LEHRSTUHL FUR MEDIZINISCHE MIKROBIOLOGIE FORSCHUNGSBERICHT 2016

INSTITUT FUR MEDIZINISCHE MIKROBIOLOGIE
LEHRSTUHL FUR MEDIZINISCHE MIKROBIOLOGIE
UNIV.-PROF. DR. MED. MATHIAS HORNEF

WEITERE PROFESSUREN INNERHALB DES INSTITUTS
C3-PROFESSUR FUR VIROLOGIE
UNIV.-PROF. DR. MED. KLAUS RITTER (BIS 31.03.2016)

ANZAHL DER PLANSTELLEN FUR WISSENSCHAFTLICHE MITARBEITER:
ANZAHL ALLER DRITTMITTELFINANZIERTEN MITARBEITER: 10,0 (DAVON5,0 WISS.)

1. FORSCHUNGSSCHWERPUNKTE

Nationales Referenzzentrum (NRZ) fiir Streptokokken (Priv.-Doz. Dr. M. van der Linden, PD Dr. M. Im6hl, Dipl.-Biol. FH N.
Levina,Julia Schmitz M.Sc. Biol., Stephanie Perniciaro M.Sc.):

Das Nationale Referenzzentrum (NRZ) dient medizinisch-mikrobiologischen Laboratorien und den Gesundheitsbehdrden
in Deutschland als zentrales Beratungs- und Speziallabor auf dem Gebiet von Infektionen durch Pneumokokken und
allen anderen Streptokokken. Es werden bundesweit zahlreiche epidemiologische Studien durchgefihrt. Bei Pneumokok-
ken (Streptococcus pneumoniae) werden Surveillance Studien bei Kindern und Erwachsenen bezlglich der Auswirkung
der Pneumokokken-Konjugatimpfung auf invasive Pneumokokken-Erkrankungen durchgefiihrt. Desweiteren werden
auch die Effekte auf nicht-invasive Erkrankungen wie z.B. Otitis Media, und der Einfluss der Impfung auf die Tragerrate
untersucht. Bei Gruppe A Streptokokken (Streptococcus pyogenes) werden Isolate von invasiven Erkrankungen aus
Deutschland gesammelt. In diesem Zusammenhang werden Uber das Ubliche hinausgehende Typisierungen
(Serotypisierung, M-Typisierung) vorgenommen. Desweiteren werden verschiedene genotypische Marker untersucht
(emm-Gen, cps-Gen, ply-Gen, sic-Gen, vir-Regulon), sowie ein Multi Locus Sequence Typing (MLST) durchgefiihrt. Die
Beobachtung der Resistenzrate gehort sowohl bei S. pneumoniae als auch bei S. pyogenes zu den Schwerpunkten des
NRZs. Hierzu werden standardisiert die minimalen Hemmkonzentrationen (MHK) bestimmt, und phenotypische und
genotypische Resistenzmarker (erm-Gen, mef-Gen) nachgewiesen. Das NRZ wird vom Bundesministerium fir Gesund-
heit (Robert Koch-Institut) unterstiitzt. Das NRZ unterstiitzt externe Institutionen im Rahmen von Projekten bei der
Serotypisierungen von Pneumokokken.

Epidemiologie von invasiven Pneumokokkenerkrankungen (IPE) (Priv.-Doz. Dr. M. van der Linden, Priv.-Doz. Dr. M. Im&hl,
Stephanie Perniciaro M.Sc.):

Im Rahmen zweier Studien wird der Effekt der Pneumokokken-Konjugatimpfung bei Kindern unter zwei Jahren auf IPE bei
Kindern und Erwachsenen (Herdenschutz) untersucht. Nach der allgemeinen Einflihrung (in 2006) der Impfung von Kindern
bis zum Alter von zwei Jahren mit dem 7-valenten und ab 2009 mit 10-valenten und 13-valenten Pneumokokken-
Konjugatimpfstoff in Deutschland werden die Inzidenzen invasiver Pneumokokken-Infektionen bei Kindern und Erwachsenen
gezielt ermittelt.

Molekulare Epidemiologie von Streptokokkeninfektionen (Priv.-Doz. Dr. M. van der Linden, Priv.-Doz. Dr. M. Iméhl):

Im Rahmen verschiedener Studien wird die molekulare Epidemiologie bei Pneumokokken- und Streptococcus pyogenes-
Infektionen in Deutschland untersucht. Dabei wird neben der Epidemiologie auch die Antibiotikaresistenz untersucht.
Antibiotika-Resistenz bei Streptokokken (Priv.-Doz. Dr. M. van der Linden, Priv.-Doz. Dr. M. Iméhl, Julia Schmitz M.Sc.
Biol.):

Epidemiologische Untersuchungen zur Verbreitung von Antibiotikaresistenzen, insbesondere bei Pneumokokken und S.
pyogenes, in Deutschland.

Akute Otitis Media (AOM) bei Kindern Priv.-Doz. Dr. M. van der Linden, Priv.-Doz. Dr. M. Im&hl):

Im Rahmen einer Studie zur Atiologie der akuten Otitis media (AOM) bei Kindern werden Serotypisierungs- und Antibiotika-
resistenzanalysen von Mittelohrerguss-Isolaten durchgefiihrt. Gleichzeitig wird der Pneumokokkentragerstatus bestimmt.

Pneumokokkentragerstatus gesunder Kinder in Deutschland (Priv.-Doz. Dr. M. van der Linden, Priv.-Doz. Dr. M. Iméhl):

Im Rahmen dieser Studie wird der Tragerstatus beziliglich Pneumokokken bei gesunden Kindern lber einen Zeitraum von
finf Jahren hinweg untersucht.

Molekularbiologische Analyse von nicht-typisierbaren (NT) Pneumokokken (Priv.-Doz. Dr. M. van der Linden):

Es werden alle vom NRZ gesammelten NT-Pneumokokken mit den zur Verfligung stehenden Methoden analysiert. Ziel ist
die Ursachen der serologischen Nichttypisierbarkeit aufzudecken.

Weitere Projekte unter der Leitung von Priv.-Doz. Dr. van der Linden:

Pneumokokken-Impfstatus bei Kindern unter zwei Jahren in Deutschland
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Internationale Studie ambulant erworbener Pneumonien (CAP)
Serotypisierung von Pneumokokkenisolaten aus Togo
Parodontale Bakterien (Bereich Orale Mikrobiologie und Immunologie, Prof. Dr. G. Conrads, Prof. Dr. F. Lampert, Prof.

Dr. H.-P. Horz):

In dem mit dem Institut fir Medizinische Mikrobiologie und der Klinik f. Zahnerhaltung, Parodontologie und Praventive
Zahnheilkunde verbundenen Lehr- und Forschungsgebiet werden die Beteiligung oraler Bakterien an Parodontitis und
Karies, deren taxonomische Einordnung und deren Diagnose mit molekularbiologischen Methoden bearbeitet. (Siehe
gesonderten Bericht der Professur f. Orale Mikrobiologie und Immunologie.)

Barcode-Amplikon (Pyro-) Sequenzierung des Glucosyltransferase Gens (gtf) von Streptococcus sanguinis als Marker fiir
die Koevolution von Mensch und Mikrobe (Prof. Dr. H.-P. Horz, Dr. K. Henne)

In Zusammenarbeit mit dem Max-Planck-Institut flir Evolutionare Anthropologie in Leipzig (Prof. M. Stoneking) wird die
genetische Vielfalt bakterieller Stamme im menschlichen Speichel anhand des Modellorganismus S. sanguinis analysiert.
Das Projekt umfasst je zehn Individuen aus zwolf verschiedenen geographischen Regionen weltweit, welche unter-
schiedliche ethnische Gruppen reprasentieren. Ziel ist es bakterielle DNA-Marker mit einer geographischen Signatur zu
identifizieren, die mit Hilfe populationsgenetischer Analyse-Methoden (AMOVA, UniFrac) neben epidemiologischen
Einblicken bislang ungeldste Fragen uber historische Migrationen humaner Populationen (in Ergédnzung zu humaner
DNA) beantworten kdnnen.

Neolactoganglosid LM1-induzierte Beendigung der viralen Latenz in Epstein-Barr Virus-infizierten Tumorzellen (Prof. Dr.
K. Ritter)

Das Gangliosid LM1 bt im Gegensatz zum viralen Zta-Protein eine anhaltende Arretierung des Zellzyklus in der G1/GO-
aus. Als Folge resultiert eine lytische Virusverrmehrung. Jede Zelle eines NPC ist latent mit EBV infiziert. Mit LM1 kann die
virale Latenz beendet und die lytische Virusvermehrung aktivieret werden mit dem Resultat einer Tumorzerstérung.

Viren gegen Bakterien — neue Wege der Bekdmpfung multiresistenter Infektionserreger mittels Bakteriophagen (Prof. Dr.
H.-P. Horz, Prof. K. Ritter)

Multiresistente Infektionserreger, speziell Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa und Enterobacter species (gemeinschaftlich als ESKAPE bezeichnet)
stellen eine zunehmende Bedrohung fiir die Gesundheit dar und die gréRte Gefahr lauert dort, wo Hilfe und Heilung
erwartet wird — im Krankenhaus. Es kindigt sich ein Szenario an, bei dem alle derzeit verfligbaren Antibiotika nicht
mehr wirksam sind. In dieser Phase kénnen die natiirlichen Gegner der Bakterien, die Bakteriophagen (Bakterienviren)
die Rettung bringen. Unser Forschungsansatz hat folgende Ziele: a) Isolierung neuer Phagen und Analyse ihres thera-
peutischen Potentials, b) Phagen-vermittelte Umkehrung von Antibiotika-Resistenzen in Problemkeimen zur Wiederher-
stellung der Wirksamkeit herkdmmlicher Antibiotika, c) Untersuchungen zum synergistischen Effekt der gemeinschaftli-
chen Gabe von Phagen und Antibiotika auf multi-resistente Erreger.

Bedeutung von Rezeptoren des angeborenen Immunsystems bei der Infektion des Gastrointestinaltraktes (Prof. Dr. med.
Mathias Hornef, Dr. Aline Dupont, Dr. Natalia Torow, Dr. Kaiyi Zhang, Dr, Ambre Riba, Niels van Best)

Rezeptoren des angeborenen Immunsystems ermdglichen die Erkennung von konservierten molekularen Strukturen von
Bakterien, Pilzen, Viren und Parasiten. Eine Stimulation der Rezeptoren induziert die rasche Aktivierung des
Immunsystems z.B. durch die Sekretion von Chemokinen und Zytokinen und damit die Rekrutierung von professionellen
Phagozyten. Im Fall einer lokalen Infektion kann dies zur friihzeitigen Elimination des Erregers fiihren und ein weiteres
Fortschreiten der Erregerausbreitung im Wirt verhindern. Eine UberschieBende unkontrollierte Stimulation des
angeborenen Immunsystems oder eine Aktivierung in der Abwesenheit eines Infektionserregers kann, auf der anderen
Seite, zu chronischen Entziindung und damit zur Krankheitsentstehung beitragen. Epithelzellen bilden die oberste
Zellschicht der Darmschleimhaut, die beim erwachsenen Wirtsorganismus durch eine dichte und vielfaltige bakterielle
Flora (Mikrobiota) besiedelt ist. Die anatomische Lokalisation der Epithelzellen an der Grenzflache zwischen sterilem
Wirtsgewebe und dem bakteriell besiedeltem und mit Nahrungsbestandteilen exponiertem Darmlumen erfordert eine
strikte Kontrolle der Stimulation von Immunrezeptoren, um eine ungewollte, gewebezerstdrende Reaktion des
Immunsystems zu verhindern. Auf der anderen Seite ist der Darm das Ziel vieler pathogener Mikroorganismen; eine
friihzeitige Erkennung und Elimination kann deshalb zur Vermeidung von Infektionen beitragen. Ziel der Arbeiten ist die
Charakterisierung der Expression und funktionellen Bedeutung von Rezeptoren des angeborenen Immunsystems bei der
antimikrobiellen Immunabwehr sowie der Pathogenese von entziindlichen Erkrankungen.

Enterische antimikrobielle Peptide als Faktoren der epithelialen Immunabwehr: (Prof. Dr. med. Mathias Hornef, Dr. Aline
Dupont, Dr. Natalia Torow, Dr. Kaiyi Zhang, Dr, Ambre Riba, Niels van Best)

Die Schwerpunkte dieser Arbeiten liegen auf der Analyse der intestinalen epithelialen Wirtsabwehr, v.a. der Produktion
und Regulation enterischer antimikrobieller Peptide. Paneth-Zellen am Grund intestinaler Krypten produzieren und
sekretieren eine groe Menge und Vielfalt enterischer antimikobieller Peptide wie a-Defensine und cryptdin related
sequence (CRS)-Peptide. Diese vom Korper selbst hergestellten Antibiotika- &hnlichen Substanzen scheinen eine
wichtige Rolle bei der mukosalen Wirstabwehr, aber auch bei der Regulation der enterischen Mikrobiota zu spielen. In
weiteren Arbeiten konnten wir zeigen, das CRS Peptide sich aus Peptid-Homo- oder Heterodimeren zusammensetzten.
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Dieser Mechanismus erhoht die Variabilitat des Peptid-Repertoires und konnte wichtig sein, um gegen alle potentiell
gefahrlichen Bakterien eine wirksame Abwehr bilden zu kénnen. Die Sekretion von antimikrobiellen Peptiden durch
Paneth Zellen wird durch neuronale Stimuli (Parasympatiko- mimetika) und mikrobielle Stimuli (MDP) induziert. Neuere
Arbeiten an isolierten Darmkrypten identifizierten kirzlich auch endogene Mediatoren wie IL-4 und IL-13 als Stimuli fir
die Degranulation von Paneth Zellen und die Freisetzung von enterischen antimikrobiellen Peptiden. Die Bildung von
Paneth Zellen unterliegt homdostatischen Signalen des angeborenen Immunsystems. So konnten wir zeigen, dass TLR3
und TRIF unter homdostatischen Bedingungen zur Bildung von Paneth Zellen und damit zur Produktion von
antimikrobiellen Peptiden beitragen. Nach Sekretion finden sich antimikrobielle Peptide angereichert in der Mukusschicht
wieder. Sie bilden dort eine physico-chemische Barriere, die die Penetration von Bakterien hemmt. Daruber hinaus
inhibieren sie auch die Stimulation durch mikrobielle Liganden und ermdglichen so die Elimination von Bakterien in der
Abwesenheit einer Immunstimulation und tragen zur mukosalen epithelialen Homd&ostase bei. In einer systematischen
Studie zur Expression verschiedener antimikrobieller Peptide wahrend der postnatalen Entwicklung konnten wir zeigen,
dass die bekannten enterischen Peptide, alpha-Defensine und CRS Peptide erst zwei Wochen nach Geburt in
signifikanten Mengen produziert werden. Wahrend der ersten zwei Lebenswochen schitzt ein Peptid einer anderen
Familie, das cathelicidin-related antimicrobial peptide (CRAMP) das neugeborene Darmepithel. Dieser Wechsel des
Peptid-Repertoires kdnnte wichtig sein, um die Etablierung der Darmflora beim neugeborenen Wirt zu ermdglichen. Ziel
dieser Arbeiten ist ein besseres Verstandnis der Bedeutung von endogenen antimikrobiellen Peptiden und eine
Evaluation eines moglichen Einsatzes von Peptiden oder Peptid-induzierenden Substanzen als neue Strategie der anti-
infektidsen Therapie.

Die besondere Empfindlichkeit des Neugeborenen gegenuiber Infektionen des Magen-Darmiraktes (Prof. Dr. med.
Mathias Hornef, Dr. Aline Dupont, Dr. Natalia Torow, Dr. Kaiyi Zhang, Dr, Ambre Riba, Niels van Best)

Mit der Geburt beginnt die bakterielle Besiedlung des Darmes die beim Menschen nach einigen Monaten bis Jahren zur
Etablierung einer komplexen und dynamischen enterischen Mikrobiota aber auch einer homdostatischen Wirts-Bakterien
Interaktion fiihrt. Darmepithelzellen exprimieren Rezeptoren des angeborenen Immunsystems und sind in der Lage, auf
die Exposition mit mikrobiellen Stimuli, eine entzlindliche Reaktion hervorzurufen. Warum diese wéahrend der friihen
Phase der Besiedlung nicht (liber)reagieren ist nur unvollstdndig verstanden. Eigene Arbeiten zeigen, dass sowohl
adaptive als auch entwicklungsbiologisch regulierte Mechanismen eine Uberschielende Reaktion des mukosalen
angeborenen Immunsystems im Darm nach Geburt verhindern. So konnten wir zeigen, dass Darmepithelzellen kurz nach
Geburt einen adaptiven Prozess durchlaufen, der die Aktivierung von TLR4 wahrend der ersten Tage nach Geburt
hemmt und damit eine ungewollte Stimulation und epitheliale Apoptose wahrend der postnatalen bakteriellen
Kolonisierung der Darmmukosa verhindert. Eine microRNA-vermittelte Translationsinhibition sowie die proteosomale
Degradation des Signalmolekiils interleukin 1 receptor associated kinase (IRAK)1 verursachen diese adaptive
Tolerisierung des Darmepithels nach Geburt und schiitzen es vor einer ungewollten Immunstimulation wahrend der
Etablierung der Darmflora. Ein Beispiel fur die entwicklungsbiologische Regulation der Immunerkennung ist die
verminderte Expression von TLR3, dem Rezeptor fir doppelstrangige RNA, im neonatalen Darm. Die reduzierte TLR3
Expression tragt dazu bei, dass der neugeborene Wirt gegeniiber einer Infektion mit Rotaviren eine deutlich erhéhte
Empfindlichkeit zeigt. Auch gegeniiber anderen Infektionserregern ist der neugeborene Organismus empfindlicher: So
fihrt eine orale Exposition Neugeborener mit enteropathogenen Bakterien wie z.B. Salmonella enterica wegen der
niedrigen Diversitdt der Darmflora zu einer raschen Kolonisierung des Darmes. Im weiteren Verlauf findet sich im
neugeborenen Wirt Uberraschenderweise eine Salmonella pathogenicity island (SPI)1-abhéngige Invasion von
Darmepithelzellen und die Ausbildung von intraepithelialen Mikrokolonien. Diese Strukturen wurden zuvor v.a. nach
Infektion von Zellkulturen beobachtet. Mit diesen Arbeiten konnten wir erstmals ein leicht zugangliches in vivo Modell zur
Analyse der Salmonella/Epithelzell- Interaktion etablieren. Auch das adaptive Immunsystem unterliegt wahrend der Zeit
nach Geburt einer besonderen Regulation. Klassische TCRaf T Zellen besiedeln die Peyer's Patches schon wenige
Stunden nach Geburt, bleiben jedoch trotz Etablierung der Mikrobiota and Kontakt mit Nahrungsantigenen unreif.
Verantwortlich dafiir sind zum einen mdtterliche Immunglobuline (IgA) zum anderen kindliche regulatorische T Zellen.
Ziel dieser Arbeiten ist ein besseres Verstandnis der besonderen Situation des Neugeborenen. Die gewonnenen
Erkenntnisse sollen zur Verbesserung der therapeutischen Strategien eingesetzt werden und helfen, die mdéglichen
Konsequenzen der mikrobiellen Exposition des Neugeborenen besser einzuschatzen.

2. DRITTMITTEL

2.1 Uber die Drittmittelstelle des UKA verwaltete Mittel
P 1: Serotypisierung AMP

P 2: Serotypisierung Pfizer CAP USA

Projektleiter: Dr. van der Linden Projektleiter: Dr. van der Linden
Forderer: Agence de Medicine Preventive Forderer: Pfizer Inc.
Bewilligungszeitraum: 23.05.2012-31.12.2016 Bewilligungszeitraum: 09.01.2014-30.04.2017
FSP der Fakultat: kein FSP FSP der Fakultat: kein FSP
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einem neuen Infektionsmodel neugeborener Mause
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