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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Tuberkulose (TB) ist, aktuell nach COVID-19, die zweittddlichste Infektionser-
krankung, die durch eine einzelne Pathogengruppe (Mycobacterium-tuberculo-
sis-Komplex (MTBC)) verursacht wird. Sie steht an 13. Stelle der haufigsten To-
desursachen weltweit (Stand 2019). Die Organisation der Vereinten Nationen
(United Nations, UN (engl.)) hat sich das Ziel gesetzt, die TB Epidemie bis zum
Jahr 2030 zu beenden. Eine erfolgreiche Behandlung der TB ist ein wesentlicher
Bestandteil der Strategie, jedoch ist die kurative Therapie gepragt von einer mo-
natelangen Einnahme mehrerer Antibiotika, verbunden mit hohen Nebenwir-
kungs- und Therapieabbruchraten. AufRerdem gefahrden zunehmende Antibio-
tikaresistenzen des TB Erregers (Mycobacterium tuberculosis) den Therapieer-
folg. Dass sich die Behandlung der Tuberkulose schwierig gestaltet, liegt unter
anderem an der Fahigkeit des Erregers in ein dormantes Stadium tberzugehen,
in welchem eine niedrige Stoffwechselaktivitat vorliegt. In diesem Zustand ent-
zieht sich der Erreger der Wirkung des Immunsystem des Wirts als auch der An-
tibiotika.

Zur Optimierung der Antibiotika-Kombinationstherapie ist es essentiell, den Me-
tabolismus des TB Erregers sowie die Wirkung der Antibiotika auf den Metabo-
lismus besser zu verstehen. Wesentlich hierzu ist es, die Wirkungsweise der ein-
zelnen Antibiotika, sowie mdgliche Synergismen zwischen Antibiotika in vitro un-
tersuchen zu kénnen, um Ruckschlisse auf die Wirksamkeit in vivo zu ermdgli-
chen. Bisherige in vitro Modelle zur Untersuchung der Wirksamkeit der Antibio-
tika auf den TB Erreger (z.B. Hollow-Fiber-Model (engl.) oder Resazurin-Assay)
beschreiben allerdings nicht die Wirkung auf Ebene des Metabolismus zu multip-

len Zeitpunkten.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Weiterentwicklung eines Modells — basierend auf
Massenspektrometrie und stabiler Isotopenmarkierung — zur Untersuchung der

zeitlichen Dynamik der Analytenneubildungsrate des Modellorganismus Bacillus



Zusammenfassung

Calmette-Guérin (Mycobacterium bovis BCG), welcher groRe Ahnlichkeit zu

M. tuberculosis aufweist.

Hierzu wurden kultivierte M. bovis BCG Proben extrahiert und mittels MALDI-
TOF Massenspektrometrie (Matrixunterstitzte Laser-Desorptions-lonisation
Flugzeit (matrix-assisted laser desorption/ ionisation time-of-flight (engl.))) ge-
messen. In den entstehenden Spektren wurden neun Intensitdtsmaxima ausge-
wahlt, die durch ein charakteristisches Masse-zu-Ladungsverhaltnis (m/z) defi-
niert wurden. Diese Analyten erlauben auch ohne Identifikation des zu Grunde
liegenden Molekiils (Proteins) eine Beschreibung der zeitlichen Dynamik des Me-
tabolismus. Um die neugebildeten Anteile der Analyten zu identifizieren, wurden
die Bakterien zu definierten Zeitpunkten wahrend ihres Wachstums mit stabilen
Kohlenstoffisotopen (3C) markierten Nahrstoffen versorgt. Dies fihrt zu einer

messbaren Anderung der Masse der neu gebildeten Analyten.

Zur Standardisierung des Versuchsaufbaus wurden Reinheitskontrollen der
M. bovis BCG Kultur durchgefiihrt, sowie die Verdopplungszeit bestimmt. Es
wurde versucht, die Methodik der rasterelektronenmikroskopischen Darstellung
zu optimieren, mit dem Ziel, Zellwandveranderungen des M. bovis BCG unter

Einfluss von Antibiotika zu visualisieren.

Nach Zugabe der Antibiotika Linezolid und BTZ043 (jeweils in einfacher und
zweifacher 90 %-Hemmkonzentration (IC90)) wurde nachgewiesen, dass die
Neubildungsrate einiger Analyten im Verlauf — verglichen zu der Kontrolle ohne
Antibiotikazugabe — signifikant abnimmt. Basierend auf diesen Beobachtungen
konnte demnach die antibiotische Potenz einzelner Wirkstoffe und mégliche An-

tibiotikasynergismen auf Proteinebene untersucht werden.

Dies konnte dazu beitragen, effektivere und moglicherweise auch kirzere Antibi-
otika-Therapieregime gegen die Tuberkulose zu entwickeln. Zusatzlich kénnten
die Nebenwirkungsraten reduziert und die biopsychosoziale Belastung der Pati-
enten verringert werden. All dies reduziert die Kosten fur das Gesundheitssystem

und beugt der Resistenzentwicklung und einem verfrihten Therapieabbruch vor.
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Abstract

Tuberculosis (TB) is at the moment, following COVID-19, the second leading
cause of death caused by a single infectious agent and is the 13th leading cause
of death worldwide as of 2019. The United Nations (UN) has set the goal to end
the TB epidemic by the year of 2030. Successful treatment of TB is an essential
part of the strategy, but curative therapy is characterized by a long duration of
treatment with multiple antibiotics leading to multiple side effects and therefore
high treatment discontinuation rates. As a result, antibiotic resistances of the TB
pathogen (Mycobacterium tuberculosis) are increasing. The difficulty in treating
tuberculosis is partly due to the ability of the pathogen to enter a dormant stage
in which it has low metabolic activity. In the dormant state, the pathogen is able
to escape the action of both the host immune system and antibiotics.

To optimize antibiotic combination therapy, it is essential to improve the under-
standing of the TB metabolism and to learn more about the effects of antibiotics
on the TB metabolism. Therefore, it is essential to describe the potency of indi-
vidual antibiotics as well as possible synergisms between antibiotics in vitro to
enable conclusions about the efficiency in vivo. However, previous in vitro models
describing the efficiency of antibiotics on the TB pathogen (e.g. hollow fiber
model, resazurin assay) do not describe the effect at the level of metabolism at

multiple time points.

The aim of this work is the further development of a model, based on mass spec-
trometry and stable isotope labeling, to investigate the dynamics of the analyte
neogenesis rate of the model organism Bacillus Calmette-Guérin (Mycobacte-
rium bovis BCG), which has high similarity to M. tuberculosis.

For this purpose, cultured M. bovis BCG samples were extracted and measured
by MALDI-TOF mass spectrometry (matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight). In the resulting spectra, nine intensity maxima were selected, de-
fined by a specific mass-to-charge ratio (m/z). These analytes allow a description

of the temporal dynamics of metabolism even without identification of the
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underlying molecule (protein). In order to identify the newly formed fractions of
the analytes, bacteria were supplied with stable carbon isotope (*3C) labeled nu-
trients at defined time points during their growth. This leads to a measurable

change in the mass of newly formed analytes.

To standardize the experimental setup, purity controls of M. bovis BCG culture
were performed and the doubling time was determined. An attempt was made to
optimize the scanning electron microscopy method for M. bovis BCG with the aim

of visualizing cell wall alterations under the influence of antibiotics.

The analyte neogenesis rate for some analytes, measured by the model based
on mass spectrometry and stable isotope labeling, decreased significantly over
time after the addition of the antibiotic (antibiotics linezolid and BTZ043, each in
1-fold und 2-fold 90 %-inhibitory concentrations (IC90)) compared to the control
without antibiotic addition. This model could therefore be used to investigate the
antibiotic action of the individual antibiotic agents in a time resolved manner. Also
possible synergistic affects at the level of protein neogenesis could be investi-
gated.

This could help in the future to improve the success rate of TB therapy, reduce
side effects and subsequently the biopsychosocial burden of the patients through
adjusted antibiotic dosage and more effective therapy regimens, as well as sav-
ing costs for the health care system and preventing the development of antibiotic

resistance through lower therapy discontinuation rates.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Bakterien und Infektionserkrankungen

Infektionserkrankungen sind noch immer eines der grof3ten Probleme der Welt-
gesundheit. Das vielféaltige Spektrum der Krankheitserreger erstreckt sich von
Bakterien Uber Viren bis hin zu Protozoen und Wirmern. Zur Behandlung von
Infektionskrankheiten wurden in den letzten Jahrzehnten eine Vielzahl von The-
rapeutika entwickelt. Die Medikamentengruppe der Antibiotika hat zu einem ent-
scheidenden Fortschritt in der Therapie von bakteriellen Infektionskrankheiten
beigetragen. Nach der Entdeckung von Antibiotika anfangs des 20 Jahrhunderts
herrschte bei einigen Wissenschaftlern die Meinung, dass der Kampf gegen die

bakteriellen Pathogene gewonnen sei [1].

Doch noch heute werden neu auftretende Infektionskrankheiten in der Mehrheit
der Félle von Bakterien verursacht [2]. AuRerdem waren drei Infektionskrankhei-
ten unter den zehn héufigsten Todesursachen weltweit in den Jahren von 2000
bis 2015 laut einem Bericht der Weltgesundheitsorganisation (world health orga-
nization, WHO (engl.)). Untere Atemwegserkrankungen liegen an dritter Stelle,
Durchfallerkrankungen auf Platz 8 und Tuberkulose auf Platz 9 (Stand Jahr 2019:
Tuberkulose auf Platz 13) [3-5]. Isch&dmische Herzkrankheiten stehen global be-
trachtet weiterhin an erster Stelle, doch in Landern mit niedrigem Einkommen
sind Infektionskrankheiten noch immer die fihrende Todesursache. Ein Fort-
schritt zeigt sich jedoch an insgesamt sinkenden Todesraten durch Infektions-
krankheiten im Vergleich zu den Vorjahren. Dabei ist vor allem die gesunkene
Todesrate durch HIV/ AIDS hervorzuheben, durch bessere Verfugbarkeit der an-

tiretroviralen Therapie [4].

Doch woran liegt es, dass trotz Antibiotika die Morbiditat und Mortalitat von bak-
teriellen Infektionserkrankungen noch immer hoch ist [2, 4]? Wahrend bei der
antiretroviralen Therapie gegen HIV inzwischen Erfolge zu verzeichnen sind, so
gestaltet sich im Gegenzug die Therapie von bakteriellen Infektionskrankheiten

immer problematischer, da zunehmend Resistenzen gegen herkémmliche

1
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Antibiotika beschrieben werden. Mit Erstlinien-Antibiotika kdnnen multiresistente
Keime zum Teil nicht mehr erfolgreich behandelt werden und es bedarf somit der

Entwicklung neuer wirksamer Antibiotika [6].

Je nach Aufbau der Bakterien gibt es verschiedene Angriffspunkte der Antibio-
tika. Einige Antibiotika greifen bspw. in den Zellwandaufbau ein und andere in die

ribosomale Proteinsynthese.

Bakterien werden anhand des bakteriellen Zellwandaufbaus in zwei grof3e Grup-
pen eingeteilt, die nach dem historisch beobachteten Farbeverhalten in der Far-
bung nach Gram benannt wurden. So zeichnen sich die meisten grampositiven
Bakterien durch eine mehrschichtige peptidoglycanhaltige Zellwand aus. Wohin-
gegen gramnegative Bakterien eine dunne peptidoglycanhaltige Zellwand auf-
weisen, welcher eine Lipopolysaccharidmembran aufgelagert ist. Diese hydro-
phobe dufRere Membran von gramnegativen Bakterien verhindert die Diffusion
von hydrophilen Antibiotika (bspw. beta-Lactam Antibiotika) durch die Zellmemb-
ran, weshalb diese nur beim Vorliegen von Porinen und spezifischen Kanélen

wirken kénnen [7, 8].

Einige Bakterien, wie bspw. Mykobakterien, lassen sich jedoch aufgrund ihres
Farbeverhaltens nicht eindeutig in die Gruppen der grammnegativen bzw.
grammpositiven Bakterien einordnen (siehe Kapitel 1.2) [9].
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1.2 Mykobakterien und deren Bedeutung als Krankheitserreger

Lipoarabinomannan
/

Mykolsauren

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII 2ytoplasmamembran
Abbildung 1: Zellwandaufbau der Mykobakterien

Links: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme zweier M. bovis BCG Zellen. Rechts: Schematische Dar-
stellung des Zellwandaufbaus der Mykobakterien.

Die Familie der Mycobacteriaceae (lat.) charakterisiert sich durch aerobe, unbe-
wegliche, stabchenférmige Bakterien mit lipidreichem Zellwandaufbau. Die Zell-
wand besteht aus Peptidoglykan (Murein), Arabinogalactan, Mykolsauren und Li-
poarabinomannan [10]. Mykobakterien sind aufgrund Ihres Farbeverhaltens nach
der Gram-Farbung nicht eindeutig zu zuordnen. Durch genombasierte Taxono-
mie lassen sie sich jedoch den grampositiven Bakterien zuordnen [11]. Sie besit-
zen zudem eine Pepdidoglykan-Schicht, welche in ahnlicher Weise bei grampo-
sitiven Bakterien auftritt. Der Peptidoglykan-Schicht ist jedoch eine Schicht von
langkettigen Mykolsauren aufgelagert. Diese lipidhaltige Mykolsaure-Schicht ver-
leint den Mykobakterien eine hydrophobe Membran, welche Ahnlichkeiten zu der
auRReren Lipopolysaccharidmembran von gramnegativen Bakterien aufweist. Der
lipidreiche Wandaufbau der Mykobakterien, welcher auch zur Beschreibung der
Saurefestigkeit in der mikrobiologischen Ziehl-Neelsen-Farbung dient, macht die
Bakterien besonders widerstandsfahig [9].

Nach ihrer Teilungsrate werden Mykobakterien in schnell wachsende und lang-
sam wachsende Bakterien eingeteilt. Zu den langsam wachsenden Mykobakte-
rien zahlen M. tuberculosis, M. bovis, M. leprea, welche jeweils die Erreger der

Tuberkulose, der Rindertuberkulose und der Lepra sind (Verdopplungszeit
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t, =11 - 23 Stunden) [12-15]. Zu den schnell wachsenden Mykobakterien gehort

bspw. M. smegmatis (Verdopplungszeit t,, = 2 - 6 Stunden) [16, 17].

Im Kklinischen Kontext hat sich die Einteilung der Mykobakterien in Mycobac-
terium-tuberculosis-Komplex (MTBC) und nicht-tuberkulése Mykobakterien
(NTM) etabliert. Der Mycobacterium-tuberculosis-Komplex (MTBC) beschreibt
die humanpathogenen Tuberkuloseerreger zu dem neben M. tuberculosis auch
M. bovis, M. africanum, M. canettii, M. microti, M. pinnipedii und M. caprae ge-
zéhlt werden [16].

Neben den MTBC gibt es zahlreiche nicht-tuberkulése Mykobakterien (NTM),
welche nicht bzw. fakultativ-pathogen sind und ubiquitar in der Umwelt vorkom-
men. Infektionen mit NTM sind selten, wobei meist die Lunge bei vorbestehenden
Lungenerkrankungen betroffen ist. Weiterhin kdnnen NTM zu Infektionen der
Haut, Weichgewebe und selten auch zu Infektionen der Knochen fuhren. Das
Erkrankungsbild des Buruli Ulkus bspw. wird durch M. ulcerans hervorrufen und
manifestiert sich als schmerzloses kutanes Ulcus. Bei Kindern manifesteren sich
Infektionen mit NTM oft in Form einer Lymphadenitis. In immunsupprimierten Pa-
tienten kénnen Infektionen mit atypischen Mykobakterien jedoch zu Dissemina-

tion und somit zu schweren Erkrankungsverlaufen fiihren [15].

1.2.1 Mycobacterium tuberculosis - der Erreger der Tuberkulose

Mycobacterium tuberculosis, der bakterielle Erreger der Tuberkulose (TB), wurde
erstmalig 1882 von Robert Koch beschrieben, was damals die Hoffnung auf eine
baldige Beendigung der TB Epidemie wachsen liel3 [10]. Doch noch heute ist die
TB laut der Weltgesungheitsorganisation WHO eine der gr63ten Herausforde-

rungen fur die Weltgesundheit [18].

Tuberkulose ist, aktuell nach SARS-CoV-2, die zweittddlichste Infektionserkran-
kung, welche durch eine einzelne Pathogengruppe (Mycobacterium-tuberculo-
sis-Komplex (MTBC)) ausgeltst wird und ist Stand 2019 die dreizehnt haufigste
Todesursache weltweit [3, 5]. In der Europaischen Union lag die TB Pravalenz
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im Jahr 2017 bei nur 3 %. Daher wird die enorme Bedrohung der Weltgesundheit
durch die TB dort haufig unterschatzt. Zwei Drittel der Erkrankten stammten 2019
aus acht Landern, darunter Indien (26 %), Indonesien (8,5 %), China (8,4 %), die
Philippinen (6 %), Pakistan (5,7 %), Nigeria (4,4 %), Bangladesch (3,6 %) und
Sudafrika (3,6 %) [5].

Laut dem WHO ,Global Tuberkulose Report* des Jahres 2020 sind schatzungs-
weise 1,7 Milliarden Menschen weltweit mit TB infiziert. Dies entspricht ca. einem
Viertel der gesamten Weltbevdélkerung [5]. Meist liegt bei immunkompetenten Pa-
tienten zuerst die latente und somit symptomlose TB vor. Die Wahrscheinlichkeit
aus einer latenten Infektion eine aktive, klinisch manifeste TB zu entwickeln ist
mit 5 — 10 % zwar relativ gering und tritt h&ufig im Zusammenhang mit einer
kompromittierten Immunlage auf, aber auch Risikofaktoren wie eine HIV Infek-
tion, Untererndahrung, Alkoholkonsum, Diabetes Mellitus oder Rauchen steigern
das Risiko eine aktive TB zu entwickeln [18]. Die Symptomatik einer aktiven TB
ist oft unspezifisch mit Symptomen wie Husten, Abgeschlagenheit, Gewichtsver-
lust und leichtem Fieber. Der infektidse Zustand (auch als ,offene TB‘ bezeichnet)
kann sich schon Monate vor Diagnosestellung manifestieren und da die TB meist

uber Aerosole Ubertragen wird, trégt dies zur Ausbreitung bei [10].

Nicht nur die hohen weltweiten Infektionsraten, sondern auch die zunehmende
Anzahl von antibiotikaresistenter TB verstarken die Problematik. Alleine 3,5 %
der neu aufgetretenen TB Falle und zusétzlich 18 % der vorbehandelten TB Félle
litten im Jahr 2017 unter multiresistenter TB (MDR-TB) bzw. Rifampicin-resisten-
ter-Tuberkulose (RR-TB) [18]. Dies bedeutet, dass die Erreger bei der MDR-TB
gegen die beiden bislang potentesten Priméartherapie-Medikamente Isoniazid
und Rifampicin bzw. bei der RR-TB ausschliel3lich gegen Rifampicin resistent
sind. 8,5 % dieser Falle wiesen sogar einen extrem resistenten Phanotyp (XDR-
TB) auf. Hier liegen zusatzlich Resistenzen gegen alle Fluorchinolone und min-

destens eine Resistenz gegen ein Zweitlinienmedikament vor [18].

Der Behandlungserfolg der MDR/ RR-TB ist weltweit mit einer Erfolgsrate von
57 % niedrig. Somit stellten sich prozentual bei den Patienten, welche im Jahr
2019 die Behandlung der MDR/ RR-TB abgeschlossen haben, lediglich 57 % in
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bakteriologischen Untersuchungen als geheilt dar, wobei bei 43 % noch ein Er-
reger nachweisbar war. Jedoch auch bei sensiblen TB Stammen lag die Erfolgs-
rate im Jahr 2019 nur bei 85 %. Als Ursache hierfur konnen die komplexen und
langwierigen Therapieschemata und die relativ nebenwirkungsreichen TB Medi-

kamente gezahlt werden, welche zu hohen Therapieabbruchraten fihren [5].

Doch warum ist die TB so schwierig zu therapieren? Die intrinsischen Eigen-
schaften des M. tuberculosis bedingen die schwierige Behandlung. Die lipidrei-
che Zellwand tragt zum einen zur Widerstandsfahigkeit der Mykobakterien bei
[10]. AuRerdem besitzen pathogene Mykobakterien mehrere spezifische Mecha-
nismen, um der Immunabwehr zu entkommen. Am Ort der Prim&rmanifestation
(meist die Lunge; prinzipiell kann jedoch jedes Organ betroffen sein) verursacht
der Erreger die Bildung von epitheloidzelligen verkdasenden Granulomen. In die-
sen Granulomen ist M. tuberculosis in der Lage intrazellular in Makrophagen und
in nekrotischem (verk&senden) Gewebe zu Uberleben. Die Verhinderung der Ver-
schmelzung von Phagolysosomen und die Verdnderung des intrazellularen Mili-
eus der Makrophagen ermdglicht den MTBC-Stammen intrazellular zu persistie-
ren [16]. Durch Hemmung der Inflammation und Apoptose wird dartber hinaus
auch die Immunantwort des Tragers moduliert. In den Granulomen persistieren
die Bakterien jahrelang, moglicherweise in stoffwechselinaktiven, sog. dorman-
ten Formen (aufgrund uneinheitlicher Nomenklatur z.T. auch als lebensfahige,
aber nicht kultivierbare Bakterien (viable but non-culturable, VBNC (engl.)), la-

tente oder persistierende Form bezeichnet) [16, 19-21].

Angesichts der hohen Fallzahlen scheint das Ziel der WHO und der UN, bis zum
Jahr 2030 die TB Epidemie zu beenden, sehr optimistisch. Diese wurde 2015
fest in den Sustainable Developement Goals (SDGs, (engl.)) der UN verankert.
Die TB Inzidenzrate ist in den letzten Jahren zwar jahrlich gesunken, allerdings
wird das Zwischenziel zum Erreichen der gesetzten SDGs mit hoher Wahrschein-
lichkeit nicht erreicht. Ziel war eine Reduktion der Inzidenzrate von 20 % zwi-
schen 2015 und 2020, jedoch lag die Reduktion zwischen 2015 und 2019 nur bei
9 % [5]. Die COVID-19 Pandemie hat laut WHO ,Global Tuberkulose Report des
Jahres 2022 letztendlich dazu gefuhrt, dass die Ziele der WHO und UN endguiltig

6
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aus den Augen verloren wurden. Es zeigt sich zwar ein deutlicher Rickgang der
neu aufgetretenen TB Falle im Zeitraum von 2020 und 2021, was jedoch fur eine
erhebliche Unterdiagnose von neu infizierten Patienten spricht und demzufolge
zu einer fehlenden Behandlung und weiteren Ausbreitung der TB fiihrt. Die WHO
prognostiziert deshalb, dass Anzahl der Todesfalle durch die TB in den Folgejah-

ren deutlich steigen wird [3].

Ein wichtiger Bestandteil der WHO Strategie zur Beendigung der TB und zum
Erreichen der SDGs ist dabei unter anderem, die Forschung und Entwicklung von

neuen und vor allem effektiveren TB Medikamenten voranzutreiben [22].

In der ,Moscow Declaration to end Tuberculosis® der WHO von 2017 wird zum
einen die Entwicklung neuer und effektiverer Medikamente avanciert, welche zu
verklrzten, gut wirksamen und gleichzeitig kosteneffektiven Therapieschemata
fuhren. Des Weiteren wird ein Fokus auf besseren Zugang zu neu entwickelten
Medikamenten und die Entwicklung einer sicheren und effizienten TB Impfung
gelegt [23]. Bislang ist die einzige zugelassene Impfung gegen TB die BCG-Imp-
fung [15]. Da der Bacillus Calmette-Guérin (BCG) Stamm in dieser Arbeit als Mo-
dellorganismus verwendet wird, soll hierauf im Folgenden genauer eingegangen

werden.

1.2.2 Bacillus Calmette-Guérin (BCG) als Modellorganismus

Der Bacillus Calmette-Guérin (BCG) wurde 1908 von den franzdsischen For-
schern Albert Calmette und Camille Guérin zuerst kultiviert. Bei dem Lebend-
impfstoff handelt es sich um einen attenuierten Stamm des M. bovis Wildtyp.

Als bislang einzig zugelassener Impfstoff gegen die TB kommt dem M. bovis BCG
eine grol3e Bedeutung zu [15]. Jedoch hat sich die Effektivitat und Effizienz der
BCG-Impfung in verschiedenen Metaanalysen aus randomisiert kontrollierten
Studien als inkonsistent und gering, aber dennoch vorhanden herausgestellt [24].
Die BCG-Impfung zeigte nur einen moderaten Schutz vor der Erstinfektion mit M.
tuberculosis. Jedoch haben Metaanalysen einen Schutz gegen pulmonale TB

und vor allem gegen schwere Verlaufe der TB nachweisen koénnen. Bei
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neonataler Impfung liegt der Schutz gegen pulmonale TB zwischen 44 % bis 99
%. Man konnte eine Reduktion von Tuberkuldser Meningitis und Miliartuberku-
lose von je uber 70 % nachweisen. Einzelne Studien zeigten auch eine Wirksam-
keit der BCG-Impfung gegen andere mykobakterielle Erkrankungen bspw. Lepra
(M. leprea) und Buruli Ulkus (M. ulcerans) [15].

Die inkonsistenten Ergebnisse sind wahrscheinlich auf Variation im Studiende-
sign und auf den Einfluss der in der Umwelt ubiquitar vorhandenen Mykobakte-
rien auf die menschliche Immunlage zurtickzufihren [15]. Der Schutz ist insge-
samt bei neonataler Impfung am hdchsten. Je spater die Impfung erfolgt, desto
geringer ist die Effektivitat. Auf3erdem geht die Schutzwirkung im Erwachsenen-
alter ca. 15 bis 20 Jahren nach Impfung verloren [15].

Die WHO empfiehlt deshalb die BCG-Impfung in der Neonatalperiode und nur

noch in Landern mit hoher Inzidenz von TB, Lepra und Buruli Ulkus [5, 15, 25].

In Deutschland ist die BCG-Impfung seit 1998 nicht mehr von der STIKO emp-
fohlen aufgrund der niedrigen TB Inzidenz in Zusammenschau mit der relativ
niedrigen Schutzeffektivitat und dem gréReren Nebenwirkungsprofil des Leben-
dimpfstoffes [26].

Zunehmende Bedeutung hat M. bovis BCG als Modellorganismus in der For-
schung erlangt, da er zum Mycobacterium-tuberculosis-Komplex zahlt und mit
M. tuberculosis Uber 99,9 % der DNA teilt [10, 24, 27]. Es zeigte sich in Cluster-
analysen des Genoms der Bakterien des MTBC, dass M. bovis ein Abkdmmling
von M. tuberculosis ist, welcher sich durch zahlreiche Deletionen der DNA entwi-
ckelt hat [16, 28]. Alle M. bovis BCG Stamme unterscheiden sich von virulenten
M. tuberculosis und M. bovis Stdmmen in Deletion der Genregionen RD1 und
RD3. Die RD1 Region als Modulator, scheint Giber ihren Einfluss auf die Expres-
sion von multiplen Genen, fir die Virulenz verantwortlich zu sein [29]. Es wurde
gezeigt, dass die Gene der RD1 Region Zellnekrose der infizierten Zellen indu-

zieren [30].
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Der M. bovis BCG Pasteur Stamm (1173P2) wird in dieser Arbeit als Modellor-
ganismus des TB Erregers verwendet werden, da er die intrinsischen Eigen-
schaften der MTBC gut abbildet [27]. Zudem fallt er unter die Risikogruppe 2 nach
BioStoffV [31]. M. tuberculosis fallt hingegen unter die Risikogruppe 3 nach
BioStoffV und verlangt daher geeignete Labore mit gro3eren Sicherheitsvorkeh-
rungen [31, 32].

1.3 Problematik der derzeitigen Tuberkulosetherapie

Die Standardtherapie gegen TB bei Patienten mit neu aufgetretener Erkrankung
ohne Antibiotikaresistenzen bestand bislang aus einer Kombinationstherapie von
zwei bzw. vier Antibiotika und einer Behandlungsdauer von insgesamt sechs Mo-
naten. Dabei wird in der Initialphase von zwei Monaten eine Kombination von vier
Wirkstoffen namentlich Isoniazid, Rifampicin, Ethambutol und Pyrazinamid ver-
abreicht. Fortgefuhrt wird die Therapie fur weitere vier Monate mit den zwei Wirk-
stoffen Isoniazid und Rifampicin. Die Kombinationstherapie gilt als obligat, da bei
Monotherapie hohe Resistenzentwicklung beobachtet wurde [33]. Im Jahr 2022
wurden von der WHO neue Therapieempfehlungen veroéffentlicht, wobei zwei
neue und lediglich viermonatige Therapieregime bei Patienten mit neu aufgetre-
tener TB ohne Antibiotikaresistenzen alternativ zu dem sechsmonatigen Regime

empfohlen wurden (siehe Tabelle 1) [34].
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Zeit nach Therapiebeginn in | 1 2. 3 4.
Monaten
sechsmonatiges  Therapie- | Isoniazid Isoniazid
schema Rifampicin Rifampicin
empfohlen unabhéngig von Patien- . .

0 o9 Pyrazinamid
tenalter und Schweregrad der TB

Ethambutol

viermonatiges Therapie- | Isoniazid Isoniazid
schema Rifapentin Rifapentin
empfohlen unabhangig vom Schwe- . . . .

£ ek Moxifloxacin | Moxifloxacin
regrad der TB, jedoch erst ab dem
12. Lebensjahr Pyrazinamid
viermonatiges Therapie- | Isoniazid Isoniazid
schema Rifampicin Rifampicin
empfohlen bei milder pulmonaler TB . .

0 0 Pyrazinamid
bzw. peripherer Lymphknoten TB,
jedoch nur zwischen 3. Lebensmo- | (Ethambutol)
nat bis 16. Lebensjahr

Ethambutol

Definition der milden pulmonalen TB | sollte nur in Re-
bzw. peripheren Lymphknoten TB: | gionen mit hoher
1) intrathorakale Lymphknoten-TB | H|V-Pravalenz,
ohne Atemwegsobstruktion. 2) Lun- | hoher Isoniazid-
gen-TB, die auf einen Lungenlappen | Resistenz,  so-
beschrankt ist, ohne Hohlraume; | wie bei HIV-Se-
ohne pulmonales Muster einer Mili- | ropositivitat ver-
artuberkulose. 3) unkomplizierter | apbreicht werden
Pleuraerguss (ohne Pneumothorax
oder Empyem).

Tabelle 1: Schema der Tuberkulose Standardtherapie bei Patienten mit neu aufgetretener TB ohne Antibi-
otikaresistenzen

Die Wirkungsmechanismen, Nebenwirkungen und Besonderheiten der wichtigs-

ten Wirkstoffe der Standardtherapie sind im Folgenden aufgefihrt:
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Antibiotika | Wirkungsme- | Nebenwirkungen Besonderheiten
der Pri- | chanismus
martherapie
Isoniazid Hemmung « Exanthem +/- Puritis | * Plasmahalbwerts-
der Zellwand- | « Hepatitis, Ikterus, aku- | 2St 13 Stunden
synthese tes Leberversagen * Wirkt hoch bakteri-
« Gastrointestinale Ne- zid auf replizieren-
benwirkungen den Mykobakte-
e Periphere Neuropathie rien
e Mudigkeit
Rifampicin | Hemmung e Exanthem +/- Puritis | ® Plasmahalbwerts-
der RNA- Po- | « Hepatitis, Ikterus, aku- | 28 2~ 3 Stunden
lymerase und | tes Leberversagen * Liquorgangig
somit der | o Schock, Purpura, aku- | * Bakterizid und
Transkription |  tes Nierenversagen bakteriostatisch
« Gastrointestinale Ne- | ® Wirkt gegen intra-
benwirkungen und extrazellulare
e Orangeroter Urin Erreger
e Grippale Symptome
bei intermittierender
Einnahme
Ethambutol | Hemmung o Visusverlust * Plasmahalbwerts-
der Zellwand- zeit: 3 — 4 Stunden
synthese ¢ Eingesetzt, um die

uber Arabino-
syl-Trans-

ferase

Resistenzentwick-
lung zu verhin-

dern/ verzbgern

11
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Pyrazinamid | Mehrere un- | e Exanthem +/- Puritis | * Plasmahalbwerts-

spezifische | « Hepatitis, Ikterus, aku- | 2o ¢&- 10 Stun-

Angriffs- tes Leberversagen den

punkte « Gastrointestinale Ne- | * Bakteriostatisch,

benwirkungen schwach bakteri-

e Arthralgie zid
e Wirkt effektiv in
saurem Milieu

bspw. im Intrazel-
lularraum der Mak-
rophagen oder in
Entztindungsge-

webe

Tabelle 2: Wirkungsmechanismen und Nebenwirkungen und Besonderheiten der Primértherapie-Antibiotika
gegen TB
Quellen: eigene Darstellung in Anlehnung an [33, 35-37]

Hemmung der Zellwandsynthese: Moxifloxacin mehrere unspezifische
- Ethambutol Angriffspunkte:
- Isoniazid Pyrazinamid

- BTZ043
DNA-Gyrase

Rifampicin

. |
RNA-Polymerase Rifapentin

—

Ribosom

Linezolid

Abbildung 2: Wirkungsmechanismen der Priméartherapie-Antibiotika, sowie Linezolid und BTZ043
Quelle: eigene Darstellung in Anlehnung an [38, 39]

Die lange und komplexe Therapie, sowie die nebenwirkungsreichen Medika-

mente fuhren zu hohen Raten von Therapieabbrtchen [5]. Dies ist ein Grund fur
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die zunehmende Resistenzentwicklung gegen gangige TB Antibiotika [5, 33, 40].
Zur Verhinderung von Resistenzentwicklung sind zum einen Resistenztestungen
vor Therapiebeginn notig, damit stets mit einer Kombination an wirksamen Medi-
kamenten therapiert wird. Zum anderen benétigt es eine sichergestellte Medika-
menteneinnahme. Je nach Patientenkollektiv kann es notwendig sein, die Ein-
nahme der Medikamente unter Uberwachung durchzufiihren. Dies ist bekannt
unter dem Akronym DOT (direktly observed treatment (engl.)). Ziel der DOT-Stra-
tegie ist die Vermeidung von unzureichender Einnahme der Antibiotika und von
Therapieabbrichen [33]. Wenn eine MDR-TB vorliegt verlangert sich das Be-
handlungsschema deutlich auf mindestens 9 bis 24 Monate und bedarf der Ver-
wendung von Zweitlinienmedikamenten. Eine regelmaRige Uberwachung zur
frihzeitigen Erkennung von unerwtinschten Arzneimittelwirkungen ist hierbei ein

fester Bestandteil der Behandlung [40].

Die Therapie der TB gestaltet sich somit noch immer sehr langwierig, ist mit mul-
tiplen Nebenwirkungen assoziiert und bringt eine hohe biopsychosoziale Belas-

tung fur die Patienten mit sich [5, 40].

Im Folgenden werden zwei TB Antibiotika (BTZ043, Linezolid) mit unterschiedli-
chen Wirkmechanismen genauer betrachtet, welche in dieser Arbeit verwendet

wurden.

1.4 Neues Antibiotikum BTZ043

Die Entwicklung neuer Wirkstoffe gegen M. tuberculosis ist notwendig, um die
Ziele der WHO Strategie zur Beendigung der TB zu erreichen und die Therapie,
speziell von resistenter Tuberkulose, zu verbessern. [22, 23]. Die Benzothiazone
(BTZ) sind eine vielversprechende Gruppe aus Wirkstoffen (darunter BTZ043),
welche eine hohe Wirksamkeit gegen M. tuberculosis zeigten [38, 41]. Ihr Wir-
kungsmechanismus beruht auf der Hemmung des Enzyms Decaprenylphospho-
ryl-B-D-Ribose 2"-Epimerase (DprE1). Durch Hemmung dieses Enzyms wird die

mykobakterielle Zellwandsynthese gehemmt. Dies geschieht, indem die
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Umwandlung von Decaprenylphosphoryl-Ribose (DRP) in Decaprenylphospho-
ryl-Arabinose (DPA) inhibiert wird, wobei DPA dann fir die Arabinan-Synthese
der mykobakteriellen Zellwand nicht mehr zur Verfigung steht [41, 42].

In der Kombination von BTZ043 mit anderen antituberkuldsen Antibiotika hat sich
in vitro teilweise ein Synergismus gezeigt [41]. Lechartier et al. beschreibt fur M.
tuberculosis (H37Rv) einen Synergismus der Antibiotika TMC207 und BTZ043 in
vitro [41]. Geringere Konzentrationen beider Antibiotika in Kombination haben ei-
nen starkeren bakteriziden Effekt gezeigt als hochdosierte Einzelanwendungen.
Dies erlaubt die Hypothese, dass durch die Hemmung der bakteriellen Zellwand-
synthese durch BTZ043 andere Antibiotika leichter die bakterielle Zellwand pas-
sieren kdnnen, um ihren Wirkungsort im Zellinneren zu erreichen [41]. Jedoch ist
eine Voraussetzung fur die Wirkung von BTZ043 ist ein aktiver Metabolismus des
Bakteriums, weshalb die Wirkung in dormanten Stadien von M. tuberculosis, wel-
che bspw. bei einer latenten TB Infektion auftreten, als abgeschwacht angenom-
men werden muss [41, 42].

Aktuell befindet sich das Medikament BTZ043 in einer klinischen Studie der
Phase Ib/lla zur Evaluation der Sicherheit und Toleranz von BTZ043 in Patienten

mit neu diagnostizierter, unkomplizierter pulmonaler TB [38, 43].

1.5 Zweitlinien-Antibiotikum Linezolid

Linezolid ist ein Antibiotikum der Gruppe der Oxazolidinone und wird h&aufig als
Reservemedikament bei multiresistenten gramnegativen Erregern eingesetzt
[44]. Aulzerdem wird Linezolid zur Behandlung von multiresistenter TB (MDR-TB)
und extrem resistenter TB (XDR-TB) eingesetzt, wobei sich die Behandlungs-
dauer auf bis zu zwei Jahre ausdehnen kann [45-48]. Die Wirkung von Linezolid
beruht auf der Hemmung der ribosomalen Proteinbiosynthese, indem es an die
30S-Untereinheit des Ribosoms bindet und somit die Bildung des Initiationskom-
plexes verhindert was zur Inhibition der Translation fuhrt [45, 46, 49]. Linezolid
hat eine sehr hohe orale Bioverfligbarkeit von 100 % und ist gut gewebegangig
u.a. auch in das Lungengewebe [45, 46, 50]. Ein weiterer Vorteil von Linezolid
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ist, dass es auch bei Erregern der MDR-TB eine relativ niedrige Minimale Hemm-
konzentration (MIC) aufweist, wodurch die Dosis bei der Langzeittherapie verrin-
gert werden kann [48, 51, 52]. Dies ist aul3erst relevant, da Linezolid zu schweren
Nebenwirkungen fuhren kann [47, 49, 52]. Vor allem bei Langzeitanwendung mit
einer Linezolid-Plasmakonzentration von tber 2 pg/ml kénnen vermehrt Neben-
wirkungen wie bspw. eine periphere und optische Neuropathie, Laktatazidose
und Knochenmarkssuppression mit Blutbildveranderungen beobachtet werden
[46, 47]. Durch Dosierung basierend auf Wirkspiegelbestimmungen im Blut-
plasma kdnnen toxische Nebenwirkungen reduziert werden, wobei noch keine
allgemeine Empfehlung hierfur besteht [47]. Darlber hinaus wére es jedoch
denkbar eine Dosisreduktion durch Nutzung von Synergismen zwischen mehre-
ren Antibiotika zu erzielen und dadurch toxischen Nebenwirkungen — verursacht
durch hohe Dosierung — zu reduzieren. Da ein Synergismus zwischen Linezolid
und BTZ043 denkbar ware, (angelehnt an die Erkenntnisse von Lechatrtier et al.),
wurden diese Antibiotika in dieser Arbeit untersucht [41].

1.6 Theoretischer Hintergrund
1.6.1 Beschreibung der erregerspezifischen Wirksamkeit von Antibiotika

Die Minimale Hemmkonzentration (MIC) ist ein wesentlicher Parameter zur Be-
schreibung der Empfindlichkeit von Erregern gegeniber Arzneimitteln in vitro. Sie
ist definiert als die niedrigste Konzentration des Antibiotikums, welche benotigt
wird, um das sichtbare Wachstum des zu untersuchenden Erregers zu hemmen
[53, 54]. Haufig werden in der Literatur die MICso-, MICso- oder MICgo- Werte an-
gegeben, welche der 50 %- /80 %- oder 90 %-Hemmkonzentration entsprechen
[51, 52]. Die Minimale Hemmkonzentration wird hier definiert als 90 %-Hemm-
konzentration (IC90, MICq0), sprich die Konzentration des Antibiotikums, die be-
notigt wurde um die photometrische Absorption (bei einer Wellenlange von

600nm) um 90 % zu reduzieren.

Die MIC ist relevant, um die Potenz neuer Antibiotika auf Erreger zu beschreiben
[53]. In der klinischen Praxis wird die MIC dartber hinaus zur Beurteilung und zur
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Uberwachung von Antibiotikaresistenzen herangezogen, da nach Resistenzent-

wicklung eines Erregers eine hohere MIC messbar wird [53, 55].

Die haufigsten Methoden zur Bestimmung der MIC sind die Agardiffusionsme-
thode und die Mikrodilutionsmethode. Dabei werden dem N&hrmedium be-
stimmte Konzentrationen des Antibiotikums zugesetzt und das visuelle Wachs-
tum nach standardisierten Wachstumsbedingungen beobachtet. Die zwei Metho-
den unterscheiden sich lediglich im Aggregatszustand der Nahrmedien, sprich
bei der Agardiffusionsmethode wird Festmedium und bei der Mikrodilutionsme-
thode hingegen wird Flissigmedium verwendet [53]. FUr M. tuberculosis wurde
ein standardisiertes Protokoll zur Bestimmung der Minimalen Hemmkonzentra-
tion von der EUCAST (European Comittee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(engl.)) entwickelt, wobei die Mikrodilutionsmethode zur Anwendung kommt [56].
Fur die MIC Bestimmung weiterer Erreger des Mycobacterium-tuberculosis-Kom-
plexes, worunter auch der hier verwendete Modellorganismus M. bovis BCG fallt,
empfiehlt die EUCAST dieses Protokoll zwar als Leitlinie anzuwenden, jedoch

sollte eine Adaption auf spezifische Erregereigenschaften stattfinden [56].

Fur den hier gewahlten Modellorganismus M. bovis BCG wurde die MIC Uber die
Mikrodilutionsmethode bestimmt und das visuelle Wachstum tber die Messung
der photometrischen Absorption nach der Methode von Mann et al. bestimmt
[54]. Da bei Photometrischer Messung jedoch sowohl vitale als auch avitale Zel-
len gemessen werden, ist die zuséatzliche Bestimmung der koloniebildenden Ein-
heiten CFU (colony forming units (engl.)) zur Beschreibung der bakteriziden Po-
tenz des Antibiotikums essentiell [57]. Fur die CFU Bestimmung werden die Er-
reger auf Festmedium unter Zugabe von Antibiotikum in verschiedenen Verdin-
nungsstufen unter standardisierten Bedingungen kultiviert und anschliel3end
werden die einzelnen Kolonien auf den Agarplatten ausgezahlt. Vorteil dieser
Methode ist, dass nur jedes vitale Bakterium in der Lage ist eine Kolonie auf

Festmedium zu formen [57].

Aus der CFU der Versuchsgruppe verglichen mit der Kontrollgruppe lasst sich
der Reduktionsfaktor berechnen, welcher beschreibt inwieweit Erreger durch
desinfizierende Mal3nahmen abgetttet wurden. Je grol3er der Reduktionsfaktor,

16



Einleitung

desto effektiver werden demnach die Erreger durch den Wirkstoff abgetéttet. Die
Berechnung des Reduktionsfaktors erfolgt anhand der CFU mithilfe des dekadi-
schen Logarithmus. Ein Reduktionsfaktor von 1 entspricht dabei einer Reduktion
der Erreger um 90 % [58].

Reduktionsfaktor 1 = 90,0 % Reduktion
Reduktionsfaktor 2 = 99,0 % Reduktion
Reduktionsfaktor 3 = 99,9 % Reduktion usw.

Insgesamt sind jedoch weder die MIC noch der Reduktionsfaktor gute Pra-
diktoren fur die Wirksamkeit der Antibiotika in vivo. Die Beurteilung der Wirksam-
keit im lebenden Organismus ist deutlich komplexer. Sie ist zum Einen abhangig
von der Immunkompetenz des Wirts und zum Anderen hangt sie von der Phar-
makodynamik und -kinetik des Wirkstoffes ab [53].

Das Hollow-Fiber-Model (engl.) ist ein in vitro Modell, welches 1985 von Blaser
et al. entwickelt wurde, um eben diese Beziehung zwischen Pharmakokinetik und
Pharmakodynamik herzustellen [59]. In einem Kreislauf wird vom zentralen Kom-
partiment im Sinne der zentralen Zirkulation andauernd Nahrmedium und ggf.
Antibiotikum in die Peripherie gepumpt. Das periphere Kompartiment (inokuliert
mit Bakterien) ist durch eine semipermeable Membran vom zentralen Kreislauf
getrennt, womit durch An- und Abfluten des Antibiotikums in diesem Komparti-
ment die Schwankungen des Plasmaspiegels der Antibiotika im menschlichen
Korper simuliert werden kénnen und eine Konzentrations-/ Wirkungsrelation er-
stellt werden kann [59-63].

In den letzten Jahren hat sich jedoch immer mehr gezeigt, dass sich die TB The-
rapie schwierig gestaltet, durch die Fahigkeit des TB Erregers in ein sog. dor-
mantes Stadium Uberzugehen (sehr niedrige Stoffwechselaktivitat), da der Erre-
ger sich in diesem Zustand der Wirkung des kdrpereigenen Immunsystem, sowie
der Wirkung von Antibiotika entziehen kann [19, 20, 64, 65]. Um die Wirksamkeit
der Antibiotika auf Bakterien im dormanten Zustand zu modellieren wurde der
Resazurin-Assay erstmals von Taneja et al. verwendet [66]. Der Resazurin-As-

say wurde urspringlich als vereinfachte Methode zur MIC Bestimmung
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entwickelt, wofur Resazurin als Oxidation-Reduktionsindikator verwendet wurde.
Liegen vitale Bakterien vor, so kommt es zum Farbumschlag durch Reduktion
des nicht fluoreszierenden blauen Resazurin in das fluoreszierende pinke Reso-
rufin [55, 66-70]. Taneja et al. bestimmten nun jedoch die MIC von M. tuberculo-
sis H37Rv, M. smegmatis und M. bovis BCG nachdem durch Sauerstoff-Limita-
tion ein dormanter Zustand hergestellt wurde. Diese Werte wurden mit den MIC
Werten der Standard Methode (Agardilutionsmethode und CFU Bestimmung)
verglichen. Es zeigte sich, dass dormante Kulturen zwar teilweise kein Wachstum
auf Festmedium mehr aufwiesen, jedoch im Resazurin-Assay noch Zellaktivitat
nachweisbar war. Taneja et al. folgert daraus, dass der Resazurin-Assay besser
geeignet ist um die Viabilitat der Zellen in nicht-replizierendem, dormanten Zu-

stand zu untersuchen [66].

All diese Modelle sind lediglich in der Lage die Vitalitéat der Zellen zu beschreiben
(durch Bestimmung der MIC), jedoch vermag keines dieser Modelle den Einfluss
von Antibiotika auf Ebene des intrazellularen Metabolismus des TB Erregers

sichtbar zu machen.

1.6.2 Proteomik — neue Moglichkeiten durch dynamische Quantifizierung
auf Proteinebene

Das Proteom definiert alle Proteine die von dem Genom eines Organismus ex-
primiert werden [71]. Das Forschungsgebiet der Proteomik erméglicht somit eine
Darstellung auf der Ebene der intrazellularer Proteinbiosynthese [72]. Die Prote-
omik birgt grol3es Potential, da hierdurch alle zum Untersuchungszeitpunkt vor-

liegenden Proteine eines Organismus dargestellt werden kénnen [72, 73].

Ein grol3er Fortschritt in der Proteomik wurde durch die Quantifizierung der Pro-
teine erzielt, woflur erstmals im Jahr 1999 von Gygi et al. und Oda et al. stabile
Isotopen zur Markierung der Proteine eingesetzt wurden [73-75]. Die Isotopen-
markierung kombiniert mit der Massenspektrometrie (MS) erwies sich als eine

gute Methode um die Massenunterschiede nach Isotopenmarkierung sichtbar zu
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machen und somit die relative Quantifizierung von Peptiden und Proteinen zu

ermdglichen.

Die Massenspektrometrie ist eine analytische Methode, welche sich mittlerweile
als Goldstandard in der Proteomik herausgebildet hat (v.a. zur Proteinidentifika-
tion mittels Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS)) [76-78]. Verschiedene
Technologien zur Massenanalyse stehen zur Verfugung (lonenfalle, Flugzeitana-
lyse TOF (time-of-flight (engl.)), Quadrupol, Fourier-Transformation-lonenzyklot-
ron-Resonanz-Analysatoren (FS-MS)) [77]. Daruber hinaus unterscheiden sich
die verschiedenen massenspektrometrischen Systeme auch in der Art der loni-
sation der Analyten. Die zwei gebrauchlichsten lonisationsmethoden sind MALDI
(matrix-assisted laser desorption/ ionisation (engl.)) und Elektrospray-lonisierung
(ESI). Haufig wird die MALDI-MS zur Analyse der Massen mit dem TOF kombi-
niert [77]. Bei der MALDI-TOF MS werden die Analyten zuerst zusammen mit
einer Matrix co-kristallisiert und anschliel3end im trockenen Zustand durch einen
Laserpuls desorbiert, wobei die Matrix die Laserenergie aufnimmt und zur loni-
sation der Analyten beitragt [79, 80]. Die ionisierten Analyten werden durch ein
elektrisches Feld beschleunigt und trennen sich auf ihrem Weg zum Detektor
anhand ihres m/z-Verhaltnisses auf. Der TOF-Detektor misst die Zeit zwischen
lonisation und Auftreffen auf dem Detektor, also die sog. time-of-flight TOF (engl.)
[77]. Zum groRten Teil treffen einfach geladene Molekiile am Detektor auf (z = +1,
positiver Modus) es kdnnen jedoch auch mehrfach geladene Molekile detektiert
werden [81]. Die MALDI-TOF MS alleine ist jedoch nicht zur Quantifizierung ge-
eignet, denn die Intensitat der Signale ist nicht alleine von der Menge der Analy-
ten abhangig, sondern von der lonisierungseffizienz, welche von multiplen Para-
metern wie bspw. der Matrix-Kristallisation abhangt [82]. Zur Quantifizierung der
Analyten ist es daher entscheidend eine Kalibration durchfiihren, wobei sich die
Markierung mit stabilen Isotopen als eine geeignete Methode herausstellte [76,
82].
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Abbildung 3: Schaubild zur MALDI-TOF Massenspektrometrie
Quelle: eigene Darstellung in Anlehnung an [77]

Die Isotopenmarkierung in Kombination mit Massenspektrometrie erlaubt die re-
lative Quantifizierung eines Analyten. Wie in der Literatur beschrieben, werden
dazu die Intensitdten der Signale des isotopenmarkierten/ schweren und des
nicht-isotopenmarkierten/ leichten Proteins bestimmt und in Relation gesetzt, un-
ter der Annahme, dass es sich um chemisch identische Molekile handelt, die
sich lediglich in der Masse unterscheiden [73, 76, 83]. Es werden hierbei stabile
Isotope verwendet, welche keinem radioaktivem Zerfall unterliegen. Zum Einbau
der Isotopen in den Analyten bzw. das Protein haben sich mehrere Methoden
etabliert. Diese reichen vom Einbringen eines standardisierten Kopplungspro-
teins, Uber enzymatische oder chemische Einbringung der schweren Isotopen bis
hin zu dem Zusetzen der Isotopen in das Nahrmedium und Metabolisierung der-
selben [73, 76, 77]. Aminosauren, welche schwere Isotopen tragen, haben sich
als beliebte Trager fur die metabolische Markierungsmethode etabliert. Eine hier
haufig verwendete Methode wird SILAC (stable isotope labeling by amino acids
in cell culture (engl.)) genannt [73, 77, 84]. Bei SILAC werden die Zellen metabo-
lisch markiert indem der Testgruppe eine bestimmte, meist essentielle Amino-
saure (zB.*®N2-Lysin) zugesetzt wird, wobei in der Kontrollgruppe die unmarkierte
Aminosaure zugesetzt wird. Das Nahrmedium muss abgesehen von der zuge-
setzten markierten essentiellen Aminosaure frei von dieser Aminosaure sein.
Dadurch kommt es nach ca. funf Teilungszyklen zur nahezu vollstandigen Mar-
kierung der Proteine mit der markierten Aminosaure. Anschlie3end werden die

Zellpopulationen in gleichem Anteil gemischt, lysiert und die Proteine werden zu
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Peptidfragmenten verdaut bevor die Messung im Massenspektrometer erfolgt
[84, 85].

Die metabolische Markierung der Proteine erwies sich als gut reproduzierbar und
einfach zu handhaben, da sowohl markierte als auch unmarkierte Molekile
gleichermalRen durch intakte Zellen selbst aufgenommen werden. Ein Nachteil
der metabolischen Isotopenmarkierung ist, dass die Methode zeit- und kostenin-
tensiv ist [76]. SILAC zeigte sich aul3erdem fur M. tuberculosis als ungeeignet,
da bisher keine bendtigten Aminosaure-auxotrophen Mutanten hergestellt wer-
den konnten [86].

Eine wesentliche Weiterentwicklung der Quantifizierungsmethode durch Isoto-
penmarkierung erfolgte durch Abbildung eines zeitlichen Verlaufs [73]. Blagoev
et al. erstellte 2004 erstmals mit der SILAC Methode eine zeitliche Dynamik aus
mehreren Momentaufnahmen eines Peptids [87]. Dazu wurde jedoch nicht eine
Zellpopulation zu unterschiedlichen Zeitpunkten gemessen, sondern flir mehrere
Zeitpunkt wurde jeweils eine Zellpopulation angesetzt. Blagoev et al. erstellte drei
Gruppen (mit jeweils aminosaurefreiem Medium), wobei jeder Gruppe Arginin mit
unterschiedlicher Isotopenzusammensetzung beigefiigt wurde (Gruppe Arg-0: L-
Arginin, Gruppe Arg-6: L-Arginin-U-13C6-*“N, Gruppe Arg-10: L-Arginin-U-3C6-
15N). Bei Gruppe Arg-6 bzw. Arg-10 verschiebt sich das m/z-Verhéltnis dement-
sprechend um + 6 bzw. + 10 m/z. Jede Gruppe wurde unterschiedlich lange kul-
tiviert bevor die Messung mittels Massenspektrometrie durchgeftihrt wurde, so-
mit erhielt man drei Zeitpunkte [87]. Auch von Andersen et al. und Doherty et al.
wurde diese Methode verwendet, jedoch beschrankte sich die Messung stets auf
lediglich drei Zeitpunkte [83, 88].

relative

Quantifizierung von Metabolische
zeitliche Dynamik

Proteinen durch Isotopenmarkierung
Markierung mit nach SILAC Protokoll

stabilen Isotopen
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Basierend auf dem Ansatz der Arbeitsgruppe von PD Dr. med. Andreas Wieser
machten sich Sparbier et al. und Jung et al. hingegen die Methode der stabilen
Isotopenmarkierung zu nutzen, um vereinfachte Antibiotikaresistenztestungen
durchzufiihren [89, 90]. Sie untersuchten daftir nicht einzelne Proteine, sondern
das Gesamtspektrum von Erregern nach metabolischer Isotopenmarkierung mit
MALDI-TOF Massenspektrometrie. Dazu wurden jeweils sensiblen und resisten-
ten Bakterienstamme von Staphylokokkus aureus bzw. Pseudomonas aerugi-
nosa isotopenmarkierte Aminosauren und Antibiotika zugesetzt. Wenn Resisten-
zen vorlagen und der bakterielle Metabolismus trotz Antibiotikum noch aktiv war,
wurden weiterhin stabile Isotopen eingebaut und somit war eine Verschiebung
des m/z-Verhéaltnisses mehrerer Signale des Gesamtspektrums detektierbar.
Eine relative Quantifizierung fand hier nicht statt und somit musste die Zeit bis
zur vollstandigen Markierung (5 Teilungszeiten) nicht abgewartet werden [89,
90]. Auch Demirev et al. benutze die metabolische Isotopenmarkierung zur Re-
sistenztestung, jedoch wurde hier 3C-markiertes Medium zur Isotopenmarkie-
rung verwendet [91]. Diese Methode wurde im Rahmen von Wirksamkeitsunter-
suchungen von Antibiotika ausschliel3lich zur Resistenztestung eingesetzt. Bis-
lang wurden mithilfe der stabilen Isotopenmarkierung jedoch noch keine Dynamik
der Proteinneubildungsraten dargestellt, um die Antibiotikawirkung auf Krank-

heitserreger abzubilden.
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1.7 Zielsetzung

Tuberkulose (TB) ist, nach COVID-19, die zweittddlichste Infektionserkrankung,
die durch eine einzelne Pathogengruppe (Mycobacterium-tuberculosis-Komplex
(MTBC)) verursacht wird. Sie steht an 13. Stelle der haufigsten Todesursachen
weltweit (Stand 2019) [3]. Die Therapie der TB ist noch immer komplex, langwie-
rig und nebenwirkungsreich, was gehéauft zu vorzeitigen Therapieabbriichen und
somit der Entwicklung von multiresistenten Erregern fihrt [5]. Dass sich die Be-
handlung der Tuberkulose schwierig gestaltet, liegt zum einen an der hohen Wi-
derstandsfahigkeit des Erregers aufgrund seiner lipidreichen Zellwand und zum
anderen an der Fahigkeit in ein sogenanntes dormantes Stadium Uberzugehen,
in welchem eine sehr niedrige Stoffwechselaktivitat vorliegt [10, 19, 20, 64, 65].
In diesem stoffwechseltrdgen Zustand, der bei inhomogener Nomenklatur ver-
schieden bezeichnet wird, u.a. als dormant, entzieht sich der Erreger somit der
Wirkung des korpereigenen Immunsystem des Wirts, sowie der Wirkung von An-
tibiotika [19, 20, 64, 65].

Es ist daher essentiell, den intrazellularen Metabolismus des TB Erregers besser
zu verstehen und daruber hinaus die Wirkung der Antibiotika auf den intrazellu-
laren Metabolismus des TB Erregers zu untersuchen. Das Ziel sollte sein, neue
Antibiotika zu entwickeln und die Antibiotika-Kombinationstherapie zu optimie-
ren. Wesentlich hierzu ist es, die Dynamik und Auswirkung der einzelnen Antibi-
otika auf den Erreger in vitro zu beschreiben und dariber hinaus moégliche Sy-

nergismen zwischen Antibiotika zu nutzen.

Aus diesem Grund entwickelte die Arbeitsgruppe von PD Dr. med. Andreas Wie-
ser (LMU) ein auf Massenspektrometrie in Kombination mit stabiler Isotopenmar-
kierung basierendes in vitro Modell, um einzelne Antibiotika und Antibiotikakom-
binationen zu untersuchen und daraus Resultate fir neue Therapieschemata ab-
zuleiten. Daftir wurde ein neues Protokoll entwickelt, in welchem erstmals *3C-
Glycerol zur metabolischen Isotopenmarkierung von Mykobakterien verwendet
wurde. Mit diesem Modell soll die Darstellung der Neubildungsrate von Proteinen
und anderen Metaboliten von Mykobakterien im zeitlichen Verlauf ermdglicht
werden. Dazu werden erregerspezifische Makromolekile (bspw. Proteine,
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Glykoproteine) - hier als Analyten bezeichnet - untersucht, welche sich durch Sig-
nale im Massenspektrum darstellen [78, 92, 93]. Es wird hier von Analyten und
nicht von Proteinen gesprochen, da keine ldentifikation der Analyten mittels
MS/MS erfolgte. Denn das Ziel sollte primar nicht sein, die Neubildungsrate ein-
zelner spezifisch bekannter Proteine zu untersuchen, sondern vielmehr einen
Zellzustand zu beschreiben und somit ein dynamisches Abbild des Metabolismus
auf Ebene der Proteinneubildungsrate zu erstellen. Das Modell sollte mdglichst
einfach, effizient und replizierbar sein, damit mehrere Analyten gleichzeitig zu

maoglichst vielen Zeitpunkten untersucht werden kénnen.

Als Modellorganismus dient hierzu der Bacillus Calmette-Guérin (M. bovis BCG)
Pasteur Stamm, da er zu dem Mycobacterium-tuberculosis-Komplex gehort und
somit die intrinsischen Eigenschaften der TB Erreger abbildet [27, 29, 31].

Die Arbeit wurde wie folgt gegliedert:

e Standardisierung des Versuchsaufbaus mit dem Modellorganismus M. bo-
vis BCG:
o Standardisierung der Ausgangskultur durch Aliquotierung
o Reinheitskontrolle mithilfe von Dreiésenausstrich/ Multiplex-PCR/
Rasterelektronenmikroskopische Darstellung
o Wachstumsanalyse und Bestimmung der Verdopplungszeit
e Methodenoptimierung zur rasterelektronenmikroskopischen Darstellung
des M. bovis BCG
e Erstellung eines replizierbaren Modells zur Darstellung der Analytendyna-
mik fir den Modellorganismus M. bovis BCG mithilfe metabolischer Isoto-
penmarkierung und MALDI-TOF Massenspektrometrie
e Testung der Antibiotika Linezolid und BTZ043 mithilfe des hier entwickel-
ten Modells und Vergleich mit den Parametern zur Beschreibung der An-
tibiotika Wirksamkeit (MIC und Reduktionsfaktor)
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Gerate
MALDI-TOF Autoflex Speed MALDI- | Bruker-Daltonics, Bremen
Massen- TOF/TOF, Nd:YAG-Laser,
spektrometrie 355 nm
MALDI Target MTP 384 | Bruker-Daltonics, Bremen

ground steel BC

Rasterelektronen-

mikroskopie

Zeiss Sigma VP field emis-

sion scanning microscope

Carl

Jena

Zeiss Microscopy,

Sicco Star-Exsikkator

Bohler GmbH, Griinsfeld

Vakuumfiltereinheit
zur Probenextrak-

tion

Vakuumeinheit PALL

PALL Corporation, Port

Washington, USA

PCR-Thermozykler

GeneAmp
9700

PCR System

Applied Biosystems, Fos-
ter City, USA

Thermomixer

Thermomixer comfort

Eppendorf AG, Hamburg

Elektrophorese

Elektrophorese PS 3000

Hoefer Chemie, Kleinblit-
tersdorf

UV-Transluminator

MW312nm

Intas Science Imaging In-

struments, Gottingen

Zentrifugen

Zentrifuge 3K30

Sigma Laborzentrifungen,

Osterode am Harz

Zentrifuge 1K15

Sigma Laborzentrifungen,

Osterode am Harz
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Zentrifuge 5417

Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifuge Megafuge 1.0R

Heraeus, Hanau

Zentrifuge LLG

Lab Logistics Group, Me-

ckenheim

Photometer

Ultraspec 3100 pro

Amersham  Bioscience,

Freiburg

Sicherheitswerk-
bank

BDK HBB2436

BDK Luft- und Reinraum-
technik GmbH, Sonnen-
buhl-Genkingen

Pipetten

Eppendorf® Reference

0,5 — 10 l

Eppendorf® Reference

2-20pl

Eppendorf® Reference

50 — 200 pl

Eppendorf® Reference

100-1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg

CELLSTAR 5 ml

Greiner Bio-One, Fricken-

hausen

Drehinkubator CMV-RCM Frobel Labortechnik,
Lindau

Inkubatoren Certomat H Satorius, Gottingen

B20 Funktion Line

Heraeus, Hanau

T6 Funktion Line

Heraeus, Hanau

Certomat HK

Satorius, Gottingen
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Multitron Infors HT, Bottmingen,
Schweiz
Bodenschittler Certomat U Satorius, Gottingen
Certomat R

Analysenwaage BP61

Satorius, Gottingen

Bunsenbrenner Fireboy plus

Integra Bioscienes, Zi-

zers, Schweiz

Gasprofi 1SCS

WLD-TEC, Arenshausen

Vortexer VF2

Bachofer  Laborgerate,

Reutlingen

Vortex Genie 2

Scientific Industries, MUn-
chen

UniTEXER1

Lab Logistics Group, Me-

ckenheim

2.1.2 Software

FlexControl 3.4

Bruker-Daltonics, Bremen

FlexAnalysis 3.4

Bruker-Daltonics, Bremen

MATLAB R2021b

MathWorks, Natick, USA

Word 16.43 Microsoft, Redmond, USA
Exel 16.43 Microsoft, Redmond, USA
EndNote X9 Clarivate Analytics, Philadelphia, USA

Origin Pro 2018b

OriginLab Corporation, Northampton,
USA

27




Material und Methoden

Inkscape 1.2.0.0

sion 2

Free and Open Source Software,
GNU General Public License, Ver-

2.1.3 Bakterienstamme

Mycobacterium bovis (lat.) BCG

Bacillus Calmette-Guerin (M. bovis
BCG Pasteur), ATCC 1173P2

Mycobacterium smegmatis (lat.)

Mc?155

Mycobacterium tuberculosis (lat.)

Extrahierte M. tuberculosis DNA

2.1.4 Verbrauchsmaterialen

terplatten

0,22 um Porengrolie,

GHP

Zentrifugenrohr- Moonlab plastics 50 ml neoLab Migge, Heidel-
chen berg
Moonlab plastics 15 ml neoLab Migge, Heidel-
berg
Reaktionsgefalie ReaktionsgefalRe 1,5 ml Greiner bio-one, Fricken-
hausen
ReaktionsgefalRe 5 ml Carl Roth, Karlsruhe
Klvetten Semi-Micro 1 ml Greiner Bio-One, Fricken-
hausen
UV-Klvette mikro 70 pl Brand, Wertheim
Auffangplatten 96 Well Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA
Polypropylen-Fil- 96 Well, 0,45 ml, Thermo Fisher Scientific,

Waltham, USA
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Pipettenspitzen

0,5- 20 pl

2 — 200 pi

1000 pl

Brand, Wertheim

Pipettenspitzen mit
Filter

ClearLine 20 pl

ClearLine 200 pl

ClearLine 1000 pl

Kisker Biotech, Steinfurt

5—200 ul Brand, Wertheim
Petrischalen 49 x 16 cm Greiner Bio-One, Fricken-
hausen)
Handschuhe Nitril Safegrip SATRA Technology Cen-

tre, Kettering, UK

Verschlussfolie Parafilm Bemis Fexible Packaging,
Neenah, USA

Wasserfilter 0,45 um CA Corning Incorporated,
Corning, USA

2.1.5 Chemikalien

Acetat

Carl Roth, Karlsruhe

Aceton > 99,8 %

Carl Roth, Karlsruhe

Acetonitril 2 99,0 %

Honeywell Fluka, Fisher

Scientific, Schwerte

Agarose

Carl Roth, Karlsruhe

Ameisensaure
98-100 %

Honeywell Fluka, Fisher

Scientific, Schwerte
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Antibiotika Benzothiazone BTZ043 Dr. Florian Klof3, Leibniz
HKI, Jena
Linezolid Sigma Aldrich, Taufkir-
chen
EDTA Ethylendiamintetraacetat Merck, Darmstadt

Ethanol = 96 %

Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid

10mg/ml in H20

Sigma Aldrich, Taufkir-
chen

Formaldehyd 37 %

Sigma Aldrich, Taufkir-

chen

Glycerol > 99,5 %

Carl Roth, Karlsruhe

Glycerol-1,3-3C2

Sigma Aldrich, Taufkir-

chen

HCCA

a-Cyano-4-hydroxycinnamic

acid (engl.), a-Cyano-4-Hyd-

roxyzimtsaure

Sigma Aldrich, Taufkir-
chen

Kalibrationslésung

MBT Standard

Bruker-Daltonics, Bremen

Methanol 2 99,9 %

Carl Roth, Karlsruhe

NaCl-Losung

Carl Roth, Karlsruhe

Nahrmedium

Middlebrook-7H9-Boullion
M7H9

Sigma Aldrich, Taufkir-

chen

Middlebrook OADC Anrei-

cherung

Becton Dickinson, Fran-
klin Lakes, USA

Bactoagar

Becton Dickensen, Fran-
klin Lakes, USA

30




Material und Methoden

Blood Agar Columbia Sheep
W/5% SB

Becton Dickinson, Fran-
klin Lakes, USA

99 %

PCR-Marker generuler 1 kb DNA ladder, | Thermo Fisher Scientific,
0,5 pg/ul Waltham, USA
generuler 100 bp Plus DNA
ladder, 0,1 pg/pl
Polysorbat Tween 80 Sigma Aldrich, Taufkir-
chen
Primer ET1 (5 pmol/ul, 5°- | Metabion international,
AAGCGGTTGCCGCCGAC- | Planegg
CGACC-3)
ET2 (25 pmol/ml, 5°-| Metabion international,
CTGGCTATATT- Planegg
CCTGGGCCCGG-3Y)
ET3 (5 pmol/ml, 5-|Metabion international,
GAGGCGATCTGGCGGTT- | Planegg
TGGGG-3)
Taq DNA COREKit | - Taqg-DNA-Polymerase | MP  Biomedicals, Santa
10 5U/ul Ana, USA
- dNTPs 10 mM
- Mgcl2 25 mM
- 10x Incubation Mix T.Pol
without MgCl>
Trifluoressigsaure VWR Chemicals,

Fonteney-sous-Bois,

Frankreich
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TRIS-Puffer Tris-(hydroxymethyl)-amino- | Carl Roth, Karlsruhe
methan
Wasser Ampuwa Fresenius Kabi, Bad

Homburg

Rotisolv Ultra LC-MS

Carl Roth, Karlsruhe

6x-DNA-Loading
dye

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

2.1.6 Pufferlésungen

Ruckldsepuffer Probenextraktion MALDI

Acetonitril (50 % v/v)

Ameisenséaure (35 % v/v)

Destilliertes Wasser (15 % v/v)

Lésungsdetergenz HCCA MALDI-Matrix

Acetonitril (50 % v/v)

HPLC grade H20 (47,5 % v/v)

Trifluoressigsaure (2,5 % v/v)

1x TAE Puffer (TRIS-Acetat-EDTA-Puffer)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) (40 mM)

Acetat (20 mM)

EDTA (1mM)
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Master-Mix

Primer: ET1 (5 pmol/ul), ET2 (25 pmol/ml), ET3 (5 pmol/ml) (je 0,5 uM)
Tag-DNA-Polymerase (0,04 U/pul)

dNTPs (1 mM)

Mg?* (4 mM)

10x Puffer (2,5 pl)

PBS-Puffer

NaCl (140 mM)

Di-Natrium-Hydrogen-Phosphat-Dihydra, NazHPO4 * 2H20 (10 mM)
KCI (2,7 mM)

Kalium-Dihydrogen-Phosphat, KH2PO4 (1,8 mM)

In H20 (800 ml) geldst und auf pH 7,3 eingestellt, autoklaviert oder steril filtriert

2.2 Methoden

2.2.1 Standardisierung der BCG Wachstumsbedingungen

2.2.1.1 Quantifizierung des bakteriellen Wachstums durch Messung der Optischen
Dichte

Zur Quantifizierung des Wachstums der Bakterien in Flissigmedium wurde die
optische Dichte (OD) herangezogen. Die photometrische Extinktionsmessungen
bzw. Absorptionsmessungen erfolgten bei 600 nm. Als Messreferenz diente das
unbeimpfte Flissigmedium M7H9 (M7H9 + 10 % v/v OADC + 0,05 % v/v
Tween 80).
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2.2.1.2 Herstellung von Aliquote und Kryokonservierung

Zur Standardisierung der Ausgangsbedingungen des bakteriellen Wachstums
wurde eine Bacillus Calmette-Guérin (BCG) Pasteur Kultur in Medium M7H9 mit
10 % v/v OADC Anreicherung und 0,05 % v/v Tween 80 kultiviert und aliquotiert.

Nach Beimpfen des Flissigmediums (M7H9 + 10 % v/iv OADC + 0,05 % viv
Tween 80) mit 0,007 % v/v der BCG Stammkultur wurde die Kultur ftr durch-
schnittlich 15 Tage bei 37 °C auf einem Schuttler kultiviert.

Zur Aliquotierung wurden mehrere Kulturen zusammengefihrt, bei 10 000 rpm
zentrifugiert und das Zellpellet in Flissigmedium (M7H9 + 10 % v/v OADC +
0,05 % v/v Tween 80) rickgeldst. Zu der Flussigkultur wurde 20 % v/v Glycerol
zur Kryoprotektion der Bakterienzellen nach dem Prinzip der Vitrifikation zugege-
ben. Die Aliquotierung erfolgte in 100 pl bzw. 500 pl Volumeneinheiten. Anschlie-

Rend erfolgte die Kryokonservierung bei -80 °C.

2.2.1.3 Bakterienkultivierung

Um maglichst replizierbare Wachstumsbedingungen zu generieren, wurde stets
einer der standardisierten M. bovis BCG Aliquote (100 pl Volumeneinheiten) fur
die Experimente verwendet. Zu Beginn erfolgte die Entfernung der 20 % v/v Gly-
cerol der Aliquote, welche zur Kryokonservation benétigt wurde. Dies war notig,
da im fortfihrenden Experiment (siehe Kapitel 2.2.5) eine genau definierte
Menge an Glycerol zugegeben wurde, da Glycerol hier die Tragersubstanz der
Isotopen darstellt. Dazu wurden die Aliquote zentrifugiert (10 000 rpm, 20 min,
20 °C) und anschlieBend wurde der Uberstand tiber dem Zellpellet verworfen.
Nach Rucklésung in Flussigmedium (M7H9 + 10 % v/v OADC + 0,05 % v/v
Tween 80) wurden je 4 ml Kultur in Zentrifungenréhrchen (Fassungsvolumen
15 ml) fur 7 Tage vorinkubiert. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C bei langsamer
Drehzahl (34 rpm) in einem Drehinkubator mit einem Neigungswinkel von 73°
aus der Horizontale gemessen. Nach 7 Tagen wurde die Kultur wieder mit fri-
schem N&hrmedium angereichert und mithilfe der optischen Dichte wurde eine

standardisierte Ausgangskonzentration der Bakterien gewahrleistet. Dazu
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erfolgte die Zentrifugation (10 000 rpm, 20 min, 20 °C). Anschliel3end wurde der
Uberstand verworfen und das Zellpellet in frischem Medium (M7H9 + 10 % v/v
OADC + 0,05 % v/v Tween 80) ruckgeldst und auf eine optische Dichte von 0,1

eingestellt.

Zur Uberpriifung der Reinheit der Kultur wurden im Anschluss Reinheitskontrol-

len durchgefihrt, auf welche im folgenden Kapitel eingegangen wird.

2.2.2 Reinheitskontrolle der M. bovis BCG Kultur

2.2.2.1 Dreibésenausstrich auf Blutagar

Es wurde ein Dreiésenausstrich auf Blutagar der M. bovis BCG Kultur in Triplika-
ten erstellt, um eine Verunreinigung mit M. smegmatis oder anderen Bakterien

wie bspw. Staphylokokkus epidermidis der Hautflora auszuschliel3en.

Hierzu wurde eine M. bovis BCG Kultur aus dem Aliquot auf Blutagar ausgestri-
chen (bevor die Zugabe von 20 % v/v Glycerols zur Kryoprotektion erfolgte). Nach
2 und 10 Tagen Inkubationsdauer bei 37 °C wurde Uberprift, ob Bakterienkultu-

ren auf den Blutagarplatten zu sehen sind.

2.2.2.2 Multiplex-PCR zur Differenzierung des M. bovis BCG von M. tuberculosis und M.

smegmatis

Diese PCR Methode wurde von Talbot et. al. spezifisch fir die Unterscheidung
zwischen dem attenuierten M. bovis BCG und virulenten Stammen (M. bovis und
M. tuberculosis) entwickelt [94].

Die Multiplex-PCR wurde zum einen mit drei Proben des M. bovis BCG aus den
Referenz-Aliquot und zum Vergleich mit zwei Proben M. tuberculosis (extrahierte

DNA) und zwei Proben M. smegmatis durchgeflhrt.

Der Aufschluss der Zellen erfolgte osmotisch durch Zentrifugation von 200 pl
Bakterienkultur (10 000 rpm, 10 min, 20 °C) und Ruckldsen in ultra-filtriertem
Wasser und anschlief3end durch Kochen (95 °C, 10 min).

35



Material und Methoden

Ein 25 pl Ansatz wurde vollstdndig auf Eis pipettiert. Zu der Probe (3 pl) wurde
25 ul des Master-Mix zugegeben.

Die PCR-Bedingungen wurden folgendermalien gesetzt:

- Prainkubation 3 min, 95 °C

- 40 Zyklen 30 sec, 94 °C
1 min, 65 °C

- Finale Elongation 10 min, 72 °C

- Kuhlung bis Entnahme  Unendlich, 4 °C

Fur das 3 %-Agarose-Gel wurde Agarose (3,6 g) in 1x TAE-Puffer (120 ml) gel6st
und Ethidiumbromid (5 pl) hinzugefigt.

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde mit dem 3 %igen-Agarosegel durchge-
fuhrt. Es wurde je 4 pl 6XDNA-Loading-dye und je 15 pl der PCR-Produkte auf-

getragen. Die Laufzeit betrug eine Stunde bei einer Spannung von 120 V.

2.2.2.3 Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der BCG Bakterien

Des Weiteren wurden Rasterelektronenmikroskopische Bilder der M. bovis BCG
Kultur erstellt, um zu Uberprifen, ob die typische Morphologie von Mykobakterien

abgebildet wird.

Zur Messung der M. bovis BCG Proben im Rasterelektronenmikroskop (REM)
wurden diese 13 Tagen kultiviert und anschlieRend eine Formaldehyd Fixierung
durchgefuhrt. Dazu wurde den Proben zur Fixierung fur 20 Minuten 37 % v/v
Formaldehyd zugegeben (Endkonzentration 3,7 % v/v Formaldehyd). Zur Entfer-
nung des Nahrmediums wurden die Proben zentrifugiert (4000 rpm, 20 min, 20
°C), der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 3,7 % v/v Formaldehyd in ste-
rilem Wasser rickgel6st. Dieser Schritt wurde insgesamt drei Mal durchgefinhrt.
Zur Trocknung auf einem Stick Alufolie (5x5 mm) wurde 2 — 5 pl der Probe auf-
getragen und bei 37 °C inkubiert und getrocknet. Der Wasserentzug aus den

Bakterienzellen erfolgte mittels Uberschichtung und Trocknung bei
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Raumtemperatur in aufsteigenden Alkoholkonzentrationen (10 %, 30 %, 70 %,
100 % v/v). Die Aufbewahrung bis zur Messung im REM erfolgte im Exsikkator
[64].

Die Messung der Proben erfolgte mit dem REM (Zeiss Sigma VP field emission
scanning microscope, Carl Zeiss Microscopy, Jena). Hierzu wurde eine Span-
nung von 2 bis 3 kV, eine Blendengrof3e von 30 pm und ein Arbeitsabstand von

3,8 bis 4,3 mm verwendet.

2.2.3 Methodenoptimierung der Rasterelektronenmikroskopischen Dar-

stellung des Bacillus Calmette-Guérin (BCG)

Die M. bovis BCG Proben wurden nach standardisierten Bedingungen fir drei
Tage kultiviert (72 Stunden Wachstumsdauer). Zuerst wurde 37 % v/v Formalde-
hyd (Endkonzentration 3,7 % v/v Formaldehyd) zu den Proben zugegeben und
20 Minuten fixiert. Zur Entfernung des Nahrmediums wurden die Proben zentri-
fugiert (siehe Tabelle 5) wobei der Uberstand verworfen wurde und das Zellpellet
nicht direkt in 3,7 % v/v Formaldehyd riickgelost wurde, wie bei der Kontrolle,
sondern eine schrittweise Rucklésung mit absteigenden Konzentrationen am
NaCl bzw. PBS-Puffer und steigenden Konzentrationen an sterilem Wasser er-
folgte. Die Rucklosung erfolgte in finf Schritten mit Losungen unterschiedlicher
Konzentrationszusammensetzung (siehe Tabelle 4). Nach Rucklésung ent-
sprach die Einwirkungszeit erneut 20 Minuten mit jeweils anschlieRender Zentri-
fugation (siehe Tabelle 5). Nach dem 5. Ricklésungsschritt erfolgte die anschlie-
Rende Probenauftragung auf den Messtrager (Aluminiumfolie) und Trocknung in
Alkohol mit aufsteigender Konzentration, sowie die REM Messung, anhand des

vorbeschriebenen Protokolls (siehe Kapitel 2.2.2.3).
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Versuchsan- Rucklésung nach Formaldehyd | Zentrifugation bei:

satze: Fixierung in:

1) NacCl (0,9 %) + 3,7 % v/v Formal- | 4000 rpm, 20 min, 20 °C
dehyd

2) PBS-Puffer + 3,7 % v/v Formalde- | 4000 rpm, 20 min, 20 °C
hyd

3) PBS-Puffer + 3,7 % v/v Formalde- | 2000 rpm, 20 min, 20 °C
hyd

4) Kontrolle Steriles Wasser + 3,7 % v/v | 4000 rpm, 20 min, 20 °C
Formaldehyd

Tabelle 3: Ubersicht tiber die Versuchsansatze zur Optimierung der REM Probenpraparation des M. bovis
BCG Stammes

NacCl (0,9 % w/v) | Formaldehyd Steriles Wasser
bzw. PBS-Puffer (8.7 % viv)

1. Ricklésung 90 % viv 3,7 % viv 6,3 % viv

2. Ricklésung 70 % viv 3,7 % viv 26,3 % viv

3. Ricklésung 45 % viv 3,7 % viv 51,3 % viv

4. Ricklésung 20 % viv 3,7 % viv 76,3 % viv

5. Rucklésung 0 % viv 3,7 % viv 96,3 % viv

Tabelle 4: Volumenkonzentrationen der Rickldsungssubstanzen
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2.2.4 Ermittlung der Eigenschaften des BCG Stammes unter Verwendung
der Antibiotika BTZ043 und Linezolid

2.2.4.1 Wachstumskurve

Die graphische Darstellung des Wachstumsverlaufs, sowie die Berechnung der
Verdopplungszeit des M. bovis BCG wurde mittels photometrischer Messung der
optischen Dichte im zeitlichen Verlauf bestimmt. Dazu wurde eine M. bovis BCG
Startkultur mit einer optischen Dichte von 0,1 hergestellt (siehe Kapitel 2.2.1.3).
Die Inkubation erfolgte in Triplikaten (je 4 ml M. bovis BCG Kultur in Reaktions-
gefal3en) in einem Drehinkubator (34 rpm, 37 °C, Neigungswinkel von 73° aus
der Horizontale gemessen). Die Probenentnahme zur Messung der optischen
Dichte erfolge zu den Zeitpunkten 0, 24, 48, 72, 96 Stunden.

Zur Berechnung der Verdopplungszeit wurde ein exponentielles Bakterienwachs-

tum angenommen. Die Verdopplungszeit wurde wie folgt berechnet:

Wachstumsfunktion N(t) N({) = N - et't
: 1
Verdopplungszeit t,, t, = nf)
lnM
Wachstumsfaktur 1 1=

t
t: Zeit in Stunden

N,: Anfangsbestand zum Zeitpunkt von 0 Stunden

2.2.4.2 Minimale Hemmkonzentration

Die spezifische Minimale Hemmkonzentration fir den M. bovis BCG wurde fir
die Antibiotika Linezolid und BTZ043 bestimmt. Dazu wurde das relative bakteri-
elle Wachstum in verschiedenen Verdinnungsstufen mittels optischer Dichte er-

mittelt.

Die M. bovis BCG Kultur wurde fur 7 Tage vor inkubiert und anschlie3end in fri-

schem Medium auf eine optische Dichte von 0,1 eingestellt (siehe Kapitel
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2.2.1.3). Die Ansatze erfolgten in Triplikaten mit einem Volumen von je 1 ml. Es
wurden 7 Verdunnungsstufen (Linezolid Konzentrationen: 100/ 10/ 1/ 0,5/ 0,1/
0,01/ 0,001 pg/ml, BTZ043 Konzentrationen: 300/ 30/ 6/ 3/ 1/ 0,3/ 0,03 ng/ml)
und jeweils eine Kontrolle (ohne Antibiotikum) angesetzt. Die Inkubation erfolgte
bei 37 °C im Drehinkubator (siehe Kapitel 2.2.1.3). Nach 120 Stunden wurde die
optische Dichte photometrisch bestimmt. Die graphische Auftragung und Kurven-
anpassung erlaubte die Bestimmung der Hemmkonzentration (IC), auch inhi-
bitory concentration (engl.) genannt. Die nicht lineare Kurvenanpassung erfolgte
anhand der Funktion f(x) = A2 + (A1-A2)/(1 + (x/Xo)P).

Hieraus wurde die 90 %-Hemmkonzentration (IC90) berechnet, welche die Kon-
zentration des Antibiotikums beschreibt, die benotigt wurde um 90 % des Bakte-
rienwachstums zu hemmen. Die 90 %-Hemmkonzentration (IC90) wurde néhe-
rungsweise der Minimale Hemmkonzentration (MIC) gleichgesetzt und im Weite-

ren spezifisch fur den M. bovis BCG als Konzentrations-Referenz verwendet.

2.2.4.3 Koloniebildende Einheiten und Reduktionsfaktor

Fir die Bestimmung der koloniebildenden Einheiten (CFU), auch colony forming
units (engl.) genannt, wurden Nahrbéden aus M7H9 Medium (5,22 g/L), Bacto
Agar (15 g/L), Glycerol (4,4x1072 % v/v) und 10 % v/v OADC Anreicherung her-
gestellt.

Jede Platte wurde mit einem Volumen von mind. 18 ml Agar gegossen. Dies
wurde notig, um eine Austrocknung bei einer langen Inkubationsdauer von tber

zwei Wochen zu verhindern.

Die Bestimmung der koloniebildenden Einheiten erfolgte in Triplikaten entspre-
chend der Bestimmung der Minimalen Hemmkonzentration (siehe Kapitel
2.2.4.2). Dabei wurde eine Antibiotikum Verdinnungsreihe (7 Verdinnungs-
schritte) und jeweils eine Kontrolle ohne Antibiotikum ausplattiert. Nach Inkuba-
tion der Platten bei 37 °C und einer Wachstumsdauer von 20 Tage wurden die

Kolonien ausgezahlt und die koloniebildenden Einheiten berechnet.
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Die koloniebildenden Einheiten (CFU) wurden fir jede Verdiinnung wie folgt be-

rechnet:

Kolonien pro Platte - a
\Y

CFU/ml =

a: Verdunnungsfaktor

V: Volumen pro Platte in ml

Der Reduktionsfaktor wurde aus den koloniebildenden Einheiten wie folgt be-

rechnet:

Reduktionsfaktor Ry = log10 (%

N,: CFU des Bakteriums vor der Antibiotikabehandlung
N,: CFU des Bakteriums nach der Antibiotikabehandlung mit der

Konzentration x

Die Standardabweichung des Reduktionsfaktors (SDr) wurde mithilfe der Fehler-

fortpflanzung aus den Standardabweichungen der CFU wie folgt berechnet:

SDr = +/(SD (log10 Ny))2 + (SD log10 N,) 2
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2.2.5 Isotopenmarkierung und Erstellung einer Analytendynamik durch

massenspektrometrische Messung

2.2.5.1 Isotopenmarkierung

Eine M. bovis BCG-Kultur wurde flr 7 Tage vorinkubiert und anschliel3end in fri-
schem Medium auf eine optische Dichte von 0,1 eingestellt. Dazu wurde das
standardisierte Protokoll zu Bakterienkultivierung (siehe Kapitel 2.2.1.3) verwen-
det, um somit bei allen Messungen mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie mit
einer standardisierter Ausgangskonzentration an Bakterien (ermittelt Gber die op-

tische Dichte) zu beginnen.

Die Proben wurden in eine Kontrollgruppe (KG) und eine Testgruppe (TG) unter-
teilt. Daftr wurde in Triplikaten jeweils 4 ml der M. bovis BCG Kultur in Reakti-
onsgefallen mit einem Fassungsvolumen von 5 ml vorgelegt. Anschlieend er-
folgte die Markierung mit jeweils 9,73 pl Glycerol (Kontrollgruppe) bzw. 9,73 ul
Glycerol-1,3-13C (Testgruppe). Der Deckel wurde zusatzlich mit einer Ver-
schlussfolie verschlossen, um Austrocknung zu verhindern. Die Inkubation er-
folgte bei 37 °C im Drehinkubator (siehe Kapitel 2.2.1.3). Probenentnahmen er-
folgten in den ersten zwei Tagen nach Versuchsbeginn alle 12 Stunden (Zeit-
punkt nach 12, 24, 36, 48 Stunden) und in den darauffolgenden sechs Tagen alle
24 Stunden (Zeitpunkt nach 72, 96, 120, 144, 168, 192 Stunden). Das entnom-
mene Probenvolumen betrug bei den ersten 3 Zeitpunkten (Zeitpunkt nach 12,
24, 36 Stunden) jeweils 600 pl und bei den folgenden sieben Zeitpunkten (Zeit-
punkt nach 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192 Stunden) jeweils 300 pul. Die Volumina
wurden in ersten 36 Stunden groRer gewahlt, um bei zu Beginn niedriger Anzahl
von Bakterien pro Probe trotzdem eine ausreichende Analytenmenge fur die

Messung im MALDI-TOF Massenspektrometer sicherzustellen.

Die Experimente nach gleichem standardisiertem Protokoll der Isotopenmarkie-
rung wurden zusétzlich unter Einfluss der Antibiotika Linezolid sowie BTZ043
durchgefuhrt. Dabei wurde zu Versuchsbeginn jeweils eine bestimmte Antibioti-

kumkonzentration zugesetzt. Die verwendete Konzentration der Antibiotika
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wurden anhand der in Kapitel 3.3.2 und 3.3.3 ermittelten IC90 Konzentrationen
fur Linezolid und BTZ043 gewahlt. Es wurde jeweils die einfache 1C90 (1x 1C90)
und doppelte IC90 (2x 1C90) Konzentration von Linezolid bzw. BTZ043 verwen-
det.

Die Durchfuihrung der Versuche mit Antibiotika unterschied sich von den Versu-
chen ohne Antibiotikazugabe in einer kiirzeren Inkubationsdauer von lediglich 96
Stunden (Probenentnahme zu den Zeitpunkten 12, 24, 36, 48, 72, 96 Stunden).
Das Probenvolumen wurde hier mit je 660 ul gro3er gewahlt, um bei niedriger
Anzahl von Bakterien pro Probe trotzdem eine ausreichende Analytenmenge fur

die Messung sicherzustellen.

Als Kontrolle wurde stets auch eine Probe ohne Antibiotikum in Triplikaten ange-
setzt, um die Daten der Antibiotika Gruppe mit Referenzgraphiken ohne Antibio-

tikazugaben (siehe Kapitel 3.3.1.3) zu vergleichen.

2.2.5.2 MALDI-TOF Massenspektrometrie Probenextraktion

Zur Probenextraktion wurden Filterplatten (0,22 um Porengréfie, GHP) verwen-
det. Zuerst wurde mittels Vakuumextraktion das Nahrmedium aus den Proben
(300 — 600 ul Probenvolumen) entfernt. Es folgen drei Waschschritte mit destil-
liertem Wasser (je 300 pl) unter einer jeweiligen Einwirkungsdauer von 5 Minu-
ten. Nach der Vakuumfixierung der Bakterien auf der Filtermembran wurden sie
mit kaltem Aceton (100 ul) wieder geldst. Nach erneuter Einwirkungsdauer von 5
Minuten wurde das Aceton wieder durch die Vakuumpumpe entfernt und zur Eli-
mination des gesamten Acetons wurde die Filterplatte fir 7 Minuten bei 37 °C im

Inkubator getrocknet.

Die Rucklosung der Proben erfolgte in 20 ul Ricklosepuffer (Acetonitril 50 % v/v,
Ameisensaure 35 % v/v, destilliertes Wasser 15 % v/v). Nach 5 Minuten Einwir-
kungszeit wurden die Proben aus der Filterplatte in eine Auffangplatte zentrifu-
giert (3 min, 4000 rpm, 20 °C) [64, 95].
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Es wurde je 1 pl der extrahierten Probe in Triplikaten auf das ground steel-
MALDI-Target pipettiert. Als Matrix diente HCCA (alpha-Cyano-4-Hydro-
xyzimtsaure) welche in Losungsmittel (10 mg/ml HCCA in 50 % v/v Acetonitril,
47,5 % vlv destilliertes Wasser, 2,5 % v/v Trifluoressigsaure) gelést wurde. Nach
dem Trocknen der Probe erfolgte die Uberschichtung mit 1 ul HCCA-Losung (Me-
thode: HCCA dried dropled, thinlayer) [64, 95].

2.2.5.3 MALDI-TOF Massenspektrometrie Messvorgang

Alle Spektren wurden durch das MALDI-TOF/TOF Autoflex Speed (positiver Mo-
dus; Nd:YAG-Laser, 355 nm) mithilfe der Sofware FlexControl der Firma Bruker
Daltonics gemessen. Die Messung erfolgte automatisiert (AutoXecute Modus,
200 Aufnahmen/Spektrum) und wurde kombiniert mit manueller Messung, falls
die automatisierte Messung fehlschlug. Die Messung wurde fur Proteine im Gro-
Renbereich von 2 — 20 kDa durchgefuhrt, wobei die Methode ,LP Imaging-2-20
kDa“ der Sofware FlexControl der Firma Bruker Daltonics verwendet wurde. Ein-
stellung der lonenquelle waren wie folgt: lonenquelle 1: 19,40 kV, lonenquelle 2:
18,19 kV. Die Daten eines Probenpunktes auf dem Probentrager wurden gemit-

telt aus 2000 zufriedenstellenden Laserschiissen in 200 Schritten.

Fur die Kalibration wurde der MBT Standard (Bruker-Daltonics, Bremen) nach

Herstellerangaben verwendet.

2.2.6 Statistische Auswertung

Die Statistische Auswertung der Daten erfolgte mithilfe der Software Matlab
R2021b (MathWorks), Microsoft Exel 16.43 (Microsoft) und Originlab 2018b (Ori-
ginLab Corporation). Die Rohdaten der MALDI-TOF Massenspektrometrie wur-
den mittels Matlab ausgewertet (siehe Kapitel 3.3.1.2). Die Graphische Darstel-
lung erfolgte mithilfe von Microsoft Exel und Originlab. Die statistische Auswer-
tung der Messdaten ohne Antibiotikazugabe erfolgte mit einem Signifikanzniveau

von 0,05 anhand des T-Test flr zwei unabhéngige Stichproben bei Vorliegen
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einer Normalverteilung bzw. anhand des Mann-Whitney-U-Test im Falle keiner
Normalverteilung der Messwerte. Der D Agostino-Omnibus-Test wurde zur Er-
mittlung der Normalverteilung verwendet. Die statistische Auswertung der A COG
Daten mit Antibiotika im Vergleich zu der Kontrolle ohne Antibiotika erfolgte durch

Berechnung des 95 %-Konfidenzintervalls.
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3 Ergebnisse

3.1 Reinheitskontrolle der Bacillus Calmette-Guérin (BCG) Kul-

tur

3.1.1 Dreidsenausstrich auf Blutagar

Da in den Raumlichkeiten der Versuchsdurchfiihrung sowohl mit dem Bacillus
Calmette-Guérin (M. bovis BCG) als auch mit M. smegmatis gearbeitet wurde,
galt es eine Verunreinigung des M. bovis BCG Aliquot mit M. smegmatis auszu-
schlieBen. Nach Dreidsenausstrich auf Blutagar einer M. bovis BCG Kultur des
Aliquot konnte kein bakterielles Wachstum nach 2 und 10 Tagen nachgewiesen
werden. Somit konnte eine Verunreinigung des Aligout mit M. smegmatis oder
anderen Bakterien wie bspw. Staphylokokkus epidermidis der Hautflora ausge-

schlossen werden.

3.1.2 Multiplex-PCR zur Differenzierung des M. bovis BCG von M. tubercu-

losis und M. smegmatis

Zur Reinheitskontrolle des M. bovis BCG Aliquot diente hier eine Multiplex-PCR
basierend auf der RD1-Region-Deletion, welche von Talbot et al. vorbeschrieben
wurde. M. bovis BCG unterscheidet sich von M. bovis Wildtyp in der Deletion des
9,5 kb RD1-Fragmentes bei M. bovis BCG [94]. (Die exakte GroRRe des Frag-
ments betragt 9650 bp. Es wurde vereinfacht als 9,5 kb Fragment bezeichnet.)
Wenn die drei Primer (ET1, ET2, ET3) zugegeben werden binden alle drei Primer
bei sowohl M. bovis Wildtyp als auch M. tuberculosis Stammen. Es wird bei die-
sen Stammen allerdings nur ein 150 bp Produkt amplifiziert. Primer ET2 bindet
hier innerhalb der RD1-Region. Bei Vorliegen eines M. bovis BCG wird ein 200
bp Produkt amplifiziert. Primer ET2 bindet hier nicht, da die Bindungsstelle inner-
halb der RD1 Region fehlt. Es kommt zur Amplifikation zwischen Primer ET1 und
ET3.
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9650 bp //
[ 7/ 150 b |
ET1 ET2
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M. tuberculosis / /
(Wildtyp) DNA / -
ET3
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Abbildung 5: Multiplex-PCR zur Differenzierung von M. tuberculosis DNA und M. bovis BCG DNA.
Dargestellt ist die RD1-Sequenz (9650 bp). Die RD1-Deletion des M. bovis BCG ist als gestrichelte Linie
dargestellt. Die PCR Primer ET1, ET2 und ET3 sind dargestellt als Pfeile, welche in die Amplifikationsrich-
tung weisen.

M1 1 kb Marker ML 1 2 3 M2 4 5 ML 6 7 M2
M2 100 bp Marker

1-3 200 bp.

4-5 150 bp.

6-7 100 bp

Abbildung 6: Agarose-Gelelektrophorese des Multiplex-PCR-Produkts

Die Reinheitskontrolle des M. bovis BCG Aliquot durch die Multiplex-PCR zeigte
bei drei (von drei) M. bovis BCG Proben ein deutliches 200 bp Fragment (Bande
1 — 3) und keine weiteren Amplifikate. Dies wies auf das Vorliegen einer reinen
M. bovis BCG Kultur hin. Im Vergleich dazu wurde bei M. tuberculosis (Bande 6
— 7) ein 150 bp Fragment amplifiziert. M. smegmatis (Bande 4 — 5) zeigte ein
vollkommen unabhangiges Muster mit weder 200 bp noch 150 bp Fragment [94].

3.1.3 Rasterelektronenmikroskopische Darstellung des M. bovis BCG

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen des M. bovis BCG zeigten
stéabchenformige Zellen, die der typischen Morphologie von Mykobakterien ent-
sprechen [10, 96].
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Abbildung 7: REM Aufnahme von M. bovis BCG Einzelzellen nach Kultivierung aus dem Aliquot nach einer
Wachstumsdauer von 13 Tagen

3.1.4 Methodenoptimierung der Rasterelektronenmikroskopischen Dar-

stellung des Bacillus Calmette-Guérin (BCG)

Angelehnt an die Probenpraparation von M. smegmatis, welche von Neumann et
al. beschreiben wurde (siehe Kapitel 2.2.2.3), sollte die Methode fiir den M. bovis

BCG weiterentwickelt werden [64].

Anlass zur Optimierung der Methode war, dass nach beschriebener Praparation
die Zellen des M. bovis BCG eine unruhige Oberflachenstruktur mit Lasionen der
Zellwand aufweisen (siehe Abbildung 7). Au3erdem zeigte sich in Umgebung der
Zellen vermehrt Ablagerungen, welche mdglicherweise durch Zelldetritus oder
Bestandteilen aus dem Flussigmedium zustande kamen. Dies erlaubte die An-
nahme, dass die mykobakterielle Zellwand wéhrend der Préaparation zu Schaden
gekommen war und Proteinbestandteile und DNA moglicherweise aus dem In-
neren der Zellen ausgetreten waren, welcher sich als Zelldetritus abbildeten. Um
zu untersuchen, wodurch die Zellwandschadigung zustande gekommen war,
wurden zwei Hypothesen aufgestellt:

1) Eine mogliche osmotische Schadigung durch das Riicklésen in 3,7 % viv
Formaldehyd (+ 96,3 % v/v sterilem Wasser) der Proben nach Entfernung

des Nahrmediums.
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2) Eine moglicherweise mechanische Schadigung der Zellen durch Zentrifu-

gation bei 4000 rpm.

Zur Optimierung wurden drei verschiedene Versuchsanséatze etabliert (siehe Ka-

pitel 2.2.3). Die Rucklésung des Zellpellet erfolgte nicht direkt in 3,7 % v/v For-

maldehyd (wie bei der Kontrolle nach vorbeschriebener Praparationsweise), son-

dern in einer schrittweisen Rucklésung mit absteigenden Konzentrationen am
NaCl bzw. PBS-Puffer (90 %, 70 %, 45 %, 20 %, 0 % v/v) und steigenden Kon-

zentrationen an sterilem Wasser. Weiterhin wurde der Effekt einer niedrigeren

Umdrehungszahl bei Zentrifugation untersucht. Parallel dazu wurde eine Kon-

trolle nach vorbeschriebener Probenpraparation angefertigt.

+ 3,7 % v/v Formaldehyd

Versuchsan- Rucklésung nach Formaldehyd Fixierung in: | Zentrifugation

satze: bei:

1) Schrittweise Rucklosung in 0,9 %iger-NaCl- | 4000 rpm
Losung (90 %, 70 %, 45 %, 20 %, 0 % v/v)
+ 3,7 % v/v Formaldehyd

2) Schrittweise Rucklésung in  PBS-Puffer | 4000 rpm
(90 %, 70 %, 45 %, 20 %, 0 % v/v)
+ 3,7 % v/v Formaldehyd

3) Schrittweise Rucklésung in  PBS-Puffer | 2000 rpm
(90 %, 70 %, 45 %, 20 %, 0 % V/v)
+ 3,7 % v/v Formaldehyd

4) Kontrolle Ricklésung in Sterilem Wasser (96,3 % v/v) | 4000 rpm

Tabelle 5: Versuchsansatze zur Optimierung der REM Probenpréaparation des M. bovis BCG

Die REM-Aufnahmen des M. bovis BCG nach beschriebener Probenpréparation
sind beispielhaft in Abbildung 8 bis Abbildung 11 gezeigt.

49




Ergebnisse

Abbildung 8: REM Aufnahme des M. bovis BCG nach Ricklésung in aufsteigenden Konzentrationen von
NaCl Lésung

Abbildung 9: REM Aufnahme des M. bovis BCG nach Riicklésung in aufsteigenden Konzentrationen PBS-
Puffer
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Abbildung 10: REM Aufnahme des M. bovis BCG nach Riicklésung in aufsteigenden Konzentrationen PBS-
Puffer und Zentrifugation bei geringerer Umdrehungszahl (2000 rpm)

Abbildung 11: REM Aufnahme des M. bovis BCG nach Riickldsung in sterilem Wasser (Kontrolle)

Die verschiedenen Praparationsmethoden fuhrten visuell in allen Ansatzen zu
vergleichbaren REM Darstellungen der Einzelzellen, auch im Vergleich zu der
Kontrolle, welche nach vorbeschriebenen Praparationsmethode von Neumann et
al. prapariert wurde [64]. Es zeigten sich in allen Ansatzen stdbchenférmige Zel-
len mit unterschiedlicher Lange und Morphologie mit einem Spektrum von intak-
ten Zellen mit glatter Oberflachenstruktur bis hin zu Zellen mit unregelméaiiger

Oberflachenstruktur.
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3.2 Eigenschaften des Bacillus Calmette-Guérin (BCG)

3.2.1 Wachstumsanalyse des M. bovis BCG

Die Verdopplungszeit des Bacillus Calmette-Guérin (M. bovis BCG) wurde an-
hand der Zunahme der optischen Dichte innerhalb der ersten vier Tage nach
Versuchsbeginn errechnet. Dazu wurde das standardisierte Protokoll zu Bakteri-
enkultivierung (siehe Kapitel 2.2.1.3) verwendet. Somit bietet die Wachs-
tumsanalyse eine Aussage Uber das Bakterienwachstum ohne Antibiotikazugabe
und entspricht denselben Bedingungen, welche auch bei den Experimenten zur
Wachstumsanalyse mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie angewendet wur-

den.

Die in Abbildung 12 dargestellte Graphik bildet den Wachstumsverlauf des M.
bovis BCG innerhalb der ersten vier Tage nach Versuchsbeginn ab. Es wurde
eine Wachstumsdauer von 4 Tagen gewahlt. In dieser Zeitspanne wird die expo-

nentielle Phase des Wachstums des M. bovis BCG abgebildet.
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Abbildung 12: Darstellung des Wachstumes des M. bovis BCG

ermittelt durch Messung der Absorption von M. bovis BCG in Triplikaten (biologische Replikate) im Zeitraum

von 0 bis 96 Stunden. Logarithmische Auftragung der Mittelwerte der Absorption sowie Standardabweichung
(Fehlerbalken).
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Zeit [n] Oh 24 h 48 h 72 h 96 h

Mittelwert der Absorption

_ 0,107 0,252 0,533 0,985 1,315
[a.u.] von Probe 1 bis 3

Standardabweichung 0,000 0,005 0,016 0,061 0,023

Wachstumsfaktor 0,036 0,031 0,026 0,012

Mittelwert der Verdopp-
lungszeit [h] von Probe 1 19,4 22,2 27,5 59,0
bis 3

Standardabweichung der
_ 0,469 0,518 4,22 11,3
Verdopplungszeit

Tabelle 6: Wachstum des M. bovis BCG durch Messung der Absorption
ermittelt im Zeitraum von 0 bis 96 Stunden der Proben 1 bis 3 (biologische Replikate) mit errechnetem
Wachstumsfaktor und Verdopplungszeit des jeweiligen Zeitraums

Die minimale Verdopplungszeit (t,,) wurde hier ndherungsweise der Verdopp-

lungszeit in den ersten 24 Stunden gleichgesetzt und betragt 19,4 £ 0,5 Stunden.
Die Verdopplungszeit nimmt mit zunehmender Wachstumsdauer zu (siehe Ta-
belle 6).

3.2.2 Minimale Hemmkonzentration und Reduktionsfaktor von Linezolid

Die 90 %-Hemmkonzentration 1C90 von Linezolid betragt in dem hier verwende-
ten Versuchsaufbau 0,927 pg/ml (siehe Abbildung 13) und wurde anhand photo-

metrischer Absorptionsmessung bestimmit.
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Abbildung 13: 90 %-Hemmkonzentration (IC90) des Antibiotikums Linezolid fir den M. bovis BCG
Logarithmische Auftragung der Linezolid Konzentration in pg/ml gegen die photometrische Absorption (Auf-

tragung des Mittelwertes mit Standardabweichung (n=3)) nach einer Wachstumszeit von 120 Stunden mit
graphischer Darstellung der 90 %-Hemmkonzentration (1C90)

Der Reduktionsfaktor ist eine weitere Moglichkeit die Wirksamkeit des Antibioti-
kums zu beschreiben. Hierzu wurde zur Bestimmung jedoch nicht die optische
Dichte, sondern die koloniebildenden Einheiten (CFU) verwendet, um nicht nur

die Wachstumshemmung, sondern auch die Abtotungswirkung zu beschreiben.
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Abbildung 14: 90 %-Hemmkonzentration und Reduktionsfaktor von Linezolid fir den M. bovis BCG

Logarithmische Auftragung der Linezolid Konzentration in pg/ml gegen die photometrische Absorption
(schwarz) (Auftragung des Mittelwertes mit Standardabweichung (n = 3)) und des Reduktionsfaktor (blau)
(mit Standardabweichung nach Fehlerfortpflanzung, n = 3 — 9) nach einer Wachstumszeit von 120 Stunden

Der Reduktionsfaktor R (siehe Abbildung 14) betragt 1,303 + 0,415 a.u. bei einer
Linezolid Konzentration von 1 pg/ml, welche gerundet der 90 %-Hemmkonzent-

ration 1C90 entspricht. Dies entspricht einer Reduktion von 95,023 %.

3.2.3 Minimale Hemmkonzentration und Reduktionsfaktor von BTZ043

Die 90 %-Hemmkonzentration und der Reduktionsfaktor wurden analog zu Line-
zolid (siehe Kapitel 3.3.2) fir das Antibiotikum BTZ043 bestimmt.

Die 90 %-Hemmkonzentration 1C90 betrégt hier 4,226 ng/ml (siehe Abbildung
15).
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Abbildung 15: 90 %-Hemmkonzentration (IC90) des Antibiotikums BTZ043 fiir den M. bovis BCG
Logarithmische Auftragung der BTZ043 Konzentration in ng/ml gegen die photometrische Absorption (Auf-

tragung des Mittelwertes mit Standardabweichung (n = 3)) nach einer Wachstumszeit von 120 Stunden mit
graphischer Darstellung der 90 %-Hemmkonzentration (IC90)
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Abbildung 16: 90 %-Hemmkonzentration und Reduktionsfaktor von BTZ043 fiir den M. bovis BCG
Logarithmische Auftragung der BTZ043 Konzentration in ng/ml gegen die photometrische Absorption
(schwarz) (Auftragung des Mittelwertes mit Standardabweichung (n = 3)) und des Reduktionsfaktor (blau)
(mit Standardabweichung nach Fehlerfortpflanzung, n= 9) nach einer Wachstumszeit von 120 Stunden

Der Reduktionsfaktor R (siehe Abbildung 16) betragt 1,611 + 0,0789 a.u. bei ei-

ner BTZ043 Konzentration von 4,226 ng/ml, welche der 90 %-Hemmkonzentra-

tion IC90 entspricht. Dies entspricht einer Reduktion von 97,552 %. Die Ermitt-

lung des Reduktionsfaktors R bei der 90 %-Hemmkonzentration IC90 erfolgte

anhand der in Tabelle 7 angegebenen Funktionsgleichung, die mithilfe nicht line-

arer Regression ermittelt wurde.

Gleichung A x [ng/ml] Reduktionsfaktor R [a.u.]
(berechnet)
y = In(x-A) -0,782 £ 0,279 | 4,226 1,611 + 0,0789

Tabelle 7: Nicht lineare Regression zur Berechnung des Reduktionsfaktor R fiir den Wirkstoff BTZ043 flr
den M. bovis BCG bei der Konzentration 4,226 ng/ml
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3.3 Isotopenmarkierung und massenspektrometrische Bestim-

mung der Analytendynamik

3.3.1 Etablierung eines Messprotokolls fur MALDI-TOF Massenspektro-

metrie

3.3.1.1 Isotopenmarkierung und Ermittlung der spezifischen Massenschwerpunkte fiir

den M. bovis BCG mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie

Fur den BCG Stamm wurde ein optimiertes Messprotokoll fir das MALDI-TOF
Massenspektrometer entwickelt. Dazu wurden massenspektrometrische Mes-
sungen von M. bovis BCG Proben ohne Antibiotikazugabe angefertigt (siehe Ka-

pitel 2.2.4.1 Isotopenmarkierung).

Im MALDI-TOF Massenspektrometer weisen die verschiedenen Bakterienspe-
zies ein jeweils spezifisches Spektrum auf, welches der Einzigartigkeit eines Fin-
gerabdruckes gleichkommt [78, 92, 93]. Auch fur den M. bovis BCG lasst sich ein
spezifisches Spektrum messen. Es kann angenommen werden, dass sich im
Messbereich von 2 bis 20 kDa einzelne Proteine bzw. Proteinfragmente in den
spezifischen Signalen des Spektrums widerspiegeln. Diese spezifischen Signale
korrespondieren mit spezifischen Makromolektlen die im Folgenden als Analyten
bezeichnet werden.

Die hier etablierte Methode hat zum Ziel, durch Isotopenmarkierung mit 13C die
zeitliche Neubildungsdynamik der Analyten des M. bovis BCG abzubilden. Diese
bildet sich durch die Veranderung des Massenschwerpunktes einzelner Analyten
ab, die durch den zunehmenden Einbau von schwerem Kohlenstoffisotop 13C zu-
stande kommt. Eine genaue ldentifizierung der Analyten durch Extraktion und
Sequenzierung der Molekile wurde nicht durchgefihrt. Abbildung 17 zeigt bei-
spielhaft das Spektrum des M. bovis BCG mit den Signalen der verschiedenen

Analyten, welche charakteristisch fur das hier verwendete Bakterium sind.
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Abbildung 17: Beispielhafte kumulative Darstellung mehrerer Einzelspektren des M. bovis BCG ohne Anti-
biotikazugabe.

Ausschnitt von 2 bis 12 kDa Molekilmasse mit Abbildung der Kontrollgruppe (KG, griin) und Testgruppe
(TG, rot) zum Zeitpunkt 120 Stunden nach Versuchsbeginn mit beispielhafter Detaildarstellung des Analyten
bei 8726 m/z.

Zur Bestimmung der Analytendynamik wurden eine Kontrollgruppe (KG) und eine
Testgruppe (TG) gebildet. Der Testgruppe wurde Glycerol-1,3-13C zugegeben,
wahrend der Kontrollgruppe unmarkiertes Glycerol (enthalt ?>C-Kohlenstoff-
atome) zugesetzt wurde. Beide Formen des Glycerols werden von den Bakterien
metabolisiert und in der bakteriellen Biosynthese verwendet [97]. Durch das
MALDI-TOF Massenspektrometer kann nach Einbau des Kohlenstoffisotops 3C
in neu synthetisierte Proteine eine Verschiebung des Massenschwerpunktes ei-
niger Signale zu schwereren Massen beobachtet werden (siehe Abbildung 17).
Innerhalb der festgelegten Messgrenzen um die jeweiligen Signale wurde der
zugehdorige Massenschwerpunkt, auch center of gravity (engl.) (COG) bestimmt
(siehe Abbildung 18).
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Die Verschiebung des COG kommt durch die Metabolisierung und den Einbau
von 13C in die neu gebildeten Makromolekiile zustande.

Inten sitit

Intensitit

. : =,
" Masse/ Ladung ! !

[m/z]

i Lad
COG [m/z] assef Ladung

COGg [miz] (m/2)

COGg [m/g]
Abbildung 18: Schaubild zur Ermittlung des Massenschwerpunktes COG

durch Ermittlung der Flache unter der Kurve. (Veranschaulichung der Verschiebung des Massenschwer-

punktes COGre im Verglich zu COGke. (Grenzen des definierten Messbereichs innerhalb der gestrichelten
Linien: linke bzw. rechte gestrichelte Linie = untere bzw. obere Messgrenze)

Fir den M. bovis BCG wurden neun Analyten definieren, welche jeweils einer
Masse entsprechend des hochsten Intensitéatswertes zugeordnet wurden. Die
Analyten wurden wie folgt benannt (siehe Tabelle 8).
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Analyten des M. bovis | Linke (untere) Mess- | Rechte (obere) Mess-

BCG [m/z] grenze [m/z] grenze [m/z]
2740 2720 2830
3441 3432 3501
4342 4295 4497
5500 5460 5638
5688 5645 5823
6361 6291 6561
8335 8270 8567
8726 8630 8986
11373 11131 11900

Tabelle 8: Spezifisch flr den M. bovis BCG definierte Analyten in m/z mit zugehérigen Messgrenzen.

Die Definition der neun Analyten erfolgte anhand der spezifischen Spektren des
M. bovis BCG zu den Zeitpunkten 24 und 120 Stunden nach Versuchsbeginn. Es
wurden jeweils Messgrenzen im Bereich der neun Analyten definiert, um die Be-
rechnung des Massenschwerpunktes innerhalb der Messgrenzen mit moglichst
wenig Uberlappung anderer Signale zu ermdglichen (siehe Abbildung 18). Bei
der Definition der geeigneten Analyten galt es drei wesentliche Punkte zu beach-
ten: Zum einen sollte eine dynamische Verschiebung der Massenschwerpunkte
bei der Testgruppe nachweisbar sein. Aul3erdem sollte die Intensitat der Spek-
tren zeitlich konstant tiber der Rauschschwelle von 200 a.u. liegen. Zum anderen
wurde darauf geachtet, dass isolierte Signale eines Analyten betrachtet wurden,
sprich die Messgrenzen verschiedener Analyten sich nicht Gberschneiden. Dies
ist essentiell, da durch partielle Uberlagerung von Signalen unterschiedlicher
Analyten der Massenschwerpunkt eines einzelnen Analyten nicht korrekt be-

stimmt werden kann.
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Die 3C-Zugabe zu der M. bovis BCG Kultur markierte den Startpunkt des Versu-
ches. Je mehr Zeit vergeht, desto mehr 3C-Kohlenstoff wird in den bakteriellen
Stoffwechselweg aufgenommen und in Proteine eingebaut und folglich kommt es

zu einer zunehmenden Verschiebung des COG bis eine Sattigung erreicht ist.

Die Messzeitpunkte der Proben wurden tber einen Wachstumszeitraum von 8
Tagen gewahlt, basierend auf Analyse des Wachstumsverhaltens und der Ver-
dopplungszeit (siehe 3.2.1). In den ersten zwei Tagen nach Versuchsbeginn wur-
den alle 12 Stunden Proben genommen, um die Phase des exponentiellen
Wachstums mit mehr Messpunkten darzustellen. Ab dem dritten Tag wurden alle
24 Stunden Proben entnommen. Daraus ergaben sich die Messzeitpunkte 12,
24, 36,48, 72, 96, 120, 144, 168, 192 Stunden. Fir alle Zeitpunkte wurden Spek-
tren mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie im Bereich von 2 bis 20 kDa Mo-

lekilmasse (positiver, linearer Modus) gemessen.

3.3.1.2 Berechnung des A COG der Massenschwerpunkte aus Testgruppe und Kontroll-

gruppe nach Isotopenmarkierung

Die Differenz der Massenschwerpunkte (A COG) von Testgruppe (TG) und Kon-
trollgruppe (KG) sowie die Standardabweichung (SD) wurde fir jeden Zeitpunkt

folgendermal3en berechnet:

> (COGTG;-COGKG)
N

A COG,=

SD (A COG,) =+/(SD (COG KG ))? + (5D (COG TG))?

COG TG;: COG Einzelmesswerte der TG zum Zeitpunkt x

COG KG : Mittelwerte Uiber alle COG Einzelmesswerte der KG zum Zeitpunkt x
COG TG : Mittelwerte tber alle COG Einzelmesswerte der TG zum Zeitpunkt x

N: Anzahl der TG Messwerte zum Zeitpunkt x
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Durch Berechnung des A COG wurde die zeitliche Dynamik der Analytenneubil-
dungsrate dargestellt. Die Berechnung des A COG erfolgte zudem, da sich auch
bei den COG Werten der Kontrollgruppe ohne 3C-Markierung im Zeitverlauf
Schwankungen zeigen, welche mdglicherweise auf Massenanderungen durch
bspw. posttranslationale Modifizierung oder Oxidation zurickzufuhren sind
(siehe Graphiken A in Abbildung 19 bis Abbildung 27). Da aufgrund gleicher
Wachstums-, Extraktions- und Messbedingungen angenommen wurde, dass
diese Anderung der Massenschwerpunkte in beide Gruppen kongruent stattfin-
den, wurde die Differenz (A COG) gebildet, um diese Schwankungen zu eliminie-

ren.

In Zusammenarbeit mit Prof. Dr. rer. nat. Christoph Haisch (Institut fir Analyti-
sche Chemische und Wasserchemie, TU Minchen) wurde fur die Auswertung
der Daten ein Skript mittels der Software MATLAB von MathWorks programmiert
zu Berechnung der A COG, deren Standardabweichungen sowie der graphi-
schen Darstellung der A COG. Hierzu wurde eine Rauschschwelle von einer In-
tensitat von 150 a.u. eingestellt, um Messwerte mit niedrigerer Intensitat nicht mit
einzubeziehen. Fir die Glattung der Spektren wurde ein Savitzky-Rauschfilter

angewendet.

3.3.1.3 Veranschaulichung der Analytendynamik ohne Antibiotikazugabe des M. bovis
BCG

Die Analytendynamik ohne Antibiotikazugabe wurde in 7 unabhéngigen Experi-
menten gemessen und zu einem grof3en Datensatz mit 1165 Einzelmessungen
zusammengefigt, um ein moglichst valides Modell zu erstellen. Hinter jeder Ein-
zelmessung verbirgt sich ein komplettes Einzelspektrum des M. bovis BCG im
Messbereich von 2 bis 20 kDa. Dieses Einzelspektrum ergibt sich wiederum
durch ein gemitteltes Spektrum, welches durch wiederholte Messung (2000 La-
serschissen in 200 Schritten) eines Messpunktes auf dem MALDI-TOF Messtra-

ger generiert wurde. Dabei wurden pro Zeitpunkt und Gruppe (z.B.
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Kontrollgruppe, Zeitpunkt 12 Stunden) neun Einzelmessungen generiert, da die
Proben in Triplikaten vorlagen (drei biologische Replikate) und aus jeder dieser
Proben drei Messpunkte auf den Messtrager des MALDI-Targets aufgetragen

wurden (drei technische Replikate).

In Abbildung 19 bis Abbildung 27 wird die Dynamik der neun Analyten dargestellt.
Die Veranschaulichung der Daten erfolgte zum einen in der Auftragung der Ein-
zelmessungen der Massenschwerpunkte (COG) von Kontrollgruppe und Test-
gruppe gegen die Zeit in Boxdiagrammen (siehe Graphiken A in Abbildung 19 bis
Abbildung 27). Zum anderen erfolgte eine Auftragung der A COG gegen die Zeit
(siehe Graphiken B in Abbildung 19 bis Abbildung 27).
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Abbildung 19: Analyt bei 2740 m/z des M. bovis BCG im Zeitraum von 12 bis 168 Stunden

A: Auftragung der COG von Kontrollgruppe (KG, griin) und Testgruppe (TG, rot) in einem Boxdiagramm mit
Darstellung der einzelnen Messpunkte (links neben der Box) und Auftragung des 1,5-fachen Interquartilab-
standes (IQR). Zeitpunkte sind aufgrund besserer Darstellbarkeit als Kategorien mit gleichem Abstand auf-
getragen. (63 Messpunkte pro Zeitpunkt) B: Graphische Darstellung des A COG mit Standardabweichung
mit Fehlerfortpflanzung (Fehlerbalken). Darstellung der Zeitpunkte auf der x-Achse in linearer Skalierung.
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Abbildung 20: Analyt bei 3441 m/z des M. bovis BCG im Zeitraum von 12 bis 168 Stunden

A: Auftragung der COG von Kontrollgruppe (KG, griin) und Testgruppe (TG, rot) in einem Boxdiagramm mit
Darstellung der einzelnen Messpunkte (links neben der Box) und Auftragung des 1,5-fachen Interquartilab-
standes (IQR). Zeitpunkte sind aufgrund besserer Darstellbarkeit als Kategorien mit gleichem Abstand auf-
getragen. (63 Messpunkte pro Zeitpunkt) B: Graphische Darstellung des A COG mit Standardabweichung
mit Fehlerfortpflanzung (Fehlerbalken). Darstellung der Zeitpunkte auf der x-Achse in linearer Skalierung.
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Abbildung 21: Analyt bei 4342 m/z des M. bovis BCG im Zeitraum von 12 bis 168 Stunden

A: Auftragung der COG von Kontrollgruppe (KG, griin) und Testgruppe (TG, rot) in einem Boxdiagramm mit
Darstellung der einzelnen Messpunkte (links neben der Box) und Auftragung des 1,5-fachen Interquartilab-
standes (IQR). Zeitpunkte sind aufgrund besserer Darstellbarkeit als Kategorien mit gleichem Abstand auf-
getragen. (63 Messpunkte pro Zeitpunkt) B: Graphische Darstellung des A COG mit Standardabweichung
mit Fehlerfortpflanzung (Fehlerbalken). Darstellung der Zeitpunkte auf der x-Achse in linearer Skalierung.
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Abbildung 22: Analyt bei 5500 m/z des M. bovis BCG im Zeitraum von 12 bis 168 Stunden

A: Auftragung der COG von Kontrollgruppe (KG, griin) und Testgruppe (TG, rot) in einem Boxdiagramm mit
Darstellung der einzelnen Messpunkte (links neben der Box) und Auftragung des 1,5-fachen Interquartilab-
standes (IQR). Zeitpunkte sind aufgrund besserer Darstellbarkeit als Kategorien mit gleichem Abstand auf-
getragen. (63 Messpunkte pro Zeitpunkt) B: Graphische Darstellung des A COG mit Standardabweichung
mit Fehlerfortpflanzung (Fehlerbalken). Darstellung der Zeitpunkte auf der x-Achse in linearer Skalierung.
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Abbildung 23: Analyt bei 5688 m/z des M. bovis BCG im Zeitraum von 12 bis 168 Stunden

A: Auftragung der COG von Kontrollgruppe (KG, griin) und Testgruppe (TG, rot) in einem Boxdiagramm mit
Darstellung der einzelnen Messpunkte (links neben der Box) und Auftragung des 1,5-fachen Interquartilab-
standes (IQR). Zeitpunkte sind aufgrund besserer Darstellbarkeit als Kategorien mit gleichem Abstand auf-
getragen. (63 Messpunkte pro Zeitpunkt) B: Graphische Darstellung des A COG mit Standardabweichung
mit Fehlerfortpflanzung (Fehlerbalken). Darstellung der Zeitpunkte auf der x-Achse in linearer Skalierung.
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Abbildung 24: Analyt bei 6361 m/z des M. bovis BCG im Zeitraum von 12 bis 168 Stunden

A: Auftragung der COG von Kontrollgruppe (KG, griin) und Testgruppe (TG, rot) in einem Boxdiagramm mit
Darstellung der einzelnen Messpunkte (links neben der Box) und Auftragung des 1,5-fachen Interquartilab-
standes (IQR). Zeitpunkte sind aufgrund besserer Darstellbarkeit als Kategorien mit gleichem Abstand auf-
getragen. (63 Messpunkte pro Zeitpunkt) B: Graphische Darstellung des A COG mit Standardabweichung
mit Fehlerfortpflanzung (Fehlerbalken). Darstellung der Zeitpunkte auf der x-Achse in linearer Skalierung.
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Abbildung 25: Analyt bei 8335 m/z des M. bovis BCG im Zeitraum von 12 bis 168 Stunden

A: Auftragung der COG von Kontrollgruppe (KG, griin) und Testgruppe (TG, rot) in einem Boxdiagramm mit
Darstellung der einzelnen Messpunkte (links neben der Box) und Auftragung des 1,5-fachen Interquartilab-
standes (IQR). Zeitpunkte sind aufgrund besserer Darstellbarkeit als Kategorien mit gleichem Abstand auf-
getragen. (63 Messpunkte pro Zeitpunkt) B: Graphische Darstellung des A COG mit Standardabweichung
mit Fehlerfortpflanzung (Fehlerbalken). Darstellung der Zeitpunkte auf der x-Achse in linearer Skalierung. zu
Die fehlenden Datenpunkte bei den Zeitpunkten 144 und 168 Stunden sind auf zu wenige auswertbare Mess-
daten bei zu geringer Intensitat der Spektren der Testgruppe (TG) zuriickzufuhren.
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Abbildung 26: Analyt bei 8726 m/z des M. bovis BCG im Zeitraum von 12 bis 168 Stunden

A: Auftragung der COG von Kontrollgruppe (KG, griin) und Testgruppe (TG, rot) in einem Boxdiagramm mit
Darstellung der einzelnen Messpunkte (links neben der Box) und Auftragung des 1,5-fachen Interquartilab-
standes (IQR). Zeitpunkte sind aufgrund besserer Darstellbarkeit als Kategorien mit gleichem Abstand auf-
getragen. (63 Messpunkte pro Zeitpunkt) B: Graphische Darstellung des A COG mit Standardabweichung
mit Fehlerfortpflanzung (Fehlerbalken). Darstellung der Zeitpunkte auf der x-Achse in linearer Skalierung.
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Abbildung 27: Analyt bei 11373 m/z des M. bovis BCG im Zeitraum von 12 bis 168 Stunden

A: Auftragung der COG von Kontrollgruppe (KG, griin) und Testgruppe (TG, rot) in einem Boxdiagramm mit
Darstellung der einzelnen Messpunkte (links neben der Box) und Auftragung des 1,5-fachen Interquartilab-
standes (IQR). Zeitpunkte sind aufgrund besserer Darstellbarkeit als Kategorien mit gleichem Abstand auf-
getragen. (63 Messpunkte pro Zeitpunkt) B: Graphische Darstellung des A COG mit Standardabweichung
mit Fehlerfortpflanzung (Fehlerbalken). Darstellung der Zeitpunkte auf der x-Achse in linearer Skalierung.
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Es erfolgte eine statistische Auswertung der COG Messwerte der neun Analyten
(siehe Tabelle 9). Hierbei wurde ermittelt, ab welchem Messzeitpunkt der Mittel-
wert des COG von Kontroll- und Testgruppe sich zum ersten Mal signifikant un-
terscheiden. Die Auswertung erfolgte anhand des T-Test fir unabhangige Stich-
proben bei Vorliegen einer Normalverteilung bzw. anhand des Mann-Whitney-U-
Test im Falle nicht normalverteilter Messwerte. Der p-Werts wurde bei einem Sig-
nifikanzniveau von 0,05 bestimmt. Die Normalverteilung wurde zuvor mittels des

D Agostino-Omnibus-Test gepriift.

Es zeigte sich bei acht Analyten schon nach dem ersten Messzeitpunkt (12 Stun-
den) ein signifikanter Unterschied der Mittelwerte von Kontroll- und Testgruppe.
Lediglich einer der Analyten (8726 m/z) zeigte eine signifikante Verschiebung des

Massenschwerpunktes erst nach 24 Stunden.

Analyt bei ... | Zeitpunkt, bei welchem sich ein signifi- | p-Wert
[m/z] kanter Unterscheid der Mittelwerte der
COGtc und COGkga zeigt [h]

2740 12 0,0003
3441* 12 0,0326
4342 12 <0,0001
5500~ 12 <0,0001
5688* 12 <0,0001
6361 12 <0,0001
8335* 12 <0,0001
8726* 24 <0,0001
11373 12 0,01826

Tabelle 9: Statistische Analyse der Analyten mit Identifikation des ersten Zeitpunktes, ab welchem sich die
Mittelwerte der Massenschwerpunkte (COG) von Kontrollgruppe (KG) und Testgruppe (TG) signifikant un-
terscheiden.

Die Verteilung der Messwerte von Analyten welche mit (*) markiert wurden, wiesen keine Normalverteilung
auf.
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Die Analytendynamik des M. bovis BCG ohne Antibiotikazugabe erlaubte im
nachsten Schritt den Vergleich zu der Analytendynamik des M. bovis BCG nach

Antibiotikazugabe, worauf in dem nachfolgenden Kapitel eingegangen wird.

3.3.2 Beeinflussung der Analytendynamik durch die Antibiotika Linezolid
und BTZ043

Die Wirkung der Antibiotika Linezolid und BTZ043 auf die im vorigen Kapitel be-
schriebene Analytendynamik soll hier betrachtet werden. Dafuir wurde jeweils ei-
nes der Antibiotika zu Versuchsbeginn in den Konzentrationen der einfachen
IC90 bzw. zweifachen IC90 zugegeben (siehe Kapitel 3.3.2 und 3.3.3).

Es wurde eine verkirzte Versuchsdauer von 96 Stunden aus folgenden Griinden
gewahlt: Nach Vorversuchen zeigte sich eine signifikante Anderung der A COG
schonin den ersten 12 bis 24 Stunden. Ein weiterer Grund war, dass im zeitlichen
Verlauf ein zunehmender Verlust der Signalintensitéat und somit auch der Qualitét
der Spektren unter Einwirkung der Antibiotika auftrat. Deshalb wurde das Pro-
benvolumen mit 660ul pro Zeitpunkt gréf3er gewahlt als bei den Experimenten
ohne Antibiotika. Das gréRere Probenvolumen sollte sicherstellen, dass auch un-
ter dem wachstumshemmenden Einfluss der Antibiotika noch ausreichend mess-

bare Menge der Analyten pro Volumeneinheit vorlag.

Zum Vergleich der Analytendynamik erfolgte die graphische Auftragung der COG
von Kontroll- und Testgruppe in einem Boxdiagramm, sowie die Auftragung des
A COG der Antibiotika Gruppen im Vergleich zur Kontrolle ohne Antibiotikum ge-
gen die Zeit.

Beispielhaft wurde hier nur der Analyt bei 5688 m/z unter Einfluss von BTZ043
dargestellt (siehe Abbildung 28). Die weiteren Graphiken zu BTZ043 und Linezo-
lid wurden im Anhang dargestellt.
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Abbildung 28: Analyt bei 5688 m/z des M. bovis BCG im Zeitraum von 12 bis 96 Stunden

A: Boxdiagramm der COG von Kontrollgruppe (KG, griin) und Testgruppe (TG, rot) in jeweils den BTZ043-
Konzentrationen 1x IC90 und 2x 1C90 mit Darstellung der einzelnen Messpunkte (links neben der Box) und
Auftragung des 1,5-fachen Interquartilabstandes (IQR). Zeitpunkte sind aufgrund besserer Darstellbarkeit als
Kategorien mit gleichem Abstand aufgetragen. (9 Messpunkte pro Zeitpunkt) B: Graphische Darstellung der
A COG unter Einwirkung von BTZ043 (in Konzentrationen von 1x und 2x IC90) im Vergleich zu den A COG
ohne Einfluss von Antibiotikum. Auftragung mit 95 %-Konfidenzintervall (Fehlerbalken) und Darstellung der

Zeitpunkte auf der x-Achse in linearer Skalierung.

77




Ergebnisse

A COG | ohne Antibiotikum | BTZ043 1x 1C90 BTZ043 2x 1C90
Zeit- Mittel- | 95 %-Kon- Mittel- | 95 %-Konfidenz- | Mittel- | 95 %-Kon-
punkt [h] | wert fidenz-intervall | wert intervall wert fidenz-intervall
(SD) (SD) (SD)
12 6,24 [4,61; 7,86] 7,10 [5,74; 8,46] 7,50 [5,05; 9,94]
(5,80) (2,09) (3.74)

24 12,13 | [10,95:13,32] | 12,45 | [10,66;14,24] | 14,23 | [11,68; 16,78]

36 14,66 [13,45; 15,87] 18,72 [17,43; 20,01] 19,12 [17,85; 20,39]
(4,31) (1,97) (1,94)

48 17,54 [16,19; 18,90] 23,90 [21,95; 25,84] 21,46 [19,48; 23,44]
(4,84) (2,98) (3,03)

72 24,98 | [22,47;27,50] | 21,53 [19,81; 23,24] 24,78 [22,96; 26,59]

(8,98) (2,62) 2.78)

96 43,66 | [40,47;46,86] | 23,85 | [21,58:26,12] | 23,69 | [21,69; 25,68]
(11,40) (3,48)

(3,06)

Tabelle 10: Mittelwert, Standardabweichung (SD) und 95 %-Konfidenzintervall des A COG von der Gruppe
ohne Antibiotikum, BTZ043 1x IC90 und BTZ043 2x IC90 des Analyten bei 5688 m/z des M. bovis BCG zu
den Zeitpunkten 12 bis 96 Stunden

Das Boxdiagramm (siehe Abbildung 28 A) des Analyten 5688 m/z zeigt, dass es
auch unter Einfluss von Antibiotikum BTZ043 (in den Konzentrationen der einfa-
chen und zweifachen 1C90) zu einem Einbau des Isotops '3C in der ersten 96
Stunden kam, da der Massenschwerpunkt (COG) der Testgruppe (rot) einer
deutlichen Verschiebung des m/z-Verhéltnisses unterliegt. Der Metabolismus
des M. bovis BCG war demnach noch aktiv und *3C wurde weiterhin verstoff-
wechselt. In Abbildung 28 B zeigt sich jedoch, dass nach 96 Stunden der A COG
Wert der Antibiotikagruppen unter dem A COG Wert der Gruppe ohne Antibioti-
kum liegt und sich die einfache Standardabweichung der A COG Werte beider

Gruppen nicht tiberschneiden. Die Standardabweichung der A COG Werte wurde
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berechnet durch Fehlerfortpflanzung aus der einfachen Standardabweichung
von TG und KG (siehe Kapitel 3.3.1.2).

Zur Prifung, ob ein signifikanter Unterscheid zwischen Antibiotikagruppe und der
Kontrolle ohne Antibiotika vorliegt, wurde das 95 %-Konfidenzintervall berechnet
(siehe Tabelle 10). Signifikante Unterschiede zeigten sich zu den Zeitpunkten 36
Stunden und 48 Stunden, wobei das 95 %-Konfidenzintervall von den Gruppen
BTZ043 1x 1C90 und BTZ043 2x 1C90 oberhalb der Kontrolle ohne Antibiotika
liegt. Zum Zeitpunkt 96 Stunden liegt sowohl das 95 %-Konfidenzintervall von
BTZ043 1x IC90 als auch BTZ043 2x IC90 unterhalb dessen der Kontrolle.

Aufgrund der wenigen Messdaten und der daraufhin unzureichenden Aussage-
kraft wurde hier auf eine statistische Auswertung aller Analyten verzichtet. Die
Experimente mit Antibiotika wurden einmal (bzw. zweimal bei LZD 2x 1C90)

durchgeftihrt, somit lagen max. 9 bis 18 Einzelmessungen pro Zeitpunkt vor.

Unter Antibiotikaeinwirkung konnte allerdings nicht bei allen Analyten ein Spekt-
rum gemessen werden. In Tabelle 11 wurde dargestellt, bei welchen Analyten

ein messbares Spektrum aufgezeichnet werden konnte.
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Antibiotika BTZ043 Linezolid
Konzentrationen 1x IC90 2x 1C90 1x IC90 2x 1C90
Anzahl der Versuchsdurch- 1 1 1 2
fuhrung
Analyten 2740 m/z X X X X
3441 m/z
(x kennzeichnet die | 4342 m/z X X X X
Analyten, bei denen
das A COG nach 96 5500 m/z X X
Stunden Wachs- 5688 m/z X X
tumsdauer be-
stimmt werden | 6361 m/z X X
k t
onnte) 8335 m/z
8726 m/z
11373 m/z X

Tabelle 11: Zusammenfassung der Anzahl der Versuchsdurchflhrungen unter Einwirkung der Antibiotika
und Visualisierung der Messbarkeit der A COG der einzelnen Analyten unter Einfluss der Antibiotika BTZ043
und Linezolid in den jeweiligen Konzentrationen (1x und 2x 1C90).
(x: A COG messbar nach 96 Stunden).
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4 Diskussion

4.1 Etablierung des Bacillus Calmette-Guérin (BCG) als Modell-
organismus und Voruntersuchungen zur Sicherung der G-

tekriterien des Modells

Diese Arbeit beinhaltet Giber die Erstellung des Modells der Analytendynamik hin-
aus eine Wachstumsanalyse und Reinheitskontrollen des verwendeten Bacillus
Calmette-Guérin (M. bovis BCG), sowie eine Methodenoptimierung zur Raster-
elektronenmikroskopischen Darstellung des M. bovis BCG (siehe Kapitel 4.2).
Diese Voruntersuchungen wurden durchgefiihrt, um die Validitat und Reliabilitat

des Modells sicher zu stellen.

Der Modellorganismus des M. bovis BCG Stammes wurde gewahlt, da er als
Mitglied des Mycobacterium-tuberculosis-Komplexes (MTBC) zu Gber 99,9 % der
genetischen Information mit M. tuberculosis teilt und daher die intrinsischen Ei-
genschaften des Tuberkulose (TB) Erregers ausreichend abzubilden vermag [27,
29, 31]. Der M. bovis BCG ist ein attenuierter Stamm des M. bovis und gehdrt
wie auch der M. tuberculosis zu den langsam wachsenden Mykobakterien. Fur
den hier verwendeten M. bovis BCG wurde die Verdopplungszeit ermittelt, um
die optimalen Messzeitpunkte des entwickelten Modells zu bestimmen. Es zeigte
sich eine Verdopplungszeit von 19,4 £ 0,5 Stunden (siehe Tabelle 6), welche sich
bei wiederholter Messung reproduzierbar zeigte. Das Wachstumsverhalten von
Bakterien zeichnet sich durch ein exponentielles Wachstum aus, welches nach
einer kurzen sogenannten Verzégerungsphase beginnt. Nach der exponentiellen
Wachstumsphase folgt die stationare Phase, in der sich die Verdopplungszeit
entsprechend den Wachstumsbedingungen verlangert (bspw. aufgrund eines im
Zeitverlauf reduzierten Nahstoffangebots) und anschlieRend die Sterbephase.
Die maximale Teilungsrate entspricht der maximalen Steigung der Kurve wah-
rend der exponentiellen Wachstumsphase [98, 99]. Hier wurde die Verdopp-
lungszeit bestimmt, welche dem Kehrwert der Teilungsrate entspricht. Die Ver-
dopplungszeit wurde hier naherungsweise der minimalen Verdopplungszeit
gleichgesetzt, welche in den ersten 24 Stunden gemessen wurde. Eine genaue
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Bestimmung ware maoglich, indem mehr Messpunkte generiert werden und an-
schlielend eine Kurvenmodellierung erfolgt [98-100]. Die Verzégerungsphase
wurde hier jedoch vernachlassigt, da sie in Relation zu der langen Wachstums-
dauer des M. bovis BCG nur zu einer geringen Anderung der Verdopplungszeit
fuhrt, welche fur unsere Untersuchung keine Relevanz hat. Beste et al. berichten
von einer Verdopplungszeit des M. bovis BCG von 23 Stunden. Die Verdopp-
lungszeit des M. tuberculosis wird mit 16 Stunden beschrieben [14]. Die hier er-

mittelten Verdopplungszeit (t, = 19,4 + 0,5 h) erscheint somit im Vergleich zu

den in der Literatur beschriebenen Verdopplungszeiten der Mitglieder des MTBC
kongruent. Unterschiede im Vergleich zu Werten der Literatur lassen sich durch

Variationen in den Kultivierungs- und Versuchsbedingungen erklaren.

Als Konsequenz der Wachstumsanalyse des M. bovis BCG wurden die Mess-
zeitpunkte fur das Modell in den ersten 48 Stunden nach Versuchsbeginn zeitlich
enger gesetzt (Probenentnahme alle 12 Stunden), da in dieser Phase der expo-
nentielle Wachstumsverlauf abgebildet wird, bevor das Wachstum saturiert. Im
Zeitraum zwischen 48 und 168 Stunden nach Versuchsbeginn erfolgte die Mes-
sung alle 24 Stunden, da hier eine geringere Teilungsrate vorliegt (siehe Abbil-
dung 12) [98, 99].

Die Entwicklung eines reproduzierbaren Modells, setzt standardisierte Aus-
gangsbedingungen voraus. Aus diesem Grund wurde eine M. bovis BCG Aus-
gangskultur hergestellt und anschliel3end in kleine Volumina aufgeteilt und kryo-
konserviert (-80 °C mit 20 % v/v Glycerol zur Kryoprotektion), um die Bakterien-
kultivierung nachfolgender Experimente stets mit Kulturen aus dem Aliquot zu
beginnen. Nach Aliquotierung wurden Reinheitskontrollen durchgefihrt. Die Fra-
gestellung war hier, ob es sich zum einen um das richtige Bakterium, also den
M. bovis BCG, handelt und zum anderen, ob eine Verunreinigung vorliegt. Veri-
fiziert wurde dies mit Hilfe von drei Methoden. Verwendet wurden ein Dreidsen-
ausstrich, eine Multiplex-PCR basierend auf die RD1-Region-Deletion des M. bo-

vis BCG und rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen.
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Mittels Dreidsenausstrich auf Blutagar kann bei Verunreinigung durch schnell
wachsende Organismen (bspw. Staphylokokkus epidermidis, M. smegmatis,
etc.) ein Wachstum dieser Keime beobachtet werden. Da mit M. smegmatis in
den gleichen Raumlichkeiten gearbeitet wurde und dieser den schnell wachsen-
den Mykobakterien zuzuordnen ist (Verdopplungszeit t, = 2 — 6 Stunden),
wachst dieses Bakterium schon nach wenigen Tagen auf Blutagar [17]. Da kein

Bakterienwachstum auf Blutagar zu beobachten war, konnte eine Verunreinigung

mit schnell wachsenden Organismen ausgeschlossen werden.

Eine weitere Reinheitskontrolle des M. bovis BCG Aliquots wurde mithilfe der
Multiplex-PCR basierend auf die RD1-Region-Deletion durchgefiihrt. Diese Me-
thode wurde von Talbot et al. im Jahr 1996 vorbeschrieben und speziell fir den
M. bovis BCG entwickelt [94]. Pym et al. beschrieb daraufhin im Jahr 2002, dass
die RD1-Deletion wesentlich zur Attenuierung des M. bovis BCG beitragt, indem
festgestellt wurde, dass ein Gen-knock-in der RD1-Region in den M. bovis BCG
zu gesteigerter Virulenz fuhrte [101]. Hier wurde die RD1-Region-Deletion des
M. bovis BCG anhand der Methode von Talbot et al. zur Differenzierung des
M. bovis BCG benutzt [94]. Durch die RD1-Deletion des M. bovis BCG kann der
Primer nicht an der RD1-Region binden und es wird daher ein langeres Fragment
amplifiziert als bei M. tuberculosis, welcher die RD1-Region enthalt. M. smegma-
tis hingegen zeigt ein komplett unabhangiges Amplifikationsmuster [102, 103].
Dies kann zur Unterscheidung von M. tuberculosis, M. smegmatis und dem
M. bovis BCG verwendet werden. Bei Vorliegen von ausschlie3lich des M. bovis
BCG ist ausschlie3lich die Amplifikation eines 200 bp Produktes zu erwarten,
welches sich bei Untersuchung des M. bovis BCG Aliquot nachweisen liel (siehe
Abbildung 6).

In Rasterelektronenmikroskopischer Darstellung von Einzelzellen des M. bovis
BCG Aliguot stellte sich die typische mykobakterielle Morphologie in Form von
stabchenférmigen Bakterien dar [10, 104, 105]. Jedoch zeigte sich eine unruhige
Oberflachenstruktur mit tiefen Mulden, die auf Lasionen der Zellwand hindeuten
kann (siehe Abbildung 7). Auch Rosaspina et al. beobachtete Oberflachenveran-

derungen dieser Art, jedoch nach gezielter Mikrowellen Behandlung zu
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Sterilisation des M. bovis BCG [106]. AuRerdem zeigten sich in der Umgebung
der Zellen vermehrt Ablagerungen, welche méglicherweise aus Zelldetritus, bak-
terieller DNA, die durch Zellschadigung aus den Zellen austritt, oder Bestandtei-
len des Nahrmediums bestehen. Dies fiihrte zu der Annahme, dass die mykobak-
terielle Zellwand wahrend der Praparation beschadigt wurde und Proteinbestand-
teile und bakterielle DNA aus dem Inneren der Zellen ausgetreten sind, welche
sich als Zelldetritus abbildet. Die Methode der Rasterelektronenmikroskopischen

Darstellung wurde daraufhin, wie in Kapitel 4.2 beschrieben, weiterentwickelt.

4.2 Methodenoptimierung der Rasterelektronenmikroskopi-

schen Darstellung des Bacillus Calmette-Guérin (BCG)

Das Ziel der Methodenoptimierung der Rasterelektronenmikroskopischen Dar-
stellung war es, in weiterfihrenden Untersuchungen, die Visualisierung der Zell-
wand des Bacillus Calmette-Guérin (M. bovis BCG) unter Einfluss von Antibiotika

zu ermoglichen.

Zur Methodenoptimierung der rasterelektronenmikroskopischen Darstellung
wurde untersucht, ob eine osmotische oder mechanische Schadigung der Zell-
membran nach vorbeschriebener Probenpraparation vorliegt. Dazu wurde die Fi-
xierung der Zellen in Formaldehydlésung in mehreren Schritten mit einem abstei-
genden Konzentrationsgradienten von isoosmolarer NaCl-Losung bzw. PBS-Puf-
fer durchgefuhrt bis die Zellen zuletzt in sterilem Wasser mit 3,7 % v/v Formalde-
hyd vorlagen. Durch die langsame und schrittweise Anderung der extrazellularen
Osmolaritat wurde versucht eine Anpassung der intrazellularen Osmolaritat der
Zellen zu ermdglichen. Gesondert davon wurde untersucht, ob eine geringere
Umdrehungszahl bei der Zentrifugation einen positiven Effekt zeigt. Es zeigten
sich visuell keine Unterschiede der modifizierten Praparationstechnik zur vorbe-
schriebenen Methode von Neumann et al. [64]. Die verschiedenen Praparations-
methoden fuhrten in allen Anséatzen zu vergleichbaren REM Darstellungen der
Einzelzellen, interessanterweise auch in den Anséatzen der Kontrolle, welche

nach vorbeschriebenen Praparationsmethode von Neumann et al. prapariert
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wurde [64]. Bei dieser REM Darstellungen zeigten im Vergleich zur urspringli-
chen REM Messung zur Reinheitskontrolle insg. weniger Lasionen der Zell-
membran und extrazellulare Ablagerungen, was maglicherweise auf eine kiirzere
Kultivierungszeit in frischem Nahrmedium zuriickzufiihren ist. Die Wachstums-
dauer der M. bovis BCG Proben wurde bei der Methodenoptimierung von ur-
sprunglich 13 Tage auf eine Wachstumsdauer von 3 Tagen verklrzt. Markova et
al. wies anhand von REM Darstellungen nach, dass der M. bovis BCG bei Nahr-
stoffmangel in der Lage ist in die sog. L-Form tberzugehen [104]. Die L-Form —
benannt nach dem Lister Institute in London, dem Ort der Erstbeschreibung — ist
charakterisiert durch einen zellwand-defizienten Zustand der Bakterien, welcher
sich bei mehreren Bakteriengattungen manifestiert, um in Stresszustanden zu
Uberleben [104, 107, 108]. Die Zellwandlasionen nach 13 Tagen Wachstums-
dauer kénnten aufgrund von zunehmender Nahrstoffdepletion auf einem Uber-
gang in die L-Form hinweisen (siehe Abbildung 7). Bei allen Praparationsweisen
zeigten sich Variationen in der bakteriellen Morphologie von unbeschadigten Zel-
len bis hin zu beschadigten Zellen mit extrazellularen Ablagerungen. Auch
Takayama et al. hat die grof3e Bandbreite an morphologischen Variationen fur
Kulturen von M. tuberculosis in friher Wachstumsphase ohne Antibiotikazugabe
beschrieben [109]. Devados et al. untersuchte REM Darstellungen des M. bovis
BCG (Subtypen Glaxo und Tice) und stellte ebenso polymorphe Formen fest,
welche von Stabchen unterschiedlicher Lange bis hin zu kokkoiden Formen (20
— 300 nm) reichten [110]. Es ist somit zu diskutieren, ob eine gewisse Variation
der Morphologie mdglicherweise charakteristisch fir den M bovis BCG ist, be-
dingt durch das langsame Wachstum. Diese Annahme konnte bestarkt werden,
da die hier beschriebene Probenpréparation bei dem schnell wachsenden M.

smegmatis (Neumann et al.) keine Zellwandlasionen zeigte [64].

Folglich wurden die Zellwandlasionen entweder nicht durch osmotische oder me-
chanische Schadigung verursacht oder die neu entwickelte Praparationsme-
thode konnte diese Problematiken nicht entsprechend adressieren. Eine vorstell-
bare Ursache fir die Oberflachenlasionen ware eine Schadigung beim Trocknen
der Proben. Zum Verhindern der Zellwandschédigung wird nach Dehydratation
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der Proben mit Alkohol meist eine Trocknung durch critical-point-drying (engl.)
(zu Deutsch Kritischer-Punkt Trocknung) durchgefiihrt, wobei eine Zellwand-
schadigung durch Ubergang von der Fliissig- in die Gasphase verhindert wird
[111]. Durch dieses Verfahren kénnte die Darstellung des M bovis BCG mdglich-
erweise optimiert werden. Weitergehende Versuche wurden in dieser Arbeit nicht
durchgefihrt, da die erreichte Abbildungsqualitat zur Beantwortung der Frage-
stellung und guten Darstellung der Zellen ausreichend war.

4.3 Modell zur Untersuchung der Analytendynamik des Bacillus
Calmette-Guérin (BCG) nach stabiler Isotopenmarkierung

mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie

Das hier beschriebene Modell zur Untersuchung der zeitlichen Dynamik der Ana-
lytenneubildungsrate basiert auf Markierung der Analyten mit stabilen Kohlen-
stoffisotopen und Messung der Massenénderung mittels MALDI-TOF Massen-
spektrometrie. Analyten wurden hier definiert durch ihre spezifischen Masse-zu-
Ladungsverhaltnisse (m/z), bei denen Intensitdtsmaxima im Spektrum des M. bo-
vis BCG (gemessen durch MALDI-TOF Massenspektrometrie) lokalisierbar sind.
Dabei macht man sich die Technik der Isotopenmarkierung zu Nutzen. Schwere
Kohlenstoffatome (*3C) werden wie auch *?C-Kohlenstoffatome metabolisiert und
u.a. in Proteine eingebaut [14, 76, 112]. Nach Einbau von *?C oder 3C entstehen
chemisch identische Analyten, die sich lediglich in ihrer Masse unterscheiden
[77]. Nach 13C-Zugabe kann durch Analyse der Anderung der Massenschwer-
punkte (COG, center of gravity (engl.)) des Spektrums des Bacillus Calmette-
Guérin (M. bovis BCG) zu mehreren Zeitpunkten, eine Aussage Uber die Aktivitat
des bakteriellen Metabolismus auf Ebene der Analyten getroffen werden. Der
Massenschwerpunkt der Analyten verschiebt sich Uber die Zeit zunehmend, so-
lange vermehrt schwere Kohlenstoffatome in der Biosynthese verwendet werden.
Bleibt der Massenschwerpunkt jedoch konstant bedeutet das, dass im Rahmen
der Proteinbiosynthese des Analyten keine schwere Kohlenstoffisotope mehr

eingebaut werden. In unserem Modell beschreiben wir ausschliel3lich die
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untersuchten Massenschwerpunkte der Analyten, ohne eine Aussage daruber zu
treffen, welches Protein oder welcher Proteinbestandteil dem Analyten zuzuord-
nen ist, bzw. welche Funktion im Zellorganismus das zughdrige Protein erfullt.
Um diese Aussagen treffen zu kdnnen, ist eine Identifizierung der Analyten notig
(bspw. Uber Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS)). Fur die Fragestellung die-
ser Arbeit wurde eine Identifizierung jedoch nicht durchgeftihrt. Auch ohne Wis-
sen des spezifischen Proteins bzw. Proteinbestandteil hinter den Analyten, kann
eine Aussage getroffen werden, ob und ab welcher Konzentration ein bestimmtes

Antibiotikum die Biosynthese signifikant hemmt.

In unserem Modell wurde die metabolische Isotopenmarkierung angewendet,
aufgrund der einfachen Durchfihrung und der geringen Fehleranfalligkeit [76].
Jedoch wurde als Trager der Isotopen keine Aminosauren, sondern Glycerol ver-
wendet. Aminosauren als Trager der Isotopen, wie angewendet bei der SILAC-
Methodik (stable isotope labeling by amino acids in cell culture (engl.)), zeigten
sich bei M. tuberculosis ungeeignet, da es sich unter SILAC Bedingungen als
nicht Gberlebensfahig erwies, sprich bislang war es nicht mdglich lebensfahige
Aminosaure-auxotrophe Mutanten zu erzeugen (siehe Kapitel 1.6.2) [84-86]. Ei-
nige Aminosauren werden zwar durchaus durch M. tuberculosis und M. bovis
BCG aufgenommen. Im Genom beider fanden sich mehrere Gene, die fir Ami-
nosauretransporter (z.B. Arginin, Lysin) codieren, welche in der inneren Memb-
ran der Zellwand lokalisiert sind [113]. Generell weist M. tuberculosis jedoch we-
nig Porine der dufR3eren Zellmembran und Transporter der inneren Zellmembran
auf. Diese sind aktuell noch Gegenstand der Forschung. Es zeigte sich bspw.,
dass M. tuberculosis lediglich 5 Transporter zur Aufnahme von Kohlenhydraten
ausweist, wobei der schnell-wachsende M. smegmatis 28 dieser Transporter ex-
primiert. Die geringe Aufnahmekapazitdt an Kohlenhydraten scheint somit mit-
verantwortlich fir das langsame Wachstum der Mitglieder des MTBC zu sein
[113, 114].

Einige ausreichend lipophile Molekile, wie bspw. Glycerol, kdnnen jedoch passiv
durch die Lipidmembran diffundieren [114]. Dabei zeigte sich Glycerol als ein
entscheidender Metabolit des Stoffwechsels der Mykobakterien. Die
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Wachstumsrate der Mykobakterien zeigte sich durch den Zusatz von Glycerol im
Nahrmedium gesteigert [97, 115, 116]. Beste et al. beobachtete bspw. unter Ver-
ringerung der Glycerolkonzentration eine dreifache Erhéhung der Verdopplungs-
zeit des M. bovis BCG von 23 Stunden auf 69 Stunden [14]. Glycerol wird zu
Glycerol-3-Phosphat phosphoryliert und kann anschliel3end tber die Glykolyse
in Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) umgewandelt werden. Dies sind zentrale Me-
taboliten des Kohlenhydrat-Stoffwechsels, worauf auch die Aminosauresynthese
basiert [113]. Acetyl-CoA, ist u.a. ein Baustein der Fettsauren der Zellwand. Wei-
terhin dient Acetyl-CoA als Substrat des Citratzyklus. [97, 117, 118]. Folglich
kann davon ausgegangen werden, dass sich nach Markierung der Mykobakterien
13C-Kohlenstoff sowohl in Proteinen als auch in Fettsauren wiederfinden lasst.

Aus diesem Grund wurde Glycerol-1,3-13C2 zur metabolischen Isotopenmarkie-
rung verwendet. Ein entscheidender Vorteil ist — im Vergleich zur SILAC-Metho-
dik — das einfache Markierungsprotokoll [84, 85]: Glycerol-1,3-13C2 (V = 9,73 pl)
wurde bei der Testgruppe zu Versuchsbeginn dem Flissigmedium zugesetzt. Da
Glycerol-1,3-13C2 hochpreisig ist, wurde das Volumen von 9,73 pl (Konzentration
33,31 mmol/L bzw. 0,24 v/v) experimentell festgelegt (unter Verwendung von M.
smegmatis) auf ein moglichst geringes Volumen, bei dem jedoch wéhrend der
gesamten Versuchsdauer eine ausreichende Menge zur Analytenmarkierung zur
Verfligung stand (Daten nicht gezeigt). Bei der SILAC- Methode hingegen erfolgt
die metabolische Isotopenmarkierung durch eine Aminosaure. Ziel dieser Me-
thode ist es, eine nahezu vollstandige Isotopenmarkierung zu erreichen. Dazu
mussen Bakterienstamme verwendet werden, welche durch Mutation auxotroph
gemacht wurden, sprich welche zur Proteinbiosynthese auf die zugegebene Ami-
nosaure angewiesen sind. Aul3erdem muss das Nahrmedium frei von der zur
Markierung verwendeten Aminosaure sein [85]. Das hier verwendete Markie-
rungsprotokoll ist im Vergleich vereinfacht, da hier keine vollstandige Isotopen-
markierung zum Ziel gesetzt wurde. Mit Glycerol-1,3-13C2 wird eine vollstandige
Markierung nicht erreicht, da dieses zum einen nur zwei schwere Kohlenstoff-
atome von insg. drei Kohlenstoffatomen tragt. Au3erdem ist Glycerol kein essen-
tieller Metabolit und das Bakterium kann Kohlenstoff demnach Uber weitere
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Metaboliten aufnehmen [97, 113, 117, 118]. Auch bei unvollstéandiger Isotopen-
markierung lasst sich jedoch eine relative Quantifizierung der neugebildeten Ana-
lyten darstellen. Um unser Ziel zu erreichen, namlich die Anderung der Analyten-
neubildungsrate zweier Gruppen (mit und ohne Antibiotikumzugabe) zu verglei-

chen, ist eine vollstandige Markierung nicht nétig.

13C-Glycerol wird von M. bovis BCG nachweislich metabolisiert, was sich durch
Verschiebung der Massenschwerpunkte (COG) der Analyten sichtbar macht
(siehe Abbildung 19 — Abbildung 27 A). Die Dynamik der COG Werte von neun
Analyten wurde untersucht und zeigte sich in weiderholten Messungen replizier-
bar. Die neun Analyten wurden nach dem dominanten Wert des Masse-zu-La-
dungsverhaltnis (m/z) benannt (siehe nachfolgende Liste).

Analyten des M. bovis BCG [m/z]:

- 2740
- 3441
- 4342
- 5500
- 5688
- 6361
- 8335
- 8726
- 11373

Schon 12 Stunden nach Zugabe von 3C-Glycerol lieR sich bei acht Analyten eine
signifikante Verschiebung des Massenschwerpunktes von Test- und Kontroll-
gruppe messen (siehe Tabelle 9). In unserem Modell liel3 sich somit schon vor
der ersten Zellteilung (Verdopplungszeit t,,= 19,4 + 0,5 h) eine Markierung der
Analyten mit *3C messen. Lediglich der Analyt bei 8726 m/z wies erst nach 24
Stunden eine signifikante Verschiebung des Massenschwerpunktes auf. Der
Analyt bei 3441 m/z wies zu Zeitpunkt 12 Stunden eine hohe Streuung der COG
Werte auf, da zu Beginn der Wachstumsphase die Analytenmenge noch gering
ist und sich daher die Messung durch niedrige Intensitat kompromittiert zeigte.
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Trotz hoher Standardabweichung liel3 sich bei dem Analyten bei 3441 m/z zum
Zeitpunkt 12 Stunden eine signifikante Verschiebung des Massenschwerpunktes
messen. Bei der Testgruppe konnten zu spateren Messzeitpunkten z.T. keine
COG Werte detektiert werden, da die Intensitaten auch hier unter die Rausch-
schwelle fielen (siehe bspw. Abbildung 25 A: Analyten bei 8335 m/z zu den Zeit-
punkten 144 und 168 Stunden). Grund daftr ist, dass durch kontinuierlichen 3C
Einbau die neugebildeten Analyten in zunehmend verschiedenen Massenzahlen

auftreten, das Signal wird demnach breiter und in der Intensitét flacher.

Die Differenz der Massenschwerpunkte von Test- und Kontrollgruppe (A COG)
wurde gebildet, um Effekte auf den Massenschwerpunkt (bspw. durch Oxidation)
die fur Test- und Kontrollgruppe gleichermalRen auftreten, zu eliminieren. Die
A COG-Kurve in Abbildung 19 B bis Abbildung 27 B veranschaulicht die Dynamik

der Analytenneubildungsrate.

Erwartet wurde, dass sich die A COG-Kurve mit einer Exponentialfunktion be-
schreiben lasst, die sich in der stationdren Phase einer Asymptote annéhert, ent-
sprechend der Wachstumsdynamik von Bakterien [98, 100, 119]. Es zeigte sich
interessanterweise kein exponentieller Kurvenverlauf entsprechend der Wachs-
tumskurve (siehe Abbildung 12), sondern vielmehr ein sigmoidaler Verlauf. Ab
den Messzeitpunkt 72 Stunden findet sich in Abbildung 19 B bis Abbildung 27 B
wieder ein grol3erer Anstieg des m/z-Verhaltnisses der A COG-Werte, nach einer
kurzen Stagnation. Der Markierungsanteil der Analyten lasst sich somit nicht ver-
einfacht mit einer Exponentialfunktion beschreiben, sondern scheint wesentlich

komplexer zu sein. Die Verdopplungszeit des M. bovis BCG zeigte sich in den
ersten 24 Stunden nach Versuchsbeginn am geringsten (t,, = 19,4 £ 0,5 h) und

somit ist in dieser Phase auch mit der hochsten Proteinneubildungsrate zu rech-
nen. Grundsatzlich ist der Anteil der markierten Molektile abhangig von dem Ver-
haltnis der Analytenneubildungsrate und der Analytenabbaurate [119, 120]. Der
Markierungsanteil hangt jedoch von mehreren Variablen ab, wie dem Isotopen-
gehalt der Vorlaufermolekiille und dem Anteil der neusynthetisierten Molekile
[120]. Eine mdgliche Erklarung fur den Kurvenverlauf wére, dass mit zunehmen-

der Markierungszeit immer mehr ,Pools' mit verschiedenen Vorlaufermolekilen
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zu Verfluigung stehen [120, 121]. Beispielsweise wére es mdglich, dass erste be-
reits markierte Proteine wieder zu Aminosauren abgebaut werden und somit ein
neuer ,Pool® mit markierten Aminosauren zur Verfligung steht. Bowles et al.
zeigte auRerdem das Glutamat (enthalten im M7H9-Flissigmedium) in anfangli-
cher Wachstumsphase den bevorzugten Metaboliten von M. tuberculosis dar-
stellt und Glycerol erst in spaterer Phase vermehrt verstoffwechselt wird, was
auch eine Erklarung fur den verzogerten Anstieg der A COG-Werte sein konnte
[116]. Ein weiterer Grund fur den verzdgerten Anstieg der Kurve kdnnte die Stoff-
wechselzeit sein, die bei M. bovis BCG notwendig ist, um das markierte Glycerol
aufzunehmen und in die analysierten Analyten einzubauen. Diese Zeit ist jedoch
unbekannt. Mithilfe von mathematischen Regressionsanalysen ware eine Kur-
venmodellierung moglich. Als Voraussetzung dafiir missten mehr Messdaten
generiert werden, um die Standardabweichungen der A COG-Werte zu minimie-

ren.

Mit der Beschreibung der Analytenneubildungsraten durch unser Modell wird
erstmals die Schnittstelle zwischen dem Forschungsgebiet der Proteomik und
der Translation geschlossen. Die Proteomik, welcher das SILAC-Modell ange-
hort, vermag lediglich eine Quantifizierung von einzelnen Peptiden (Proteine wer-
den vor der Messung mithilfe von Trypsin zu Peptidfragmenten verdaut) abzubil-
den [73, 83-85, 87, 88, 122]. Unser Modell geht weit dariber hinaus, indem durch
die Analytenneubildungsraten ein Abbild der Translation mehrerer intakter Ana-
lyten dargestellt wird und somit eine Aussage Uber die Aktivitat der zellularen

Proteinbiosynthese getroffen werden kann.

4.4 Einfluss der Antibiotika Linezolid und BTZ043 auf den Bacil-
lus Calmette-Guérin (BCG)

4.4.1 Untersuchung der Potenz der Antibiotika Linezolid und BTZ043 auf
den Bacillus Calmette-Guérin (BCG)

Die Wirksamkeit der Antibiotika BTZ043 und Linezolid auf den hier verwendeten

Bacillus Calmette-Guérin (M. bovis BCG) wurde durch Bestimmung der
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Minimalen Hemmkonzentration (MIC) sowie des Reduktionsfaktors tiber Bestim-
mung der koloniebildenden Einheiten (CFU) untersucht. Ziel der Untersuchungen
war zum einen die Potenz der beiden Wirkstoffe zu ermitteln und dartber hinaus
eine Referenzkonzentration (90 %-Hemmkonzentration, IC90) zu bestimmen, bei

welcher eine definierte Reduktion des bakteriellen Wachstums zu erwarten ist.

4.4.1.1 Linezolid

Die 90 %-Hemmkonzentration (IC90) von Linezolid betragt in dem standardisier-
ten Versuchsaufbau 0,927 pg/ml und dient hier der Beschreibung der Minimalen
Hemmkonzentration (MIC) (siehe Abbildung 13). Dies bedeutet, dass eine Line-
zolid Konzentration von 0,927 pug/ml benétigt wurde, um das sichtbare Wachstum
des M. bovis BCG um 90 % zu hemmen. Dieser Wert deckt sich mit MIC Angaben
der Literatur, die zwischen 0,5 bis 1,0 pg/ml fir verschiedene M. tuberculosis
H37Rv Stamme liegen [51, 52].

Die hier gemessenen IC90 erlaubt nur eine Aussage Uber die wachstumshem-
mende Potenz des Antibiotikums. Um die Potenz des Antibiotikums bezuglich der
Abtdtung von Bakterien zu messen, wurde der Reduktionsfaktor anhand der ko-
loniebildenden Einheiten (CFU) bestimmt. Wobei hier zu erwéahnen ist, dass M.
bovis BCG nach Untersuchungen von Boon und Dick et al. unter bestimmten
Bedingungen bspw. durch Sauerstoff-Limitation in einer lebensfahigen, aber
nicht kultivierbare oder auch sog. dormanten Form vorliegen kann [66, 123, 124].
Der Reduktionsfaktor R betragt 1,303 + 0,415 a.u. bei der Linezolid Konzentration
von 1 pg/ml, aquivalent zur Minimalen Hemmkonzentration (IC90) (siehe Abbil-
dung 14). Dies bedeutet eine in vitro Reduktion der Erregerlast von 95,023 % bei
der Linezolid Konzentration von 1 pg/ml.

Im menschlichen Kérper wurden bei Einnahme von 600 mg Linezolid alle 12
Stunden minimale Plasmakonzentrationen von 3 — 8 pg/ml und maximale Plas-
makonzentrationen von 12 — 20 pug/ml gemessen [46, 47]. Die hier gemessene
IC90 liegt dementsprechend deutlich unter der Plasmakonzentration. Die Plas-
makonzentration entspricht jedoch nicht der Antibiotikakonzentration im
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Zielgewebe, denn diese ist abhangig von der Gewebegangigkeit und der Plas-
maproteinbindung des Antibiotikums und liegt meist unter der Plasmakonzentra-
tion [125, 126]. Linezolid zeigt eine gute Gewebegangigkeit [45, 46, 49, 126]. Bei
Untersuchungen des TB Erregers in abgekapselten nekrotischen Lungenléasio-
nen zeigte sich jedoch, dass sehr hohe Linezolid Konzentration bendétigt wurden,
um den TB Erreger abzuttten [52, 127]. Diese wurde von Sarathy et al. in einem
ex vivo-Test untersucht, welcher die Abtétungsaktivitat von Antibiotika auf M. tu-
berculosis bestimmte. Dabei wurden verkdsende Lasionen von infizierten Kanin-
chen entnommen und mit Antibiotika versetzt. Es ergab sich eine Linezolid Kon-
zentration von 43,18 pug/ml (casMCBgo (LZD) = 128 uM, Molekulargewicht (LZD)
= 337,35 g/mol), um 90 % der Erreger abzuttten. Dies entspricht mehr als der
40-fachen Konzentration der hier bestimmten IC90 Konzentration von Linezolid
bei M. bovis BCG [45, 127].

Allerdings ist auch zu berucksichtigen, dass Linezolid bei Langzeitanwendung zu
schwerwiegenden Nebenwirkungen fiihren kann [49]. Darunter zahlen Knochen-
marksuppression, periphere Polyneuropathie und die Entwicklung einer
Laktatazidose. Da Linezolid nicht nur die bakterielle ribosomale Proteinbiosyn-
these, sondern auch die mitochondrialen Ribosomen des Wirts hemmt, wurden
bei langzeitiger Anwendung mit einer Linezolid-Plasmakonzentration von Uber 2

pug/ml vermehrt Nebenwirkungen beobachtet [49].

Die Linezolidkonzentrationen der einfachen und zweifachen [1C90
(1x IC90(LZD) = 1 pg/ml, 2x IC90(LZD) = 2 pg/ml) wurden als Referenzkonzent-
ration gewabhlt fir die Messung der Analytendynamik mithilfe des hier beschrie-
benen Modells, da diese etwas unter der minimalen Plasmakonzentration liegen
und daher mdglicherweise die Gewebekonzentration von Linezolid widerspie-

geln.

4.4.1.2 BTZ043

Die 90 %-Hemmkonzentration 1C90 fiir BTZ043 betragt 4,226 ng/ml (siehe Abbil-

dung 15). Dies ist Ubereinstimmend mit der in der Literatur vorbeschriebenen
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IC90. Die IC90 wurde von Makarov et al. mit 1 — 30 ng/ml fur Bakterien des
Mycobacterium-tuberculosis-Komplexes angegeben, wobei fiur M. tuberculosis
eine IC90 von 1ng/ml angegeben wird [42]. Der Reduktionsfaktor wurde mit
R =1,611 £ 0,079 a.u. bei einer BTZ043 Konzentration von 4,226 ng/ml ermittelt
(siehe Abbildung 16). Dies entspricht einer in vitro Reduktion von 97,552 %. So-
mit weist BTZ043 schon bei Dosierungen im Nanogramm-Bereich eine hohe in
vitro Reduktion der Erregerlast auf. Um einen vergleichbaren Effekt zu erzielen,
bendtigt man bspw. von dem Erstlinienantibiotikum Isoniazid eine deutlich héhere
Konzentration, da die MIC hier fir M. bovis BCG um den Faktor 14 bis 30 gréf3er
ist (0,06-0,125 pg/ml) [128]. Auch im Vergleich zu der hier ermittelten MIC von
Linezolid (0,927 pg/ml) weist BTZ043 eine hohere Wirkpotenz in vitro auf.

Uber die Wirkung von BTZ043 in vivo sind aktuell jedoch noch keine Daten ver-
fugbar, da Studien zu Nebenwirkungen und Plasmaspiegel im menschlichen Kor-

per noch ausstehen.

4.4.2 Untersuchung der Antibiotikawirksamkeit von BTZ043 und Linezolid
mithilfe des Modells zur Untersuchung der Analytendynamik des Ba-
cillus Calmette-Guérin (BCG) nach stabiler Isotopenmarkierung mit-
tels MALDI-TOF Massenspektrometrie

Mithilfe des hier beschriebenen Modells wurde untersucht, ob und ab wann sig-
nifikante Anderungen der Analytenneubildungsrate von M. bovis BCG nach An-
tibiotikumzugabe messbar sind und somit eine Anderung der Analytenbiosyn-
these aulftritt.

Durch Zugabe von jeweils den Antibiotika BTZ043 und Linezolid in den Konzent-
rationen der einfachen und zweifachen 90 %-Hemmkonzentration (IC90) wurde
diese Fragestellung Gberpruft. Diese Antibiotika haben zwei vollig unterschiedli-
che Wirkmechanismen. BTZ043 hemmt die Zellwandsynthese, Linezolid hinge-
gen hemmt die ribosomale Proteinbiosynthese [38, 41, 42, 45, 46, 49]. BTZ043

ist ein vielversprechender neuer Wirkstoff, welcher sich momentan in klinischen
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Studien befindet [38, 43]. Linezolid hingegen ist ein bewéhrtes Antibiotikum zur
Behandlung der multiresistenten TB (MDR-TB) [44].

In den probatorischen Untersuchungen des Analyten 5688 m/z lief? sich eine An-
derung der Analytenneubildungsrate feststellen (siehe Abbildung 28 B). Durch
Zugabe von BTZ043 in 1x IC90 und 2x IC90 Konzentration zeigte sich nach 96-
stindiger Inkubation signifikant niedrigere A COG-Werte (1x IC90: Mittelwert [M]
23,85; 95 % ClI; 21,58 — 26,12, 2x 1C90: [M] 23,69; 95 % ClI; 21,69 — 25,68, ohne
Antibiotikum: [M] 43,66; 95 % ClI; 40,47 — 46,86). Zwischen den Konzentrationen
1x IC90 und 2x IC90 konnten visuell weder bei Linezolid noch bei BTZ043 we-
sentlichen Unterschiede in den Analytenneubildungsraten festgestellt werden.
Weitere Untersuchungen mit Konzentrationen unterhalb und oberhalb der 1C90

Konzentration werden hierfir bendtigt.

Aufgrund der wenigen Messdaten und der daraufhin unzureichenden Aussage-
kraft wurde hier auf eine statistische Auswertung aller Analyten verzichtet. Die
Experimente mit Antibiotika wurden einmal (bzw. zweimal bei LZD 2x IC90)
durchgefuhrt, somit lagen max. 9 bis 18 Einzelmessungen pro Zeitpunkt vor.

Die kompromittierte Qualitat der Spektren unter Antibiotikaeinfluss, vermutlich
hervorgerufen durch den erhéhten Anfall von Zelldetritus durch abgetdtete bak-
terielle Zellen, trug dariiber hinaus zu verminderter Aussagekraft der Daten bei.
Wie in Tabelle 11 ersichtlich, lieRen sich einige Analyten nach 96 Stunden
Wachstumsdauer unter Antibiotikaeinfluss nicht mehr detektieren, was darauf
hindeutet, dass diese nicht mehr neu gebildet wurden. Bei BTZ043 wiesen von
den 9 Analyten noch 6 Analyten ein messbares Spektrum auf, bei Linezolid wie-
sen noch 2 Analyten messbare Spektren auf. Es lie3en sich fir manche Analyten
keine oder nur sehr wenige Messwerte generieren, da die Intensitaten teilweise

unter der Rauschschwelle lagen.

Vor allem bei Linezolid Zugabe konnten die Spektren teilweise nur zu anfangli-
chen Messzeitpunkten detektiert werden, da die Intensitaten bei spateren Mess-
zeitpunkten ebenso unter der Rauschschwelle lagen (Daten im Anhang gezeigt),

was mit hoher Wahrscheinlichkeit daran liegt, dass Linezolid die ribosomale
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Proteinbiosynthese hemmt [45, 46, 49]. Das zeigt, dass bei Antibiotika, welche
die Proteinbiosynthese hemmen, ein gréReres Probenvolumen pro Zeitpunkt ge-
wahlt werden sollte, um durch eine gesteigerte Menge der Analyten die Spek-
trenqualitat zu verbessern. Schlussfolgernd musste auch bei Messungen unter
hohen Antibiotikakonzentrationen (bspw. 20x 1C90) gréf3ere Probenvolumen pro
Zeitpunkt gewahlt werden, da die Bakterien mit der Zeit durch die konzentrati-
onsabhangige bakterizide Wirkung der Antibiotika abgetotet werden [129].

In dem hier beschriebenen auf MALDI-TOF MS basierenden Modell wird nach
unserem Wissen erstmals die Untersuchung der Wirkung von Antibiotika in vitro
auf die Neubildungsrate definierter Analyten mithilfe von MALDI-TOF Massen-
spektrometrie ermdglicht. Die neue Methodik erlaubt nicht nur die Betrachtung
der Anderung des Gesamtspektrums (im Vergleich zur Antibiotikaresistenztes-
tung von Sparbier et al. und Jung et al.), sondern erméglicht eine Aussage uber
die dynamische Anderung der Neubildungsrate einzelner definierter Analyten im
zeitlichen Verlauf. Dies ermoglich eine genaue Betrachtung der Veranderung auf
Ebene der Metaboliten in Abhangigkeit der Antibiotikakonzentration. Das hier ge-
zeigte Modell er6ffnet demnach eine neue Herangehensweise zur Optimierung
der Antibiotikatherapie. Moglicherweise konnten Synergismen zwischen Antibio-
tika mithilfe des Modells untersucht werden, welche fur eine optimierte Tuberku-
losetherapie genutzt werden kdnnten. Ware es moglich gezielte Kombinationen
von Wirkstoffen einzusetzen, kénnte die Rate der therapiebedingten Nebenwir-
kungen durch gezielte Dosierungen der Antibiotika moglicherweise verringert

werden.

Lechartier et al. beschreibt bspw. flr M. tuberculosis (H37Rv) einen Synergismus
der Antibiotika TMC207 und BTZ043 in vitro bei gleichzeitiger Gabe von Kon-
zentrationen unterhalb der minimalen Hemmkonzentration (MIC) beider Antibio-
tika [41]. Dabei zeigte sich, dass bei Kombination von jeweils TMC207 und
BTZ043 in den Konzentrationen der ¥ MIC (TMC207: 20 ng/ml, BTZ043: 0,375
ng/ml) ein starkerer bakterizider Effekt erzielt wurde, als bei alleiniger Zugabe
von TMC207 in einfacher MIC (TMC207: 80 ng/ml). Um die Antibiotikawirkungen
zu beschreiben wurden von Lechartier et al. die koloniebildenden Einheiten
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(CFU) bestimmt [41]. Die Anwendung der neu entwickelten, auf MALDI-TOF MS
basierenden Methodik erdffnet neue Mdglichkeiten Synergismen zu entdecken,
da sie ein Abbild der Analytenneubildungsrate auf Ebene der Translation schafft.
Hiermit konnte zudem die Stoffwechselaktivitat von Bakterien gemessen werden,
die in einen lebensfahigen, aber nicht kultivierbaren Zustand (dormanten Zu-
stand) versetzt wurden und dementsprechend schwerer zu therapieren sind.
Sprich ein Zustand in dem die CFU nicht mehr bestimmt werden kann. Die Me-
thodik ware zudem deutlich schneller und effektiver, da die CFU Bestimmung
einen grofRen Materialaufwand bedeutet und eine Wachstumszeit von insg. 27
Tage bendtigt [41]. Die Versuchszeit in unserem Modell betragt lediglich 12 Tage
(7 Tage Kultivierung der Startkultur + 5 Tage Versuchsdauer) und kdnnte durch
verklrzte Kultivierungsdauer der Startkultur auf nur 10 Tage verklrzt werden.
Ziel ware eine multidimensionale Betrachtung der Antibiotikumwirkung zu ermdg-
lichen, bei der die Soffwechselaktivitat in den Vergleich zu der herkdmmlichen
Bestimmung der Hemmkonzentration mittels CFU gesetzt werden kann.

Weitere Modelle, abgesehen von der Bestimmung der CFU, versuchen die Wir-
kung von Antibiotika auf den TB Erreger in vitro zu beschreiben (siehe Kapitel
1.6.1). Wichtige Vertreter sind hier das Hollow-Fiber-Model (engl.), welches die
Beziehung zwischen Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Antibiotika im
menschlichen Korper simuliert [55, 66-70]. Der Resazurin-Assay nutzt hingegen
einen Oxidations-Reduktionsindikator (Resazurin) zur Untersuchung der Antibio-
tikawirksamkeit auf Mykobakterien im dormanten Stadium [59-63]. All diese Mo-
delle beschreiben lediglich die Antibiotikawirkung tUber Messung der CFU oder
der MIC, sprich es wird stets das sichtbare Wachstum von Bakterien beurteilt.
[59, 68]. Unser Modell ermdglich im Vergleich dazu eine Betrachtung der Antibi-
otikawirkung auf Ebene der Analytenneubildungsrate und somit Ubertragener-

weise auf Ebene der Proteintranslation.

97



Diskussion

45 Limitationen und Ausblick

Die Tuberkulosetherapie beinhaltet aktuell eine antibiotische Therapie fir min-
destens vier Monate mit mehreren antibiotischen Wirkstoffen [5, 130]. Bei Vorlie-
gen einer multiresistenten TB (MDR-TB) verlangert sich die Therapiedauer auf 9
bis 24 Monate und es bedarf der Verwendung von Zweitlinienantibiotika. Selbst
bei TB Erregern ohne Antibiotikaresistenzen betragt die Therapieerfolgsrate le-
diglich 85 % und bei der MDR-TB liegt die Erfolgsrate nur noch bei 57 %.

Eine der gréf3ten Herausforderungen der Tuberkulosetherapie liegt darin die The-
rapiedauer zu verkirzen und die Nebenwirkungen der Antibiotika so gering wie
maoglich zu halten, damit Therapieabbriiche bedingt durch die hohe bio-psycho-
soziale Belastung der Patienten und somit die Entwicklung von Antibiotikaresis-

tenzen verhindert werden [5, 40].

Ein essentieller Schritt zur Verbesserung der Tuberkulosetherapie ist, zum einen
den intrazellularen Metabolismus des TB Erregers und zum anderen die Wirkung
der Antibiotika auf den TB Erreger besser zu verstehen, um die Kombinations-
therapie der Antibiotika zu optimieren und die Wirkung neuer Antibiotika gegen

die TB schneller beschreiben zu kénnen.

Das hier beschreibende Modell zur Untersuchung der zeitlichen Dynamik der
Analytenneubildungsrate des Bacillus Calmette-Guérin (M. bovis BCG) kénnte
wesentlich dazu beitragen die Wirkungsstarke einzelner Antibiotika auf den Erre-
ger in vitro zu beschreiben und dariiber hinaus mogliche Synergismen zwischen
Antibiotika zu nutzen. Dariiber hinaus sind weitere Anwendungen denkbar: Das
Ziel ware es, eine Vielzahl von Analyten, fir welche das zugehdrige Protein iden-
tifiziert wurde, zu untersuchen. Damit kdonnte das Modell auf Mykobakterien im
dormanten Stadium ausgeweitet werden, sowie resistente Erreger im Vergleich
zu sensiblen Erregern betrachtet werden. Interessant ware es auch eine Hoch-
regulation einzelner Metaboliten im Rahmen der zellularen Abwehrmechanismen
darstellbar zu machen. Dies kdnnte genutzt werden, um gezielte Angriffspunkte

ausfindig zu machen und dadurch Synergismen von Antibiotika besser zu nutzen.
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Winschenswert ware es eine Optimierung des Messprotokolls zu erzielen, um
mehr als neun Analyten zu analysieren und dadurch eine genauere Beschrei-
bung des bakteriellen Metabolismus des M. bovis BCG zu ermdglichen. Die Qua-
litat der MALDI-TOF Spektren unter Antibiotika Einfluss kdnnte mdglicherweise
verbessert werden (durch bspw. gréReres Probenvolumen pro Messzeitpunkt),
um zuerst die Wirkung der einzelnen Antibiotika in verschiedenen Konzentratio-
nen (z.B.: 0,5x IC90, 10xIC90, usw.) zu ermitteln und anschlie3end Kombinatio-

nen von Antibiotika zu untersuchen.

Perspektivisch ware das Ziel, das Modell auf M. tuberculosis anzuwenden. Auch
wenn sich gezeigt hat, dass der M. bovis BCG als Mitglied des Mycobacterium-
tuberculosis-Komplexes (MTBC) die Eigenschaften des TB Erregers gut abzubil-
den vermag, so kann der Metabolismus des M. tuberculosis nicht vollkommen

mithilfe eines Modellorganismus vorhergesagt werden [27, 29, 31].

Anzumerken ist abschlie3end, dass die Aussagekraft von in vitro erhobenen Da-
ten Uber die Antibiotikawirksamkeit nicht ohne in vivo Studien tber die Pharma-
kodynamik und Pharmakokinetik der Wirkstoffe im menschlichen Korper tber-
tragbar sind [62, 131]. AuBerdem mussen vor Anwendung neuer Therapieregime
stets in vivo Studien zur Medikamententoxizitat durchgefihrt werden, da vor al-
lem bei Kombinationstherapien mit mehreren Wirkstoffen Interaktionen der Wirk-

stoffe auftreten kbnnen [131].

In vitro Untersuchungen von Antibiotika beziglich Pharmakodynamik und Phar-
makokinetik sind jedoch, wie auch in vitro Untersuchungen der Antibiotikawirk-
samkeit, ein unerlassliches Element in der Entwicklung neuer Therapieregime,
da sie kosteneffiziente und schnelle Ergebnisse zu Wirkstoffen liefern kénnen.
Werden durch in vitro Untersuchungen die Dosierungen und die Toxizitat der
Wirkstoffe besser abschatzbar, bevor diese in Tiermodellen und letztendlich in
klinischen Studien untersucht werden, mussten weniger Tierversuche durchge-
fuhrt werden, was nicht nur grof3e ethische, sondern auch 6konomische Vorteile
bieten wirde [62, 131].
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Anhang

I. Beeinflussung der Analytendynamik durch das Antibioti-

kum Linezolid
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Analyt bei 2740 m/z des M. bovis BCG im Zeitraum von 12 bis 96 Stunden

A: Boxdiagramm der COG von Kontrollgruppe (KG, grun) und Testgruppe (TG, rot) in jeweils den Linezolid-
Konzentrationen 1x IC90 und 2x IC90 mit Darstellung der einzelnen Messpunkte (links neben der Box) und
Auftragung des 1,5-fachen Interquartilabstandes (IQR). Zeitpunkte sind aufgrund besserer Darstellbarkeit als
Kategorien mit gleichem Abstand aufgetragen. (9 Messpunkte pro Zeitpunkt) B: Graphische Darstellung der
A COG unter Einwirkung von Linezolid (in Konzentrationen von 1x und 2x 1C90) im Vergleich zu den A COG
ohne Einfluss von Antibiotikum. Auftragung mit 95 %-Konfidenzintervall (Fehlerbalken) und Darstellung der
Zeitpunkte auf der x-Achse in linearer Skalierung.
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Analyt bei 4342 m/z des M. bovis BCG im Zeitraum von 12 bis 96 Stunden

A: Boxdiagramm der COG von Kontrollgruppe (KG, griin) und Testgruppe (TG, rot) in jeweils den Linezolid-
Konzentrationen 1x IC90 und 2x IC90 mit Darstellung der einzelnen Messpunkte (links neben der Box) und
Auftragung des 1,5-fachen Interquartilabstandes (IQR). Zeitpunkte sind aufgrund besserer Darstellbarkeit als
Kategorien mit gleichem Abstand aufgetragen. (9 Messpunkte pro Zeitpunkt) B: Graphische Darstellung der
A COG unter Einwirkung von Linezolid (in Konzentrationen von 1x und 2x 1C90) im Vergleich zu den A COG
ohne Einfluss von Antibiotikum. Auftragung mit 95 %-Konfidenzintervall (Fehlerbalken) und Darstellung der

Zeitpunkte auf der x-Achse in linearer Skalierung.
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II.  Beeinflussung der Analytendynamik durch das Antibioti-

kum BTZ043
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Analyt bei 2740 m/z des M. bovis BCG im Zeitraum von 12 bis 96 Stunden

A: Boxdiagramm der COG von Kontrollgruppe (KG, griin) und Testgruppe (TG, rot) in jeweils den BTZ043-
Konzentrationen 1x IC90 und 2x IC90 mit Darstellung der einzelnen Messpunkte (links neben der Box) und
Auftragung des 1,5-fachen Interquartilabstandes (IQR). Zeitpunkte sind aufgrund besserer Darstellbarkeit als
Kategorien mit gleichem Abstand aufgetragen. (9 Messpunkte pro Zeitpunkt) B: Graphische Darstellung der
A COG unter Einwirkung von BTZ043 (in Konzentrationen von 1x und 2x IC90) im Vergleich zu den A COG
ohne Einfluss von Antibiotikum. Auftragung mit 95 %-Konfidenzintervall (Fehlerbalken) und Darstellung der

Zeitpunkte auf der x-Achse in linearer Skalierung.
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Analyt bei 4342 m/z des M. bovis BCG im Zeitraum von 12 bis 96 Stunden

A: Boxdiagramm der COG von Kontrollgruppe (KG, griin) und Testgruppe (TG, rot) in jeweils den BTZ043-
Konzentrationen 1x IC90 und 2x IC90 mit Darstellung der einzelnen Messpunkte (links neben der Box) und
Auftragung des 1,5-fachen Interquartilabstandes (IQR). Zeitpunkte sind aufgrund besserer Darstellbarkeit als
Kategorien mit gleichem Abstand aufgetragen. (9 Messpunkte pro Zeitpunkt) B: Graphische Darstellung der
A COG unter Einwirkung von BTZ043 (in Konzentrationen von 1x und 2x IC90) im Vergleich zu den A COG
ohne Einfluss von Antibiotikum. Auftragung mit 95 %-Konfidenzintervall (Fehlerbalken) und Darstellung der

Zeitpunkte auf der x-Achse in linearer Skalierung.
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Analyt bei 5500 m/z des M. bovis BCG im Zeitraum von 12 bis 96 Stunden

A: Boxdiagramm der COG von Kontrollgruppe (KG, grun) und Testgruppe (TG, rot) in jeweils den BTZ043-
Konzentrationen 1x IC90 und 2x IC90 mit Darstellung der einzelnen Messpunkte (links neben der Box) und
Auftragung des 1,5-fachen Interquartilabstandes (IQR). Zeitpunkte sind aufgrund besserer Darstellbarkeit als
Kategorien mit gleichem Abstand aufgetragen. (9 Messpunkte pro Zeitpunkt) B: Graphische Darstellung der
A COG unter Einwirkung von BTZ043 (in Konzentrationen von 1x und 2x 1C90) im Vergleich zu den A COG
ohne Einfluss von Antibiotikum. Auftragung mit 95 %-Konfidenzintervall (Fehlerbalken) und Darstellung der

Zeitpunkte auf der x-Achse in linearer Skalierung.
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Analyt bei 6361 m/z des M. bovis BCG im Zeitraum von 12 bis 96 Stunden

A: Boxdiagramm der COG von Kontrollgruppe (KG, griin) und Testgruppe (TG, rot) in jeweils den BTZ043-
Konzentrationen 1x IC90 und 2x IC90 mit Darstellung der einzelnen Messpunkte (links neben der Box) und
Auftragung des 1,5-fachen Interquartilabstandes (IQR). Zeitpunkte sind aufgrund besserer Darstellbarkeit als
Kategorien mit gleichem Abstand aufgetragen. (9 Messpunkte pro Zeitpunkt) B: Graphische Darstellung der
A COG unter Einwirkung von BTZ043 (in Konzentrationen von 1x und 2x 1C90) im Vergleich zu den A COG
ohne Einfluss von Antibiotikum. Auftragung mit 95 %-Konfidenzintervall (Fehlerbalken) und Darstellung der

Zeitpunkte auf der x-Achse in linearer Skalierung.
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Analyt bei 11373 m/z des M. bovis BCG im Zeitraum von 12 bis 96 Stunden

A: Boxdiagramm der COG von Kontrollgruppe (KG, griin) und Testgruppe (TG, rot) in jeweils den BTZ043-
Konzentrationen 1x IC90 und 2x IC90 mit Darstellung der einzelnen Messpunkte (links neben der Box) und
Auftragung des 1,5-fachen Interquartilabstandes (IQR). Zeitpunkte sind aufgrund besserer Darstellbarkeit als
Kategorien mit gleichem Abstand aufgetragen. (9 Messpunkte pro Zeitpunkt) B: Graphische Darstellung der
A COG unter Einwirkung von BTZ043 (in Konzentrationen von 1x und 2x 1C90) im Vergleich zu den A COG
ohne Einfluss von Antibiotikum. Auftragung mit 95 %-Konfidenzintervall (Fehlerbalken) und Darstellung der
Zeitpunkte auf der x-Achse in linearer Skalierung.

115



Anhang

Ill.  Webquellen Screenshots

Quelle [25]: Tuberculosis Unit, N.I.S., Public Health England. Tuberculosis by
country: rates per 100,000 people. 2020 20.10.2020 08.04.2022]; Available from:

https://www.gov.uk/government/publications/tuberculosis-tb-by-country-rates-

per-100000-people#full-publication-update-history.

& GOV.UK

v Topics

v Government activity Q

Home > Health and socialcare > Public health > Health protection > Health surveillance and reporting programmes

Research and analysis
Tuberculosis by country: rates per
100,000 people

Estimated rate of tuberculosis (TB) per 100,000 people,
compiled from World Health Organization (WHO) data for
each country.

From: Public Health England
Published 1January 2013
Last updated 20 October 2020 — See all updates

._. Get emails about this page

Documents

Tuberculosis rates by countryin 2019
(worldwide table)

0DS5.42.4 KB

This file is in an OpenDocument format

This file may not be suitable for users of assistive technology.

P Reguest an accessible format.

Tuberculosis rates by countryin 2019
(worldwide table)

MS Excel Spreadsheet, 56.2 KB

This file may not be suitable for users of assistive technology.

> Reguest an accessible format.
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e0e @ - . &' Tuberculosis_rates_by.country_in_2019_worldwide_table
Start  Einfligen  Seitenlayout  Formeln  Daten  Uberpriifen  Ansicht
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ic Health Table 1: High incidence countries (estimated incidence rate of 40 per 100,000 or greater)

wgland

Country/Termitory Estimated rate por 100,000  Number of Rate 2150 per

3 100,000
4 Eastern Mediterrancan
5 Africa
6 Africa 81 112.000 v
7 Europe 60 6.000
] South-Last Asia N 361.000 v
9 Africa 55 6.000
10 South-Cast Asla 165 1,300 v
1n Bolivia (Murinational State of) The Americas 106 12,000
12 Africa 253 5.800 v
13 The Americas 46 96,000
14 Brunel Darussalam Western Pacific 64 280
15 Burkina Faso Africa a7 9,600
16 Africa 107 12,000
17 Africa 45 250
18 Western Pacific 287 47,000 v
19 Africa 179 46.000 v
20 Central African Republic Africa 540 26,000 v
A Africa 142 23.000
2 Western Pacific S8 833.000
23 Western Pacific 63 4700
24 Western Pacific 65 420
25 Africa EvE} 20,000 v
26 Africa 137 35,000
27 Democratic People's Republic of Korea South-East Asla 513 132.000 v
28 Demaocratic Republic of the Congo Africa 320 278.000 v
29 Dfibout! Eastern Mediterranean 234 2,300 v
30 Dominican Republic The Americas 42 4.500
n Ecuador The Americas a6 7.500
2 El Salvador The Americas 58 3.800
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ene A oS s @' Tuberculosis_rates_by _country_in_2019_worldwide_table
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69 Mozambigue Africa 361 110.000 v
0 Myanmar South-East Asla Er2 174,000 v
n Namibia Africa 436 12,000 v
n Nauru Waestern Pacific 182 20 v
3 Nepal South-East Asia 238 68.000 v
74 Nicaragua The Americas 43 2.800
% Niger Africa 84 20.000
76 Nigeria Africa 219 440,000 v
n” Northern Marlana Islands Waestern Pacific 10 59
% Pakistan Eastern Mediterranean 263 570.000 v
” Papua New Guinea Western Pacific an 38.000 v
80 Paraguay The Americas 46 3.300
81 Peru The Americas 119 39,000
a2 Philippines Western Pacific 554 599.000 v
4] Republic of Korea Western Pacific 59 30.000
84 Republic of Moldova Europe 80 3,200
85 Romania Europe 66 13.000
86 Russlan Federation Europe 50 73.000
LY Rwanda Africa 57 7.200
B8 S0 Tome and Principe Africa 114 250
89 Senegal Africo 17 19.000
90 Slerra Leone Africa 295 23.000 v
n Singapore Western Pacific 41 2400
92 Solomon Islands Western Pacific 66 a0
” Somalia Eastern Mediterranean 258 40.000 v
™ South Africa Africa 615 360.000 v
9% South Sudan Africa w 25.000 v
9% Sri Lanka South-Cast Asla (=] 14,000
9 Sudan Eastern Mediterranean 67 29.000
9% Tajlkistan Europe 83 7.700
9 Thailand South-East Asia 150 105,000 v
Timor-Leste South-East Asia 498 6.400 v
Turkmenistan Europe 45 2,600
Tuvaly Western Pacific 296 34 v
Uganda Africa 200 £8.000 v
Ukraine Europe 7 34.000
United Republic of Tanzania Africa 37 137,000 v
000 A H ©-J = 8- Tuberculosis_rates_by_country_in_2019_worldwide_table.
| Start | Einfiigen  Seitenlayout  Formeln  Daten Oberpriifen  Ansicht
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Europe 67 22,000
Western Pacific a1 120
Republic of) The Americas 45 13.000
Western Pacific 176 170.000 v
Eastern Mediterranean a8 14,000
Africa 333 59.000 v
Africa 199 29.000 v

World Health O (WHO) TB burden estimates

Prepared by: TB Survellance Team, TB Uni, Natonal infecton Service, Public Health England
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Quelle [26]: Institut, R.K. Tuberkulose-Impfung in Deutschland? Welche
Moglichkeiten gibt es, wenn die Impfung fur einen Auslandsaufenthalt gefordert
wird? 03.01.2018 [cited 02.10.2021]; Available from:
https://www.rki.de/SharedDocs/FAQ/Impfen/Tuberkulose/FAQO1.html.

ROBERT KOCH INSTITUT Kontakt Inhatt Hie Impressum Datenschutzerkiarung

O Erkidrung zur Barrierefredheit @ Gebérdensprache Y Leichte Sp

Gesundheitsmonitoring Infektionsschutz Forschung
Navigation >
Tuberkulose-kmpfung in Deutschland? Weiche Maglichkeiten gibt es, wenn die impfung flir einen Ausiandsaufenthait gefordert
wird?

-
Tuberkulose-Iimpfung in Deutschland? Welche

Méglichkeiten gibt es, wenn die Impfung fiir einen
Auslandsaufenthalt gefordert wird?

Die BCG-Impfung gegen Tuberkulose wird von der Stindigen ImpSommission
(STIKQ) am Robert Koch-Institut seit 1998 nicht mehr empiohien. Grinde
glnstige epidemiclogische Situation in Deutschiand mit geringem Infektionssisiko
in der Bevdlkerung, eine Schutzeffextivitit von 50-80% in Abhdngigkel von ARer
und der Art der Erkrankung, sowie nicht selten unerwiinschie Nebemwirkungen
(attenuierter Labendmpfstoff). Dies entspricht den Empfehlungen der WHO, die
vorgeschiagen hat, in Populationen, deren Infektionsrisiko fir Tuberkulose unter
0,1% liegt, keine generelie BCG-Impfung durchzufGhren, Ein Impfsicff ist in
Deutschiand nicht mehr fiir diase Indikation zugelassen; intemational ist Impfstoff
verfigbar. Aufgrund unterschiadicher epidemiciogischer Gegebenheiten ist diese
Situation in anderen Staaten anders zu bewerten und 50 fordemn eine Reihe von
Landern bei Langzeitaufenthalten z B. In Schulen oder Universititen diese
Impfung. Da die Impfung in Deutschland nicht empfohien ist, bestaht in der
Mehrzahi der Bundesliinder auch kein Versorgungsanspeuch nach Auftreten
eines Impfschadens, wenn in Deutschiand geimpft wird, Detailerte Fragen zu
dheser Problematik solten mit einem Arzt besprochen werden

Weitere Informationen zur Tuberkuiose finden Sie auf unseren Intermnet-Seiten

Stand: 03.01.2018
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Quelle [43]: BTZ-043 - Multiple Ascending Dose (MAD) to Evaluate Safety,
Tolerability and Early Bactericidal Activity (EBA). 25.11.2020; Available from:

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04044001.

B u-s. National Library of Medicine

. = . Find Studies = About Studies = Submit Studies Resgurces = About Site = PRS Login
ClinicalTrials.gov
Home >  Search Rasults >  Study Record Detall Sava this study
BTZ-043 - Multiple Ascending Dose (MAD) to Evaluate Safety, Tolerability and Early Bactericidal Activity (EBA)
ClinicalTriats.gov Identifier: NCT04044001
The safety and scientific validity of this study is the responsibility of the study
sponsor and investigators. Listing a study does not mean it has been evaluated by ecrutmen ‘:m 9 : Recrulting
A the U.S. Federal Government. Know the risks and potential benefits of clinical e o oo S
studias and talk to your health care provider bafore participating. Read our e : !
disclaimer for detalls, See Contacts and Locations
Sponsor:
Machasl Hosssher
Collaborators:
European and Developing Countries Clinical Trials Pantnership (EDCTF)
Raxdboud Linivensity
Garmian Faderal Ministry of Education and Resaarch
provided by Party]:
Michael Hoelscher, Ludwig-Maximilians - University of Munich
Study Details ~ TabularView  No Results Posted Disclaimer How to flead a Study Recard
Study Description Golo =
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Study Goto | v
Brief Summary:
This is a prospective, open label, two-centre, randomized, controlled, two-stage, phase Ib/lla study to evaluate the safety, PK, drug-drug i ion and activity of BTZ-043

administered orally once daily over 14 days to particip with newly

smear-positive, drug- Y

The primary objective is to assess the safety and tolerability of BTZ-043 given over 14 days by evaluation of adverse events during treatment and follow-up period in patients with newly diagnosed,

smear-positive, drug Y
Condition or disease O Intervention/treatment © Phase O
Puimonary Tuberculoses Drug: BTZ-043 Phase 1
Other Specified Puimonary Tuberculosis Drug: Rifafour e-275@ Phase 2
Drug: Probe Drug Cocitail
Drug: Dolutegravir 50mg Tab
» Show detailed description
Study Design Goto v
Study Type @ :  Interventional (Clinical Trial)
0: 77
Allocation: Randomized
Model: g
Intervention Model Description:  Stage 1: We will envol patients sequentially in up to 8 cohorts of at least 3 patients to receive BTZ-043 in ascending doses. Patients in the first cohort will receive the
lowest dose of 250mg of BTZ-043 for 14 days.
After each patient in a cohort has completed at least 7 days, a dosing recommendation for the next cohort will be made using the continual reassessment method
(CRM) algorithm.,
Stage 2: This will be a paraliel group of 4 o Patients will be randomized to receive either one of three doses of BTZ-043 within the
therapeutic window defined in stage 1, or the control regimen of daily doses of Rifafour e-275®, adapted to body weight, for 14 days in the ratio 3:3:3:2.
Masking: Single (Outcomes Assessor)
Masking Description: L y staff, ing and ing the sputum and safety blood samples of the participants will ba blinded to the treatment cohort/arm.,
Prirmary Purpose:  Treatment
Official Title: AF Phasa Ib/la, Asti Randamized, Open-label Study to Evaluate the Safety, Early Activity and
Pharmacokinetics of Multiple Oral Doses of BTZ-043 Tablets in Subjects With Newly Diagnosed, Uncomplicated, Smear-positive, Drug-susceptible Pulmonary
Tubsrculosis
Actual Study Start Date @ :  November 15, 2018
[Estimated Primary Completion Date @ :  August 2021
D Study Comp Date @ : 2021

Rescurce links provided by the National Library of Medicine
MediinelPlus related topics: Tuberculosis

Drug Information available for: Dolutegravir

U.5. FDA Resources

Arms and Interventions

o

Arm O

Exparimental: Stage 1 - Gohort 1 (BTZ 250)
Patients will receive 1 tabiet of BTZ-043 crally once daily, containing 250mg BTZ-043 from Day 1
through to Day 14

Exparimental: Stage 1 - Cohart 2 [BTZ 500)
Patients will receive 2 talbiets of BTZ-043 orally ance daily, each containing 250mg BTZ-043 (500
g in total) from Day 1 through 1o Day 14

Experimental: Stage 1 - Cohort 3 [BTZ 750)
Patients will recetve 3 tablets of BT2-043 orally once dally, each contalning 250mg BT2-043 (750
mg in total) from Day 1 through to Day 14
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Drug: BTZ-043
BTZ-043 (250mg per tablet)

Drug: BTZ-043
BTZ-043 (250mg per tablet)

Drug: BTZ-043
BTZ-043 (250myg per tablet)
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Exporimental: Stage 1 - Cohort 4 (BTZ 1000)
Patients will receive 4 tablets of BTZ-043 orally once daily, each containing 260mg BTZ-043 (1000
mg in total) from Day 1 through to Day 14

Experimental Stage 1 - Cohon § [BTZ 1250)
Patiants will receive 5 tablets of BTZ-043 orally once dally, each containing 250mg BTZ-043 (1250
mg in total) from Day 1 through to Day 14

Exparimanal: Stage 1 - Cahont 8 (BTZ 15000
Pationts will receive 6 tablets of BTZ-043 orally once daily, each containing 260mg BTZ-043 (1500
mg In total) from Day 1 through to Day 14

Experimantal: Slage 1 - Cohod 7 [BTZ 1750)
Pationts wil recelva 7 tabiets of BTZ-043 orally ence dally, sach containing 250mg BTZ-043 (1750
mg In total) from Day 1 through 1o Day 14

Exporimental; Stage 1 - Cahont 8 (BTZ 2000)
Pationts will recalva B tablats of BTZ-043 orally once dally, sach containing 260mg BTZ-043 (2000
fataf) from Day 1 through to Day 14

Experimental; Stage 2 - Arm 1 (BTZ high)
Patients will recaive a higher dose of BTZ-043, that has proven to be safe in stage 1 orally once

daily frem Day 1 through to Day 14, The dose of BTZ-043 will be determined after review of safety
data from stage 1.

Experimental: Stage 2 - Amm 2 (BTZ medium)
Patients wil recaive a medium dose of BTZ-043, that has proven to be safe in siage 1 orally once
daily from Day 1 through to Day 14. The dose of BTZ-043 will be determined after review of safaty
data from stage 1.

Experimental: Stage 2 - Am 3 (BTZ low)
Patients will recaive a lower dose of BTZ-043, that has proven to be safe in stage 1 orally once

daily from Day 1 through to Day 14. The dose of BTZ-043 will be determined after raview of safaty
data from stage 1.
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Drug: BTZ-043
BTZ-043 (250mg per tablet)

Drug: BTZ-043
BTZ-043 (250mg per tablat)

Dwuigg: BTZ-043
BTZ-043 [260mg per tablot)

Drug: BTZ-043
BTZ-043 [250mg par tablot)

Drug; BT2-043
BTZ-043 (250mg per tablot)

Drug: BTZ-043
BTZ-043 (250mg per tablet)

Drug: Probe Drug Cocktall

A probe drug cocktall will e given o rendomly selected patients after inclusion on Day 1 and on
Day 14 once orally. The probe drug cocktall conalets of

# Caffeine: 1 tablet & 150mg

+ Tolbutamide: 1/4 tablat & 500mg

» Dextrometherphan; 10 mi syrup @ 15mg/Smi

« Midazolam:2 mi sohstion & Smg/Sml

=« Digoxin: 2 tablets & 0.25mg

Drug: Dolutegravir 50mg Tab

1 tablet & 50mg Daolutegravic will be given to randomly selected patients after inclusion on Day 1
and on Day 14 once orally,
Other Name: Tivicay®

Drug: BTZ-43

BTZ-043 {250mg per tablet)

Drug: Probe Drug Cocktall

A probe drug cocktail wil be given to randomiy selected patients after inclusion on Day 1 and on
Day 14 once orally. The probe drug cocktail consists of

« Caffeina: 1 tablet & 150mg

» Tolsutarnide: 1/4 tablet & 500mg

+ Dextromethormphan: 10 ml syrup & 15mg/Sml
= Midazolam:2 ml solution & Smg/Sml

+ Digoxin: 2 tablets & 0.25mg

Drug: Dolutegravir 50mg Tab

1 tablat & 50mg Dolutegravir will be given to randomly selected patients after inclusion on Day 1
and on Day 14 once orally.
Other Name: Tivicay®

Drug: BTZ:043

BTZ-043 {250mg per tablet)

Drug: Probe Drug Cocktail

A probe drug cocktail wil be given to randomiy selected patients after inclusion on Day 1and on
Day 14 once orally. The probe drag cocktail consists of
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o Caffeine: 1 tablet & 150mg

* Tolbutamide: 1/4 tablet & 500mg

o Dextromethorphan: 10 mi syrup & 15mg/Sen
o Midazolam:2 mi solution & Smg/Smi

* Digoxin: 2 tablets & 0.25mg

Drug: Dolutegravir 50mgp Tab

1 tablet & 50mg Dx will be given to y selected patients after inclusion on Day 1
and on Day 14 once orally.

Other Name: Tivicay®

Active Comparator: Stage 2 - Arm 4 (control) Drug: Rifafour 0-27560

Pationts will receive a standard dose of Rifafour 0-275® orally once dady according to body Ritafour e-275® (150mg rifampicin, 75mg isonlazid, 400mg pyrazinamide, 276 mg ethambutol per
woight from Day 1 through to Day 14, Each tabiet of Rifafour 0-275® containg 150mg rifampicin, tablet)
76mg Inonkazid, 400mg and 276mg

The dally doses will be given to fasting patients, in accordance with South African Guidelines for
treatment of TB, The total number of tablets will be based on the body weight at screening:

* participants weighing 38 - 54 kg: 3 tablets

* participants weighing 56 - 70 kg: 4 tablets

¢ participants weighing >70 kg: 5 tablots

Other Name: Isoniazid, R (HRZE)

Outcome Measures

Primary Outcome Measures O :
1. Safety and tolerability of BTZ-043 [ Time Frame: Day 1 to Day 22
Safoty and tolerability of BTZ-043 will be assessed by evaluation of Adverse Events (AEs) during treatment- and follow-up phase

Secondary Outcome Measures © :
1. Bactericidal Activity Endpoint - MGIT | Time Frame: Day -1 to Day 14 ]
« changes in time to detection in the Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT™) liquid media culture system from baseline

2. Bactericidal Activity Endpoint - CFU [ Time Frame: Day -1 to Day 14
+ changes in solid media colony forming units (CFU) from baseline

3. Bactericidal Activity Endpoint - LAM [ Time Frame: Day -1 to Day 14]
« changes in sputum 2 (LAM) {from baseline

4, Bactericidal Activity Endpoint - MBLA [ Time Frame: Day -1 to Day 14 ]
+ changes in sputum molecular bacterial load assay (MBLA) from baseline

5. Pharmacokinetic Endpoint - BTZ-043 - AUC [ Time Frame: Day 1, 12 and 14 ]

The PK of BTZ-043 and its two major metabolites BTZ-045S and M2 after a single dose and at steady state will be evaluated by measuring the area under the plasma concentration curve (AUC)

6. Pharmacokinetic Endpoint - BTZ-043 - Cmax | Time Frame: Day 1, 12 and 14)

The PK of BTZ-043 and its two major metabolites BTZ-045S and M2 after a single dose and at steady state will be by the i (Cmax)
7. Pharmacokinetic Endpoint - BTZ-043 - Tmax [ Time Frame: Day 1, 12 and 14 ]
The PK of BTZ-043 and its two major metabolites BTZ-045S and M2 after a single dose and at steady state will be evaluated by measuring the time to reach Cmax (Tmax)
8. Pharmacokinetic Endpoint - BTZ-043 - Cmin [ Time Frame: Day 1, 12 and 14
The PK of BTZ-043 and its two major metabolites BTZ-045S and M2 after a single dose and at steady state will be by g the plasma 24 hours
following the last dose (Cmin)
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9, Pharmacokinetic Endpoint - BTZ-043 - CI [ Time Frame: Day 1, 12 and 14
The PK of BTZ-043 and its two major metabolites BTZ-045S and M2 after a single dose and at steady state will be by ing the Ci ©n

10, Pharmacokinetic Endpoint - BTZ-043 - Vd | Time Frame: Day 1, 12 and 14]
The PK of BTZ-043 and its two major metabolites BTZ-045S and M2 after a single dose and at steady state will be evaluated by measuring the Volume of distribution (Vd)

11. Pharmacokinetic Endpoint - BTZ-043 - T1/2 [ Time Frame: Day 1, 12 and 14 ]
The PK of BTZ-043 and its two major metabolites BTZ-045S and M2 after a single dose and at steady state will be by the half-life (T1/2)

12. P ineti int - BTZ-043 - ics (PD) [ Time Frame: Day 1, 12 and 14]

The PK of BTZ-043 and its two major metabolites BTZ-045S and M2 after a single dose and at steady state will be evaluated by measuring the Relation of efficacy measurements to pharmacokinetic
indices of BTZ-043 and its metabolites (AUC, Cmax)

13, it int - ion PK AUC [ Time Frame: Day 1, 12 and 14 ]
A poputation PK-analysis of BTZ-043 and its two major metabolites will be carried out by measuring the AUC and describing PK differences of BTZ-043 and its main metabolites between subjects to
quantify inter-i suitable for ion of dosing reg:

14. - PK Cmax [ Time Frame: Day 1, 12 and 14]
A poputation PK-analysis of BTZ-043 and its two major metabolites will be carried out by measuring the Cmax and describing PK differences of BTZ-043 and its main metabolites between subjects to
quantify inter-k " itable for jon of dosing reg:

15. Pharmacokinetic Endpoint - Food Effect PK AUC [ Time Frame: Day 14 ]

The effect of food on the exposure of the BTZ-043 and its two major will be by the AUC of BTZ-043 and its main metabolites and by evaluating the change after a
high fat high calorie meal in comparison to the AUC under fasting conditions during the 1st stage.

16, Pharmacokinetic Endpoint - Food Effect PK Cmax [ Time Frame: Day 14 ]
The effect of food on the exposure of the BTZ-043 and its two major will be ined by the Cmax of BTZ-043 and its main metabolites and by evaluating the change after a

high fat high calorie meal in comparison to the Cmax under fasting conditions during the 1st stage.

17. Pharmacokinetic Endpoint - Probe Drugs PR AUC [ Time Frame: Day 0 and 14 ]

The effect on BTZ-043 at steady state on hepatic enzyme and P-gly activity va. inhibition) will be evaluated by changes in AUC of the probe drugs administered on day
0, and day 14 during the 2nd stage.

18, Pharmacokinatic Endpaint - Probe Drugs PK Crmax | Time Framae: Day 0 and 14]

Tha aMect on BTZ-043 at steady atabe on hapatic anzyma and P nctivity Vi willl b by changes in Cmax of the probe drags sdministened on diy
0, and day 14 during the 2nd stage.

Eligibility Critaria Goto |

Information from the National Library of Medicine [ wma

Choosing fo participate in a study is an important perscnal decision, Talk with your doctor and family members or friends about deciding to foin a study:. To leam mone
about this study, you or your doclor may contact the study research stalf using the contacts provided balow. For genaral information, Laarn About Clinkeal Studies.

Ages Eligible for Study: 18 Years to 64 Years (Adull)
Bexes Eligiole for Study: Al
Accepts Healtly Volunteers: Mo
Critaria
General inclusion criteria:
1. Provide written, Informed consent prior to all trial-related procedures Including HIV testing,
2. Understand and willing to comply with the study procedures.
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Male or female adults, aged 18 up to and including 84 years.
4, Body woight = 40 kg.
Participants are either unable to conceive/father children AND/OR they will be using two effective methods of contraception, including methods used by the patient's sexual partner(s). At least one to be
a barrier method.
Disease-spacific inclusion criteria:
Nowly drug yT8
Chest X-ray which is consistent with TB
Ability 1o produce an adequate volume of sputum (at least 10mi estimated overnight production)
2 1 sputum sample from concentrated sputum positive for acid-fast bacilli on microscopy (at least 14 on the International Union Against Ti losis and Lung DI Health O
(IUATLD/WHO) scale) from either a spot sputum or overnight sputum sample.
General exclusion criterla:
1. Poor general condition, where delay in troatment cannot be tolerated or death within three months is likely, as assessed by the investigator.
2. The patient is pregnant or breast-feeding.

L]

® ® N

Disease-apacific exclusion criteria:
3. The patient in infected with HIV.
4, The patient has a known intolerance to any of the study drugs or or for which study drugs or standard TB treatment are contraindicated.
5. with any other drug within 1 month prior to enrolment or enrolment into other clinical (i ) trials during px
6. The patient has a history of or current evidence of clinically relevant i or diseases, or any other that
will infiy studly or survival in the of the
a. Clinically significant evidence of severe TB (e.g. miary TB, TB meningitis, excluding imited lymph node involvement)
b. Serious lung conditions other than TB or signi 4 in the ion of the
c. epilepsy or disorder
d. Any diabetes mellitus
e. Cardiovascular disease, such as myocardial infarction, heart failure, coronary heart disease, ia, o "y

1. Current or history of hypertension (systolic blood pressure >135 mmHg and/or diastolic blood pressure of >85 mmHg) AND/OR ever received antinypertensive treatment)
g. Long QT syndrome or family history of long QT syndrome or sudden death of unknown or cardiac-related cause

h. Alcohol or other drug abuse, that s sufficient 1o the safety or of the patient, includes sub: prohibited by the protocol, or has led to significant organ
damage, at the discration of the investigator
Laboratory exchsion criteria at screening:
7. Serurn amino aspartate transferase (AST) and/or alanine aminotransferase (ALT) activity »2x the upper limit of normal (ULN)
8. serum alkaline phosphatase (ALP) or y-ghstamy! transferase (GGT) > 2x the ULN
8. serum total bilirubin level >1.5 times the ULN
10. st creatining {eCrCY) using the Cockeroft and Gault formula level lower than 80 mis/min
11. haemoglobin level <8.0 g/dL
12. platelat count <100,000/mm3
13. serum potassium below the lower level of narmal [LLN) for the laboratory
ECG-speciiic exciusion criteria:
14. corrected QT interval (QTc)F of = 450 miliseconds (ms)
15. Atrigventricular (AV) block with PR interval > 200 ms
16. ORS complex > 120 ms
17, any ether changes in the ECG that are clinically relevant as per discrefion of the investigator
Restricted medication;
18. Treatment with drugs active against Mycobacterium Tuberculosis (MTB) within the last 3 months prior to scraening
19. Requires medication as included In the following drug classes within 2 weeks prir to the first dose of study reatment:
o medication that prolongs the QTc interval
o Cytochreme P450 (CYP450) inhibitors or inducers, including grapefruit containing foods / beverages and St. John's Wert
o Antacids or antipeptic drugs (antacids, H2 blockers, proton pumg inhibitors)

Contacts and Locations Gote =~

126



Anhang

from the Library of

To lean more about this study, you or your doctor may contact the study research staff using the contact information provided by the sponsor.

Please refer to this study by its ClinicalTrials.gov identifier (NCT number): NCT04044001

Contacts
Contact: Norbert Heinrich, MD 449894400 ext 59805 heinrich@lrz.uni-muenchen.de
Contact: Susanno Schultz, MD, MSc  +40894400 ext 58007 susanne. schultz@irz.uni-muenchen de

Locations

South Afrioa
TASK Applied Sclonces Clinical Research Contre Recruiting
Cape Town, South Africa, 7530
Contact: Lize Greyling, MD 42721917 ext 1044  dr.lize@task.org za
University of Cape Town Lung Institute (UCTLS) Recruiting
Capo Town, South Africa, 7700
Contact: Rodney A Dawson, Prof 427214086 ext 8850

Sponsors and Collaborators
Michael Hoelscher
European and Developing Countries Clinical Trials Partnership (EDCTP)
Radboud University
German Federal Ministry of Education and Research
Investigators
Study Director: Michael Hoelscher, Prof - University Hospital, LMU Munich, Division of Infectious Diseases and Tropical Medicine

Principal Investigator:  Andreas Dilacon, Prof TASK Appled Sclence Clinical Research Centre

More Gote
Responsible Party: Michael Hoeischer, Prof. Dr. Michaed He Luichwigy imillians - | af Munich
ClinicalTrials gov Identifier: NCT04044001  History of Changes
Cther Study ID Numbers: PanACEA-BTZ-043-02
First Posted: August 2, 2010 Key Record Dates
Last Update Posted: November 25, 2020
Last Verified: November 2020

Individual Participant Data (PD) Sharing Statement:
Plan to Share IPD: No

Studies a U.8. FDA-regulated Drug Product:  No
Studies a U5, FDA-regulated Device Product;  No

Keywords provided by Michasl b Ludwig-Maximilians - University of Munich:
Tuberculosis, Pulmanany Drug-sensitive TB
Randomized Cantrolled Trial (RCT) Early Bactericidal Activity (EBA)
BTZ-043 Drug-drug-interaction
Tuberculosis Pharmacokinetics (P
Antitubercular Agents Salety
Gram-positive Bacterial Infections Talerability
Escalating dose Bactericidal Activity

Additional relevant MaSH terms:

Tuberculosis Anti-Bacterial Agents

Tuberculosis, Pulmeonary Anti-Infective Agents

Mycobacterium Infections Enzyme Inhibitors

Actinomycetales Infections M M i of Ph: ical Action
—Sram-Pesitive Baclerial nfections. Eaity Acid Svothesis Inhibitors
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Bacterial Infections

Lung Diseases

Respiratory Tract Diseases
Respiratory Tract Infections
Isoniazid

Pyrazinamide

Ethambutol

Dolutegravir

Antitubercular Agents

Hypolipidemic Agents
Antimetaboiites

Lipid Regulating Agents
HIV integrase Inhibitors
Integrase Inhibitors
Anti-HIV Agents
Anti-Retroviral Agents
Antiviral Agents

A TOTOP

For Patients and Families For Researchors For Study Record Managers

HOME  RSERENOS S

TERMS ANO CONDTIONS  DSCLAMER  CUSTOMER SUSPORT

Copyright | Privay | Ae Viewers and Players | Preedom of Information At | USAgov

U.S. National Library

ional Institutes of Health

U.S. Department of Health and Huma:
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Quelle [58]: Log and Percent Reductions in Microbiology and Antimicrobial
Testing. [cited 2022 04.01.2022]; Available from:
https://microchemlab.com/information/log-and-percent-reductions-microbiology-

and-antimicrobial-testing.

Q

‘
C LA B © R AT O R Y ABOUT THE LAB v TESTING SERVICES v INFORMATION CONTACT US o a a

Log and Percent Reductions in Microbiology and Antimicrobial Testing

i scientific notation. Microchem Laboratory Is:

RELATED

Scientific Notation and Significant Digits in

Microblology
Mathematical Modeling of Antimicrobial

Efficacy

Quick Contact
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As the series demonstrates, if a log reduction is a whole integer, then its numerical value equals the number of nines in the
percent reduction figure.

Email *
So, if you get a study report from our lab indicating a 2.5 log reduction, then you know it corresponds to a percent reduction
somewhere between 99% and 99.9%. However, because of the way log scales work, a 2.5 log reduction does not equal a 99.5%
reduction. Test or Infermation Meeded *

For the more mathematically minded, formulas are presented below for percent reduction calculations, log reduction
caleulations, and finally a formula is presented which will allow people to go back and forth between the two.

Percent Reduction Calculation

Percent Reduction={4= Bj x100

s 3

A is the number of viable microorganisms before treatment,

B is the number of viable microorganisms after trestment

Log Reduction Calculation

Log Reduction=log,,( %]‘

ar,

Log Reduction=logy( 4 )—log,y(B)

Where:
A i the number of viable microorganisms befiore treatment,
B is the number of viable microorganisms after treatment

Formula to Convert Log Reduction to Percent Reduction

P=(1-10"")x100

‘Where:
P #s the percent reduction
L is the log reduction
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