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1. Einleitung 

1.1. Hintergrund 

 

Seit ihrer Geburtsstunde koexistiert die Menschheit mit einer unvorstellbaren Vielfalt mikrobieller 

Erreger. Ein Großteil dieser Mikroorganismen stellen bakterielle Spezies dar, die entweder von großem 

Nutzen oder gelegentlich ein Feind für das Wohlbefinden des Menschen seien können. Schon in 

ägyptischen Mumien konnten Zeichen des Befalls des menschlichen Organismus mit bakteriellen 

Pathogene nachgewiesen werden, zum Beispiel durch Nachweis typischer Veränderungen infolge einer 

Tuberkulose-Erkrankung. [14, 55] Aus Sicht des menschlichen Körpers und seines Bestrebens, eine 

Homöostase aufrecht zu erhalten, ist es entscheidend, dass gegenüber nützlichen Mikroorganismen eine 

gewisse Toleranz geübt wird. Hingegen müssen Erreger von Infektionskrankheiten effektiv bekämpft 

und, idealerweise, vollständig eliminiert werden. Aus Sicht des bakteriellen Erregers und dessen 

Ausrichtung auf die Erhaltung der eigenen Spezies ist es wiederum von zentraler Bedeutung, die 

effektive Immunantwort des menschlichen Wirts zu umgehen, zu überlisten oder, zumindest in Teilen, 

auszuschalten. Die Erforschung dieses komplexen Feldes der Wirt-Pathogen Interaktion, die ganz 

wesentlich durch das Zusammenspiel von bakteriellen Pathogenitäts- und Virulenz-Faktoren auf der 

einen und den zahlreichen Molekülen und Mechanismen des unspezifischen sowie des spezifischen 

Arms des menschlichen Immunsystems beruht, hat durch die Methodik der Molekularbiologie sowie 

durch die sogenannte ‚genomic revolution‘ einen ungeahnten Schub erfahren. Waren ehemals 

Lichtmikroskopie, spezielle Färbetechniken oder Antigen-Antikörper Reaktion (wie bei der 

Verwendung von ELISAs) zum direkten oder indirekten Erregernachweis eingesetzt worden, wurden 

nun Klonierungen und die Analyse einzelner DNA-Abschnitte sowie automatische Sequenzierungen 

immer größerer DNA-Moleküle möglich. [34, 35] Schließlich war auch die Analyse der Genexpression 

(transcriptomics), die whole genome bzw. whole exome Sequenzierung (genomics) sowie die 

Beschreibung sogenannter epigenetischer Mechanismen möglich. Insbesondere die Entwicklung der 

Genexpression Microarrays [47, 48] stellte eine Revolution auf diesem Gebiet dar; diese wurden 

mittlerweile von sogenannten next-generation sequencing Methoden (u.a. RNA Sequenzierung) 

schrittweise abgelöst. Die Methodik hat ganz wesentlich dazu beigetragen, dass wir nun komplex 

Zusammenhänge auf molekularer Ebene besser verstehen können.  All diese Möglichkeiten eröffnen 

eine Vielzahl innovativer Untersuchungsansätze der Wirt-Pathogen Interaktionen und bieten zudem 

auch neue Möglichkeiten der Diagnostik von Infektionskrankheiten. So hat beispielsweise die Analyse 

der humanen Immunantwort auf Geneexpressionsebene gezeigt, dass spezifische bakterielle oder auch 

parasitäre Erreger (wie z.B. Plasmodium falciparum, der Erreger der Malaria tropica) eine spezifische 

Geneexpressionssignatur beim Menschen hinterlassen. [46] Da die Tuberkulose den Kliniker noch 

immer vor große diagnostische Herausforderungen stellt, insbesondere im Kindesalter aufgrund ihrer 

paucibacillären Form, wäre die Beschreibung einer entsprechenden spezifischen 

Geneexpressionssignatur hier von großer Relevanz. Erste Arbeiten in diese Richtung zeigen bereits sehr 
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vielversprechende Hinweise, dass diese ‚indirekte‘ Diagnosestellung der Tuberkulose möglich sein 

kann. [3, 10, 28] Aber auch die Wirt-Pathogen Interaktion auf immun-zellulärer Ebene, vor allem mittels 

Flow zytometrsicher Analysen phänotypischer Variationen von Lymphozyten im Kontext 

unterschiedlicher Erkrankungsstadien stellt einen weiteren Bereich dar, der viel Potential für das 

klinische Management der Tuberkulose bietet [44, 52, 53]. Entsprechend des Prinzips from-bench-to-

bedside wird hier versucht, dass wissenschaftliche Erkenntnisse baldmöglichst dem individuellen 

Patienten zugute kommen. 

 

1.2. Fragestellung und Zielsetzung des Habilitationsprojekts 

 

Zielsetzung dieses Habilitationsprojektes war die Charakterisierung und Beschreibung der Wirt-

Pathogen Interaktion bakterieller Infektionen auf molekularer Ebene. Dieses Zusammenspiel sollte von 

Seiten beider Beteiligter, also aus Sicht der bakteriellen Erreger sowie aus Sicht der menschlichen 

Immunantwort, näher untersucht werden. Auch die klinische Relevanz der untersuchten Erreger war 

hierbei aus Sicht des klinisch tätigen Pädiaters und Infektiologen von Bedeutung, weshalb auch Aspekte 

der molekularen Epidemiologie pädiatrisch bedeutender bakterieller Isolate Teil dieses Projekts wurden. 

Schließlich sollten die Arbeiten des Habilitationsprojekts auch einen praktischen Bezug zu relevanten 

Aspekten des klinisch-infektiologischen Arbeitens, z.B. der Verbesserung der Diagnostik und 

Prävention von Infektionserkrankungen, aufweisen. Dieses Projekt ist gleichzeitig ein Spiegelbild der 

Entwicklung technischer Errungenschaften der letzten Jahre auf dem Gebiet der molekularen Analyse.  

Im Wesentlichen befasste sich dieses Projekt mit den folgenden Fragestellungen:  

A. Versuch eines partiellen Virulenz-Transfer zwischen pathogenen und apathogenen bakteriellen 

Spezies (Beispiel: L. monocytogenes EGD-e und L. innocua) im Sinne funktioneller Genomik.  

B. Beschreibung der molekularen Epidemiologie pädiatrisch-infektiologisch relevanter 

bakterieller Erreger am Beispiel von S. agalactiae. 

C. Beschreibung der molekularen Mechanismen erfolgreicher Immun-Evasion intrazellulärer 

Erreger auf Wirt-Transkriptom Ebene am Beispiel von M. tuberculosis H37Rv und M. bovis 

BCG.  

D. Charakterisierung der Auswirkungen unterschiedlicher klinischer Stadien der Tuberkulose auf 

die Wirt-Pathogen Interaktion auf zellulärer Ebene durch durchflusszytometrische Analyse 

molekularer Marker auf INFg+ M. tuberculosis-spezifischen CD4 T Zellen 
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1.3. Vorarbeiten und Einstieg in die Thematik 

 

1.3.1. Pathogenitäts- und Virulenz-Faktoren bakterieller Erreger – Genomische Kartierung am 

Modell-Organismus L. monocytogenes EGD-e 

 

Der erste Abschnitt des Habilitationsprojekts entstand auf der Grundlage von Vorarbeiten im Rahmen 

der Dissertation. Das pathogenetische Potential eines Erregers wird entscheidend durch das 

Vorhandensein spezifischer Virulenz Faktoren und der dafür codierenden Gene bestimmt. Die genaue 

Kartierung solcher Virulenz Faktor-Gene ist für das Verständnis der Evolution von Pathogenität von 

entscheidender Bedeutung. Im Rahmen der Dissertation konnte erstmals eine akkurate physikalische 

Karte des Ringchromosoms von L. monocytogenes EGD-e 1/2a erstellt werden [11]. Das Virulenzgen-

Cluster (vgc) stellt dieser Karte zufolge eine Anordnung einiger dieser Virulenzgene (prfA, plcA, hly, 

mpl, actA, plcB) im Verbund auf einem chromosomalen Abschnitt dar und wird auch als Listeria 

pathogenicity island 1 (LIPI-1) bezeichnet. Weitere bekannte Virulenzgene (inlAB, inlFDE, flaR, irpA) 

konnten an entfernter gelegenen Abschnitten auf dem Ringchromosom kartiert werden[11]. 

Für diese erfolgreiche Genkartierung der L. monocytogenes Virulenzgene wurde die Methodik der 

Pulsed Field Gel-Elektrophorese (PFGE) mit einer neuartigen und innovativen Klonierungsstrategie und 

DNA-Hybridiserungstechniken gepaart. Darüber hinaus wurden die klonierten DNA-Abschnitte mittels 

ALF-Sequenzierung auf von Hand gegossenen Polyacrylamid-Gelen durchgeführt (ALFexpress DNA 

Analysis System from Pharmacia Biotech). Hierbei handelte es sich um ein, zur damaligen Zeit, erstes 

voll-automatisches Elektrophorese System, das auf einem neuartigen Detektionssystem Laser-

induzierter Fluoreszenz beruhte. Der im Rahmen dieser Anwendung zur Detektion verwendete 

Fluorophor war der fluoreszierende Carbocyanin Marker Cy5. Die Methodik war sehr zeitaufwendig 

und die Länge der adäquat zu sequenzierenden Abschnitte auf max. 300bp begrenzt. Die von mir in 

diesen Vorarbeiten generierte physikalische Karte diente im Verlauf als wertvolle Referenz bei der 

Annotation der sequenzierten Genabschnitte und trug somit zum erfolgreichen Abschluss des Listeria 

Genom-Projekts bei. [19, 21] 

 

2. Ergebnisse 

 

2.1. Etablierung der Klonierung großer DNA-Abschnitte und Konstruktion eines neuen 

molekularbiologischen Instruments für funktionell genomische Untersuchungen 

 

Bakterielle Erreger benötigen für die erfolgreiche Invasion menschlicher Zellen und Gewebe spezifische 

Virulenzfaktoren, wie z.B. das vgc oder auch die Internaline (inlA, inlB, inlF, inlD, inlE) im Fall von L. 

monocytogenes. Um erstmalig eine Klonierung des gesamten und damit zusammenhängenden L. 

monocytogenes Virulenzgen-Clusters zu ermöglichen, wurde die Klonierung großer DNA Abschnitte 
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(100-200 kb) in sogenannte BAC-Vektoren (BAC = Bacterial Artificial Chromosome) etabliert. Die 

BAC-Vektor Technologie erlaubte die Erstellung von sogenannten Genbanken, die das gesamte Genom 

eines Erregers, z. B. von  L. monocytogenes abbilden. Auf der Grundlage dieses Systems konnte im 

Rahmen des Projekts ein neuer Vektor konstruiert werden (pUvBBAC), der sowohl über einen Promotor 

für Gram-positive als auch einen für Gram-negative Mikroben verfügt (Abbildung 1). Dieser 11827 bp 

große BAC-Vektor pUVBBAC schuf die wesentlichen Voraussetzungen für die erstmalig erfolgreiche 

Klonierung des gesamten Virulenzgen-Clusters L. monocytogenes EGD und dessen Expression in E. 

coli DH10b und in anderen Listeria Spezies (Anlage 1). Die Mutanten L. innocua(pUvBBAC+vgc1) 

und L. innocua(pUvBBAC+vgc2) unterschieden sich allein im Hinblick auf die Orientierung des 

klonierten vgc auf pUvBBAC. 

 

 
Abb. 1.: Genetische Karte des neu entwickelten bacterial artificial chromosome (BAC) Vektors 

pUvBBAC. [21] – Anlage 1 

 

2.2. Funktionelle Genomik: Virulenz-Transfer zwischen pathogenen und apathogenen 

bakteriellen Spezies (Beipiel L. monocytogenes und L. innocua) 

 

Ein partieller Transfer von L. monocytogenes Virulenz Faktor-codierenden Genen auf einen für den 

Menschen apathogenen Erreger wie L. innocua könnte zu dessen partieller ‚Aufrüstung‘ des 

pathogenetischen Potenzials führen und die sequenzielle Entstehung bakterieller Pathogenität 

illustrieren.  

Aufbauend auf dem neu generierten Vektor pUvBBAC und nach Klonierung des Listeria 

monocytogenes Virulenzgenclusters waren die Voraussetzungen für einen Virulanztransfer gegeben, der 

Untersuchungen auf dem Gebiet der funktionellen Genomik ermöglichte. Im weiteren Verlauf der 

experimentellen Arbeiten wurden das Potential dieses neuen shuttle-Vektors untersucht und die beiden 

‚aufgerüsteten‘ Mutanten L. innocua(pUvBBAC+vgc1) bzw. L. innocua(pUvBBAC+vgc2) auf ihre neu 
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erworbenen Fähigkeiten hin untersucht. Die funktionellen Ergebnisse dieser Arbeiten waren 

eindrücklich[21]- Anhang 1. Beide L. innocua Klone zeigten neben der neu erworbenen Fähigkeit zu 

hämolytischer Aktivität (demonstriert auf Blut Agar Platten) nun tatsächlich auch die Fähigkeit zu 

intrazellulärem Wachstum und intrazellulärer Mobilität, wie in den beiden Abbildungen 2 und 3 

dargestellt wird.  

 

 
Abb.2: Hämolytische Aktivität auf Blut-Agarplatten: 1, L. monocytogenes EGD-e; 2, L. innocua; 3, L. 

innocua(pUvBBAC); 4, L. innocua(pUvBBAC+vgc1); 5, L. innocua(pUvBBAC+vgc2). [21]  

 

 
Abb.3: Vergleichende Darstellung der intrazelluläre Akkumulation und Motilität von L. monocytogenes 

EGD-e (A), L. innocua(pUvBBACvgc1) (B) und L. innocua(pUvBBAC+vgc2) (C) 4 Stunden nach 

Infektion einer J774 Makophagen Zell-linie. Listerien wurden mittels eine monoklonalen. Antikörpers 

N81/N111 gegen ActA detektiert und mittels eines zweiten Cy3-markierten Antikörpers dargestellt. 

Actin Filamente sind in dieser Darstellung mit Oregon Green 488-konjugiertem Phalloidin  grün 

gefärbt. [21] 

 

Die Konstruktion und Anwendung dieses ersten BAC Vektors, der einen stabilen Einsatz im Sinne eines 

‚Shuttle‘ Vektors zwischen Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien ermöglicht, ist eine ganz 

wesentliche Errungenschaft für das Gebiet der Infektionsforschung. Das System konnte im Rahmen der 
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oben dargestellten Arbeiten eindrücklich getestet werden. Damit wurde das molekularbiologische  

Handwerkszeug zur genetischen Untersuchung entscheidend erweitert und pUvBBAC wurde in der 

Folge bereits von mehreren Arbeitsgruppen erfolgreich eingesetzt [39]. Damit konnten nun funktionelle 

Genomanalysen  großer chromosomaler DNA-Fragmente in einer großen Anzahl relevanter bakterieller 

Pathogene (wie z.B. Staphylococcus, Streptococcus und Enterococcus Spezies), aber auch in industriell 

genutzten Stämmen (wie z.B. Bacillus oder Lactobacillus spp.), oder sogar für nicht kultivierbare 

Spezies in der Umwelt mittels BAC-Klonierung unternommen werden. [21]  

 In einer weiterführenden Arbeit konnten diese von mir generierten, rekombinanten L. innocua Stämme 

weiter charakterisiert werden. Es wurde gezeigt, dass die neuen Mutanten eine attenuierte in vivo 

Virulenz aufwiesen und eine deutlich reduzierte Wirts-Immunreaktion hervorriefen. Ähnlich wie der 

Wildtyp L. monocytogenes induzierten die rekombinanten L. innocua Isolate eine Typ I Interferon 

Antwort und die Protektion wurde via Listeria-spezifischer CD8 T-Lymphozyten vermittelt. Diese 

Ergebnisse sind deswegen von besonderem Interesse, da attenuierte bakterielle Stämme, die keine 

schwere Inflammation aber eine potentiell protektive Immunantwort hervorrufen, sich für eine 

Impfstoff-Entwicklung eignen, indem nicht-pathogene Bakterien als Impf-Vektoren verwendet werden. 

Der umgekehrte Ansatz der „Aufrüstung“ weniger virulenter bakterieller Spezies, wie z.B. von M. bovis 

BCG, wurde ebenfalls in diesem Zusammenhang unternommen [4, 29, 37, 40]. 

 

Zusammenfassend hat dieser Abschnitt des Habilitationsprojekts das Repertoire molekulargenetischer 

Methoden innovativ erweitert und in funktionellen Zell-Kultur Experimenten das Potential dieses tools 

demonstriert: der partielle Virulenz-Transfer - nach erfolgreicher Klonierung des vollständigen und 

zusammenhängenden L. monocytogenes EGD Virulenzgen-Clusters in pUvBBAC – von einem 

pathogenen auf einen apathogenen Vertreter des Listeria spp. zeigt, wie wir Virulenz in ihrer Evolution 

besser verstehen und erforschen können. Insgesamt wurden damit wesentliche neue Einblicke in die 

Entstehung von Pathogenität bakterieller Erreger ermöglicht, die weitere Anwendungen aufgrund der 

technischen Weiterentwicklung auf dem Gebiet der funktionellen Genomik erlauben.  

 

2.3. Molekulare Epidemiologie pathogener Erreger – Modell-Organismus S. agalactiae 

 

Die erfolgreiche Gestaltung der Wirt-Pathogen Interaktion aus Sicht des bakteriellen Erregers entspricht 

dem klinischen Bild einer manifesten Infektionskrankheit. Aufgrund meiner klinischen Ausrichtung auf 

die Infektiologie innerhalb der Kinder- und Jugendmedizin, sollte sich dieser Teil des 

Habilitationsprojekts mit der Charakterisierung solcher bakterieller Isolate befassen, die eine relevante 

Erkrankung im pädiatrischen Patientenkollektiv verursachen. Als Modell-Organismus wurden Gruppe 

B Streptokokken (GBS), S. agalactiae, gewählt, ein Pathogen, das eine ganz entscheidende Rolle als 

ursächliches Agens der neonatalen Sepsis darstellt. [31, 49] Klinisch unterscheidet man dem Verlauf 

nach eine early-onset (EOD) von einer late-onset disease (LOD), wobei die EOD innerhalb der ersten 
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6 Lebenstage, die LOD hingegen in einem Zeitraum von 7 – 90 Lebenstagen auftritt[51]. GBS werden 

in der Regel mittels Serotypisierung eingeteilt, wobei in Deutschland Serotyp (ST) III, ST Ia und ST V 

den größten Teil klinisch invasiver Isolate (Nationale Surveillance Studie über einen 2-Jahres Zeitraum 

2001-2003) ausmachten (ST Ia, 15%, ST III 65%, ST V 8%).[15] Die Zuordnung zu den klinischen 

Verläufen EOD und LOD korreliert nicht eindeutig mit einzelnen Serotypen, wobei ST III assoziierte 

Erkrankung meist mit einer Meningitis einherging während ST Ia eher für eine Sepsis ohne Meningitis 

verantwortlich war. Aus infektiologischer Sicht spielt zudem das Thema Antibiotikaresistenz eine ganz 

wichtige Rolle in der täglichen klinischen Arbeit. Die GBS Sepsis ist ein, wie oben ausgeführt, schweres 

Krankheitsbild. Die adäquate antibiotische Therapie ist somit von entscheidender Bedeutung. Makrolide 

stellen eine der am häufigsten verwandten Antibiotika-Gruppen dar, insbesondere in der pädiatrischen 

Population. Aufgrund mehrere Berichte über eine Zunahme der Makrolid-Resistenz innerhalb klinischer 

Gruppe B Streptokokken Isolaten, galt ein spezielles Augenmerk bei den Arbeiten an diesem Teil des 

Habilitationsprojekts der Identifikation und Charakterisierung dieser Gruppe von Makrolid-resistenten 

klinischen Isolaten [32, 33, 38].  

 

Eine genauere Charakterisierung klinischer GBS Isolate sollte auf molekularer Ebene erfolgen, um ggf. 

klonale Isolate bzw. Familien zu identifizieren, die mit einem spezifischen klinischen Verlauf, auch im 

Hinblick auf die Schwere der Erkrankung, assoziiert sein könnten (Anlage 2). Hierzu kam die in den 

ersten Abschnitten des Habilitationsprojekts erlernte und weiterentwickelte Technik der PFGE erneut 

zur Anwendung. Die Genotypisierung der insgesamt 288 invasiven GBS Isolate unter Verwendung der 

Restriktionsendonuklease SmaI ergab eine Verteilung auf insgesamt 7 Genotyp-Gruppen mit mehr als 

10 Vertretern (G1 – G7) für 60% der Isolate. Weitere 22% der Isolate konnten zu Genotyp-Gruppen von 

weniger als 10 Vertretern zusammengefasst werden, während insgesamt 18% ein ganz individuelles 

Genotyp-Muster aufwiesen. Neben dieses nachweislich heterogenen Anteils an der GBS Population 

zeigte sich eine eindeutige Assoziation von Genotyp-Gruppen zu Serotypen (Abbildung 4). So 

korrelierten G1 und G2 beispielsweise eindeutig mit ST III, während sich ST Ia und ST V Isolate ganz 

überwiegend in den Gruppen G3 bzw. G4 wiederfanden. Darüber hinaus konnte in Zusammenschau mit 

den klinischen Daten eine Assoziation von G1 und G2 mit dem LOD bzw. Meningitis-Verlauf der 

Erkrankung aufgezeigt werden. Interessanterweise wies die größte Gruppe G1, die fast ausschließlich 

aus ST III Isolaten bestand, gleichmäßige Anteile von EOD und LOD auf, obwohl ST III in Vorarbeiten 

als eindeutig eher mit einer meningitischen Verlaufsform assoziiert beschrieben worden war (Abbildung 

5).[9]  
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Abb. 4: Verteilung von 288 invasiven GBS 

Isolaten spezifischer molekularer, durch PFGE 

gewonnener, Genotyp-Gruppen  (G1–G7) auf die 

bekannten Serotypen (ST).[9] 

 

 

  

Abb. 5: Vergleich der auf 7 PFGE-Genotyp-

Gruppen verteilten GBS Isolate mit Daten zur 

klinischen Präsentation der GBS-Erkrankung als 

entweder EOD oder LOD.[9] 

 

 

 

Während in der oben beschriebenen Studie keine eindeutigen GBS Klone oder Familien beschrieben 

werden konnten, die mit besonders schweren Verläufen der GBS Erkrankung assoziiert wären, ergab 

eine Untersuchung von 339 GBS Isolaten (davon 193 neonatale und 146 maternale), die im Rahmen 

einer anderen Studie gewonnen worden waren, ein eindeutiges Ergebnis in Richtung einer klonalen 

Verbreitung (Anlage 3). Die Analyse dieser GBS Isolate zeigte ein Überwiegen an ST V unter den 

insgesamt 27 identifizierten Erythromycin-resistenten Isolaten. [12] Die weiterführende PFGE-

Genotypisierung offenbarte dann das Bild eines spezifischen ST V Klons, der mit der Em-Resistenz 

vollkommen korrelierte (Abbildung 6).  

 

Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde im weiteren Verlauf des Habilitationsprojekts eine größere 

Anzahl Em-resistenter klinischer GBS Isolate genotypisch und phänotypisch charakterisiert (Anlage 4). 

Insgesamt gingen 74 Em-resistente Isolate, inklusive der oben beschriebenen 27 Isolate, in diese 

Untersuchung ein. Antibiotikaresistenz gegenüber Makroliden ist genetisch determiniert. Die Resistenz 

entsteht zum einen aufgrund einer Mutation des erm kodierten Ribosoms (macrolide-lincosamide-

streptogramin B Resistenz, MLSB) mit einem induzierbaren (iMLS) oder konstitutiven (cMLS) 

Phänotyp. Ein anderer Mechanismus der Makrolid-Resistenz stellt eine Efflux-Pumpe dar (mefA 

kodiert), die für einen aktiven Transport der Makrolide aus der bakteriellen Zelle sorgt und damit die 

phänotypische Resistenz vom M Typ (M Phänotyp) determiniert. Die Ergebnisse zeigten ein 

Überwiegen des cMLS Phänotyps (n=39) sowie eine eindeutige Klonalität innerhalb der Gruppe der ST 

V Isolate, die zu 79% den gleichen Phänotyp (cMLS) aufwiesen (Abbildung 7)[8]. 
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Abb.6: PFGE genomischer DNA von Erythromycin-resistenten (A) und - empfindlichen (B) Serotyp 

(ST) V GBS Isolaten nach Restriktionsverdau mit SmaI. Marker: Lambda ladder PFG Marker (LL) und 

low-range PFG Marker (LR) (A) SmaI Muster von 10 Erythromycin-resistenten ST V Isolaten, wobei 

das Isolat in Spur 7 lediglich für zwei Banden eine unterschiedliche Größe aufwies, einer einzigen 

zusätzlichen SmaI Restriktionsstelle entsprechend. (B) Spuren 1 bis 21 zeigen das Muster nach SmaI-

Verdau von 21 Erythromycin-empfindlichen ST V GBS Isolaten. [12] 
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Abb. 7: Verteilung der GBS Serotypen innerhalb vier verschiedener Makrolid-Resistenz Phänotypen. 

P1 = cMLS Phänotyp, P1 und P2 = 

iMLS Phänotyp P4 = M Phänotyp. 

Fett gedruckt ist der jeweils 

prädominierende Serotyp innerhalb 

der jeweiligen Phänotyp-Gruppe. 

NT = nicht typisierbar. 

 

Diese Untersuchungen mit dem Ziel, mögliche spezifische GBS-Klone zu identifizieren, die mit einem 

schweren klinischen Verlauf oder einer Antibiotikaresistenz assoziiert sind, sind sowohl therapeutisch 

aber auch für die Entwicklung präventiver Maßnahmen, nicht zuletzt der angestrebten Entwicklung 

eines Impfstoffs, unerlässlich.  Vor diesem Hintergrund waren die Ergebnisse dieser Arbeiten an S. 

agalactiae von besonderer klinischer Relevanz und konnten erstmals die molekulare Epidemiologie 

innerhalb klinischer GBS Isolate in Deutschland darstellen. 

 

2.4. Humane Immunantwort auf Transkriptom-Ebene als Schlüssel zum Verständnis des Erfolgs 

intrazellulärer Erreger – Modell-Organismus M. tuberculosis / M. bovis BCG 

 

Nachdem der Fokus der initialen Abschnitte des Habilitationsprojekts auf molekularen Aspekten  

bakterieller Pathogenität sowie funktioneller Genomik und molekularer Epidemiologie  lag, versuchte 

der darauf folgende Teil durch eine genauere Untersuchung der Geneexpressionsmuster während der 

humanen Immunantwort gegen bakterielle Infektionen, Rückschlüsse auf Virulenz-Strategien des 

bakteriellen Erregers zu gewinnen. Die hierzu verwendeten und klinisch höchst relevanten 

Modellorganismen waren Mykobakterien, speziell M. tuberculosis H37Rv (Mtb) und M. bovis BCG 

(BCG).   

 

Mycobacterium tuberculosis ist vermutlich das erfolgreichste und am besten an den menschlichen Wirt 

adaptierte bakteriellen Pathogen, das wir kennen. Weltweit ist ein gutes Drittel der Weltbevölkerung 

mit Mtb infiziert, jährlich kommen 9.6 Millionen Neuerkrankungen dazu, die zu ca. 1.5 Millionen 

Todesfällen pro Jahr führen. [54] Seit der Erstbeschreibung durch Robert Koch im Jahre 1882 konnte 

in zahlreichen funktionellen Untersuchung gezeigt werden, dass Mtb in menschlichen phagozytierenden 

Zellen, vor allem Makrophagen, überleben und sich vermehren kann, indem immunologische 

Mechanismen des Wirts umgangen oder teilweise ausgesetzt werden[5, 13, 16, 20, 22].  

 

Ausgangspunkt für die Arbeiten an diesem Projekt war die Tatsache, dass diese funktionell gut 

bekannten und auf zellulärer Ebene entsprechend beschriebenen Immun-Evasion Phänomene auf 

molekularer Ebene weitestgehend unverstanden sind (Abbildung 8).  
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Abb.8: Intrazelluläre Mykobakterien umgehen die menschliche Immunantwort auf multiplen Ebenen. 

Diese Zeichnung (Design: U. von Both, Grafische Bearbeitung: C. Zwarenstein) gibt einen Überblick 

über die verschiedenen Prozesse, für die funktionelle Daten für eine Subversion der Wirtsantwort 

beschrieben worden sind. Eine Vielzahl dieser Prozesse wird durch Suppression der hierfür benötigten 

Enzyme auf Transkriptionsebene beeinflußt: 1) Mykobakterien werden durch Phagozytose-assoziierte 

Rezeptoren erkannt und in eine frühe phagozytische Vakuole aufgenommen. 2) Reifung des Phagosoms, 

3) Fusion von Phagosom und Lysosom zum Phagolzysosm mit Einstrom proteolytischer Enzyme, 4) 

Das innere Milieu des Phagolysosms wird durch die Aktivität der vATPase sowie einer NADPH-

Oxidase auf extrem niedrige pH Werte angesäuert, 5) Zersetzung bakterieller Proteine zu einzelnen 

Peptiden, 6) HLA-DM-vermitteltes Einbringen bakterieller Peptide in MHC Moleküle der Klasse II, 7) 

Transport des [MHC Klasse II + Peptid] Komplexes vom Endplasmatischen Retikulum zur 

Zelloberfläche, 8) Präsentation des bakteriellen Peptid-Antigens durch das MHC Klasse II Molekül 

gegenüber CD4+ T-Zellen, 9) Freie, ins Zytoplasma gelangte Mykobakterien werden durch die 

Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms abgetötet (Anlage 5)[7]. 

 

Durch Verwendung eines gut etablierten Infektions-Assays (Infektion von Vollblut gesunder 

Probanden[41]) wurde die Infektion mit Mtb, sowie parallel mit BCG, in vitro bzw. ex vivo über einen 

Zeitraum von 96h auf molekularer Ebene (whole genome mRNA Expression, Expression von small 

ncRNAs, DNA-Methylierung sowie mittels ELISA und Durchflusszytometrie) untersucht. Der 
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experimentelle Ansatz umfasste die initiale Durchführung eines ‚Discovery‘ und in der Folge eines 

‚Validation‘ Experiments. Faszinierenderweise zeigten die Experimente, dass nicht eine 

Immunaktivierung sondern vielmehr eine Immunparalyse durch Suppression zahlreicher relevanter 

Immun-Gene sowie komplexer Signalwege das dominierende Muster auf Genexpressionsebene war. 

Die weitere Analyse zeigte, dass hierbei vor allem Gene betroffen waren, die ihrer Funktion nach den 

folgenden Bereichen zugeordnet werden konnten: Pathogen-Erkennung, Phagozytose, Formierung des 

Phagolysosms und Abbau von Fremdmaterialien im Phagolysosom sowie Antigen-Verarbeitung und 

Präsentation. Dass die Veränderungen auf Transkriptom-Ebene entsprechend auch auf Protein-Ebene 

zu finden sind, konnte mittels ELISA und Durchflusszytometrie ausgewählter Gen-Protein Paare gezeigt 

werden. Unter den supprimierten Genen fand sich auch eine große Anzahl von mRNA-Transkripten, 

die für Zell-Oberflächen-Strukturen / Marker codieren. Der ganz überwiegende Teil (2/3) aller 

signifikant differentiell exprimierten (SDE) Gene dieser Gruppe zeigte eine deutliche Suppression im 

Vergleich zu den nicht-infizierten Kontroll-Ansätzen.  

 

 
Abb. 9: Grafische Darstellung der an den Prozessen der Phagozytose beteiligten Enzyme und 

Signalwege, die an der Elimination von M. tuberculosis (Mtb) mitwirken. Gene, die im Rahmen der 

Wirt-Antwort gegen Mtb in dem beschriebenen Vollblut-Infektionsassay signifikant differentiell 

exprimiert (SDE) wurden, sind entweder aktiviert (rot) oder supprimiert (grün). In blau gefärbte Gene 

erreichten bei der biostatistischen Analyse keine Signifikanz hinsichtlich differentieller Expression im 

Vergleich zu den Kontrollen. Mit freundlicher Erlaubnis von Kegg Pathway analysis, 

www.kegg.jp/kegg/. [7] 
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Die dynamische Analyse des zeitlichen Ablauf des Infektionsexperiments illustrierte eine initiale 

kurzzeitige Aktivierung pro-inflammatorischer Zytokine (TNF-�, IL-6, IL-8, MIP-1a oder MCP-1). 

Aber nachdem die Mykobakterien in die phagozytierenden Zellen gelangt waren, erschien die 

Immunantwort unter anderem ganz wesentlich von einer Suppression solcher Gene geprägt zu sein, die 

für Zelloberflächenrezeptoren (inklusive einiger Toll-Like Rezeptoren), die zur Erkennung infizierter 

Zellen entscheidend sind, codieren. Ebenso von der ausgeprägten Gensuppression betroffen waren 

Signalwege, die für das intrazelluläre Abtöten von Mikroorganismen sowie die Aufbereitung und 

Präsentation von Antigenen an T- und B-Zellen des spezifischen Arms der Immunsystems essentiell 

sind (Abbildung 9). Damit wurde erstmalig ein möglicherweise entscheidender molekularer 

Mechanismus für die zuvor vielfach beschriebenen funktionellen Immundefekte im Rahmen der 

Infektion mit Mtb aufgezeigt: Eine gezielte Suppression der Expression von Genen, die für die 

Produktion von Proteinen in diesen wesentlichen immunologischen Signalwegen erforderlich sind 

(Anlage 5).  

 

Die sich aus den oben aufgeführten Beobachtungen ergebende Frage, wie eine so große Anzahl von 

Genen koordiniert auf Transkriptionsebene supprimiert werden kann, wurde im Folgenden auf zweierlei 

Weise experimentell-analytisch angegangen. Zum einen wurden Expressionsdaten einer Vielzahl von 

small-non-coding RNAs, inklusive microRNAs, aus den gleichen experimentellen Proben des 

Infektions-Assays gewonnen. Hiermit sollte untersucht werden, ob ggf. ein epigenetischer 

Mechanismus - wie zum Beispiel die mRNA-miRNA Interaktion - eine Rolle in diesem Prozess der 

Gene-Suppression spielt. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass eine große Anzahl der SDE 

supprimierten Gene Ziel-RNAs (target RNAs) für microRNAs darstellten, die ebenfalls im gleichen 

Experiment SDE wurden. Damit erschien es möglich, dass ein Teil der ausgeprägten mRNA 

Suppression durch microRNA-vermittelte Prozesse verursacht wird. Einige dieser SDE miRNAs, wie 

zum Beispiel hsa-miR-155, hsa-miR-223 or hsa-miR-132, wurden bereits in verschiedenen Studien im 

Zusammenhang mit immunregulatorischen Mechanismen und der Pathogenese der Mtb Infektion 

beschrieben[17, 24, 25, 30]. Zum anderen wurde anschließend der Frage nachgegangen, ob Gene, die 

ein gleiches generegulatorisches Muster im Rahmen der Immunantwort gegenüber Mtb aufweisen, ggf. 

gemeinsame upstream regulatorische Elemente auf Genomebene aufweisen. Zu diesem Zweck wurde 

die Region 1500 bp upstream der transcription start site (TSS) der 100 höchst-supprimierten und der 

100 höchst-aktivierten Gene auf das Vorhandensein gemeinsamer Sequenz-Muster hin untersucht. 

Diese aufwendige Analyse zeigte eine signifikante Anzahl genetisch konservierter Elemente 

ausschließlich in der Gruppe der supprimierten Gene im Vergleich zu den aktivierten Kontroll-Genen. 

Diese Elemente konnten im weiteren Verlauf als Alu repeat elements identifiziert werden, eine Gruppe 

parasitischer genetischer Elemente, die bereits in anderen Zusammenhängen als Gen-Regulatoren 

beschrieben worden waren. Vor dem Hintergrund einer wachsenden Zahl an Publikationen über 

sogenannte ‚selfish genetic elements‘ kann zusammenfassend als Ergebnis dieser Untersuchungen 
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festgestellt werden, dass sich die in dieser Arbeit identifizierten Alu elements möglicherweise als 

upstream regulatorische Elemente betrachten lassen, die eine profunde Suppression von Genen 

kontrollieren, die für die Immunantwort gegenüber Mykobakterien von essentieller Bedeutung sind.  

 

Das menschliche Immunsystem ist ganz bemerkenswert in seiner Geschwindigkeit, mit der es auf all 

die mikrobiellen Pathogene reagiert, denen gegenüber wir Menschen während unseres ganzen Lebens 

ausgesetzt sind. Diese erste inflammatorische Antwort eliminiert in der Regel die meisten attackierenden 

Pathogene erfolgreich oder begrenzt sie auf einen umschriebenen Ort der Infektion, bis sich die zelluläre 

und Antiköper-vermittelte Antwort des spezifischen Arms des Immunsystems entwickelt. Trotz des 

evolutionären Erfolgs des menschlichen inflammatorischen und Immunsystems bei der Bewahrung 

unseres Überlebens angesichts der Vielzahl an pathogenen Erregern, denen wir uns gegenüber sehen, 

so ist eine exzessive oder unkontrollierte Inflammation meist doch mit schwerer Krankheit und 

Organdysfunktion sowie ggf. mit einem tödlichen Verlauf assoziiert, wie zum Beispiel im Rahmen eines 

SIRS oder septischen Schocks. [23] Daher ist es nicht überraschend, dass die Vielzahl inflammatorischer 

Prozesse zur Pathogen-Abwehr gepaart ist mit einem ebenso effektiven System biologischer Prozesse, 

das sich darauf spezialisiert hat, inflammatorische Prozesse zu supprimieren. Beide Systeme, die 

Aktivierung der Inflammation sowie das Bremsen der inflammatorischen Antwort ergänzen sich 

dementsprechend in einer perfekt ausgewogenen Balance, einer Art „Yin/Yang-Dualität“, die sowohl 

exzessive Inflammation als auch ineffektive Immunantwort zu vermeiden hilft.  

 

Die in diesem Teil des Habilitationsprojekts (Anlage 5) dargestellte weitreichende Suppression der Gen-

Transkription, speziell der Gene mit wichtigen immunologischen Funktionen, könnte darauf hinweisen, 

dass Mtb einen Weg gefunden hat, der die Immun-inhibitorischen Prozesse begünstigt bzw. „anschaltet“ 

und damit durch Inaktivierung der inflammatorischen Antwort einen Weg gefunden hat, intrazellulär 

im menschlichen Wirt zu überleben und damit einen ganz entscheidenden Überlebensvorteil zu 

gewinnen. Diese Untersuchungen der Wirt-Pathogen Interaktion des intrazellulären Erregers Mtb 

konnten somit eindrücklich demonstrieren, wie sich aus der Immunantwort des Menschen wichtige 

Rückschlüsse auf Virulenz-Strategien eines Erregers ziehen lassen. Die Frage, wie genau Mtb diese 

beschriebenen Mechanismen zu seinem Vorteil orchestriert und nutzt, ist Gegenstand weiterer 

Forschungsaktivitäten, unter anderem eines Clinical Leave Fellowships, das mir durch das Deutsche 

Zentrum für Infektionsforschung (DZIF) verliehen wurden.  
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2.5. Auswirkungen der Wirt-Pathogen Interaktion auf zellulärer Ebene und deren Bedeutung in 

der klinischen Tuberkulose – molekulare Marker INFγ+ Mtb-spezifischer CD4 T Zellen 

 

Wie oben bereits ausgeführt spielen neben Makrophagen und Neutrophilen Granulozyten die Gruppe 

der CD4+ T Zellen eine zentrale Rolle in der Interaktion zwischen M. tuberculosis und dem 

menschlichen Wirt. Während sich einige Arbeitsgruppen mit dem Gebiet der Transkriptom-Signatur aus 

Vollblut für die Diagnose der aktiven Tuberkulose (bei Kindern wie Erwachsenen; bei HIV+ wie HIV- 

Individuen) befassen, gibt es auch Flow-zytometrische Untersuchungen an Patientenproben, die eine 

Sputum-unabhängige Diagnostik der Tuberkulose erlauben können [3, 28, 53]. Der T cell activation 

marker (TAM) – TB Assay ist ein solches Verfahren, das auf dem Prinzip beruht, dass sich 

phänotypische Unterschiede an IFNg+ Mtb-spezifischen CD4 T Zellen abhängig von der klinischen 

Ausprägung einer Tuberkulose detektieren lassen. Grundlage dieser phänotypischen Veränderungen ist 

die Tatsache, dass sich Funktion und Aktivierungsstatus dieser Immunzellen abhängig vom klinischen 

Status des einzelnen Patienten ausprägen, also unterschiedliche Muster im Kontext einer aktiven 

Tuberkulose (aTB), einer latenten tuberkulösen Infektion (LTBI) bzw. im gesunden Zustand / nach 

Heilung zu erkennen sind. Der TAM-TB Assay macht sich einen „maturation“ Marker (CD27) und drei 

„activation“ Marker (Ki67, CD38, HLA-DR) zu Nutze. Die initialen Arbeiten zum TAM-TB Assay, der 

von Christof Geldmacher entwickelt wurde([44]), zielten darauf ab, einen Sputum-unabhängigen 

diagnostischen Test zu entwickeln, der es erlaubt, Patienten mit einer aTB von denen mit einer LTBI 

zu unterscheiden. Herkömmliche immunologische Teste erlauben lediglich eine Differenzierung 

zwischen „infiziert“ und „nicht-infiziert“, so z.B. die Gruppe der Interferon Gamma Release Assays 

(IGRA) oder der Tuberkulin-Hauttest (RT23 PPD SSI). Der TAM-TB Assay hingegen ist 

gewissermaßen ein Test, der zwei Ebenen umfasst. Zum einen basiert er auf der Detektion MTB-

spezifischer CD4 T-Zellen, vergleichbar dem Prinzip der IGRAs. Zusätzlich jedoch wird auf diesen 

selektierten T-Zellen die Expression der o.g. Marker gemessen, so dass die Dynamik innerhalb 

verschiedenen Erkrankungsstadien messbar wird. Die Arbeiten konnten zeigen, dass die „activation“ 

Marker bei Patienten mit aktiver Tuberkulose auf IFNg+ Mtb-spezifischen CD4 T Zellen im Vergleich 

zu Patienten mit einer LTBI hochreguliert waren, während der „maturation“ Marker CD27 eine 

gegenteiliges Bild aufwies [43, 44, 50, 52]. 

 

Weiterführende und auf diesen Ergebnissen aufbauende Arbeiten, die ich zusammen mit meinem 

Kollegen Christof Geldmacher und Mohamed Ahmed sowie weiteren Mitarbeitern durchgeführt habe, 

legten den Fokus der Untersuchungen dann auf den Aspekt des Therapie-Monitoring. Hierzu ist 

eingangs zu erwähnen, dass es eine Reihe klinischer Studien der vergangenen Jahre gibt, die nahelegen, 

dass eine Vielzahl von Patienten, die wegen einer Tuberkulose behandelt werden, bereits vor Ende der 

in allen Leitlinien festgelegten Therapiedauer von mindestsens 6 Monaten geheilt werden könnten [18, 

26, 36]. Derzeit existiert kein Test, der eine Aussage darüber treffen hilft, ob und wann ein Patient als 
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geheilt gilt und wann – als Konsequenz – seine Therapie beenden kann. Diesem klinischen Problem 

wollten wir uns bei der Untersuchung unter Anwendung des TAM-TB Assays zuwenden. Im Rahmen 

dieser Arbeiten konnte tatsächlich gezeigt werden, dass dieser Test das Potential hat, in Zukunft die 

Therapieentscheidungen klinisch tätiger Ärzte zu unterstützen.  

In der entsprechenden Studie (Anlage 6) wurden 16 Patienten mit LTBI sowie 39 Patienten mit aktiver 

pulmonaler Tuberkulose untersucht. Die Patienten wurden ursprünglich im Rahmen einer 

umfangreichen Therapiestudie rekrutiert und klinisch sowie laborchemisch hervorragend 

monitoriert[6]. Patienten mit aTB wurden über den gesamten Therapiezeitraum eng kontrolliert und 

anschließend für weitere 6 Monate nachverfolgt. Initial wurden bis Woche 12 wöchentlich Sputum 

Kulturen unter Verwendung des MGIT Systems durchgeführt,  anschließend an vier weiteren 

Zeitpunkten bis zum Ende der Therapie (Woche 26). Damit konnten die 4 o.g. Marker von IFNg+ Mtb-

spezifischen CD4 T Zellen aus peripherem Blut bei Patienten mit LTBI sowie Patienten mit einer 

aktiven Tuberkulose zum Zeitpunkt des Therapiestarts und unter anti-tuberkulöser Therapie, inklusive 

eines Vergleichs zum mikrobiologischen Therapieansprechen,  untersucht werden. 

Der TAM TB Assay zeigte eine eindeutige Dynamik in der Expression der „activation“ Marker CD38, 

HLA-DR und Ki67 während der „maturation“ Marker CD27 keine wesentlich Veränderung während 

der 6 monatigen Therapie aufwies (Abbildung 10). Dies war vor dem Hintergrund anderer Arbeiten zu 

erwarten gewesen [52]. CD27 spielt somit für das Therapie Monitoring keine Rolle, war aber der beste 

Marker, um klinisch gesunde Individuen mit LTBI von Patienten, die nach 26 Wochen anti-tuberkulöser 

Therapie geheilt waren, zu unterscheiden (p=0,0003).  

 

Besonders zu betonen ist hier, dass bereits zwei Monate nach Therapiestart der Anteil 

Aktivierungsmarker-positiver IFNg+ Mtb-spezifischen CD4 T Zellen im Vergleich zum Zeitpunkt des 

Therapiestarts signifikant reduziert (p<0,0001) war. Zudem konnte eine Korrelation der TAM TB 

Signatur (speziell der Marker CD38 und HLA-DR) mit dem individuellen Zeitraum bis zu einer stabilen 

mikrobiologischen Sputum-Konversion (im Sinne einer definitiv negativen Sputum Kultur für M. 

tuberculosis) aufgezeigt werden. Im Zuge der weiteren Analyse fiel auf, dass die Marker CD38, KI67 

und HLA-DR sehr gut miteinander korrelierten, so dass die Bestimmung eines einzigen 

Aktivierungsmarkers (CD38) vermutlich ausreichen sein kann, um eine aktive Tuberkulose von einer 

LTBI zu unterscheiden und das Therapieansprechen zu kontrollieren. Dies ist vor dem Hintergrund der 

Vereinfachung des Tests und für dessen Umsetzung in die Praxis von entscheidender Bedeutung, da die 

Verwendung von lediglich 4 Antikörpern (CD4, INFg, CD38, CD27) die durchflusszytometrische 

Analyse der jeweiligen Patientenprobe mit nur einem Laser statt zuvor drei Lasern erlaubt. Weitere 

Untersuchungen mit der vereinfachten Version des Tests sind derzeit im Gange und wurden durch einen 

FlexFund des DZIF gefördert. Diese Untersuchungen werden weitere wichtige Daten zur Evaluierung 

des TAM TB erbringen. 
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Abb.10: Darstellung der phänotypischen Profile von IFNg+ Mtb-spezifischen CD4 T Zellen in Patienten 

mit aktiver Tuberkulose, nach Beginn der anti-tuberkulösen Therapie und bei LTBI. Der Anteil von 

IFNg+ Mtb-spezifischen CD4 T Zellen, welche die „activation“ Marker CD38 (A), Ki67 (B), HLA-DR 

(C) bzw. den „maturation“ Marker CD27 (D) exprimieren, ist auf der jeweiligen y-Achse dargestellt. 

Die x-Achse illustriert die unterschiedlichen Zeitpunkte der Durchführung des TAM TB Assay 

(Baseline, 9. Woche, 12. Woche, 26. Woche nach Therapiestart). IFNg+ Mtb-spezifischen CD4 T Zellen 

wurden nach Stimulation mit PPD charakterisiert. Statistische Analysen wurden mittels Mann-Whitney 

Test durchgeführt., Violette Punkte = pulmonale TB Patienten; grüne Diamanten = LTBI Kontrollen 

(Anlage 6)[1]. 

 

Während die beschriebene Studie das Potential des TAM-TB Assays bei Patienten mit pulmonaler 

Tuberkulose, in Korrelation zur Sputum-Konversion, aufzeigen konnten, stellt sich die Frage, wie 

dessen Praktikabilität und Relevanz im Hinblick auf Diagnosestellung und Therapie Monitoring in 

Fällen einer extra-pulmonalen Tuberkulose ist. Um dies in einem ersten Schritt zu untersuchen, wurde 

ein jugendlicher (16 Jahre) Patient, der mit einer Tuberkulose des linken Hüftgelenks diagnostiziert 

wurde, über den gesamten Zeitraum der 12 monatigen anti-tuberkulösen Therapie mittels TAM-TB 

Assay untersucht. Die o.g. Marker wurden entsprechend auf IFNg + Mtb-spezifischen CD4 T Zellen aus 

peripherem Blut des Patienten zu den folgenden Zeitpunkten untersucht (Zeitpunkt der 

Diagnosestellung, 1 Monat, 2 Monate, 6 Monate und 12 Monate nach Therapiestart). Die Ergebnisse 

dieser Untersuchungen sind in Abbildung 11 dargestellt. Es zeigte sich eine vergleichbar rasche 

Dynamik in den Anteilen von IFNg + Mtb-spezifischen CD4 T Zellen mit Expression von CD38, Ki67 

und HLA-DR, wie bei der Kohorte mit Pulmonaler Tuberkulose beschrieben. Der „maturation“ Marker 

CD27 wies erneut kein wesentlich verändertes Muster in den ersten 6 Monaten der Therapie auf. 

Allerdings nahm der Anteil von IFNg+ CD27+ Mtb-spezifischen CD4 T Zellen bis zum  
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Abb.11: Darstellung 

der phänotypischen Profile von IFNg+ Mtb-spezifischen CD4 T Zellen in einem Patienten mit extra-

pulmonaler Tuberkulose nach Beginn der anti-tuberkulösen Therapie.  

Als Referenz dienen Werte von Patienten mit aktiver pulmonaler TB sowie LTBI [1] und bei LTBI. Der 

Anteil von IFNg+ Mtb-spezifischen CD4 T Zellen, die nach Stimulation durch ESAT6/CFP10 die 

Marker CD38 (A), CD27 (B), HLA-DR (C) und Ki67 (D) exprimieren, und der Anteil von IFNg+ Mtb-

spezifischen CD4 T Zellen, die nach Stimulation durch PPD die Marker CD38 (A), CD27 (B), HLA-

DR (C) und Ki67 (D) exprimieren, ist auf den jeweiligen y-Achsen dargestellt und mit einem roten 

Punkt illustriert. Die roten Flächen stellen den Bereich dar, der vor dem Hintergrund vorangehender 

Arbeiten ([1]) als Profil einer „aktive Tuberkulose“ definiert wurde, wobei der jeweilige cut-off mittels 

ROC Analyse ermittelt wurde[2]. 

 
Zeitpunkt von 12 Monaten nach Therapiestart schließlich deutlich zu und erreichten den anhand der 

Vorarbeiten definierten Bereich gesunder / LTBI Patienten. Insgesamt konnten diese Untersuchungen 
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einen ersten Beleg dafür liefern, dass der TAM TB Assay als Sputum-unabhängiger Test auch beim 

Therapie Monitoring von Patienten mit einer extrapulmonalen Form der Tuberkulose eingesetzt werden 

kann (Anlage 7[2]). Weitere und auf größeren Kohorten basierende Untersuchungen sind zur 

Bestätigung dieser Ergebnisse erforderlich und bereits in Arbeit. Zusammenfassend haben diese 

Arbeiten des Habilitationsprojekts zeigen können, dass phänotypische Veränderungen von IFNg + Mtb-

spezifischen CD4 T Zellen auf Molekül-Ebene als Surrogat Marker für ein Therapieansprechen 

verwendet werden können. Sie können dazu dienen, eine aktive Tuberkulose (CD38 positive, CD27 

niedrig) von einer erfolgreich behandelten Tuberkulose (CD38 negativ, CD27 niedrig) und einer 

latenten tuberkulösen Infektion (CD38 negativ, CD27 hoch) zu unterscheiden. Diese Untersuchungen 

basieren auf Kohorten pulmonaler Tuberkulose Patienten, aber man kann festhalten, dass dieser Test 

voraussichtlich auch bei Patienten mit extrapulmonalen Formen einer aktiven Tuberkulose zu Zwecken 

der Diagnosestellung und des Therapie Monitorings eingesetzt werden kann. 

 
3. Schlussbetrachtung und Ausblick  

 

Die rasanten Entwicklungen auf dem Gebiet der molekularen Biologie, speziell der Genomik, 

Transkriptomik, sowie seit wenigen Jahren auch Proteomik und Metabolomik, erlauben eine weitaus 

umfassendere und tiefgreifende Analyse biologischer Prozesse, inklusive der Wirt-Pathogen 

Interaktion. Zusammen und in Korrelation mit immunologischen bzw. durchlusszytometrischen 

Methoden können diese Verfahren wesentlich zur Aufdeckung und dem besseren Verständnis klinisch 

relevanter Mechanismen in der Wirt-Pathogen Interaktion beitragen. 

Das beschriebene Habilitationsprojekt begann mit den zu Beginn zur Verfügung stehenden, damals 

modernen, Methoden (DNA-Klonierungen, BAC-Vektoren, Genbank-Erstellung, ALF-Express 

Sequenzierung) und nahm in seinem Verlauf die entsprechenden neuen methodischen Möglichkeiten 

(genome-wide mRNA profiling, Epigenetik) auf, um Fragen der Wirt-Pathogen Interaktion zu 

untersuchen. Die zukünftigen Monate und Jahre werden auf diese Vorarbeiten aufbauen, indem das 

Phänomen der Immunsuppression im Rahmen der Mtb Infektion näher beleuchtet werden wird. Ein 

erster entsprechender Antrag wird bereits vom DZIF gefördert. Darüberhinaus soll die Methodik der 

Transkriptomik und Signalweg-Analysen auch und vermehrt für diagnostische Fragestellungen genutzt 

werden. Insbesondere die Verbesserung der Diagnosestellung der Tuberkulose sowie die bessere 

Anpassung der Therapie-Dauer bei der Behandlung einer aktiven Tuberkulose werden Gegenstand 

meiner zukünftigen Forschungsaktivitäten sein. Ein Ziel ist hierbei unter anderem, RNA-Signaturen zu 

beschreiben, die in der Zukunft eine Individualisierung der Therapiedauer bei Patienten, die an einer 

Tuberkulose erkrankt sind, ermöglichen können. Hierbei ist auch ein besseres Verständnis bzw. die 

Beschreibung eines oder mehrerer Korrelate(s) der Protektion entscheidend. Die gezielte Untersuchung 

von RNA-Signaturen an definierten klinischen Phänotypen (Patienten Kohorten) kann hierbei ein 

wertvoller Ansatz sein [10]. Denn der natürliche Verlauf der Tuberkulose basiert ganz eindeutig auf 

dem Prinzip, dass Infektion nicht gleich Erkrankung ist. Zudem infiziert sich nicht jedes Individuum, 
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das mit einer offenen und damit hoch-ansteckenden Tuberkulose in Kontakt kommt. Die genauere 

Untersuchung der Wirt RNA Signaturen in diesen spezifischen Patientenkollektiven kann uns dabei 

helfen, ein solches Korrelat der Protektion zu beschreiben (Anlage 8; Abbildung 12). Mit Hilfe eines 

solchen Korrelates der Protektion bekäme zudem das wichtige Gebiet der Impfstoffentwicklung gegen 

die Tuberkulose ein lang ersehntes Werkzeug zur Evaluation möglicher Vakzin Kandidaten an die Hand 

[42].  

 

Schließlich werden weitergehende klinische Studien zur Evaluierung des TAM-TB Testes in klinischen 

Kohorten dabei helfen, diesen Test in Zukunft als festen Bestandteil des diagnostischen Repertoires zu 

etablieren. Eine entsprechende Studie, in der auch Geneexpression untersucht wird, wurde unter 

anderem im Raum München durchgeführt; die entsprechenden Ergebnisse werden bald veröffentlicht 

werden können. Insbesondere auf dem Gebiet der personalisierten Medizin werden dieser Assay wie 

auch Genexpression Biomarker einen wesentlichen Beitrag leisten können [27, 42, 45]. 

 

Abb. 12: Skizze zur Darstellung 

möglicher experimenteller Ansätze, um 

mittels RNA Expressionsanalysen eine 

Korrelat der Protektion beschreiben zu 

können. (A) Nach Tuberkulose-

Exposition lassen sich möglicherweise 

Immunmechanismen der Wirts-

Suszeptibilität oder Wirtsresistenz 

aufzeigen. (B) der hier dargestellte 

Vergleich zwischen infizierten 

Individuen kann ggf. ein Korrelat 

offenbaren, das mit Kontrolle und 

Begrenzung der Infektion mit M. 

tuberculosis assoziiert ist. [10] 

 

 

Abschließend bleibt festzuhalten, dass die Untersuchungen der Wirt-Pathogen Interaktion auf 

molekularer Ebene eines der faszinierendsten Forschungsfelder die Medizin darstellen. Das hier 

skizzierte Habilitationsprojekt konnte von verschiedenen Ansatzpunkten aus mehrere neue und 

wertvolle Beiträge zum besseren Verständnis dieser komplexen Wechselbeziehung leisten, auf deren 

Grundlage weitere Forschungsaktivitäten aufbauen werden.  
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