, IL-6 und IL-8 charakterisiert. Hier sind für verschiedene Zelltypen verschiedene 

Reaktionen auf LPS oder Bakterien wie E. coli beschrieben. So zeigten z.B. Fib-

roblasten, SW620 und HT29 (Darmepithelzellen) eine erhöhte Zytokinfreisetzung 

über den MAP-Kinase-Signalweg, während Caco-2 Zellen keine Erhöhung der IL-8 

Produktion zeigten. Zudem ist eine NF-κB-abhängige IL-8-Freisetzung nachgewiesen 

worden [164,168,173–176]. Die in dieser Arbeit verwendete Zelllinie HCT-116 produ-

ziert die Interleukine 6 und 8, jedoch erfolgt durch bakterielle Ko-Kultur keine weitere 

Induktion der beiden Proteine, sodass durch weiterführende Arbeiten untersucht 

werden sollte, welche Immunreaktionen E. coli in den Darmepithelzellen auslösen. 

Im Rahmen der Pathogenese der SBP können die Zytokine auch eine bedeutende 

Rolle spielen, denn IL-6, Interferon γ und TNF erhöhen die Permeabilität des Darme-
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pithels und begünstigen so die Translokation von Pathogenen wie E. coli. Zudem 

sind bei Patient*innen mit Leberzirrhose die Plasmaspiegel von IL-6 und TNF erhöht. 

Diese werden wiederum durch LPS und bakterielle Bestandteile stimuliert, sodass 

ein regelrechter „circulus vitiosus“ entsteht [127,177–179]. Auch bei Patient*innen mit 

chronisch entzündlicher Darmerkrankung ist die Produktion von IL-6 durch die 

Darmepithelzellen deutlich erhöht. Dadurch kommt es über STAT-3 zur Aktivierung 

der anti-apoptotischen Faktoren BCL2 und BCL-XL [139]. Auch NETs können als 

Antwort auf IL-8 oder TNF gebildet werden [91]. p53 kann dagegen das Auslösen 

einer Immunantwort und die Freisetzung von Interleukinen unterdrücken [40]. Da 

aber in unseren Versuchen p53 reduziert wird, sollte das eher begünstigend auf die 

Zytokin-Ausschüttung und das Auslösen einer Entzündungsantwort wirken.  

Zusammengefasst führt die Ko-Kultur der Darmepithelzellen HCT-116 mit E. coli 

oder dessen LPS zu reduzierten Proteinspiegeln von p53 und p73. Dieser Effekt er-

fordert die Aktivierung von MDM2 sowie einen direkten Kontakt zwischen Zelle und 

Bakterium. In der Literatur gibt es sehr unterschiedliche Beobachtungen bezüglich 

der Reaktion von Darmepithelzellen auf Pathogene. Dies kann an unterschiedlichen 

Zellarten, unterschiedlichen Erreger(bestandteilen) oder an unterschiedlichen Ex-

pressionsmustern von Rezeptoren liegen. p53 ist hierbei eine wichtige Verknüpfung 

zwischen Immunsystem, DNA-Schaden und Zelltod [180] und scheint damit ein wich-

tiger Abwehrmechanismus bei der Interaktion zwischen Bakterien und Darmepithel-

zellen im Rahmen einer SBP zu sein. 

4.3 Auswirkungen der bakteriellen Ko-Kultur auf den Zelltod 

Sehr rasch nach Ko-Kultur von E. coli mit Darm-Epithelzellen konnten wir die Indukti-

on von Zelltod der Epithelzellen nachweisen. Zelltod ist bei bakteriellen Infektionen 

von großer Bedeutung, um die Replikationsnische des intrazellulären Erregers zu 

zerstören oder um die Überlebensstrategien des Pathogens zu inhibieren. Dabei soll 

möglichst keine Entzündungsantwort ausgelöst werden, um weiteren Gewebescha-

den zu verhindern [181]. Die Reaktion der Zellen auf Pathogene ist dabei je nach 

Zell- und Pathogenart unterschiedlich. So spielt Apoptose häufig eine wichtige Rolle. 

S. flexneri hemmt aber in bestimmten Geweben auch die Apoptose und induziert 

stattdessen Pyroptose [181,182]. Der Zelltod von Enterozyten erhöht die Permeabili-

tät der Barriere des Darmepithels und bietet so Erregern eine Eintrittspforte [183]. 

Dies kann die bakterielle Translokation im Rahmen einer SBP begünstigen. 
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Der durch E. coli vermittelte Zelltod wurde nur bei direktem Kontakt zwischen Bakte-

rien und HCT-116 Zellen ausgelöst (vgl. 3.3.2). Das entspricht auch den Ergebnissen 

im Transwell-Experiment, in dem ohne Kontakt zwischen Bakterium und HCT-116 

Zellen keine Auswirkungen auf die p53-Familie nachgewiesen werden konnten. Auch 

in der Literatur hatten E. coli keine zytotoxischen Effekte auf verschiedene Zelltypen, 

wenn sie durch eine Membran von ihnen getrennt waren [184]. Dies wird von weite-

ren Daten unserer Arbeitsgruppe unterstützt, wonach bei Patient*innen mit Leberzir-

rhose die intestinale Mukusschicht signifikant vermindert ist, wodurch der direkte 

Bakterien-Darmepithelzell-Kontakt ermöglicht wird [29]. Zu klären bleibt, ob die Zell-

tod-induzierenden Substanzen von den Bakterien (E. coli) oder von den Darme-

pithelzellen selbst produziert werden. Dies zu untersuchen könnte wichtige Einblicke 

in die Interaktion zwischen Bakterien und Darmepithelzellen geben und mögliche 

Behandlungsansätze für Infektionen wie die SBP aufzeigen.  

Zahlreiche Studien zeigen eine Induktion von Apoptose bei Infektionen auf Grund 

von DNA-Schäden [185,186], so z.B. auch durch E. coli-LPS, sodass wir zunächst 

die Apoptose-Marker PARP und (cleaved) Caspase 3 untersuchten [187]. PARP ist 

ein Protein, das bei der DNA-Reparatur beteiligt ist und während der Apoptose und 

auch während der Nekrose gespalten wird. Je nach Zelltodmechanismus entstehen 

dabei unterschiedlich große Spaltprodukte. Die Spaltung während der Apoptose ge-

schieht durch Caspase 3 und 7, wobei auch PARP-unabhängige Apoptose bekannt 

ist. PARP ist aber auch wesentlich an Nekroptose und Parthanatos beteiligt 

[89,98,188]. Cytochrom C ist ein bedeutendes Protein der Atmungskette, das im In-

termembranraum der Mitochondrien zu finden ist. Seine Freisetzung löst über den 

intrinsischen Signalweg Apoptose aus [115]. Nach bakterieller Ko-Kultur sehen wir 

eine minimale Freisetzung von Cytochrom C ins Zytosol der HCT-116 Zellen, was 

aber nach unseren Ergebnissen nicht dafür ausreicht, um Apoptose auszulösen. 

Nach Behandlung mit E. coli wiesen HCT-116 Zellen keine Spaltung von Caspase 3 

oder PARP auf (vgl. 3.3.3). Dies zeigt, dass es sich bei dem bakteriell induzierten 

Zelltod in unserem in vitro-Modell nicht um Apoptose handelt.  

Es ist bekannt, dass E. coli LPS in Epithelzellen Apoptose mit Caspase 3-Erhöhung 

und PARP-Cleavage auslöst [187]. Zudem induziert der E. coli-Bestandteil Colibactin 

DNA-Doppelstrangbrüche [184]. C. trachomatis, S. flexneri und N. gonorrhoeae ver-

ursachen ebenfalls Zellstress und DNA-Schäden. S. flexneri verhindert dabei aber 
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die Caspase 3- und PARP-Aktivierung, um dem apoptotischen oder nekrotischen 

Zelltod zu entgehen [181,189–193]. 

Zur weiteren Charakterisierung des bakteriell-induzierten Zelltodes wurden die HCT-

116 Zellen daher vor Ko-Kultur mit E. coli mit verschiedenen Zelltod-Inhibitoren inku-

biert. Die verwendeten Inhibitoren und ihre Wirkungsweise sind in Tabelle 5 zusam-

mengefasst. Da die entsprechenden Inhibitoren keinen Einfluss, auf den durch E. coli 

induzierten Zelltod hatten, können wir neben Apoptose auch Nekroptose, Pyroptose, 

NETose, Ferroptose, RIP1-, ROS- , Eisen- und Calcium-abhängigen Zelltod als zu 

Grunde liegenden Mechanismus für die Induktion von Zelltod in HCT-116 Zellen aus-

schließen.  

Um den Zelltod weiter zu charakterisieren, führten wir anschließend sowohl morpho-

logische Analysen als auch Untersuchungen zur Integrität der Mitochondrien nach 

Ko-Kultivierung der HCT-116 Zellen mit Bakterien durch. Der Kontakt mit E. coli führt 

zu einer Bakterien-abhängigen Depolarisierung der Mitochondrienmembran der Zel-

len. Dass eine Ko-Kultivierung von Bakterien mit Zellen zu mitochondrialen Schäden 

führen kann, steht in Einklang mit den Beobachtungen, dass eine Infektion mit Shi-

gellen die Mitochondrien und ihre Membranen beschädigt [194]. In unserem Modell 

war aber im Gegensatz zu dem Shigellen-Modell nur eine geringe Cytochrom C Frei-

setzung zu beobachten. Dieser Befund verdeutlicht, dass hier ein nicht-apoptotischer 

Zelltod vorliegt. Betrachtet man die Morphologie des E. coli-induzierten Zelltodes, 

erkennt man deutlich eine Abrundung und ein Ausbleichen der Mitochondrien in den 

Epithelzellen. Das Abrunden der Mitochondrien spricht für einen erhöhten mitochond-

rialen Stress [195]. Zusätzlich erkennt man deutlich, dass die DNA an der Kern-

membran kondensiert und dass sich Vakuolen bilden. Diese morphologischen Ver-

änderungen und die Schädigung der Mitochondrien zeigen, dass es sich bei dem 

hier beschriebenen Zelltod um Paraptose handeln muss (vgl. 3.3.5). 

Die Paraptose wurde erstmals im Jahr 2000 von Sperandio et al. beschrieben. Sie ist 

eine Art des programmierten Zelltodes, der eine zytoplasmatische Vakuolisierung, 

DNA-Kondensation und eine Schwellung / Abrundung von Mitochondrien und/oder 

Endoplasmatischem Retikulum aufweist [96]. Über die physiologische Funktion der 

Paraptose ist noch wenig bekannt [98]. Paraptose tritt während der neuronalen Ent-

wicklung auf und sie wurde bei verschiedenen neurologischen und neurodegenerati-

ven Erkrankungen beobachtet [102]. Außerdem scheint sie bei verschiedenen Netz-

hautpathologien beteiligt zu sein [99–101]. Über bakteriell-induzierte Paraptose ist 
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noch weniger bekannt, außer, dass der bakterielle Virulenz-Faktor Pyocyanin in den 

Epithelzellen der Nierentubuli Paraptose induzieren kann [196]. Daher konnte ich hier 

erstmalig zeigen, dass lebende Bakterien nach Kontakt mit Darmepithelzellen Parap-

tose auslösen können und diese Form des Zelltodes eine Rolle in der Pathophysio-

logie der SPB spielt. 

 

Abbildung 19: A) Im Rahmen einer Leberzirrhose kommt es durch ein verändertes Mikrobiom des 

Darms und durch eine reduzierte intestinale Mukusschicht zum Kontakt zwischen Darmepithelzellen 

und Pathogenen wie E. coli. In dieser Arbeit wurde dies in einem in vitro-Modell nachgebildet, um die 

Effekte dieses direkten Kontaktes im Rahmen der Pathogenese der SBP zu untersuchen. B) Die ver-

wendeten Darmepithelzellen HCT-116 wiesen dabei die Rezeptoren NOD1 und NOD2 auf und sezer-

nierten sowohl IL-6 als auch IL-8. C) Durch direkten Kontakt zwischen Darmepithelzellen und E. coli 

(oder durch Stimulation mit E. coli LPS, nicht dargestellt) wurden die Proteine der p53-Familie MDM2-

abhängig abgebaut, was durch Nutlin-3 verhindert werden konnte. D) Zudem resultiert der direkte 

Kontakt zwischen E. coli und HCT-116 Zellen in einem vermehrten Zelltod, welcher über lösliche Me-

diatoren oder direkten Kontakt zwischen Bakterium und Epithelzelle vermittelt wird. Der Zelltod konnte 

als Paraptose identifiziert werden und wird in meiner Arbeit erstmals im Zusammenhang mit Bakte-

rien-induziertem Zelltod beschrieben. 
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5 Zusammenfassung 

Die SBP ist eine häufige und schwerwiegende Komplikation der Leberzirrhose. Die 

genauen Mechanismen der Pathogenese sind dabei noch nicht vollständig geklärt, 

aber es wird von einer Translokation von Bakterien aus dem Darmlumen ausgegan-

gen. Zudem sind die therapeutischen Möglichkeiten auf eine antibiotische Behand-

lung limitiert, wobei hier hohe Rezidivraten und zunehmende Resistenzen eine große 

klinische Herausforderung darstellen. Ziel dieser Arbeit war es, anhand eines klinisch 

relevanten in vitro-Modells, den Pathomechanismen der SBP, sowie die Rolle der 

p53-Familie in der Darmbakterien-Epithelzell-Interaktion und die Induktion von bakte-

riell-induziertem Zelltod auf molekularer Ebene zu analysieren.  

Die erste wichtige Frage, die ich in meiner Dissertation klären konnte, war ob auch 

Darmepithelzellen entzündliche Zytokine nach Ko-Kultivierung mit Bakterien sekretie-

ren können und so zur Entstehung eines pro-inflammatorischen Milieus beitragen. 

Hierbei zeigte sich, dass die Darmzellen sowohl IL-6 als auch IL-8 nach Inkubation 

mit Bakterien sekretieren. Beide Interleukine gehören zur Gruppe der pro-

inflammatorischen Zytokine. 

Danach untersuchte ich, ob Bakterien in der Lage sind, den p53- und p73-

Proteinspiegel in den Darmepithelzellen zu verändern. Ko-Kultivierung mit E. coli 

führte hier bei direktem Kontakt mit Darmepithelzellen zu einer sehr starken Reduk-

tion von p53 und p73 auf Proteinebene. Ich konnte zeigen, dass dies über MDM2-

abhängige proteasomale Degradation vermittelt wird und den direkten Kontakt zwi-

schen Darmepithelzellen und E. coli voraussetzt. Die Degradation von p53 konnte 

erfolgreich durch Nutlin-3, einen MDM2-Inhibitor blockiert werden. Dieser Befund ist 

von großer klinischer Relevanz, da eine MDM2-Blockade oder Inhibition des Protea-

soms und die daraus resultierende Stabilisierung der p53-Protein-Spiegel somit eine 

mögliche neue Therapieoption für die SBP darstellen kann. p53 und p73 kommt hier 

eine neue Funktion in der bakteriellen Abwehr zu. 

Nach bakterieller Ko-Kultur konnte zudem eine zeit- und dosisabhängige Zelltodin-

duktion bei den HCT-116 Zellen beobachtet werden. Dafür war ebenfalls ein direkter 

Kontakt zwischen Bakterien und Darmepithelzellen notwendig. Klassische Formen 

des Zelltodes wie Apoptose und Nekrose konnten in diesem Fall ausgeschlossen 

werden. Die Bakterien induzierten auch keinen entzündlichen Zelltod wie Pyroptose 

und wir konnten auch Ferroptose, NETose, RIP1-, ROS-, Eisen- und Calcium-

abhängigen Zelltod ausschließen. Eine detaillierte Analyse der Mitochondrien und 
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der Morphologie der sterbenden Darmepithelzellen nach Ko-Kultur mit E. coli identifi-

zierte den Zelltod als Paraptose. Paraptose ist ein programmierter, entzündlich ver-

laufender Zelltod. Er zeichnet sich durch Kernmembran-assoziierte DNA-

Kondensation, Schädigung der Mitochondrien und starke Vakuolisierung der Zellen 

aus. Ein solcher Zelltod, zusammen mit der von mir beobachteten Ausschüttung von 

IL-6 und IL-8, aktiviert das Immunsystem und kann zur Invasion von neutrophilen 

Granulozyten führen, die bei der SBP eine besondere Rolle spielen. 

Zusammenfassend konnte ich in meiner Dissertation zeigen, dass die Interaktion von 

Bakterien mit Darmepithelzellen zu einer Reduktion von p53 und p73, die eine erste 

Verteidigungslinie gegen Bakterien darstellen, führt. Kommt es zu einem anhalten-

den Kontakt von Bakterien und Darmzellen bei reduzierter Mukusschicht, wie bei ei-

ner fortgeschrittenen Leberzirrhose, führt dies zu einem gesteigerten proteasomalen 

Abbau von p53 und p73 und einer Schwächung dieser zellulären Abwehr, sodass die 

Bakterien die epitheliale Barriere durchdringen können. Wir beschreiben eine neue 

Rolle der p53-Familie in der Pathogenese der SBP, die die Grundlage einer zukünfti-

gen therapeutischen Intervention darstellen kann. Weiterhin beschreiben wir mit der 

Paraptose erstmals einen Bakterien-induzierten Zelltod, der bei der Translokation 

von Bakterien aus dem Darmlumen in den Aszites auftritt und somit eine entschei-

dende Rolle für die Entstehung einer spontan bakteriellen Peritonitis spielt. 
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6 Abkürzungsverzeichnis 

µl Mikroliter 

ACD accidental cell death 

ASPP2 apoptosis-stimulating protein of p53 2 

ATP Adenosintriphosphat 

BAK BCL2 antagonist/killer 1 

BAPTA-AM 1,2-Bis(2-aminophenoxy)ethane-N,N,N´,N´-tetraacetic acid  

tetrakis(acetoxymethyl ester) 

BAX BCL2 associated X protein 

BCA Bicinchoninsäure 

BCL2 B-cell lymphoma 2 

BCL-W BCL2 like protein 2 

BCL-xL B-cell lymphoma-extra large 

BFL-1 BCL2 related protein A1 

BID BH3 interacting-domain death agonist 

BIM BCL2-like protein 11 

BOK BCL2 related ovarian killer 

BSA bovines Serumalbumin 

C Celsius 

C. trachomatis Chlamydia trachomatis 

c-Abl Tyrosinkinase ABL1 

CagA cytotoxin-associated gene A 

cagPAI cag pathogenicity island 

CCCP Carbonyl cyanide 3-chlorophenyl-hydrazone 

CD95 Cluster of differentiation 95 

cDNA complementary DNA 

cm Zentimeter 

d Tag(e) 

DAMP damage-associated molecular pattern 

DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 

DISC death-inducing signaling complex 

dl Deziliter 

DMSO Dimethylsulfoxid 
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DNA Desoxyribonukleinsäure 

DP 2,2´-Bipyridyl Reagent Plus® 

E. coli Escherichia coli 

EBV Epstein-Barr-Virus 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

ELISA enzyme linked immunosorbent assay 

ESBL extended spectrum Betalactamase 

EspG E. coli secreted protein G 

FACS fluorescence activated cell sorting 

FADD Fas-associated protein with death domain 

FCS fetal calf serum 

FIN56 N2,N7-Dicyclohexyl-9-(hydroxyimino)-9H-fluorene-2,7-

disulfonamide 

FSC forward scatter 

g Vielfaches der Erdbeschleunigung 

g Gramm 

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

GPX4 Glutathion-Peroxidase 4 

h Stunde(n) 

H. pylori Helicobacter pylori 

Hsp90 heat shock protein 90 

IGF1R Insulin-like growth factor 1 receptor 

IL Interleukin 

JAK Januskinase 

JNK c-Jun-N-terminale Kinase 

K. pneumoniae Klebsiella pneumoniae 

kDa Kilodalton 

kg Kilogramm 

KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene 

l Liter 

LPS Lipopolysaccharid 

M mol/l 

mA Milliampere 
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MAP mitogen-activated protein 

MCL-1 BCL2 family apoptosis regulator 

MDM2 mouse double minute 2 homolog 

mEq Milliäquivalente 

mg Milligramm 

min Minute(n) 

ml Milliliter 

MLKL mixed lineage kinase domain like pseudokinase 

mM mmol/l 

mm3 Kubikmillimeter 

MOI multiplicity of infection 

MPT mitochondrial membrane permeability transition 

mRNA messenger ribonucleic acid 

MRSA Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus 

mTOR mechanistic target of Rapamycin 

MTS 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-Carboxymethoxyphenyl)-2-(4-

Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium 

N. gonorrhoeae Neisseria gonorrhoeae 

NAC N-Acetyl-L-cysteine 

NAD+ Nicotinamidadenindinukleotid 

NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat 

NET neutrophil extracellular trap 

NF-κB nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells 

ng Nanogramm 

NOD nucleotide binding oligomerisation domain 

NOXA Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 

p14ARF alternative reading frame tumor suppressor 

p21/Waf1 cyclin-dependent kinase inhibitor 1 

PAMP Pathogen-assoziierte molekulare Muster 

PARP Poly [ADP-Ribose] Polymerase 

PBS phosphate buffered saline 

pg Pikogramm 

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase 
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PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat 

pMDM2 phosphoryliertes MDM2  

PMS Phenazin-methosulfat 

PRR pattern recognition receptor 

PUMA p53-upregulated modulator of apoptosis 

PVDF Polyvinylidendifluorid 

qPCR real-time quantitative polymerase chain reaction 

RCD regulated cell death 

RIP receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 

RNA Ribonukleinsäure 

ROS reactive oxygen species 

rpm revolutions per minute 

S. flexneri Shigella flexneri 

S. typhimurium Salmonella typhimurium 

SBP spontan bakterielle Peritonitis 

Smac/DIABLO second mitochondria-derived activator of caspases/direct IAP-

binding protein with low PI 

SSC side scatter 

STAT-3 signal transducer and activator of transcription 3 

TIM23 translocase of inner mitochondrial membrane 23 

TLR Toll-like-Rezeptor 

TMRE tetramethylrhodamine, ethyl ester, perchlorate 

TNF Tumornekrosefaktor 

TNFR1 tumor necrosis factor receptor 1 

TOM20 translocase of outer mitochondrial membrane 20 

TRAIL-R2 TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 2 

Trolox 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid 

U unit 

VacA vakuolisierendes Cytotoxin 

VRE Vancomycin-resistente Enterokokken 

ZBP1 Z-DNA binding protein 1 

zVAD-FMK carbobenzoxy-valyl-alanyl-aspartyl-[O-methyl]-

fluoromethylketone 
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