Inflammation, Pathogen-Zell-Interaktionen und
Stamm-Charakterisierung von
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus

als Erreger der infektiosen Endokarditis

Dissertation zur Erlangung des
Doktorgrades der Naturwissenschaften

(Dr. rer. nat.)

Fakultat fur Chemie
Universitat Bielefeld

vorgelegt von

Melanie Weinstock

Bad Oeynhausen
Juli 2014



Gedruckt auf alterungsbestandigem Papier nach DIN-ISO 9706.



Diese Arbeit entstand unter der Leitung von

Prof. Dr. med. Cornelius Knabbe

am Institut fir Laboratoriums- und Transfusionsmedizin
Herz- und Diabeteszentrum Nordrhein-Westfalen
Universitatsklinik der Ruhr-Universitat Bochum

in Bad Oeynhausen

in der Zeit von Januar 2011 bis Juli 2014.



1. Gutachter: Prof. Dr. med. Cornelius Knabbe
2. Gutachter: Prof. Dr. rer. nat. Hartmut Niemann
Tag der Abgabe: 29.07.2014



Danksagung

Danksagung

Viele Personen haben mich auf dem Weg zum Gelingen dieser Arbeit unterstitzt, allen
mdchte ich fur die Unterstitzung danken und einige hier namentlich erwahnen.

Herrn Prof. Dr. med. Cornelius Knabbe danke ich fur die interessante Themenstellung, die
Bereitstellung des Arbeitsplatzes sowie flr das Interesse am Fortgang dieser Arbeit.

Herrn Prof. Dr. rer. nat. Hartmut Niemann (Universitat Bielefeld, Fakultat fur Chemie) mochte
ich fur die Bereitschaft danken, diese Dissertation als Gutachter zu betreuen und zu
beurteilen.

Mein besonderer Dank gilt Frau Dr. Tanja Vollmer fur die Betreuung wahrend der gesamten
Doktorarbeit. lhre Kompetenz, Hilfs- und Diskussionsbereitschaft haben mafgeblich zum
Erfolg dieser Arbeit beigetragen.

Bei Herrn OA PD Dr. Jens Dreier bedanke ich mich fir seine wertvollen Ratschlage und
seine Diskussionsbereitschaft.

Meinen aktuellen und ehemaligen Kollegen Dr. Dr. Ingvild Birschmann, Christina
Brandenburger, Dr. Mareike Dabisch-Ruthe, Birgit Drawe, Jessika Dumke, Marlen Ewald,
Dr. Isabel Faust, Tobias Flieder, Imke Grimm, Dr. Doris Hendig, Dr. Dennis Hinse, Barbel
Kammel, Dr. Joachim Kuhn, Dr. Patricia Kuzaj, Christoph Lichtenberg, Dr. Christian Prante,
Dr. Christina Roch, Anne-Kathrin Vollmer und Dr. Jan Weile danke ich fiur ihre
Hilfsbereitschaft, viele gute Ideen und die gute Arbeitsatmosphare. Auch meiner
Forschungspraktikantin Jessika Jegodka mochte ich danken. Mareike, dir gilt wirklich ein
besonderer Dank fur deine vielfaltige und herzliche Unterstitzung.

Meinen Kolleginnen Conja Dickhoff, Renate Josting, Esther Lietzau, Evelyn Menke, Kirstin
Potthast und Anke Straeten-Barnbeck gilt ein besonderer Dank fur die schone und
motivierende Arbeitsatmosphare im PCR-Labor. Ich habe jeden Tag gern mit euch
zusammen gearbeitet.

Auch Freunde und Familie haben mich wahrend dieser Zeit sehr unterstiitzt. Ein grof3er
Dank gilt Dorthe Albert, die mir bei der Korrektur dieser Arbeit eine grof3e Hilfe war.
Besonders mdchte ich auch Jessica und Mark Dennis Kellermeier fir ihre Riickendeckung in
allen Lebenslagen danken. Und auch dir, Tobias, fur dein Verstandnis, deine Geduld und
Unterstitzung. Ein grolRer Ruckhalt war fur mich, wahrend der Promotionszeit, wie auch
schon vorher, immer meine liebe, grof3e Familie. Meinen lieben Eltern, Karin und Michael
Weinstock, sowie meiner Schwester Sonja Huber, mdchte ich besonders danken — eure
Liebe und eure Unterstiitzung haben diese Arbeit moglich gemacht.



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

1 Zusammenfassung 1
2  Einleitung 3
2.1 Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus als Erreger der infektiésen Endokarditis (IE) 4
2.2 Pathophysiologische Aspekte der S. gallolyticus subsp. gallolyticus-bedingten IE 5
2.3 Inflammatorische Parameter und zellulare Mechanismen der Inflammation in der IE 7
2.4 Virulenzfaktoren der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Pathogenese 11
2.5 Einzelnukleotid-Varianten als mdgliche Einfluss-Faktoren einer IE 13
2.6 Zielsetzung der Arbeit 15
3  Ergebnisse 16
3.1 Charakterisierung inflammatorischer Parameter der S. gallolyticus subsp. gallolyticus-
bedingten IE 16
3.1.1  Uberleben von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in einem Vollblut-Modellsystem 17

3.1.2 IL6-Induktion durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus in einem Vollblut-Modellsystem 23
3.1.3 Inflammatorische Reaktion von Endothelzellen und Monozyten in der S. gallolyticus

subsp. gallolyticus-bedingten Endokarditis im Monokultur-Zellkulturmodell 27
3.1.4 Inflammatorische Reaktion von Endothel und Monozyten in der S. gallolyticus subsp.
gallolyticus-bedingten Endokarditis im Ko-Kultivierungs-Zellkulturmodell 32
3.1.5 Isolat-spezifische Induktion der Genexpression von IL1B, IL6 und IL8 bei Inokulation
von Monozyten mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus 36
3.2 Interaktion von S. gallolyticus subsp. gallolyticus mit Makrophagen und Thrombozyten 39
3.2.1 Interaktion zwischen Makrophagen und S. gallolyticus subsp. gallolyticus 39
3.2.2 Induktion der Thrombozyten-Aggregation durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus 43
3.3 Analyse von Einzelnukleotid-Varianten in einem Endokarditis-Patienten-Kollektiv 48
3.3.1 Assoziation von Einzelnukleotid-Varianten mit einem Endokarditis-Patienten-Kollektiv 48
3.3.2 Klinisch relevante Laborparameter in Assoziation mit ENV 53
4  Diskussion 56
4.1 Individuelle Host-Faktoren bei der S. gallolyticus subsp. gallolyticus-1E 57
4.2 Die Beeinflussung der IE-Pathogenese durch ENV in Genen der inflammatorischen
Pathogenabwehr 58
4.3 S. gallolyticus subsp. gallolyticus-Phanotypen im pathophysiologischen Kontext der IE 61
4.3.1 Uberleben in Vollblut durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus — ein entscheidender
Faktor noch vor Etablierung der Vegetation am Endokard 62
4.3.2 Induktion inflammatorischer Parameter durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus 65
4.3.3 S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Kontakt mit Makrophagen und Thrombozyten
und die mdglichen Folgen fiir die Vegetationsausbildung 69

4.4 Ausblick 72



Inhaltsverzeichnis

5 Methoden

5.1 Anzucht von Bakterienkulturen
5.2 Kryokonservierung von Bakterien

5.3 Bestimmung des bakteriellen Titers
5.3.1 Bestimmung des Bakterientiters durch Ausplattieren
5.3.2 Bestimmung des Bakterientiters durch BactiFlow Messung

5.4 Anzucht humaner Zelllinien

5.5 Kryokonservierung humaner Zelllininen

5.6 Passagieren humaner Zelllinien

5.7 Auszéhlung humaner Zelllinien

5.8 Differenzierung von THP-1-Zellen zu Makrophagen

5.9 Inokulation von Vollblut mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus
5.9.1 Vitalitdtsmessung von Leukozyten in Vollblut

5.10 Inokulation von humanen Zelllinien mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus
5.10.1 Inokulation der Endothelzelllinie EA.hy926 mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus
5.10.2 Inokulation der monozytaren Zelllinie THP-1 mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus
5.10.3 Inokulation von Ko-Kulturen von Monozyten und Endothel

5.11 Aufnahme S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Makrophagen und Uberlebensrate

5.12 Lichttransmissions-basierte Bestimmung der Thrombozyten-Aggregation
5.12.1 Herstellung von Plattchen-reichem Plasma und Plattchen-armen Plasma
5.12.2 Kontrolle der Thrombozytenfunktion
5.12.3 Induktion der Thrombozyten-Aggregation durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus

5.13 RNA-Isolation aus humanen Zelllinien

5.14 Bestimmung der RNA-Integritat

5.15 cDNA-Synthese aus humaner mRNA

5.16 Relative Quantifizierung von Genexpressionen mittels real-time PCR

5.17 DNA-Extraktion
5.17.1 DNA-Extraktion aus Herzklappengewebe
5.17.2 DNA-Extraktion aus Vollblut

5.18 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Amplifikation von DNA-Fragmenten
5.19 Agarose-Gelelektrophorese zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA-Fragmenten

5.20 Sequenzierung von DNA-Fragmenten

5.21 Nachweis von Einzelnukleotid-Varianten mittels Restriktionsfragment-Langenpolymorphismen

(RFLP)-Analyse
5.21.1 Patienten- und Kontrollkollektiv
5.21.2 Restriktionsfragment-Langenpolymorphismen-Analyse

5.22 Interleukin-6 Bestimmung
5.23 Bestimmung des kleinen Blutbildes
5.24 Bestimmung der Konzentration des C-reaktiven Proteins in humanem Serum

5.25 Bestimmung von Procalcitonin in humanem Serum

74

74
74

74
74
74

75
75
76
76
76

77
77

78
79
79
79

80

81
81
81
82

82
83
83
84

86
86
86

87
87
88

90
90
91

92
93
93
94



Inhaltsverzeichnis

6 Material 95
6.1 Bakterienstdamme 95
6.2 Humane Zelllinien 95
6.3 Medien und Reagenzien fir die Zellkultur 95
6.4 Medien fir die Anzucht von Bakterien 96
6.5 Chemikalien, Reagenzien und Antikdrper 96
6.6 Losungen und Puffer 97
6.7 Enzyme 98
6.8 Gerate 98
6.9 GroRenstandards fur die Agarose-Gelelektrophorese 100
6.10 Oligonukleotide 100

6.10.1 Oligonukleotide fur die relative mRNA-Quantifizierung 100

6.10.2 Oligonukleotide fur die Analyse von Einzelnukleotid-Varianten 101
6.11 Testkits 101
6.12 Sonstige Materialien 102
6.13 Software und Datenbanken 103
7  Abkirzungsverzeichnis 104
8 Literaturverzeichnis 106

9 Erklarung 114



Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die infektibse Endokarditis (IE) ist eine meist durch Bakterien verursachte Entziindung der
Herzinnenwand, wobei diese vorwiegend das Herzklappengewebe betrifft. Die Pathogene
gelangen Uber den Blutstrom an das Endokard, adhéarieren an das endokardiale Endothel
und bilden dort eine Vegetation aus, wodurch das Gewebe unwiderruflich geschadigt werden
kann. Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus wird in ca. 20 % der Streptokokken-
bedingten Endokarditiden als kausatives Pathogen nachgewiesen. Die zugrunde liegenden
Pathomechanismen der S. gallolyticus subsp. gallolyticus-IE und die Wechselwirkungen
zwischen humanen Zellen und dem Pathogen sind allerdings bislang noch weitgehend
ungeklart.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde in mehreren Modellsystemen die Interaktion verschiedener
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate mit humanen Zellen im inflammatorischen Kontext
der IE untersucht. In einem Vollblut-Modellsystem konnte der Vergleich von drei Probanden
zeigen, dass die Wachstumskinetik von S. gallolyticus subsp. gallolyticus durch individuelle
Host-Faktoren beeinflusst wird. Hierbei konnte ein S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolat
(DSM16831) identifiziert werden, welches im Vollblut-Modellsystem im Gegensatz zu den
anderen untersuchten Isolaten eine verringerte Wachstumsrate aufwies. Der Vergleich des
Induktionspotentials verschiedener S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate von Interleukin-6
(IL6) im Vollblut-Modellsystem lasst ebenfalls vermuten, dass dieses Isolat die Inflammation
friher induziert. Des Weiteren konnte in Zellkultur-Modellsystemen nachgewiesen werden,
dass in der monozytaren Zelllinie THP-1 die Genexpression der inflammatorischen Zytokine
Interleukin-1B (IL1B), IL6 und Interleukin-8 (IL8) durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus
innerhalb von 6 h induziert wurde. Im Stammvergleich konnten zwei Isolate (010672/01 und
AC1181) identifiziert werden, welche diese inflammatorischen Marker signifikant geringer
induzierten, wahrend ein Isolat (013366/01) die Genexpressionen der untersuchten
Parameter stark induzierte. Weiterhin wurde im Rahmen dieser Arbeit in einem
Makrophagen-Zellkultur-Modellsystem nachgewiesen, dass S. gallolyticus subsp. gallolyticus
Isolate eine starke Varianz bezuglich der Aufnahme durch Makrophagen zeigen. Hierbei
zeigte ein Isolat (AC6827) eine besonders geringe Phagozytoserate. AuRerdem wurde die
durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus-induzierte Thrombozyten-Aggregation untersucht.
Hierbei wurde eine starke interindividuelle Variabilitdt zwischen den Probanden deutlich,
wobei trotz dessen Stamm-abhangige Phéanotypen fir S.gallolyticus subsp. gallolyticus
nachgewiesen werden konnten.

Um die individuelle Host-Komponente der Inflammation in der IE zu untersuchen, wurden
14 Einzelnukleotid-Varianten (ENV) auf ihre Assoziation mit einer IE Patientenkohorte hin
untersucht. Fur IL6 ¢.471+870G>A konnte der heterozygote Genotyp im Patientenkollektiv
signifikant haufiger nachgewiesen werden. Weiterhin konnte ein Zusammenhang zwischen
ENV und der Leukozytenzahl (WBC), sowie der Konzentration von Procalcitonin und dem
C-reaktiven Protein bei Endokarditispatienten nachgewiesen werden. Insbesondere die
Assoziation des heterozygoten Genotyps des endothelialen Selektins c.-19 GT mit signifikant
erhohten WBCs der Patienten vor einer chirurgischen Intervention zeigt einen interessanten
Aspekt der mdglichen Beeinflussung der Inflammation einer IE durch ENV.



Abstract

Abstract

Infective endocarditis (IE) is a multifactorial infection process and mostly bacteria account for
the infection of endocardial structures. After entering the bloodstream, bacteria adhere to the
heart valves. The inflammatory host response could have important influence on the
establishment of the persisting vegetation. Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus is
an emerging pathogen in IE and was identified in up to 20% of streptococcal-induced IE
cases. However, virulence mechanisms and the pathophysiological aspects of S. gallolyticus
subsp. gallolyticus-induced IE are still not clarified.

In this work, different model systems were established to analyze the interaction of
S. gallolyticus subsp. gallolyticus with human cells involved in host response. First, a whole
blood model was used for determining the survival of different S. gallolyticus subsp.
gallolyticus isolates. In this model, an individual proband and isolate-specific kinetic of
bacterial growth was shown. However, growth of one S.gallolyticus subsp. gallolyticus
Isolate (DSM16831) seemed to be inhibited in comparison to other strains. Additionally, it
was determined by measurement of the induction of interleukin-6 (IL6) in the whole blood
model that the same isolate seemed to induce the host response earlier than the other
strains. Furthermore, a monocyte cell line (THP-1) was used to compare the stimulation
potential of gene expression of inflammatory genes (interleukin-18 (IL1B), IL6 and
interleukin-8 (IL8)) by different S. gallolyticus subsp. gallolyticus strains. Two isolates
(AC1181 and 010672/01), which induced gene expression significantly lower than other
isolates, were identified. However, one isolate (013366/01) represented a strong stimulating
agent regarding the induction of IL1B, IL6 and IL8 gene expression in monocytes.

Furthermore, a macrophage cell culture model showed that different S. gallolyticus subsp.
gallolyticus strains had divergent potential to be phagocytized by macrophages. One isolate
(AC1181) showed significant lower rates of phagocytosis than others. As the induction of
platelet aggregation by bacteria was described as a virulence factor for IE, a comparison of
different isolates was performed regarding their potential to induce platelet aggregation. Four
different probands were used for this assay and an individual response of platelets to
different S. gallolyticus subsp. gallolyticus isolates was revealed. Nevertheless, hints towards
strain-dependent phenotypes regarding the potential to stimulate platelet aggregation were
observed.

Additionally, the individual inflammatory host response in IE was examined by an association
study of single nucleotide variants (SNVs) in candidate genes of the inflammatory host
response. A significant higher frequency of heterozygote genotype of SNV IL6
c.471+870G>A was detected in |IE-patients. Furthermore, an association of disease-related
biomarkers revealed influence of distinct SNVs to white blood cell count and the
concentration of C-reactive protein and procalcitonin. For example, the heterozygote
genotype of selectin E c.-19 GT was associated with higher white blood cell counts of
patients group. This association leads to the assumption that SNVs could also have an
influence on the inflammatory response in IE.
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2 Einleitung

Die infektiose Endokarditis (IE) ist eine mikrobiell bedingte Infektion des Endokards
(Herzinnenwand), wobei meist die Herzklappen (nativ oder Herzklappenprothesen) von der
Kolonisierung durch Pathogene betroffen sind (Cavassini et al. 2002). Die derzeitige Inzidenz
wird mit drei bis neun Erkrankungen pro 100.000 Einwohner beschrieben (Hoen und
Duval 2013). Unbehandelt verlauft eine IE meist letal. Das Erregerspektrum einer IE ist breit
gefachert, allerdings sind meist Streptokokken, Staphylokokken und Enterokokken die
urséchlichen bakteriellen Erreger der IE (Hoen und Duval 2013).

Die klinischen Manifestationen einer IE sind oft unspezifisch und erschweren so die
Diagnostik. Die Hauptkriterien zur Diagnostik beinhalten mikrobiologische Untersuchungen
sowie den echokardiographischen Nachweis der Vegetation (McDonald 2009). Hierbei ist der
Nachweis des Erregers lber Anzucht in Blut- oder Gewebekultur und anschlieRender
Identifizierung essentiell fir die Patienten, da der schnelle Einsatz einer adéaquaten Antibiose
entscheidend fir die therapeutische Intervention der IE ist. Die Weiterentwicklung
molekularbiologischer Techniken ermdéglicht einen Nachweis der Erreger in
Herzklappengewebe mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction),
wobei die schnelle Erregeridentifizierung einen grof3en Vorteil gegenliiber dem Nachweis in
Blutkulturen und anschlie@ender mikrobiologischen klassischen Identifizierung darstellt
(Vollmer et al. 2010). Ebenso kann der Nachweis Uber PCR erbracht werden, wenn die
abgenommenen Blutkulturen keinen Erregernachweis erbringen, da durch eine bereits
bestehende Antibiose keine vermehrungsfahigen Bakterien mehr vorhanden sind (KNE,
Kulturnegative Endokarditis). In der Laboratoriumsmedizin sind die typischen Infektions-
assoziierten Parameter wie die Leukozytenzahl (WBC, white blood cells), die Konzentration
des C-reaktiven Proteins (CRP), aber auch die Konzentration von Interleukin-6 (IL6) im
Serum der |E-Patienten erhoht (Cornelissen et al. 2013; Wallace et al. 2002). Hohe
CRP-Konzentrationen im Zusammenhang mit dem Nachweis von grof3en endokardialen
Vegetationen der Patienten konnten mit einem erhdhten Risiko fir embolische Ereignisse
assoziiert werden (Mangoni et al. 2003). Weiterhin ist auch die Konzentration des
Lipopolysaccharid-bindenden Proteins (LBP) im Serum der |IE-Patienten erhoht, wobei eine
Einschéatzung des Erfolgs der therapeutischen Intervention anhand der Verlaufswerte
moglich ist (Vollmer et al. 2009a). Auch die Procalcitonin (PCT)-Konzentration ist bei
Endokarditis-Patienten erhéht, wobei dieser Laborparameter zur Verlaufskontrolle, sowie als
Indikation eines Herzklappenersatzes genutzt werden kann (Kocazeybek et al. 2003). Die

abnormale Erhohung der PCT-Konzentration bei IE-Patienten soll die Pradiktion eines
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erhéhten Schweregrades der IE ermdglichen und wird mit einer schlechten Verlaufsprognose
assoziiert (Cornelissen et al. 2013).

Im Rahmen der molekulargenetischen Erregeridentifizierung in Herzklappengewebe im
Institut fir Laboratoriums- und Transfusionsmedizin des Herz- und Diabeteszentrum NRW
wurde von 2001 bis 2009 durch Vollmer et al. das Erregerspektrum der IE né&her
aufgeschlusselt (Abbildung 2.1).

50

S. gallolyticus subsp. gallolyticus
40

20

10

Streptococcus Staphylococcus Enterococcus Andere
Spp. Spp. Spp.

Abbildung 2.1: Erregerspektrum (in %) der Studie zum molekulargenetischen Erregernachweis aus exzidiertem
Herzklappenmaterial im Herz- und Diabeteszentrum NRW (Vollmer et al. 2010).

Die spezifische Identifizierung der Erreger zeigte, dass Streptococcus gallolyticus subsp.
gallolyticus in ca. 20 % der durch Streptokokken-bedingten Endokarditiden als kausatives
Pathogen nachgewiesen werden kann. Die pathophysiologischen Aspekte der durch
S. gallolyticus subsp. gallolyticus-induzierten IE sind bisher allerdings noch weitgehend

ungeklart.

2.1 Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus als Erreger der infektidsen
Endokarditis (IE)

S. gallolyticus subsp. gallolyticus (ehemals S. bovis Biotyp 1) ist ein gram-positiver
Streptokokke der Lancefield Gruppe D und wird auch als Kommensale im gesunden
Gastrointestinaltrakt des Menschen nachgewiesen, wobei die Angaben der
Kolonisierungsrate stark variieren (Sillanpaa et al. 2009). Das fakultative Pathogen wird aus
Blut oder Fazes isoliert und nicht nur im Menschen, sondern ebenso in der Tierwelt
(Nutztiere, Beuteltiere, Vogel) nachgewiesen (Schlegel et al. 2003). Mdgliche

Transmissionswege sind allerdings bislang noch ungeklart.

Als Pathogen wird S. gallolyticus subsp. gallolyticus nicht nur in der IE beschrieben. Ebenso

kann bei anderen Saugern eine Mastitis, aber auch septische Erkrankungen auf den Erreger
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zuruickgefihrt werden (De Herdt et al. 1994; Garvie und Bramley 1979). Weiterhin sind
einzelne Falle bekannt, in denen S. gallolyticus subsp. gallolyticus als kausatives Pathogen
einer Infektion der Gallengdnge nachgewiesen werden konnte (Corredoira et al. 2014).
Besondere Aufmerksamkeit erhielt der Erreger durch den Nachweis einer Assoziation der
durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus-bedingten IE und dem Auftreten von kolorektalen
malignen Veranderungen (Boleij et al. 2011a; Klein et al. 1977). Die allgemeine Pravalenz fur
kolorektale Karzinome in Patientenkohorten mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus Infektionen

erwies sich als deutlich gesteigert (Krishnan et al. 2014; Boleij et al. 2011a).

2.2 Pathophysiologische Aspekte der S. gallolyticus subsp. gallolyticus-bedingten
IE

Die Untersuchungen zur spezifischen Assoziation der S. gallolyticus subsp. gallolyticus-
bedingten IE und dem Auftreten von kolorektalen Karzinomen fihrten zu einer Hypothese,
welche den pathologischen Zusammenhang der beiden Krankheiten darstellt (Abbildung 2.2)
(Boleij et al. 2011).

S. gallolyticus subsp. gallolyticus

Epithel v,
(adenomatos)
N Basalmembran

K (Kollagen IV)

’rZytokinreaktion?
Thrombozyt
o /

Blutstrom <

Monozyt

Endothel
(vorgeschédigt)

Migration der Monozyten ins Gewebe
Differenzierung zu Makrophagen
Thrombozytenaggregation

Kollagen | / IV
Fibrin

Abbildung 2.2: Pathophysiologischer, hypothetischer Zusammenhang zwischen der durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus-
bedingten IE und malignen Veranderungen im humanen Kolon (modifiziert nach Boleij et al. 2011, Benoit et al. 2010 und
Moreillon et al. 2002).
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S. gallolyticus subsp. gallolyticus adhariert im Darmlumen an das Epithel und gelangt tber
einen parazellularen Transport in den Blutstrom (Boleij et al. 2011). Die inflammatorische
Reaktion im Blutstrom ist noch weitestgehend unbekannt. Die Bakterien werden Uber den
Blutstrom an das endokardiale Endothel transportiert, wo sie adharieren konnen. Es kommt
zur Anlagerung von Thrombozyten, sowie zur Aktivierung inflammatorischer Parameter,
welche die Migration von Makrophagen ins Gewebe fordern (Moreillon et al. 2002).
Abdulamir et al. konnten bereits zeigen, dass die Kolonisierungsrate in Patienten mit
kolorektalen malignen Veranderungen deutlich hoéher ist gegeniiber der Kolonisierungsrate
von Kontrollgewebe gesunder Probanden (Abdulamir et al. 2010). Es besteht die Hypothese,
dass bestimmte Adhésine der Bakterien eine Adhasion und Kolonisierung des
Tumorgewebes beginstigen (Abdulamir et al. 2011). Wichtige Aspekte sind hierbei die
nachgewiesene Adhasion von S. gallolyticus subsp. gallolyticus an die Kollagene I, Il und IV
(Vollmer et al. 2010). Bei der Interaktion mit Kollagenen konnte bereits ein genomischer
Pili-Locus von S. gallolyticus subsp. gallolyticus als entscheidender Virulenzfaktor identifiziert
werden (Danne et al. 2011). Weiterhin konnten Boleij et al. ein Histone-like Protein A (hipA)
identifizieren, welches die Adhéasion an Heparansulfat bei der S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Interaktion mit humanen Zellen vermitteln konnte (Boleij et al. 2009).

Der Eintritt in den Blutstrom ist eine Voraussetzung fir die Etablierung einer IE am
Endokard, wobei hier bereits inflammatorische Zellen in direkten Kontakt mit S. gallolyticus
subsp. gallolyticus kommen. Die Erkennung der Pathogene wird Uber Rezeptoren der
Leukozyten vermittelt, welche unter dem Begriff der pathogen recognition receptors (PRR)
zusammengefasst werden. Bei der Detektion der bakteriellen Strukturen (pathogen
associated molecular pattern, PAMPS) sind Toll-like und NOD-like Rezeptoren beteiligt (TLR
bzw. NLR). Es sind bisher zehn humane TLR sowie zwei humane NLR beschrieben
(Takeuchi und Akira 2010). Uber die Aktivierung der PRRs wird die pro-inflammatorische
Zytokinreaktion humaner Zellen induziert (Takeuchi und Akira 2010; Makela et al. 2009). Die
im Blut zirkulierenden Bakterien gelangen an das Endokard, wo eine vorherige Schadigung
der endokardialen Strukturen in hohem Ausmal3 die Adh&sion der Bakterien begulnstigt. Eine
Vorschadigung des Endokards fuhrt zu einer so genannten NBTE (nicht bakterielle
thrombotische Endokarditis), bei welcher sich eine sterile Vegetation aus Fibrin und
Thrombozyten gebildet hat, welche die Gewebeschadigung eingrenzen sollen. Das
Fibrin-Thrombozyten-Netz dient allerdings, neben den durch die Schadigung exponierten
Komponenten der extrazellularen Matrix (extracellular matrix, ECM), gleichermalRen als
initialer Adhasionspunkt fur Bakterien. Fir S. gallolyticus subsp. gallolyticus konnte ebenso
wie fur Kollagen auch die Fahigkeit zur Adhé&sion an Fibrinogen nachgewiesen werden

(Vollmer et al. 2010). Nach Adhasion der Bakterien an die kardialen Strukturen werden
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sowohl die Zytokin-Synthese der Monozyten als auch die Thrombozyten-Aktivierung
(siehe Abbildung 2.2) weiter induziert. Uber die Zytokinsynthese werden angrenzende
Endothelzellen aktiviert und zur Expression von Adh&sionsmolekiilen angeregt. Die
stimulierten Adh&sionsmolekile dienen der Adh&sion von Immunzellen, wie den Monozyten,
welche nach Adhasion ins Gewebe migrieren und nach Differenzierung zu Makrophagen den
Erreger phagozytieren und abtoten. Das dichter werdende Netz aus Thrombozyten und
Fibrin, welches der Gewebeschadigung entgegenwirken soll, fihrt allerdings gleichermaf3en
zu einem Schutz der Bakterien vor rekrutierten Immunzellen, da diese von der sich
etablierenden Vegetation abgeschirmt werden (Moreillon et al. 2002). Die Vegetation kann
also geschutzt im Netzwerk aus Thrombozyten und Fibrin etablieren und persistieren.

Unbehandelt fihrt dies zu einer starken Schadigung des umliegenden Klappengewebes.

2.3 Inflammatorische Parameter und zellulare Mechanismen der Inflammation in
der IE

Die inflammatorischen Parameter einer IE werden durch eine lokale Entziindungsreaktion
beschrieben. Der in Abbildung 2.3 dargestellte Ablauf der Ausbildung einer Vegetation,
welche in Konsequenz zur Destruktion des Klappengewebes fuhrt, zeigt die Involvierung
verschiedenster Zelltypen und deren Reaktion auf die bakterielle Kolonisierung
(Cavassini et al. 2002).

Fibrin/Thrombozyten- . Thrombozyten- . Tissue Factor
Komplex aktivierung
v
Abnorme
Scherkréfte
Monozyten /
l Makrophagen
Replikation der Schadigung phad
Bakterien /
Vegetation T
A 4 v 2.B. ICAM1 .
: Inflammatorische
Endothelzelle VCANR, Selekin F > Antwort

(z.B.TNF, IL1B, IL6)

> | Destruktion des Klappengewebes [€

Abbildung 2.3: Etablierung einer bakteriellen Vegetation (modifiziert nach Cavassini et al. 2002).

Eine Schadigung des Klappengewebes fihrt ihrerseits zur Expression von
Adhasionsmolekilen und Zytokinen, welche zum einen (Uber Monozyten und

Gewebethromboplastin (tissue factor, TF) und zum anderen auch direkt zur Aktivierung der



Einleitung

Thrombozyten fiihrt. Wie bereits einleitend erwéahnt, etabliert sich ein Fibrin-Thrombozyten-
Netzwerk, welches der Schadigung entgegenwirken soll. Uber Verletzungen der Haut oder
Schleimhéute gelangen Bakterien in den Blutstrom und so zum Endokard. Bei bakterieller
Adhéasion wird die lokale Entztindungsreaktion weiter stimuliert.

Eine besondere Rolle spielen hierbei Adhasionsmolekile. Adhasionsmolekile ermoglichen
den endothelialen Zellen die aktive Rekrutierung inflammatorischer Zellen, so dass sie an
der inflammatorischen Reaktion teilnehmen konnen. Hierbei sind das vascular cell adhesion
molecule-1 (VCAM1), intercellular adhesion molecule 1 (ICAM1) und das endotheliale
Selektin E (SELE) von grol3er Bedeutung. Die Expression der Adhasionsmolekile ist
ihrerseits durch pro-inflammatorische Zytokine sowie oxidative Sauerstoffspezies reguliert
(Cook-Mills et al. 2011; Haraldsen et al. 1996). Alle drei Adh&asionsmolekile kdnnen in
Herzklappengewebe von |IE-Patienten nachgewiesen werden (Miiller et al. 2000). Ebenso
kann bei Staphylococcus aureus Endokarditispatienten fir die l6slichen Formen von VCAM1
und SELE eine deutliche Steigerung der Serumkonzentration gegeniber einem
Kontrollkollektiv  (Patienten mit S. aureus-Bakteriamie, aber keiner Endokarditis),
nachgewiesen werden, so dass eine Uberpriifung der Molekille als Marker fir das Risiko der
Entwicklung einer akuten Endokarditis in Frage gestellt wurde (Sdderquist et al. 1999). Es
konnte in Mausmodellen gezeigt werden, dass die Defizienz von Adhasionsmolekiilen eine
deutlich geschwéachte Abwehr von Pathogenen nach sich zieht (Munoz et al. 1997). Die
Interaktion zwischen Leukozyten und Endothel wird durch die Adhasionsmolekiile vermittelt
(Kunkel und Ley 1996).

Die pro-inflammatorischen Zytokine werden durch Detektion der Pathogene iber PRRs
induziert. In Abbildung 2.4 ist der hypothetische Verlauf der Inflammation aufgezeigt
(Grimminger et al. 1997). Eine IE geht immer mit einer leichten Bakteriamie einher, wodurch
der dargestellte Verlauf, adaptiert vom inflammatorischen Ablauf bei einer Sepsis, fir den
Zeitverlauf der mit einer IE einhergehenden Induktion inflammatorischer Parameter
adaptierbar ist. Bei lokalen Infektionen sind die pro-inflammatorischen Zytokine, zu welchen
der Tumornekrosefaktor-a (TNF), die Interleukin-1-Familie (Interleukine-1a/f - IL1A/IL1B),
sowie das Interleukin-6 (IL6) gehdren, die ersten ausgeschitteten Zytokine. Die pleiotrop
wirkenden Molekile werden durch bakterielle Strukturen, wie Lipoteichonsauren (LTA), aber
auch Lipopolysaccharide (LPS) induziert, wobei die IL6-Synthese erst nach Expression von
TNF und IL1B nachzuweisen ist (Tsigou et al. 2014; Andreasen et al. 2008; Grimminger et
al. 1997).
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Abbildung 2.4: Zeitverlauf der Immunreaktion bei akuten inflammatorischen Prozessen (modifiziert nach Grimminger et al.
1997) IL: Interleukin; MIP1B: Macrophage inflammatory Protein-18; TNF: Tumornekrosefaktor.

Die Aktivierung pro-inflammatorischer Zytokine hat verschiedenste Funktionen. Es wird die
Expression von Adhasionsmolekilen und Chemokinen induziert, wobei diese der
Rekrutierung von Leukozyten zum Infektionsherd dienen (Barton et al. 2008; Haraldsen et al.
1996). Interessanterweise konnte bereits gezeigt werden, dass das Zytokinprofil im Serum
der Patienten Aussagen Uber den Verlauf der IE zulasst. Bustamante et al. konnten bei
Prothesenendokarditiden mit schlechtem Verlauf deutlich héhere Konzentrationen von IL6
und IL8 nachweisen (Bustamante et al. 2014). Fir S. gallolyticus subsp. gallolyticus ist die
inflammatorische Reaktion bei Eintritt in den Blutstrom, sowie dem Kontakt mit dem

Endokard bislang noch nicht charakterisiert.

Weiterhin wird sowohl die Expression von Chemokinen, wie das Macrophage inflammatory
Protein-1p (MIP1B), das Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP1) und Interleukin-8 (IL8),
induziert, aber auch die Akut-Phase-Reaktion stimuliert, welche der systemischen Abwehr
dient (Grimminger et al. 1997; Rahimpour et al. 1999). Die Induktion der Chemokine fuhrt zur
vermehrten Rekrutierung von Neutrophilen, Monozyten und Lymphozyten zum
Infektionsherd, welche zellulare Komponenten der Inflammation darstellen (Sprague und
Khalil 2009; Maurer und Von Stebut 2004; Menten et al. 2002; Rollins 1996). Die Akut-
Phase-Reaktion wird durch IL6 induziert und fuhrt zu den bei der IE typischen unspezifischen
Symptomen wie Fieber oder allgemeiner Schwéache. Ebenso wird die Synthese
anti-inflammatorischer Zytokine induziert (z. B. IL10 und IL4), welche das Ausmal3 der

Inflammation begrenzen (Schulte et al. 2013; Grimminger et al. 1997).

Durch chemotaktische Gradienten werden Leukozyten zum Infektionsherd rekrutiert, wobei
hier insbesondere die Phagozytose der Mikroorganismen durch Makrophagen einen

entscheidenden  Abwehrmechanismus  darstellt. Um am Infektionsherd aktiv
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Mikroorganismen zu phagozytieren, missen die Phagozyten aus dem Blutstrom austreten
und ins Gewebe migrieren. Hierbei ist die Interaktion der Leukozyten mit den Endothelzellen
entscheidend. Die Phagozyten ,rollen® Uber aktiviertes Endothel durch Interaktion von
Glykoproteinliganden und Selektinen. Durch Aktivierung wird die feste Bindung durch
zellulare Adhasionsmolekile (ICAM1, VCAM1) gewahrleistet. Die Transmigration wird durch
Integrine sowie junctional adhesion molecules (JAMs) vermittelt (Bestebroer et al. 2010).
Makrophagen kénnen Mikroorganismen phagozytieren und im Phagosom Uber Fusion mit
einem Lysosom (Bildung des Phagolysosoms) Uber Ansduerung, reaktive Sauerstoff- und

Stickstoffspezies, sowie verschiedene Hydrolasen abbauen (Abbildung 2.5) (Haas 2002).

vakuolare
ATPase

Zitrullin

Arginin

Lysosomale Hydrolkasen
(Profease, DNAse,
Phosphatase, O
Sulfatase, Glucosidase)

Zytoplasma

Abbildung 2.5: Darstellung der Mechanismen, welche im Phagosom (gelb) zum Abbau des Bakterium (rosa) fuhren. Hierzu
zahlen die Ansauerung des Milieus und die Produktion von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies. Lysozym und saure
Hydrolasen dienen dem Abbau bakterieller Strukturen (aus Haas, 2002).

Neben den Makrophagen sind ebenso die Thrombozyten wichtige zellulare Komponenten
bei der Etablierung einer IE. Zum einen dient ein Thrombozyten-Fibrin-Gerinnsel bei
Vorschadigung des Endokards, wie bereits beschrieben, als initialer Adh&sionspunkt fir
Mikroorganismen. Andererseits wird oftmals ein als ,Thrombozyten-Bakterien-Paradoxon®-
bezeichnetes Phanomen beschrieben, welches insbesondere bei der IE eine Rolle spielt
(Widmer et al. 2006). Hierbei besteht die Hypothese, dass die Aggregation der
Thrombozyten die Ausbildung einer IE beglnstigt, wohingegen die Thrombozyten selbst
eigentlich durch Zytokinausschuttung und mikrobizide Proteine anti-inflammatorische Zellen

sind. Es wird beschrieben, dass nach Adhasion der Bakterien und der weiteren Anlagerung
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von Thrombozyten und Fibrin, das Netzwerk aus Zellen die Bakterien vor der zellularen
Antwort schitzt. Weiterhin ist fir viele Mikroorganismen (z. B. Staphylococcus aureus,
Streptococcus sanguinis, Streptococcus mitis) bekannt, dass die Thrombozyten-Aggregation
durch Kontakt der Bakterien mit Thrombozyten (direkt oder indirekt Gber Briickenmolekile)
aktiviert wird (Yeaman 2010; Widmer et al. 2006; Heilmann et al. 2004). Die Induktion der
Thrombozyten-Aggregation durch Bakterien wird dabei als moglicher Virulenzfaktor fur die
Etablierung einer IE gesehen (Jung et al. 2012; Sullam et al. 1996; Herzberg et al. 1992).
Wahrend diese Aspekte den Eindruck vermitteln, dass die Thrombozyten die Etablierung
einer Vegetation férdern, so sind diese gleichermalien anti-inflammatorisch aktiv. Es ist
bekannt, dass Thrombozyten Granula enthalten, welche bei Aktivierung sekretiert werden.
Neben der weiteren Ausschiittung diverser Chemokine und inflammatorischer Mediatoren,
enthalten Thrombozyten auch direkt mikrobizid wirkende Substanzen (platelet derived
microbicidal proteins, PMP) (Klinger und Jelkmann 2002). Die Sensitivitat gegeniber der
PMPs koénnen Einfluss auf die Vegetationsausbildung bei einer IE zeigen (Mercier et al.
2000; Wu et al. 1994). Die Interaktion von S. gallolyticus subsp. gallolyticus mit
Thrombozyten ist bisher noch nicht beschrieben.

Die Interaktion bakterieller Zellen mit inflammatorischen Zellen und der daraus
resultierenden Reaktion des Wirtes sind von verschiedenen bakteriellen Virulenzfaktoren

beeinflusst, welche im Folgenden naher beschrieben werden.

2.4  Virulenzfaktoren der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Pathogenese

Die Pathobiochemie der durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus-induzierten IE ist bislang nur
in Anséatzen aufgeklart. Durch verschiedene Arbeiten, die insbesondere den Fokus auf die
Assoziation zu kolorektalen Neoplasien legen, werden allerdings immer mehr
Virulenzfaktoren beschrieben, welche ermdoglichen, die Pathogenese der durch

S. gallolyticus subsp. gallolyticus-bedingten Infektionen néher charakterisieren.

Sowohl die genetische Identifizierung einzelner Virulenzgene, aber auch die
Genomsequenzierung von S. gallolyticus subsp. gallolyticus, ermdglichten die sukzessive
Identifizierung verschiedener MSCRAMMSs (microbial surface component recognizing
adhesive matrix molecules), welche die Adhasion der Bakterien an ECM-Molekile vermitteln,
sowie anderer Virulenzfaktoren, welche die Pathogenese beeinflussen (Hinse et al. 2011;
Rusniok et al. 2010; Sillanpda et al. 2009). Die Adhasion von S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Stdmmen an verschiedenste Zielmolekiile, wie Kollagen |, IV, V, Fibrin und
Thrombin wurde bereits durch verschiedene Arbeiten untersucht (Abdulamir et al. 2011;

Vollmer et al. 2010). Es konnte im Zuge dessen nachgewiesen werden, dass verschiedene
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Stdmme des Erregers unterschiedliches Potential zu Adhasion und Invasion an bzw. in
Endothelzellen zeigen (Vollmer et al. 2010). Die unterschiedliche genetische Ausstattung der
Isolate sowie die divergente Expression auf Proteinebene bedingen mit hoher
Wabhrscheinlichkeit diese unterschiedlichen Phanotypen.

Fur die Vermittlung der Adhasion konnte fur S. gallolyticus subsp. gallolyticus bereits das
Vorhandensein der Virulenz-assoziierten Gene gtf (kodiert fur eine Glykosyltransferase), pilB
(kodiert fur die grof3e Untereinheit des Pilus-Proteins) und fimB (kodiert fur das Lipoprotein
Rezeptor Antigen 1) nachgewiesen werden (Volimer et al. 2010). Uber diese Proteine kann
die Adhasion an Zelloberflachen vermittelt werden (Dramsi et al. 2006; Vacca-Smith et al.
1994). Interessanterweise konnte bei Streptococcus mutans gezeigt werden, dass ein knock-
out der Glykosytransferase Einfluss auf die IL6-Expression zeigt, so dass den
Glykosyltransferasen ein Einfluss auf die akute Inflammation bei Ausbildung der IE am
Endokard zugesprochen wird (Shun et al. 2005). Die entscheidende Rolle des pilB Genes
wurde bereits bei S. gallolyticus subsp. gallolyticus untersucht. Es konnte bei dem
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolat UCN34 eine heterogene Pili-Expression
nachgewiesen werden, welche Einfluss auf das Uberleben in Vollblut sowie die

Phagozytoserate der Bakterien durch Makrophagen hat (Danne et al. 2014).

Die Sequenzierung der Isolate UCN34 und dem Isolat 013366/01 zeigt auf3erdem
verschiedene Gene, welche die Virulenz der Isolate beeinflussen kbénnen (Hinse et al. 2011;
Rusniok et al. 2010). Hierzu gehdren beispielsweise verschiedene Glykosyltransferasen,
verschiedene Oberflachenproteine (LPxTG-Motiv kodierende Gene) und Kapselgene. Im
Herz- und Diabeteszentrum NRW steht eine groRBe Stammsammlung an S. gallolyticus
subsp. gallolyticus Isolaten zur ndheren Charakterisierung Stamme-spezifischer Divergenzen
der Stamme zur Verfligung. Durch Etablierung eines Microarrays auf Basis der
Genomsequenzierungen konnte das Stammkollektiv des Herz- und Diabeteszentrum NRW
genotypisch auf das Vorhandensein von Kapselgenen oder kollagenbindenden Genen hin
untersucht werden. Es zeigten sich dabei genotypische Cluster, die allerdings nur begrenzt

phanotypisch korreliert werden konnten (Hinse 2012).

Phanotypisch konnten ebenso bereits diverse Unterschiede zwischen S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Isolaten aufgefihrt werden. Im Rahmen eines Vollblut-Assays konnte gezeigt
werden, dass verschiedene Isolate ein unterschiedliches Induktionspotential fur die
TNF-Synthese zeigen (Weinstock 2010). Divergenzen in der Induktion der Inflammation
konnten die Virulenz der Isolate beeinflussen. Shun et al. dul3erten beispielsweise erste
Vermutungen Uber einen Zusammenhang zwischen der Expression von IL6 in der friihen
Phase der Endokarditis und der Uberlebensrate im Tiermodell (Shun et al. 2005). Da die
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Orchestration der Inflammation ein fein abgestimmter Prozess ist, ist naheliegend, dass eine
Veranderung einzelner inflammatorischer Parameter deutliche Auswirkungen auf die

Etablierung der Vegetation mit sich bringen kénnte.

Ebenso wurden bereits starke phanotypische Divergenzen beziiglich der Schleimbildung und
Polysaccharid-Kapselsynthese fir verschiedene S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate
nachgewiesen (Wandrer 2013). Die hier nachgewiesenen Ph&notypen kdnnten einen starken
Einfluss auf die Adharenz der Isolate an Zielzellen oder dem Schutz der Isolate vor der
zellularen Inflammation zeigen (Feng et al. 2012; Hyams et al. 2010; De Velasco et al. 1995).
Im Hinblick auf die zellulare Inflammation konnte bereits von Boleij et al. gezeigt werden,
dass das S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolat UCN34 nach Phagozytose im Vergleich zu
anderen Bakterien (Bacillus subtilis und Lactobacillus plantarum) langer in Makrophagen
nach Phagozytose tberleben kann (Boleij et al. 2011). Ob die nachgewiesenen Unterschiede
bezlglich der Kapsel- und/oder Schleimbildung bei S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolaten
Stamme-spezifische Unterschiede bei Interaktion mit Makrophagen hervorrufen ist bislang

noch unbekannt.

Die Auswirkung der Virulenzfaktoren von S. gallolyticus subsp. gallolyticus im Hinblick auf
die Etablierung der Vegetation am Endokard sind bisher noch weitestgehend ungeklart.
Ebenso ist die Assoziation der durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus-bedingten IE und
kolorektalen Neoplasien sowie der bakterielle Einfluss auf die Kolon-Tumorgenese durch

S. gallolyticus subsp. gallolyticus noch nicht vollstandig geklart (Abdulamir et al. 2011).

2.5 Einzelnukleotid-Varianten als mégliche Einfluss-Faktoren einer IE

Die vorangegangenen Ausfilhrungen bezlglich der inflammatorischen Parameter in der IE
zeigen, dass die Virulenz eines Pathogens nicht nur durch die bakteriellen Virulenzfaktoren
bedingt ist. Ebenso ist die inflammatorische Antwort, die von humaner Seite aus eine
individuelle Reaktion darstellt, ein entscheidender Faktor, welcher die Suszeptibilitat
gegenuber bakterieller Erreger und die Etablierung einer IE beeinflussen konnte. Im
Zusammenhang mit der individuellen inflammatorischen Reaktion auf Infektionen sind bereits
diverse Studien bezlglich des Einflusses von Einzelnukleotid-Varianten (ENV) in Genen der
inflammatorischen Antwort in Assoziation mit der Suszeptibilitdt gegeniiber einer Sepsis
und/oder der Assoziation von ENV mit dem Schweregrad bzw. der Mortalitat einer Sepsis
durchgefuhrt worden (Kothari et al. 2013; Tumangger und Jamil 2010; Kumpf und Schumann
2008; Qiang et al. 2003). ENV sind langlaufig als Einzelnukleotid-Polymorphismen (single
nucleotide polymorphism, SNP) bezeichnet worden, allerdings empfiehlt die aktuelle Literatur

die Vermeidung der Begriffe ,Mutation“ oder ,Polymorphismus®, da die Begriffe oftmals
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autonome Rickschlisse auf die Funktionalitéat der genetischen Varianten bedingen (Condit
et al. 2002). ENV beschreiben genetische Varianten, welche sowohl in kodierenden oder
auch in nicht-kodierenden Bereichen nachgewiesen werden. Daher sind Anderungen in der
Syntheserate oder der Proteinsequenz und -funktionalitdt nicht automatisch durch das
Vorhandensein von ENV bedingt.

Fur die IE gibt es derzeit nur wenige Studien, welche einen Zusammenhang zwischen ENV
und einer moglichen erhdhten Suszeptibilitat gegeniber einer IE untersuchen. Bisher stand
insbesondere ENV in Genen der Pathogen-Detektion durch TLRs, das Lipopolysaccharid-
bindende Protein (LPB) und Rezeptoren der Thrombozytenoberflache im Zusammenhang
mit einer IE im Fokus. Hierbei konnte der Proteinaustausch R753Q durch eine genetische
Variation im TLR2 kodierenden Gen identifiziert werden, welcher mit einem erhdhten Risiko
fur eine IE assoziiert werden konnte (Bustamante et al. 2011). Weiterhin wurden finf ENV im
LBP-Gen untersucht. Hierbei konnte allerdings keine signifikante Assoziation zwischen den
Varianten und dem Risiko fur eine IE nachgewiesen werden (Vollmer et al. 2009). Die
untersuchten Varianten in Thrombozytenrezeptoren konzentrierten sich auf ein S. aureus
IE-Kollektiv, da bereits nachgewiesen wurde, dass S. aureus Uber die untersuchten
Rezeptoren (GPIIb/llla und FcyRlla) mit Thrombozyten interagiert (Fitzgerald et al. 2006).
Eine Assoziation der ENV mit einem erhéhten Risiko fur die S. aureus IE oder auch ein
Einfluss auf die Bakterien-Thrombozyten-Interaktion konnte im Rahmen der Studie nicht
nachgewiesen werden (Daga et al. 2011). Weiterhin ist es mdglich, dass nicht ENV in
Genen, die direkt die zellulare Interaktion betreffen kdnnen, eine Assoziation mit der IE
zeigen, sondern ebenso, dass ENV-bedingte Veranderungen der fein abgestimmten Signale
des Zytokinnetzwerkes die Suszeptibilitdét gegeniber einer IE beeinflussen (Dankert et al.
2006; Shun et al. 2005). Es konnten beispielsweise bisher Haplotypen des TNF Promotors
(rs1800750/rs1800629/rs361525: GGA, GAA, AGA) identifiziert werden, die in einem IE-
Kollektiv deutlich haufiger gegentber einer Kontrollkohorte nachzuweisen waren (Giannitsioti
et al. 2013).

Fur Sepsis und andere Infektionen wurden diverse Studien durchgefuhrt, welche
Assoziationen zu ENV untersuchten (Namath et al. 2009; Kumpf und Schumann 2008). Fur
die IE konnte bereits gezeigt werden, dass ein erhéhter Schweregrad von
Prothesenendokarditiden mit erhéhten IL6- und IL8-Serumkonzentrationen assoziiert werden
kann (Bustamante et al. 2014). Eine Veranderung des Zytokinnetzwerkes durch ENV konnte

somit ebenso einen Einfluss auf die Pathogenese der IE zeigen.

14



Einleitung

2.6 Zielsetzung der Arbeit

Die durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus-induzierte IE ist pathophysiologisch nur
geringflgig charakterisiert. Bisher konnten starke phanotypische Divergenzen zwischen
verschiedenen lIsolaten bezuglich der Adhasion und Invasion an Endothelzellen, oder aber
auch der Kapsel- und Schleimbildung detektiert werden (Vollmer et al. 2010; Wandrer 2013).
Bislang ist aber noch unklar, in welchem Rahmen dies die pathobiochemischen Aspekte der

durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus-vermittelten IE beeinflusst.

Im ersten Teil dieser Arbeit soll in Vollblut sowie mit einer endothelialen und monozytaren
Zelllinie die inflammatorische Reaktion bei Kontakt zwischen dem Pathogen und humanen
Zellen naher charakterisiert werden. Im Vollblut-Modellsystem soll die Wachstumskinetik
sowie die Induktion von IL6 zwischen verschiedenen Isolaten verglichen werden. Weiterhin
wird die Induktion verschiedener Interleukine (TNF, IL1B, IL6) und Chemokine (MCP1, IL8)
auf Genexpressionsebene in Endothel und Monozyten untersucht. Es soll so aufgeklart
werden, ob bezuglich der Induktion inflammatorischer Parameter divergente Phanotypen
nachweisbar sind, welche das Potential von S. gallolyticus subsp. gallolyticus eine IE am

Endokard zu etablieren, beeinflussen kdnnten.

Im zweiten Teil der Arbeit soll der Fokus auf die zellulare Immunabwehr gerichtet werden.
Die Etablierung einer Vegetation am Endokard steht in einem Zusammenhang mit der
Phagozytose und der Abtétung der Bakterien durch Makrophagen. Es soll daher ein
Modellsystem etabliert werden, welches die Quantifizierung der durch Makrophagen
phagozytierten Bakterien zuldsst. Durch Unterschiede in der Phagozytoserate der Stamme
durch Makrophagen koénnte direkt die Virulenz der Isolate beeinflusst sein. Ebenso soll das
System aufzeigen, wie lange S. gallolyticus subsp. gallolyticus intrazellular nach
Phagozytose uberleben kann und ob hier stamm-spezifische Divergenzen nachzuweisen
sind. Es ist weiterhin bekannt, dass die Interaktion zwischen Pathogen und Thrombozyten
die Vegetationsausbildung und Persistenz des Erregers im Rahmen einer IE beeinflussen.
Daher soll im weiteren Verlauf der Arbeit die durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus-

induzierte Aggregation von Thrombozyten untersucht werden.

Im dritten Teil der Arbeit soll gezeigt werden, ob genetische Varianten in Genen der
Inflammation ebenso eine Rolle bei der Etablierung einer IE spielen kénnten. Daher sollen
ENV in Genen der Pathogendetektion und der Inflammation (z. B. IL1B, IL6, IL10) in einem
|IE-Patientenkollektiv untersucht werden. Weiterhin soll analysiert werden, ob die ENV

eventuell eine Beeinflussung von klinisch-chemischen Laborparamatern zeigen.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung inflammatorischer Parameter der S. gallolyticus subsp.

gallolyticus-bedingten IE

Fur S. gallolyticus subsp. gallolyticus besteht die Hypothese, dass das Pathogen Uber einen
parazellularen Transport Gber das Epithel des Kolons in den Blutstrom gelangt (Boleij et al.
2011). Die Zirkulation des Erregers im Blutstrom ermoglicht den Transport zum Endokard.
Die erste inflammatorische Reaktion wird durch den Eintritt von S. gallolyticus subsp.
gallolyticus in den Blutstrom ausgel6st, wobei das Ausmal? der Induktion sowie die Folgen
fur die bakterielle Vitalitdt noch ungeklart sind. Daher wurde ein Vollblut-Modellsystem
etabliert, welches sowohl die Wachstumskinetik von Isolaten in Vollblut, als auch die

Induktion der Inflammation Uber die IL6-Synthese abbilden soll (siehe 3.1.1 und 3.1.2).

Sobald der Erreger an das Endokard adhériert, sind die Etablierung der Vegetation sowie die
Persistenz des Erregers ausschlaggebend fir das Ausmall der IE. Es lassen sich
signifikante Unterschiede beziglich der Adhasion und Invasion an Endothelzellen, genauso
wie bei der Adhasion verschiedener Isolate an Komponenten der ECM zwischen den
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolaten nachweisen (Vollmer et al. 2010). Derzeit fehlen
Modellsysteme, die der weiteren phanotypischen Charakterisierung der Isolate dienen und
zur Aufklarung der pathobiochemischen Prozesse verwendet werden kénnen. Fir andere
Pathogene wie Staphylococcus aureus konnte bereits gezeigt werden, dass die
Internalisierung ins Endothel ein kritischer Faktor fur die Zytokininduktion ist (Yao et al.
1995). Die aufgezeigten Divergenzen im Adhasions- und Invasionsvermégen der
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate kbnnten somit auch auf Isolat-spezifische Induktion
der Zytokinexpression im kardialen Endothel hinweisen. Monozyten hingegen werden durch
inflammatorische Parameter zum Infektionsherd rekrutiert und produzieren ihrerseits selbst
Zytokine, welche die inflammatorische Reaktion fordern. Daher wurde in Zellkultur-
Modellsystemen einer endothelialen Zelllinie sowie einer monozytaren Zelllinie in Monokultur
(siehe 3.1.3), sowie der beiden Zelltypen in Ko-Kultivierung (siehe 3.1.4), die Induktion
inflammatorischer Gene untersucht. Es wurde anschlieend ein Vergleich der S. gallolyticus
subsp. gallolyticus Isolate hinsichtlich des Induktionspotentials der Genexpression der

Zytokine in der monozytaren Monokultur mit THP-1 Zellen durchgefuhrt (siehe 3.1.5).
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3.1.1 Uberleben von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in einem Vollblut-Modellsystem

Durch den Transport des IE-Erregers Uber die Blutzirkulation ist es fiir S. gallolyticus subsp.
gallolyticus entscheidend in Vollblut zu Gberleben, um an das Endokard zu gelangen und
dort adharieren zu kdnnen. Um zu zeigen, ob Divergenzen im Wachstumsverhalten bzw.
dem Uberleben in Vollblut zu erwarten sind, wurde zunachst das Wachstum von
S. gallolyticus subsp. gallolyticus im Vollblut-Modellsystem (Inokulation des Erregers mit
Vollblut (heparinisiert) in RPMI1640, siehe 5.9) untersucht. Zum Vergleich diente dabei das
Wachstum in FCS-haltigem Medium (5 % FCS, analog zu 5 % Serum im Vollblut-
Modellsystem). Die Ergebnisse der Wachstumsversuche sind in Abbildung 3.1 dargestellt. In
der Abbildung 3.1A ist gezeigt, dass die vier S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate
DSM16831, Isolat 013366/01, LMG17956 und UCN34 in RPMI1640 mit 5 % FCS-Zusatz ein
Wachstum innerhalb der ersten 6 — 10 h von 10° Koloniebildende Einheiten (KBE)/mL auf
7,5 x 10" — 4,4 x 10° KBE/mL zeigten. Im weiteren Verlauf verhielt sich der bakterielle Titer

stationér.

Bei Inokulation des heparinisiertem Vollbluts des Probanden A mit den Isolaten ist die
Wachstumskinetik hingegen deutlich variabel (Abbildung 3.1B). Keines der Isolate zeigte
eine wie in Abbildung 3.1A dargestellte Wachstumskinetik in FCS-haltigem Medium. Der
bakterielle Titer des lIsolats DSM16831 wurde zunachst von einem Anfangswert von
9,4 x 10° KBE/mL auf 1,3 x 10° KBE/mL nach 8 h reduziert, wohingegen dann wieder ein
leichtes Wachstum auf 1,1 x 10° KBE/mL nachgewiesen wurde. Der bakterielle Titer des
Isolats 013366/01 wurde hingegen nach einer Verdopplung innerhalb der ersten 3 h auf
5,1 x 10° KBE/mL sukzessive auf 1,4 x 10" KBE/mL reduziert. Innerhalb der letzten

Inokulationsphase erfolgte wieder ein Anstieg des Titers auf 3,9 x 10° KBE/mL nach 48 h.

Das Isolat LMG17956 verhielt sich zunachst ahnlich dem Isolat 013366/01. Innerhalb der
ersten 3 h wurde eine Wachstumsphase nachgewiesen (0 h: 7,6 x 10° KBE/mL; 3 h:
1,1 x 10’ KBE/mL). Anschlie3end fiel der bakterielle Titer ebenfalls ab. Im Gegensatz zu
dem Isolat 013366/01 trat jedoch keine erneute Wachstumsphase ein, so dass der
Bakterientiter nach 48 h sukzessive auf 2,1 x 10° KBE/mL reduziert wurde. Das Isolat
UCN34 zeigte hingegen eine konstante Reduktion des Bakterientiters von 1,2 x 10° KBE/mL
auf ein Minimum von 2,7 x 10° KBE/mL nach 24 h. Nach 24 h trat &hnlich wie bei den Isolat
013366/01 wieder eine Wachstumsphase ein, wodurch sich nach 48 h wieder ein Titer von

6,6 x 10° KBE/mL nachweisen lies.
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Abbildung 3.1: Wachstumskinetik der Stamme S. gallolyticus subsp gallolyticus DSM16831, Isolat 013366/01, LMG17956 und
UCN34 in RPMI1640 mit 5 % FCS (A (n>3)) und in RPMI1640 mit heparinsiertem Vollblut von Proband A (Volumenverhaltnis
10:1) (B (n=3)). Das Wachstumsverhalten wurde nach 0 h, 3 h, 6 h, 8 h, 24 h, 30 h und 48 h durch Ausplattieren einer
geeigneten Verdinnung in DPBS auf TS-Agar bestimmt (Dreifachbestimmung). Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardfehler.

Die Aufnahme der Wachstumskinetik der vier S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate zeigte
Isolat-spezifische Unterschiede beziiglich des Uberlebens in dem Vollblut-Modellsystem bei
dem Probanden A. Zur Untersuchung Probanden-spezifischer Einflussfaktoren auf die
Reduktion des Bakterientiters wurde die Wachstumskinetik von funf Isolaten vergleichend in
drei weiteren Probanden aufgezeichnet. Weiterhin wurde auf die Aufzeichnung der
Wachstumskinetik in FCS-haltigem Medium verzichtet. Anstelle dessen wurde zum
RPMI1640 Medium zu gleichem Anteil Plasma der Probanden zugegeben (im Weiteren als

RPMI1640/Plasma bezeichnet). Dies soll zeigen, ob die Veranderungen im bakteriellen Titer
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auf die Interaktion der humanen Zellen mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus zurtickzufihren
sind. In Abbildung 3.2 sind die Ergebnisse des Vergleichs der Wachstumskinetiken von finf
Isolaten (DSM16831, DSM13808, Isolat 013366/01, LMG17956 und UCN34) in
RPM1640/Plasma von drei Probanden (Probanden 1-3) gezeigt. Hierbei waren Unterschiede
in den Wachstumskinetiken zu zeigen. Das Wachstum der Isolate in RPMI1640/Plasma war
geringer als das Wachstum in RPMI1640 mit 5% FCS (Vergleich Abbildung 3.1).

Das Isolat DSM16831 zeigte nur geringfligige Veréanderungen des bakteriellen Titers bei
Inokulation in RPMI1640/Plasma (Abbildung 3.2A). Nach einer Inkubationszeit von 6 h ist
kein einheitliches Bild zu sehen, sondern die drei individuellen Ansétze zeigten entweder ein
leichtes Wachstum (Proband 1: 1,3 x 10° KBE/mL), ein stationdres Verhalten (Proband 2:
1,3 x 10° KBE/mL) oder eine leichte Reduktion (Proband 3: 5,4 x 10* KBE/mL) gegeniiber
dem Anfangstiter von 2,6 x 10° KBE/mL. Nach 24 h und 48 h Inkubation waren die
Bakterientiter in den verschiedenen Ansétzen vergleichbar. Nach 48 h lag der bakterieller
Titer von DSM16831 bei den Probanden zwischen 4,5 x 10* KBE/mL und 1,5 x 10° KBE/mL.
Das Isolat DSM13808 (Abbildung 3.2B) zeigte Uber die Inkubationszeit einen relativ konstant
bleibenden Titer (Anfangstiter: 5 x 10> KBE/mL), der sich nach 48 h bei den drei Probanden
auf Werte von 3,8 x 10° — 1,5 x 10° KBE/mL einstellt hat. Es war somit hier maximal eine
Verdopplung des Titers aufzuzeigen, allerdings kein starkes Wachstum auf
10® - 10° KBE/mL, wie es bei der Inokulation in mit FCS versetztem Zellkulturmedium der Fall
war (Vergleich Abbildung 3.1A). Die Isolate 013366/01 (Abbildung 3.2C),
LMG17956 (Abbildung 3.2D) und UCN34 (Abbildung 3.2E) zeigten alle ein Wachstum bei
den drei Probanden nach 6 h. Dieses Wachstum beinhaltete meist mehr als eine log-Stufe.
Fur das Isolat 013366/01 konnte nach 24 h allerdings ein deutlicher Abfall der Titers
nachgewiesen werden, der bis zum Ende der Inkubationszeit relativ konstant blieb
(ca. 2,5 x 10° KBE/mL). Die Isolate LMG17956 und UCN34 zeigten nahezu konstante

Bakterientiter nach 6 h Inokulation.

Es konnten eher hdhere Bakterientiter nach 48 h im Vergleich mit dem Isolat DSM16831
determiniert werden (DSM16831: 45 x 10 - 15 x 10° KBE/mL; LMG17596:
7,5 x 10° - 1,4 x 10° KBE/mL; UCN34: 7,5 x 10% — 1,7 x 10" KBE/mL). Die Wachstumskinetik
der Isolate LMG17956 und UCN34 ahnelte somit der Wachstumskinetik in RPMI1640 mit

5 % FCS, wobei der stationédre Titer bei deutlich geringeren Konzentrationen eintrat.
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Abbildung 3.2: Wachstumskinetik der Stamme S. gallolyticus subsp gallolyticus DSM16831 (A), DSM13808 (B), Isolat
013366/01 (C), LMG17956 (D) und UCN34 (E) in RPMI1640/Plasma (Volumenverhaltnis 10:1) von drei Probanden. Das
Wachstumsverhalten wurde nach 0 h, 6 h, 24 h und 48 h durch Ausplattieren einer geeigneten Verdiinnung in DPBS auf
TS-Agar bestimmt (Dreifachbestimmung). Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung.
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Bei der Inokulation des entsprechenden Vollbluts von drei Probanden waren die
Wachstumsverlaufe der Isolate etwas abweichend und unterschieden sich teils zwischen den
Probanden (siehe Abbildung 3.3). Das Isolat DSM16831 zeigte sehr individuelle
Wachstumskinetiken bei den drei verschiedenen Probanden (Abbildung 3.3A). Nach 6 h
Inkubation war der bakterielle Titer bei allen drei Probanden nahe dem Anfangstiter von
2,6 x 10° KBE/mL. Nach 24 h war bei Proband 1 der Bakterientiter hingegen stark abgefallen
(850 KBE/mL), bei Proband 3 nahezu konstant geblieben (1,9 x 10° KBE/mL), wéhrend
dieses Isolat in RPMI/Vollblut von Proband 2 ein Wachstum auf 6,4 x 10° KBE/mL auswies.
Nach 48 h konnte bei der Inokulation von DSM16831 bei den Probanden 2 und 3 im
Vergleich zum 24 h-Wert verringerte Bakterientiter nachgewiesen werden. Bei Proband 1
hingegen war nach 48 h immer noch ein deutlich geringerer Titer als bei den anderen
Probanden nachweisbar (Proband 1: 2 x 10° KBE/mL; Proband 2/3: 3,5 x 10° KBE/mL).

Das Isolat UCN34 (Abbildung 3.3E) zeigte innerhalb der ersten 6 h der Inkubation ein
ahnliches Wachstum wie der Stamm DSM13808 und das Isolat 013366/01. Nach 24 h war
der bakterielle Titer bei den Probanden 1 und 3 eher konstant, wohingegen bei der
Inkubation des Isolates mit RPMI versetzt mit Vollblut des Probanden 2 ein Wachstum bis
auf 2,8 x 10’ KBE/mL nachgewiesen wurde. Wahrend bei den Probanden 1 und 3 ein
Wachstum der Isolate innerhalb der letzten Inkubationsphase auf 1,0 x 10" KBE/mL
nachgewiesen werden konnte, fiel der bakterielle Titer innerhalb dieser Phase bei Proband 2
ab (4 x 10° KBE/mL).

Fur die anderen lIsolate waren nur geringere Abweichungen zwischen den Probanden
nachweisbar. Das Isolat DSM13808 (Abbildung 3.3B) zeigte nach einer kurzen
Wachstumsphase des Isolats von 0 h — 6 h (ca. eine log-Stufe) einen Titer von
1,0 - 2,0 x 10° KBE/mL bis 48 h. Ebenso konnte fiir das Isolat 013366/01 nach einem kurzen
Wachstum ein stationarer Titer von 8,3 x 10° KBE/mL — 1,0 x 10° KBE/mL bei allen drei
Probanden nachgewiesen werden (Abbildung 3.3C). Das S. gallolyticus subsp. gallolyticus
Isolat LMG17956 zeigte bei Proband 1 innerhalb der ersten 6 h eine leichte Reduktion des

bakteriellen Titers.
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Abbildung 3.3: Wachstumskinetik der Stamme S. gallolyticus subsp gallolyticus DSM16831 (A), DSM13808 (B), Isolat
013366/01 (C), LMG17956 (D) und UCN34 (E) in RPMI1640/Vollblut (Volumenverhéltnis 10:1) von drei Probanden. Die
Wachstumskinetik wurde nach 0 h, 6 h, 24 h und 48 h durch Ausplattieren einer geeigneten Verdiinnung in DPBS auf TS-Agar
bestimmt (Dreifachbestimmung). Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung.
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AnschlieRend verlief die Wachstumskurve bei allen Probanden relativ parallel, wodurch der
Anfangstiter von 2,0 x 10° KBE/mL auf einen Titer von maximal 8,8 x 10° KBE/mL —
2,0 x 10° KBE/mL anstieg (Abbildung 3.3D). Die starken Reduktionen der Bakterientiter, wie
sie bei Proband A nachgewiesen wurden (vgl. Abbildung 3.1B), waren bei Inokulation des

Vollbluts der Probanden 1-3 nicht reproduzierbar.

Des Weiteren wurde nach 48 h ein Vitalitatsassay der humanen Zellen durchgefuhrt, um
sicherzustellen, dass noch vitale Blutzellen trotz Inokulation mit S. gallolyticus subsp.
gallolyticus nachweisbar sind und die beobachteten Wachstumskinetiken nach wie vor durch
Pathogen-Zell-Interaktionen beeinflusst wurden. In allen Ansétzen waren noch tber 70 % der
noch vorhandenen Leukozyten vital. Beispielhaft ist die FACS-Analyse von Proband 3 nach
Inokulation mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus DSM16831 im Vergleich mit der
Negativkontrolle dargestellt (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4: FACS Analyse von Proband 3 nach 48 h im Vollblut-Modellsystem. Vergleich der Negativkontrolle (A) und
Inokulation mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus DSM16831 (B). Die Granulozyten (gelber Kreis bei Negativkontrolle) sind nach
Inokulation mit DSM16831 deutlich reduziert.

Wie in der Abbildung gezeigt, wurde nachgewiesen, dass die Inokulation mit S. gallolyticus
subsp. gallolyticus Isolaten nach 48 h eine Reduktion der Granulozyten mit sich flhrte, wobei
dies bei den Negativkontrollen nicht zu beobachten war. Hierbei konnten keine Isolat-

spezifischen oder Probanden-abhangigen Unterschiede detektiert werden.

3.1.2 1L6-Induktion durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus in einem Vollblut-Modellsystem

Die Inokulation von Vollblut mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus beeinflusste die
Wachstumskinetik des Pathogens. Hierbei waren sowohl zwischen den Isolaten, aber auch
zwischen den Probanden Unterschiede nachweisbar. Um zu eruieren, ob die Unterschiede in
der Wachstumskinetik eventuell mit einer erhéhten oder erniedrigten Induktion von Zytokinen
einhergehen, wurde parallel die IL6-Synthese der Zellen im Vollblut-Modellsystem nach

S. gallolyticus subsp. gallolyticus Inokulation bestimmt. Als Positivkontrolle fur die Stimulation
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von IL6 wurde Lipoteichonsaure (LTA) zur Stimulation verwendet. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 3.5 dargestellt. Um zu ermitteln, ob ein Isolat (Probanden-unabhéngig) generell
starker oder schwéacher als andere Isolate die IL6-Synthese induziert, sind parallel die
gemittelten IL6-Konzentrationen von allen drei Probanden fir die Isolate aufgetragen.

Nach 6 h Stimulation der Vollblut-Modellsysteme zeigte Proband 2 eine deutlich hohere
Stimulation durch LTA als die anderen beiden Probanden (Proband 1: 73 pg/mL; Proband 2:
206 pg/mL; Proband 3: 31 pg/mL) (Abbildung 3.5A). Es konnte nachgewiesen werden, dass
alle S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate IL6 im Vollblut-Modellsystem induzierten.
Hinsichtlich der IL6 Induktion durch die Isolate sind nicht so starke Varianzen zwischen den
Probanden nachgewiesen worden im Vergleich zu der Induktion durch LTA. Allerdings
konnte bei Probanden 3 generell eine etwas geringere IL6-Konzentration nach 6 h
nachgewiesen wurde, als bei den Probanden 1 und 2. Weiterhin zeigte sich, dass das Isolat
DSM16831 im Vergleich zu den anderen lIsolaten nach 6 h bei allen Probanden
durchschnittlich die hdchste IL6 Proteinkonzentration induzierte (Proband 1: 176 pg/mL;
Proband 2: 206 pg/mL; Proband 3: 140 pg/mL). Die anderen Isolate DSM13808,
Isolat 013366/01, LMG17956 und UCN34 stimulierten die IL6-Proteinsynthese bis auf
79 - 166 pg/mL. Durch die gemittelten Werte der IL6-Proteinkonzentration aller drei
Probanden kann gezeigt werden, dass die Induktion der Proteinsynthese von IL6 signifikant
héher durch das Isolat DSM16831 gegeniiber der Induktion durch Isolat 013366/01 und
LMG17956 ist.

Nach 24 h Inokulation von S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolaten im Vollblut-
Modellsystem waren die Unterschiede zwischen den Probanden deutlicher (Abbildung 3.5B).
Bei Inokulation im Vollblut-Modellsystem des Probanden 1 ist generell eine deutlich héhere
IL6 Induktion durch die Isolate nachgewiesen worden im Vergleich zu den Probanden 2
und 3. Hierbei wurde circa die doppelte Proteinkonzentration als bei Stimulation im Vollblut-
Modellsystem mit Vollblut der Probanden 2 und 3 gezeigt (z. B.: DSM16831: Proband 1:
1986 pg/mL; Proband 2: 959 pg/mL; Proband 3: 942 pg/mL; DSM13808: Proband 1:
942 pg/mL; Proband 2: 399 pg/mL; Proband 3: 442 pg/mL). Die hochste Induktion von IL6
nach 24 h konnte bei allen drei Probanden durch die Inokulation mit dem Isolat DSM16831
induziert werden. Das Isolat DSM16831 induzierte hierbei in der Regel doppelt so hohe
IL6-Proteinsynthesen wie die anderen lIsolate (z. B. Proband 2: DSM16831: 959 pg/mL,
DSM13808: 400 pg/mL, Isolat 013366/01: 445 pg/mL, LMG17956: 529 pg/mL, UCN34: 602

pg/mL).
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Abbildung 3.5: IL6-Proteinexpression im Vollblut-Modellsystem (3 Probanden und gemittelte Proteinkonzentration) bei
Inokulation mit S. gallolyticus subsp gallolyticus DSM16831, DSM13808, Isolat 013366/01, LMG17956 und UCN34 in
RPMI1640/Plasma (Volumenverhaltnis 10:1) nach 6 h (A), 24 h (B) und 48 h (C). Dargestellt ist der Mittelwert mit
Standardabweichung. *: P < 0,05; **: P < 0,005 (Mann Whitney Test).
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Die gemittelten Werte bestatigen, dass das Isolat DSM16831 nach 24 h eine hohere
Induktion der IL6-Proteinsynthese induzierte, wobei eine signifikant hohere IL6-Konzentration
im Vergleich zu den Isolaten DSM13808 und UCN34 nachgewiesen werden konnte.

Nach 48 h war nicht in allen Anséatzen eine weitere Steigerung der IL6-Konzentration
gegenuber dem 24 h Wert zu detektieren (Abbildung 3.5C). Durch die Inkubation mit LTA ist
keine deutliche Erhdhung bei den Probanden 2 und 3 nachgewiesen worden, jedoch wurde
bei Proband 1 eine Abnahme der IL6-Proteinkonzentration um 240 pg/mL bestimmt.
Innerhalb der Inkubationszeit von 24 h bis 48 h waren Divergenzen zwischen den Probanden
aufzuzeigen. Die weitere Inkubation mit dem Isolat DSM16831 fiihrte bei Proband 1 nicht zu
einer weiteren Steigerung der IL6-Konzentration (Abnahme um 620 pg/mL auf 1366 pg/mL).
Alle anderen Isolate induzierten hingegen weiter die IL6-Synthese, so dass fir alle Isolate

vergleichbare IL6-Konzentrationen gemessen wurden.

Die Probanden 2 wund 3 zeigten hingegen keine deutlichen Erhéhungen der
IL6-Konzentration nach Inokulation mit den Isolaten im Vergleich zum 24 h Wert, so dass
weiterhin die Induktion von IL6 durch das Isolat DSM16831 deutlich héher gegenliber der
Induktion durch die anderen lIsolate war. Die IL6-Konzentration durch Inokulation von
DSM16831 bei Proband 1 war durch den Abfall der IL6-Konzentration bei den anderen

beiden Probanden vergleichbar.

Durch die Inokulation von S. gallolyticus subsp. gallolyticus im Vollblut-Modellsystem kénnen
zwei Aspekte aufgezeigt werden. Erstens kann im Vergleich mit der Wachstumskinetik (siehe
3.1.1) ein Zusammenhang der hoheren IL6-Induktion mit einer Abnahme des bakteriellen
Titers vermutet werden, da die starke IL6-Synthese bei Proband 1 mit einer starken
Reduktion des bakteriellen Titers einhergeht. Weiterhin kann fir IL6 im Verlauf der Induktion
eine maximale IL6-Konzentration bei Proband 1 und Stimulation durch S. gallolyticus subsp.
gallolyticus DSM16831 nach 24 h aufgezeigt werden, welche anschlieBend wieder abnimmt.
Unter der Annahme, dass die Inflammation der Probanden 2 und 3 spéter als bei Proband 1
induziert wird, kann angenommen werden, dass bei den beiden Probanden diese maximale
Konzentration erst nach Ablauf der Versuchsreihe erreicht wird. Da die anderen Isolate nach
48 h leichte Erh6hungen bei Proband 1 zeigten, kann angenommen werden, dass die Isolate
DSM13808, 013366/01, LMG17956 und UCN34 spater als DSM16831 die IL6-Synthese

induzieren.
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3.1.3 Inflammatorische Reaktion von Endothelzellen und Monozyten in der S. gallolyticus

subsp. gallolyticus-bedingten Endokarditis im Monokultur-Zellkulturmodell

Bei der Etablierung einer Vegetation am Endokard steht S. gallolyticus subsp. gallolyticus in
direktem Kontakt mit den endokardialen Endothelzellen. Weiterhin werden Monozyten zum
Infektionsherd rekrutiert, um die Persistenz des Pathogens zu verhindern. Hier sind
insbesondere die Monozyten inflammatorisch aktiv und sekretieren Zytokine, welche die
inflammatorische Reaktion fordern. Beide Zelltypen sind somit essentiell an der Induktion der
inflammatorischen Reaktion auf S. gallolyticus subsp. gallolyticus als IE-Erreger beteiligt und
sind potentielle Zelllinien, welche genutzt werden kénnen, um das Stimulationspotential von

S. gallolyticus subsp. gallolyticus zu untersuchen.

Eine endotheliale (EA.hy926) und eine monozytare (THP-1) Zelllinie wurden genutzt, um die
inflammatorische Reaktion beider Zelltypen nach Kontakt mit S. gallolyticus subsp.
gallolyticus auf Genexpressionsebene zu untersuchen. Es wurden Zellkultur-Modellsysteme
etabliert, welche fir die relative Quantifizierung der Genexpression der Gene IL1B, IL6, IL8,
MCP1 und TNF durch Inokulation mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus genutzt wurden. Die
Messung der relativen Genexpression von TNF war aufgrund der zu geringen Kopienanzahl
im Endothel nicht méglich (Weinstock 2010). Die Genexpression wurde normiert auf die zwei
Referenzgene Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1 und Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase, welche sich durch die Berechnung der Stabilitat von Referenzgenen mittels
geNORM als adaquate Referenzgene erwiesen haben. Die 2 h Negativkontrollen dienten als

Referenzwert.

In der Abbildung 3.6 ist der Bakterientiter der Inokulation von endothelialen Zellen mit den
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolaten dargestellt, da unterschiedliche bakterielle
Proliferationsraten einen Einfluss auf die Genexpression bedingen kdnnten. Es konnte
gezeigt werden, dass der Bakterientiter der Isolate innerhalb der Inokulationsdauer
vergleichend anstieg und somit keinen Einfluss auf die Vergleichbarkeit der Induktionen der

Genexpressionen nahm.
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Abbildung 3.6: Wachstumskinetik der Isolate S. gallolyticus subsp gallolyticus DSM16831, Isolat 013366/01 und UCN34 bei
Inokulation mit Endothelzellen. Die Wachstumskinetik wurde nach 0 h, 2 h und 6 h durch Ausplattieren einer geeigneten
Verdinnung in DPBS auf TS-Agar bestimmt (Dreifachbestimmung). Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung.

Der Anfangstiter der drei Isolate lag zwischen 7,6 x 10° KBE/mL und 1,0 x 10° KBE/mL.
Innerhalb der Inokulationszeit von 6 h wuchsen die Isolate bis auf einen Bakterientiter von
1,3 -1,8 x 10® KBE/mL an.

Die Genexpressionen der Zielgene IL1B, IL6, IL8 und MCP1 in Endothelzellen nach 2 h und
6 h Inokulation mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus sind in Abbildung 3.7 dargestellt. Die
relative Induktion der Genexpression dieser vier Zielgene durch S. gallolyticus subsp.

gallolyticus war im Endothel sowohl nach 2 h als auch nach 6 h sehr gering.

Bei Betrachtung der individuellen Genexpressionen von IL1B konnten nach 2 h Inokulation
mit den Isolaten DSM16831 und UCN34 geringe signifikante Erhéhungen der Genexpression
gezeigt werden (DSM16831: 1,8-fach; UCN34: 3,0-fach) (Abbildung 3.7A). Nach 6 h war die
Genexpression durch alle Isolate nur marginal erhéht (1,3 — 2,0-fach). Die Induktion der
Genexpression von IL6 war Uber die gesamte Inokulationsdauer nur sehr gering. Die stérkste
Induktion der Genexpression wurde nach 2 h durch das Isolat DSM16831 hervorgerufen
(1,8-fach).
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Abbildung 3.7: Relative Genexpression der Zielgene IL1B (A), IL6 (B), IL8 (C) und MCP1 (D) in Endothelzellen bei Inokulation
mit S. gallolyticus subsp gallolyticus DSM16831, Isolat 013366/01 und UCN34 fir 2 h und 6 h. Dargestellt sind Mittelwert und
Standardfehler (n=4). Die Signifikanz oberhalb der Balken kennzeichnet die Berechnung der Negativkontrolle im Vergleich zu
den S. gallolyticus subsp gallolyticus Isolaten. **: P < 0,005; *: P <0,05 (Mann Whitney Test).

Ebenso wie fur IL6 wurde in den endothelialen Zellen auch fir die Gene IL8 und MCP1 keine

Induktion der Genexpression nachgewiesen (Abbildung 3.7C/D).

Fur MCP1 war sogar eine signifikante Reduktion durch Inokulation mit dem Isolat UCN34
nachweisbar. Die Induktion der Genexpression in der monozytaren Zelllinie THP-1 wurde
ebenfalls nach 2 h und 6 h bestimmt. Die Wachstumskurven der drei S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Isolate DSM16831, Isolat 013366/01 und UCN34 verliefen analog zu dem
Wachstum in Endothelzellen (Abbildung 3.8, Vergleich Abbildung 3.6) und zeigten ebenfalls
ein  homogenes Wachstum der Isolate wahrend der Inokulationszeit. Der initiale
Bakterientiter von 7,6 — 8,6 x 10° KBE/mL erhéhte sich innerhalb der Inokulationszeit von 6 h

auf 8,3 x 10’ — 1,5 x 10° KBE/mL KBE/mL.
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Abbildung 3.8: Wachstumskinetik der Isolate S. gallolyticus subsp gallolyticus DSM16831, Isolat 013366/01 und UCN34 bei
Inokulation mit Monozyten. Die Wachstumskinetik wurde nach 0 h, 2 h und 6 h durch Ausplattieren einer geeigneten
Verdiinnung in DPBS auf TS-Agar bestimmt (Dreifachbestimmung). Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung.

Die Genexpressionen fur die Gene IL1B, IL6, IL8, MCP1 und TNF der monozytaren Zelllinie
THP-1 nach Inokulation mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus sind in Abbildung 3.9 gezeigt.

Innerhalb der ersten 2 h Inokulationszeit war vergleichbar zum Endothel noch keine starke
Induktion der Genexpression nachweisbar. Alle Induktionen lagen im Bereich einer 1,3 - 1,5-
fachen Erhohung gegenuber der Negativkontrolle. Nach 6 h Inokulation wurden fir alle Gene
deutlich starkere Induktionen der Genexpressionen bestimmt. Fir IL1B (Abbildung 3.9A)
wurde eine signifikante Induktion der Genexpression durch die Isolate 013366/01 (32-fach)
und UCN34 (3,1-fach) detektiert. DSM16831 induzierte nach 6 h Inokulation keine
Genexpression von IL1B. Die Genexpression des IL6 Genes konnte durch alle S. gallolyticus
subsp. gallolyticus Isolate nach 6 h Inokulation in der monozytaren Zellline signifikant
gesteigert werden (Isolat 013366/01: 120-fach, DSM16831: 5,2-fach, UCN34: 7,2-fach)
(Abbildung 3.9B).
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Abbildung 3.9: Relative Genexpression der Zielgene IL1B (A), IL6 (B), IL8 (C), MCP1 (D) und TNF (E) in Monozyten nach
Inokulation mit S. gallolyticus subsp gallolyticus DSM16831, Isolat 013366/01 und UCN34. Die Inokulation wurde fir 2 h und 6 h
durchgefuhrt. Dargestellt sind Mittelwert und Standardfehler (n=4). Die Signifikanz oberhalb der Balken kennzeichnet die
Berechnung der Negativkontrolle im Vergleich zu den S. gallolyticus subsp gallolyticus Isolaten. ***: P <0,0005; **: P < 0,005; *:
P <0,05 (Mann Whitney Test).

Es kann ebenfalls gezeigt werden, dass die drei inokulierten S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Isolate die Genexpression von IL8 nach 6 h induzierten (Abbildung 3.9C). Hierbei
zeigte sich erneut das Isolat 013366/01 als das lIsolat, welches am starksten die
Genexpression induzierte. Die Isolate DSM16831 und UCN34 induzierten die
IL8-Genexpression in Monozyten nach 6 h Inokulation mit einem &ahnlichen Level der
Induktion (6,7-fach bzw. 5,4-fach). Fiur MCP1 konnte nur fur das Isolat 013366/01 ein
Induktionspotential nachgewiesen werden (28,3-fach) (Abbildung 3.9D). Durch die
Inokulation mit den Isolaten DSM16831 und UCN34 konnte hingegen keine Erhéhung der
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Genexpression von MCP1 nachgewiesen werden. Fir TNF konnte nur eine leichte Induktion
durch die drei S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate gezeigt werden (2,1 — 3,6-fach)
(Abbildung 3.9E).

3.1.4 Inflammatorische Reaktion von Endothel und Monozyten in der S. gallolyticus subsp.

gallolyticus-bedingten Endokarditis im Ko-Kultivierungs-Zellkulturmodell

Betrachtet man die in vivo Situation in der Pathogenese der IE, so agieren die beiden
untersuchten Zelltypen nicht allein. Die Inflammationsreaktion ist eine orchestrierte Antwort
auf Pathogene verschiedener Zelltypen, wobei hier die Interaktion zwischen Monozyten und
Endothel sowohl durch Zell-Zell-Kontakte, als auch durch die Vermittlung von Signalen durch
Zytokine eine zentrale Rolle spielen. Aus diesem Grund sollte durch Ko-Kultivierung der
beiden Zelltypen verifiziert werden, ob die Induktion der Inflammationsreaktion durch die

Interaktion der Zelltypen deutlich verstarkt oder eventuell abgeschwacht wird.

Es wurde zum einen ein Ko-Kultivierungsmodell etabliert (siehe 5.10.3), welche den Zell-Zell-
Kontakt erméglicht (Ko-Kultivierung in einer Kavitat). Die Genexpression von Endothel und
Monozyten konnte hierbei nicht getrennt voneinander analysiert werden. Weiterhin wurde ein
Ko-Kultivierungsmodell in zwei Kompartimenten durchgefuhrt, wobei die Zelltypen durch
einen porosen Zellkultureinsatz getrennt werden, wodurch Zell-Zell-Kontakte verhindert
werden, allerdings kénnen Signalmolekiile zwischen den Kompartimenten ausgetauscht
werden. In diesem Ko-Kultivierungsmodell konnte die Genexpression von Endothel und
Monozyten getrennt voneinander analysiert werden. Durch die Genexpressionsanalysen in
den Monokulturen wurde fiur die Ko-Kultivierungen nach 6 h Inokulation die Genexpression
bestimmt, wobei die Induktion der Gene IL1B, IL6 und IL8 fur die weitere Charakterisierung

des Induktionspotentials der Inflammationsreaktion durch die Isolate analysiert wurde.

Der zugehdrige Bakterientiter der Ko-Kultivierungsmodelle ist in Abbildung 3.10 dargestellit.
Der Anfangstiter konnte auf 8,4 x 10° — 1,4 x 10° KBE/mL bestimmt werden. Innerhalb der
Inokulationszeit erhéhte sich der Bakterientiter auf 4 x 10 — 1,8 x 10° KBE/mL.
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Abbildung 3.10: Wachstumskinetik von S. gallolyticus subsp gallolyticus DSM16831, Isolat 013366/01 und UCN34 bei
Inokulation mit Monozyten und Endothel in einem Kompartiment (A) oder zwei Kompartimenten (B). Die Wachstumskinetik
wurde nach O h und 6 h durch Ausplattieren einer geeigneten Verdinnung in DPBS auf TS-Agar bestimmt
(Dreifachbestimmung). Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung.

In Abbildung 3.11 sind die Ergebnisse der Genexpression der Ko-Kultivierung von
Monozyten und Endothel nach Stimulation mit drei verschiedenen S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Isolaten in einer Kavitdt dargestellt. Die Genexpression von IL1B war
vergleichbar mit der Genexpressionsinduktion der THP-1-Monokultur (DSM16831: 6,5 vs.
1,3; Isolat 013366/01: 54,5 vs. 31,9; UCN34: 6,1 vs. 3,9) (Abbildung 3.11A). Die Induktion
durch Inokulation mit dem Isolat DSM16831 war sowohl in Monokultur als auch bei
Ko-Kultivierung in einem Kompartiment nicht signifikant erhéht. Die Stimulation der
Genexpression von IL6 konnte mit allen Isolaten nachgewiesen werden (Abbildung 3.11B).
Hierbei erhdhte sich die relative Genexpression um das 4,9- bis maximal l4fache im
Vergleich zur relativen Genexpression der unbehandelten Ko-Kultur. Auch fir das Gen IL8
war durch alle Isolate nach 6 h Inokulation eine Induktion der Genexpression nachweisbar
(Abbildung 3.11C). Die Isolate DSM16831 und UCN34 induzierten die Genexpression eher
gering (relative Genexpressionswerte: 4,7 und 2,5). Die Induktion der Genexpression durch

das Isolat 013366/01 (relativer Genexpressionswert: 63) war deutlich starker.
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Abbildung 3.11: Relative Genexpression der monozytéren und endothelialen Zelllinie in Ko-Kultivierung (eine Kavitat) nach
Inokulation mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolaten fir die Zielgene IL1B (A), IL6 (B) und IL8 (C). Dargestellt sind
Mittelwert und Standardfehler (n=3). Die Signifikanz oberhalb der Balken kennzeichnet die Berechnung der Negativkontrolle im
Vergleich zu den S. gallolyticus subsp gallolyticus Isolaten. ***: P < 0,005; **: P < 0,005; *: P < 0,05 (Mann Whitney Test).

Bei der Ko-Kultivierung in zwei Kompartimenten wurde die Genexpression der untersuchten
Parameter von Endothel und Monozyten getrennt voneinander analysiert. Hierbei zeigte das
Endothel ebenso wie in der Monokultur nur marginale Verdnderungen der Genexpression
durch Inokulation mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus, so dass hier nur die Veréanderungen
der Genexpression durch Inokulation mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus in den THP-1
Zellen bei Ko-Kultivierung und Inokulation gezeigt sind. Die relativen Genexpressionen fur

die Gene IL1B, IL6 und IL8 sind in Abbildung 3.12 dargestellit.

Bei der Ko-Kultivierung der monozytdren Zelllinie THP-1 mit Endothelzellen in zwei
Kompartimenten und Inokulation von S. gallolyticus subsp. gallolyticus konnte nachgewiesen
werden, dass die Genexpression der drei untersuchten Gene IL1B, IL6 und IL8 stimuliert
wurde. Hierbei waren die Induktionen der Genexpression von IL1B durch Inokulation mit
S. gallolyticus subsp. gallolyticus wieder vergleichbar mit der Induktion in der Monokultur
(DsSmM16831: 1,9 vs. 1,3; Isolat 013366/01: 76,0 vs. 31,9; UCN34: 25 vs. 3,9
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(Abbildung 3.12A). Die relative Geneexpression von IL6 wurde durch die Inokulation mit
S. gallolyticus subsp. gallolyticus auf das 16 — 50-fache gesteigert (Abbildung 3.12B).
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Abbildung 3.12: Relative Genexpression der monozytéren Zellliinie bei Ko-Kultivierung mit endothelialen Zellen Inokulation mit
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolaten fur die Zielgene IL1B (A), IL6 (B) und IL8 (C). Dargestellt sind Mittelwert und
Standardfehler (n=4). Die Signifikanz oberhalb der Balken kennzeichnet die Berechnung der Negativkontrolle im Vergleich zu
den S. gallolyticus subsp gallolyticus Isolaten. ***: P < 0,005; **: P < 0,005; *: P<0,05 (Mann Whitney Test).

Die Induktion von IL8 in THP-1 Zellen bei Ko-Kultivierung und Inokulation mit S. gallolyticus
subsp. gallolyticus wurde ebenfalls durch alle drei Isolate stimuliert, wobei die Induktionen
etwas hoher als in der Monokultur waren, die Trends allerdings bestéatigt werden
(DSM16831: 2,9 vs. 6,7; Isolat 013366/01: 67,0 vs. 23,7; UCN34: 7,1 vs. 5,4)
(Abbildung 3.12C).

Die Ko-Kultivierung der Monozyten mit den Endothelzellen zeigten keine starken Einfliisse
auf die Induktion der Genexpression durch die Isolate, so dass die Monokultur der
THP-1-Zellen als adaquates Zellkultur-Modellsystem ausgewahlt wurde, um einen Vergleich

der Induktionsstarken verschiedener S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate durchzufihren.
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3.1.5 Isolat-spezifische Induktion der Genexpression von IL1B, IL6 und IL8 bei Inokulation

von Monozyten mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus

Unterschiede in der Induktion der Inflammation konnten starke Auswirkungen auf die
Etablierung der IE durch die Isolate bedingen. Die Ergebnisse zeigten, dass die
Genexpression der Zytokingene IL1B, IL6 und IL8 in THP-1 Zellen nach 6 h Inokulation mit
S. gallolyticus subsp. gallolyticus signifikant stimuliert wird. Im Folgenden soll ein Stamm-
spezifischer Vergleich zeigen, ob bakterielle Phanotypen, welche die Genexpressionen
signifikant geringer oder starker als andere lIsolate stimulieren, nachgewiesen werden
kénnen. Hierbei wurde zusatzlich eine Positivkontrolle (Inkubation mit 25 pg/mL LTA)
mitgefuhrt. Der Bakterientiter nach 6 h Inokulation ist in Abbildung 3.13 gezeigt. Der initiale
Bakterientiter lag bei allen lIsolaten zwischen 2,4 — 7,3 x 10° KBE/mL. Nach 6 h
Inokulationszeit konnte ein Wachstum der Isolate auf 5,6 x 10° — 1,4 x 10° KBE/mL
nachgewiesen werden. Auffallig war hier das Isolat AC1181, dessen bakterieller Titer von
1,3 x 10° KBE/mL wahrend der Inokulationsdauer auf 3 x 10° KBE/mL abfallt. Dieser

deutliche Unterschied konnte einen Einfluss auf die Induktion der Genexpression bedingen.
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Abbildung 3.13: Bakterieller Titer nach 6 h Inokulation der monozytaren Zelllinie von S. gallolyticus subsp. gallolyticus.
Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardabweichung.

Fur die Gene IL1B, IL6 und IL8 lie3en sich nach 6 h Inokulation der THP-1 Zellen mit
S. gallolyticus subsp. gallolyticus starke Induktionen der Genexpression nachweisen
(Abbildung 3.14). Die drei Isolate, welche die Induktion des Gens am stérksten stimulierten
sind durch hellgraue Hintergriinde hervorgehoben. Analog kennzeichnen dunkelgraue
Hintergrinde die Isolate, welche die Induktion des jeweiligen Gens im Vergleich der Isolate

am geringflgigsten stimulieren.
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Abbildung 3.11: Relative Genexpression der monozytaren Zelllinie THP-1 nach Inokulation mit neun verschiedenen
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolaten fiur die Zielgene IL1B (B), IL6 (C) und IL8 (D). Hellgrauer Hintergrund kennzeichnet
die jeweiligen Stamme, welche am stérksten die jeweilige Genexpression induzieren. Dunkelgrauer Hintergrund kennzeichnet
die geringsten Genexpressionswerte. Dargestellt sind Mittelwert und Standardfehler (n=3). Die Signifikanzen des Vergleichs der
Isolate untereinander sind oberhalb der Balken durch die Linienfuhrung angegeben. ***: P <0,0005; **: P < 0,005; *: P <0,05;
n.s.: nicht signifikant (Mann Whitney Test).

37



Ergebnisse

Die Induktion der Genexpression von IL1B (Abbildung 3.14A) zeigte, dass die Isolate
010672/01 und AC1181 signifikant geringer die IL1B-Genexpression stimulierten, als die
anderen untersuchten Isolate. Das Isolat 010672/01 fuhrte nur zu einer Induktion um das
30,5-fache gegeniber dem Basalgenexpression, das Isolat AC1181 nur zu einer Erhéhung
um den Faktor 27,7. Die anderen Isolate induzierten deutlich hohere Genexpressionen. Die
starkste Induktion der IL1B-Genexpression wurde durch die Isolate DSM16831, 021702/06
und 013366/01 induziert (relative Genexpressionswerte: 310 — 440).

Fur IL6 konnte ebenfalls stammabhéangige Induktionen der Genexpression nachgewiesen
werden (Abbildung 3.14B). Die Isolate 021702/06, 013366/01 und DSM16831 stimulierten
die IL6-Genexpression nach 6 h Inokulation der THP-1 Zellen am starksten. Auffallig war
dabei, dass das Isolat 013366/01 deutlich hohere Genexpressionswerte als die anderen
Isolate induzierte, wodurch mit einem relativen Genexpressionswert von 1172 eine fast
doppelt so hohe Induktion wie fir die Isolate DSM16831 und 021702/06 gemessen wurde
(relative Genexpressionswerte: 608 und 753). Vergleichsweise gering wurde die
IL6-Genexpression durch die Isolate 010672/01 (relative Genexpression: 41,6), AC1181
(relative Genexpression: 128) und AC6827 (relative Genexpression: 260) stimuliert. Die
Inokulation der THP-1 Zellen mit den anderen vier S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolaten

induzierte die Genexpression von IL6 auf relative Genexpressionswerte von 420 bis 608.

Ein &hnliches Induktionsverhalten konnte flr die Stimulation der IL8-Genexpression
nachgewiesen werden (Abbildung 3.14C). Die Isolate 010672/01 (relative Genexpression:
9,9) und AC1181 (relative Genexpression: 3,8) induzierten nur in einem geringen Ausmalf
die IL8-Genexpression. Die deutlichste Erhdhung der IL8-Genexpression wurde durch
Inokulation mit den Isolaten DSM16831, 021702/06 und 013366/01 hervorgerufen
(50 - 60-fache Erh6hung der Genexpression).

Der Vergleich der Genexpressionen fir die Gene IL1B, IL6 und IL8 zeigte deutlich, dass die
Isolate AC1181 und 010672/01 geringer die Genexpression dieser inflammatorischen
Zytokingene induzierten, als die anderen untersuchten S. gallolyticus subsp. gallolyticus
Isolate. Die Isolate DSM16831, 021702/06 und 013366/01 induzierten alle drei analysierten
Genexpressionen am hdchsten, so dass die Isolate phanotypisch unterschieden werden

kdénnen.
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3.2 Interaktion von S. gallolyticus subsp. gallolyticus mit Makrophagen und

Thrombozyten

Bei der Infektion eines Organismus, sind nicht nur Signalmolekile, wie die vorherig
untersuchten Zytokine, entscheidende Faktoren bei der Abwehr von Pathogenen. Ebenso
spielen zellulare Interaktionen eine entscheidende Rolle bei der Bekdmpfung bakterieller
Infektionen. Bei der Ausbildung der Vegetation am Endokard im Rahmen einer |IE werden
durch Zytokine Monozyten zum Infektionsherd rekrutiert. Monozyten férdern die Inflammation
durch Synthese weiterer Zytokine, wobei die Migration der Zellen in das Gewebe,
Differenzierung zu Makrophagen und phagozytotischer Abbau der Pathogene eine ebenso

entscheidende Rolle bei der Abwehr bakterieller Infektionen darstellt.

Unter diesem Fokus wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Makrophagen-Zellkulturmodell
etabliert, welches sowohl die Rate der Phagozytose in einem festen Zeitrahmen als auch
den Vergleich des Abbaus verschiedener S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate in den

Phagosomen erlaubt (siehe 3.2.1).

Ebenso wie Monozyten sind Thrombozyten im Rahmen der Etablierung einer IE bei
Vegetationsausbildung an der Pathogenabwehr beteiligt. Noch vor Adhasion von Bakterien
werden Thrombozyten bei Vorschadigung des Endokards rekrutiert, um den
Gewebeschaden zu begrenzen. Das Fibrin-Thrombozyten-Netzwerk bildet allerdings
seinerseits einen prominenten Adhasionspunkt fur Pathogene. Nach Adhésion von
Pathogenen werden neben den Monozyten ebenfalls weitere Thrombozyten rekrutiert. Durch
die weitere Auflagerung von Fibrin und Thrombozyten kénnen Pathogene, geschuitzt vor
anderen Zellen der Immunantwort, eine Vegetation etablieren. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass verschiedene Streptokokken fahig sind, die Anlagerung von Thrombozyten
selbst zu induzieren (Tilley und Kerrigan 2013). Fur S. gallolyticus subsp. gallolyticus ist
bisher noch nicht bekannt, in welchem Ausmaf3d das Pathogen die Thrombozyten-
Aggregation induzieren kann und ob eventuelle Stamm-spezifische Unterschiede
nachzuweisen sind. Aufgrund dessen wurde dieser Aspekt ebenfalls fiir verschiedene Isolate

des S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stammkollektivs untersucht (siehe 3.2.2).

3.2.1 Interaktion zwischen Makrophagen und S. gallolyticus subsp. gallolyticus

Zur Untersuchung der Phagozytose von verschiedenen S. gallolyticus subsp. gallolyticus
Isolaten wurden THP-1 Zellen mittels Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) innerhalb von
drei Tagen zu Makrophagen differenziert. S. gallolyticus subsp. gallolyticus wurde auf die
Zellen zentrifugiert und nach 30 min der Uberstand abgenommen. Durch selektive Lyse der

humanen Zellen mittels Saponin konnten die intrazellularen Bakterien quantifiziert werden.
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Das Verhéltnis zwischen phagozytierten Bakterien und dem zugegebenen Inokulum wird als
Phagozytoserate innerhalb von 30 min in Abbildung 3.15 dargestellt. Zum Vergleich wurde
bei diesem Versuch ein Staphylococcus aureus Isolat (ATCC25923) verwendet, welches die
Einordnung der Phagozytoserate von S. gallolyticus subsp. gallolyticus gegeniiber einem
bereits gut charakterisiertem |E-Pathogen ermdglicht.

80+

phagozytierte Bakterien [%]

Abbildung 3.15: Phagozytoserate der Stamme S. gallolyticus subsp. gallolyticus DSM16831, DSM13808, Isolat 013366/01,
AC6827 und UCN34 (n=4) im Vergleich mit S. aureus ATCC25923 (n=2). Dargestellt sind Mittelwert und Standardfehler.
* P < 0,05 (Mann Whitney Test).

Der Vergleich zum S. aureus Isolat ATCC25923 zeigte zunachst, dass die S. gallolyticus
subsp. gallolyticus Isolate zu einem geringeren Anteil phagozytiert wurden. Der Vergleich der
S. gallolyticus subsp. gallolyticus lIsolate untereinander demonstrierte Isolat-spezifische
Unterschiede. Das Isolat AC6827 wurde zu einem signifikant geringerem Anteil phagozytiert
als die Isolate DSM16831, 013366/01 und UCN34 (1,4 % vs. 5,4 — 29,6 %). Das Isolat
DSM16831 wurde mit einer Phagozytoserate von 5,4 % des zugegebenen Inokulums
ebenfalls zu einem signifikant geringeren Anteil phagozytiert als das Isolat 013366/01, fur

welches mit 29,6 % die hochste Phagozytoserate nachgewiesen wurde.

Nach Phagozytose der Bakterien werden diese in den Phagosomen der Makrophagen
verdaut. Um diesen Vorgang zeitlich verfolgen zu kénnen, wurden die Makrophagen zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Inokulation lysiert und die intrazellularen Bakterien
quantifiziert. Bei Interpretation des bakteriellen Abbaus ist es mdglich, dass durch die
unterschiedlichen Anfangstiter, welche mit der unterschiedlichen Phagozytoserate
einhergehen, die Abbaurate beeinflusst wird. Aus diesem Grund wurde kontrolliert, ob eine
Korrelation zwischen der initialen bakteriellen Beladung der Makrophagen und der Abbaurate
(KBE/h) Gber den gesamten Messzeitraum besteht (Abbildung 3.16).
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Abbildung 3.16: Korrelation tber die lineare Regression der Abbaurate der verschiedenen S. gallolyticus subsp. gallolyticus
Isolate DSM16831, DSM13808, 013366/01, AC1181 und UCN34, sowie S. aureus ATCC25923 und des initial aufgenommen
Inokulums der Isolate (iber den Versuchszeitraum.

Die Korrelation zeigt, dass die Abbaurate der Bakterien in direktem Zusammenhang mit dem
initial aufgenommenen Bakterientiter in die Makrophagen stand, so dass der Zeitpunkt der
Abtdtung der Bakterien nicht auf Stamm-spezifische Unterschiede zurlckzuflhren ist,
sondern auf den initialen Bakterientiter. Daher wird der Fokus im folgenden Abschnitt auf
Divergenzen bei der Kinetik des Uberlebens gelegt. In Abbildung 3.17 dargestellt, wie viele
Bakterien (ausgedriickt als prozentualer Anteil der initial aufgenommenen Bakterien) in
Abhangigkeit von der Zeit in den Makrophagen Uuberlebten. Die Quantifizierung der
intrazellular Gberlebenden Bakterien nach Phagozytose in Makrophagen zeigte einen
sukzessiven Abbau der Isolate in Abh&angigkeit von der Zeit.

Fur S. aureus ATCC25923 (Abbildung 3.17F) konnte nach 5 h weiterhin der initiale
intrazellulare Bakterientiter nachgewiesen werden, wohingegen die S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Isolate bereits stark abgetotet wurden (Uberlebende Bakterien nach 5 h:
34 - 52 %).

Die Quantifizierung des S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolats DSM16831
(Abbildung 3.17A) zeigte, dass nach 12 h bereits nur noch 10 % der aufgenommenen
Bakterien Uberlebten. Im weiteren Verlauf wurden die Bakterien sukzessive abgebaut bis
nach 24 h bereits nur noch 0,8 % der initial phagozytierten Bakterien tberlebten. Nach 48 h

waren weiterhin 0,01 % des initialen Bakterienanzahl nachweisbar.
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Abbildung 3.17: Prozentualer Anteil der nach Phagozytose intrazellulér Uiberlebender S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate
DSM16831 (A), DSM13808 (B), Isolat 013366/01 (C), AC6827 (D) und UCN34 (E) (n=4) im Vergleich mit S. aureus
ATCC25923 (F) (n=2). Dargestellt sind Mittelwert und Standardfehler.
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Das Isolat DSM13808 war bereits nach 8 h nahezu bis auf 10 % der initial aufgenommenen
Bakterien abgebaut (Abbildung 3.17B). Der Abbau fuhrte nach 24 h dazu, dass weniger als
1 % der aufgenommenen Bakterien Uberleben und bei Inkubationsende (48 h) keine vitalen

Bakterien nachweisbar waren.

Nach 12 h waren vom Isolat 013366/01, ebenso wie bei dem Isolat DSM16831, noch 9,13 %
der initial aufgenommen Bakterien intrazellular nachweisbar (Abbildung 3.17C). Im
Gegensatz zum Isolat DSM16831, deren intrazellularer Titer bis 16 h auf 3,2 % reduziert
wurde, konnte flr das Isolat 013366/01 zwischen 12 h und 16 h nach Phagozytose keine
weitere Reduktion der intrazellularen Bakterien nachgewiesen werden (16 h: 9,51 %). Im
weiteren Verlauf wurde auch dieses Isolat sukzessive abgebaut. Ein Nachweis von weniger
als 1 % erfolgte jedoch erst nach 30 h. Nach 48 h waren noch 0,05 % der initial
phagozytierten Bakterien des Isolats 013366/01 zu detektieren.

Fiur das Isolat AC6827 wurde bereits nach 8 h auf noch 8 % der initial aufgenommenen
Zellzahl abgebaut (Abbildung 3.17D). Bereits nach 30 h konnten intrazellular keine
uberlebenden Bakterien mehr nachgewiesen werden. Das S. gallolyticus subsp. gallolyticus
Isolat UCN34 zeigte ebenfalls wie das Isolat 013366/01 im Zeitraum von 8 — 16 h nach
Phagozytose keine weitere Reduktion des intrazellularen Bakterientiters (Abbildung 3.16E).
Der intrazellulare Titer wurde zwischen 17 und 10 % des initial aufgenommenen Inokulums
nicht weiter reduziert. Erst nach 16 h konnte ein weiterer Abbau der intrazelluldaren Bakterien
nachgewiesen werden. Nach 48 h waren noch 0,08 % der zu Beginn aufgenommenen

Bakterien nachweisbar.

Da die Abbaurate innerhalb der Makrophagen direkt mit der initialen intrazellularen
Bakterienkonzentration korreliert werden konnte, ist der Zeitpunkt, zu welchem die Stamme
nicht mehr nachweisbar waren, keine Mdglichkeit, um Isolat-spezifische Unterschiede zu
determinieren. Allerdings kénnen Auffalligkeiten im Abbau der Isolate 013366/01 und UCN34
nachgewiesen werden, fur die intrazelluléar ein konstanter bakterieller Titer von 8 - 12 h bzw.

8 - 16 h bestimmt wurde.

3.2.2 Induktion der Thrombozyten-Aggregation durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus

Die Induktion der Thrombozyten-Aggregation, sowie die Auswirkung der Thrombozyten-
Aggregation auf die Vegetationsausbildung im Rahmen einer IE, ist bereits fir viele andere
Streptokokken beschrieben worden (Cox et al. 2011). Fiur S. gallolyticus subsp. gallolyticus
wurde bisher noch nicht untersucht, ob auch dieser Streptokokke durch Kontakt mit
Thrombozyten deren Aggregation induziert. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit die

Induktion der Thrombozyten-Aggregation durch verschiedene S. gallolyticus subsp.
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gallolyticus Isolate untersucht. Es wurde Plasma von vier verschiedenen Probanden
verwendet, um mdogliche individuelle Host-Faktoren in die Bewertung der S. gallolyticus
subsp. gallolyticus-induzierten Thrombozyten-Aggregation einzubeziehen.

Die Abbildung 3.18 zeigt die Zeit bis die Induktion der Thrombozyten-Aggregation durch
einen Anstieg der Lichttransmission in der Aggregometrie nachweisbar ist. Die normale
Thrombozytenfunktion der vier Probanden wurde untersucht, wobei keiner der Probanden
hier pathologische Auffalligkeiten zeigte. Um mogliche intervariable Induktionen darzustellen,
wurden fur die Bewertung der Thrombozyten-Aggregation jeweils zwei Ubernachtkulturen
der neun S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate an zwei unterschiedlichen Versuchstagen
zum Vergleich einbezogen. Alle Ansatze, welche nicht zu einer Induktion der
Thrombozyten-Aggregation gefihrt haben, wurden zur Darstellung mit 1800 s bewertet.

In Abbildung 3.18A ist Induktion der Thrombozyten-Aggregationen durch das S. gallolyticus
subsp. gallolyticus Isolat DSM16831 dargestellt. Bei allen vier Probanden konnte das Isolat
eine Aggregation der Thrombozyten induzieren, wobei individuell die Induktionszeit
allerdings eine hohe Varianz aufwies. Bei Proband 1 konnte fur die Induktion der
Thrombozyten-Aggregation mittels Isolat DSM16831 keine einheitliche Induktionszeit
bestimmt werden, da vier der neun Messungen nicht zu einer Induktion der Aggregation
fuhrten. Die Thrombozyten des Probanden 3 zeigten hingegen eine Induktion der
Thrombozyten-Aggregation bereits nach 590 — 825 s. Durchschnittlich etwas kirzere
Induktionsphasen zeigten die Probanden 2 und 4, wobei hier ebenfalls eine hohe Variabilitat

bestimmt wurde.

Fur S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolat DSM13808 (Abbildung 3.18B) konnte ein
einheitlicher Phanotyp bestimmt werden. Die Inokulation der Thrombozyten aller Probanden
mit dem Isolat DSM13808 zeigte eine deutliche Induktion der Aggregation. Bei Proband 2
und 4 wurde die Aggregation etwas eher induziert, als bei den anderen Probanden
(Proband 1: 700 — 1120 s; Proband 2: 579 — 673 s; Proband 3: 370 — 825 s, Proband 4: 473
— 1129 s). Das S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolat 010672/01 (Abbildung 3.18C) zeigte
ebenfalls deutlich, wie stark individuelle Divergenzen bei der Thrombozyten-Aggregation
durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus die Induktionszeit beeinflussen. Wéhrend bei den
Probanden 1 und 2 eine Induktion der Thrombozyten-Aggregation nachweisbar war
(Mittelwerte: Proband 1 - 740 s, Proband 2 — 791 s), konnte dasselbe Isolat bei den

Probanden 3 und 4 keine Thrombozyten-Aggregation induzieren.
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Abbildung 3.18: Induktionsphase der Thrombozyten-Aggregation (4 Probanden im Vergleich) in Sekunden bei Induktion durch
S. gallolyticus subsp. gallolyticus DSM16831 (A), DSM13808 (B), Isolat 010672/01 (C), Isolat 021702/06 (D), Isolat 013366/01
(E), AC1181 (F), AC6827 (G), LMG17956 (H) und UCN34 (I).
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Auch das Isolat 021702/06 (Abbildung 3.18D) induzierte die Thrombozyten-Aggregation bei
allen vier Probanden. Es ist auffallig, dass die Induktion mit dem Isolat 021702/06
durchschnittlich langer  war, als beispielsweise die Induktionszeit der
Thrombozyten-Aggregation bei Inokulation mit DSM13808. Es wurden vergleichsweise hohe
Varianzen der Induktion der Thrombozyten-Aggregation mit dem Isolat 021702/06

nachgewiesen.

Das Isolat 013366/01 (Abbildung 3.18E) zeigte fir die ersten drei Probanden eine deutliche
Induktion der Thrombozyten-Aggregation (Mittelwerte: Proband 1 - 539 s, Proband 2 — 570 s,
Proband 3 - 719 s), wohingegen bei Proband 4 bei allen Messungen Kkeine
Thrombozyten-Aggregation induziert wurde. Das S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolat
AC1181 (Abbildung 3.18F) zeigte ein variableres Bild der Induktion der Thrombozyten-
Aggregation. Bei den Probanden 2 und 4 konnte die Thrombozyten-Aggregation nicht
induziert werden. Fur Proband 1 wurden verhaltnismafig lange Induktionszeiten bestimmt,
wobei bei zwei von neun Ansadtzen keine Induktion der Thrombozyten-Aggregation
gemessen werden konnte. Bei Proband 3 konnte hingegen ein eindeutiger Aggregations-
induzierender Phanotyp mit einer durschnittlichen Induktionszeit von 861 s bestimmt werden.
Das Isolat AC6827 zeigte ebenfalls einen ambivalenten Phanotyp: Bei den Thrombozyten
der Probanden 1 und 4 konnte in keinem Fall eine Aggregation durch dieses Isolat induziert
werden (Abbildung 3.18G). Bei den Probanden 2 und 3 war allerdings deutlich die Induktion

der Thrombozyten-Aggregation nach durchschnittlich 730 s und 980 s nachweisbar.

Die Thrombozyten-Aggregationen durch Inokulation der Thrombozyten mit dem Isolat
LMG17956 zeigten einen eher schwach induzierender Phanotyp (Abbildung 3.18H). Bei allen
Probanden konnte in mehreren Féllen das Isolat nicht die Aggregation der Thrombozyten
induzieren. Dennoch wurden bei den Probanden 1, 2 und 3 Einzelmessungen aufgezeichnet
worden, bei welchen dieses S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolat eine Aggregation
induzieren konnte. Bei Proband 4 hingegen war in keinem Fall eine Thrombozyten-

Aggregation nachweisbar.

In Abbildung 3.181 sind die Aggregationen der Thrombozyten der vier Probanden bei
Inokulation mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus UCN34 gezeigt. Mit den Thrombozyten der
Probanden 1 und 3 wurde ein deutlicher Aggregations-induzierender Phanotyp gezeigt
(Mittelwerte: Proband 1 — 664 s, Proband 3 — 904 s). Bei den Probanden 2 und 4 konnte
allerdings bei keiner Messung eine Thrombozyten-Aggregation durch das Isolat UCN34

nachgewiesen werden.
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Zusammengefasst kann gezeigt werden, dass S. gallolyticus subsp. gallolyticus ebenso wie
andere Streptokokken die Aggregegation von Thrombozyten induziert. Sehr aufféllig sind
hier allerdings die starken interindividuellen Varianzen zwischen den einzelnen Probanden,
wodurch fir die Isolate kein Phanotyp nachgewiesen werden kann, welcher nicht mit
Thrombozyten interagiert. Es ist auffallig, dass im Vergleich der Probanden, die
Thrombozyten-Aggregation bei Proband 4 durch deutlich weniger S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Isolaten induziert wird. Das Isolat DSM13808 zeigte im Vergleich mit den
anderen lIsolaten bei allen vier Probanden eine sehr frihe Induktion der Thrombozyten-

Aggregation.
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3.3 Analyse von Einzelnukleotid-Varianten in einem Endokarditis-Patienten-
Kollektiv

Die inflammatorische Reaktion auf S. gallolyticus subsp. gallolyticus zeigten in den
Zellmodellen mit Vollblut ebenso wie mit Thrombozyten gesunder Probanden einen starken
Einfluss des jeweiligen Probanden. Es ist moglich, dass Host-spezifische Divergenzen in der
Inflammation durch ENV hervorgerufen werden. Bei einer IE ist die Orchestration der
Inflammation sowohl bei der Zirkulation der Pathogene im Blutstrom als auch bei der
Etablierung der Vegetation am Endokard ein entscheidender Faktor. Im Fall der IE spielen
verschiedenste Komponenten der Pathogen-Erkennung, der Rekrutierung inflammatorischer
Zellen, sowie des Zytokinnetzwerkes, als auch anti-inflammatorische Signale, eine wichtige
Rolle. Aus diesem Grund wurden in einem |IE-Patienten Kollektiv 14 ENV mittels RFLP im
Hinblick auf die Allel- und Genotyp-Frequenz analysiert (siehe 3.3.1). Es ist ebenso méglich,
dass die ENV nicht nur die Suszeptibilitdt gegenlber einer IE erhéhen, sondern auch einen
Einfluss auf den Krankheitsverlauf zeigen. Um einschétzen zu kénnen, ob ENV mit einem
veranderten klinischen Bild der IE assoziiert sein kénnten, wurden die Klinisch relevanten
Laborparameter WBC, CRP und PCT hinsichtlich einer Assoziation mit den ENV untersucht
(siehe 3.3.2).

3.3.1 Assoziation von Einzelnukleotid-Varianten mit einem Endokarditis-Patienten-Kollektiv

Die Analyse der Allel- und Genotypen der ENV wurde durch eine RFLP-Analyse (siehe 5.21)
untersucht. Es wurde der Allel- bzw. Genotyp von 180 Kontrollpersonen mit
Endokarditispatienten verglichen. Als Material fir die RFLP-Analyse wurde DNA-Extrakt aus
Herzklappengewebe verwendet. Aufgrund verschiedener GréRe der Gewebestlicke flr die
Extraktion, war somit ebenso der Gehalt an DNA der Patienten variabel. Durch den
retrospektiven Studiencharakter konnte kein zusatzliches Material gesichert werden,
wodurch nicht fur alle Patienten ausreichend Material fir jeden ENV zur Verfigung stand.
Daher wurde fur jedes Gen ein konstantes Patientenkollektiv untersucht, wobei sich die

Kollektive untereinander in der Patientenanzahl unterscheiden.

Die Untersuchung von ENV im TNF Gen wurde bereits im Rahmen einer vorangegangen
Diplomarbeit untersucht, da sie in der weiteren Auswertung (Pathogen-abhé&ngige
Assoziationen und die Assoziation mit pathologisch relevanten Laborparametern) neu
aufgearbeitet wurden, werden sie bei der Beschreibung der Assoziationsstudie mit
einbezogen (Weinstock 2010). In der Tabelle 3.1 sind die Ergebnisse der Verteilung der
Geno- und Alleltypen fir die insgesamt 14 untersuchten ENV aufgefuhrt. Fir IL1B wurden
drei ENV untersucht.
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Tabelle 3.1: Genotyp- und Allelfrequenzen der IE-Patientenkohorte im Vergleich mit eine Kontrollkohorte. (P,. X’ test; Pr: Fisher’s exact test; P.: korrespondierender P-Wert nach Bonferroni-
Korrektur).

Variation Kohorte Genotyp Frequenz [n(%)] Allel Frequenz [n(%)]
T TC cC Py (Po) T C Odds ratio (95 % CI) P (Po)
IL1B IE Patienten 46 (44,2) 51 (49,1) 7 (6,7) 0,934 143 (68,7) 65 (31,3) 0,9429 0,778
c.-118C>T Kontrollen 86 (46,5) 87 (47,0 12 (6,5) (1,000) 259 (70,0) 111 (30,0) (0,6525 - 1,362) (1,00)
GG GA AA Py (Pc) G A Odds ratio (95 % ClI) Pe (Pe)
IL1B IE Patienten 44 (42,3) 54 (51,9) 6 (5,7) 0,124 142 (68,3) 66 (31,7) 0,7814 0,204
€.302-64G>A Kontrollen 72 (38,9) 88 (47,6) 25(13,5) (0,372) 232 (62,7) 138 (37,3) (0,5451 - 1,120) (0,612)
CC CT TT Py (Pc) C T Odds ratio (95 % ClI) Pe (Pc)
IL1B IE Patienten 45 (43,3) 51 (49,0) 8(7,7) 0,043 141 (67,8) 67 (32,2) 1,3370 0,149
c.315C>T Kontrollen 105 (56,8) 63 (34,1) 17 (9,1) (0,129) 273 (73,8) 97 (26,2) (0,9220 — 1,940) (0,447)
AA AG GG Py (Pc) A G Odds ratio (95 % ClI) Pe (Pc)
TLR4 IE Patienten 127 (85,8) 21 (14,2) 0(0,0) 0,248 275 (92,9) 21 (7,1) 1,411 0,326
C.776A>G Kontrollen 167 (90,3) 17 (9,2) 1(0,5) (0,496) 351 (94,9) 19 (5,1) (0,7435t0 2,677) (0,652)
CC CT TT Py (Pc) C T Odds ratio (95 % ClI) Pe (Pc)
TLR4 IE Patienten 127 (85,8) 21 (14,2) 0 (0,0) 0,274 275 (92,9) 21(7,1) 1,411 0,290
€.1076C>T Kontrollen 166 (89,7) 19 (10,3) 0 (0,0) (0,548) 351 (94,9) 19 (5,1) (0,7435 - 2,677) (0,580)
GG GT TT Py (Pc) G T Odds ratio (95 % ClI) Pe (Pc)
SELE IE Patienten 120 (80,5) 29 (19,5) 0 (0,0) 0,415 269 (90,3) 29 (9,7) 0,7593 0,272
c.-19G>T Kontrollen 140 (75,7) 44 (23,8) 1 (0,5) (0,415) 324 (87,6) 46 (12,4) (0,4642 — 1,242) (0,272)
AA AG GG Py (Pc) A G Odds ratio (95 % Cl) Pe (Pc)
ICAM1 IE Patienten 47 (30,9) 77 (50,7) 28 (18,4) 0,519 171 (56,2) 133 (43,8) 0,9582 0,815
c.1405A>G Kontrollen 54 (29,2) 104 (56,2) 27 (14,6) (0,519) 212 (57,3) 158 (42,7) (0,7054 — 1,302) (0,815)
GG GA AA Py (Pc) G A Odds ratio (95 % Cl) Pe (Pc)
TNF IE Patienten 97 (92,4) 9 (7.,6) 1(0,9) 0,335 203 (94,9) 11 (5,1) 1,378 0,525
c.-418G>A Kontrollen 171 (92,4) 14 (7,6) 0 (0,0) (1,000) 356 (96,2) 14 (3,8) (0,6139 — 3,093) (1,000)
GG GA AA Py (Pc) G A Odds ratio (95 % ClI) Pe (Pc)
TNF IE Patienten 75 (70,1) 27 (25,2) 5(4,7) 0,416 177 (82,6) 37 (17,4) 0,7826 0,282
c.-488G>A Kontrollen 116 (62,7) 60 (32,4) 9 (4,9) (1,000) 292 (78,9) 78 (21,1) (0,5072 — 1,207) (0,846)
cc CA AA Py (Pc) C A Odds ratio (95 % ClI) Pe (Pc)
TNF IE Patienten 81 (75,7) 23 (21,5) 3(2,8) 0,458 185 (86,4) 29 (13,6) 0,9036 0,344
c.-1043C>A Kontrollen 128 (69,6) 52 (27,7) 5(2,7) (1,000) 307 (83,4) 61 (16,6) (0,5697 — 1,433) (1,000)
cc CA AA Py (Pc) C A Odds ratio (95 % ClI) Pe (Pe)
IL10 IE Patienten 78 (59,1) 44 (33,3) 10 (7,6) 0,425 200 (75,8) 64 (24,2) 1,004 1,000
c.-627C>A Kontrollen 104 (56,2) 72 (38,9) 9 (4,9 (0,425) 280 (77,7) 90 (24,3) (0,6949 — 1,452) (1,000)
GG GA AA Py (Pc) G A Odds ratio (95 % ClI) Pe (Pe)
IL6 IE Patienten 12 (10,1) 82 (68,9) 25 (21,0) <0,0001 106 (44,5) 132 (55,5) 1,020 0,933
c.471+870G>A Kontrollen 41 (22,2) 81 (43,8) 63 (34,0) (<0,0003) 163 (44,1) 207 (55,9) (0,7347 — 1,416) (1,000)
GG GA AA Py (Pc) G A Odds ratio (95 % ClI) Pe (Pe)
IL6 IE Patienten 31 (26,1) 68 (57,1) 20 (16,8) 0,113 130 (54,6) 108 (45,4) 1,142 0,4506
c.-661A>G Kontrollen 65 (35,3 83 (45,1) 36 (19,6) (0,339) 213 (57,9) 155 (42,1) (0,8219 — 1,586) (1,000)
GG GC cCc Py (Pc) G c Odds ratio (95 % ClI) Pr (Pe)
IL6 IE Patienten 31 (26,0) 64 (53,8) 24 (20,2) 0,078 126 (52,9) 112 (47,1) 1,333 0,093
c.-237C>G Kontrollen 71 (38,4) 80 (43,2) 34 (18,4) (0,234) 222 (60,0) 148 (40,0) (0,9597 — 1,852) (0,279)
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Ergebnisse

Der ENV ¢.315C>T und die Intron-Variante ¢.302-64G>A zeigten auffallige Haufungen in der
Allelverteilung. Die anzestralen Allele C bzw. G konnte in den Kontrollen deutlich haufiger
nachgewiesen werden, als in den IE Patienten (IL1B ¢.315C>T: Patienten C-Allel - 67,8 %,
Kontrollen C-Allel - 73,8 %; IL1B c.302-64G>A: Patienten G-Allel - 68,3 %, Kontrollen
G-Allel - 62,7 %). Ein signifikanter Unterschied konnte hier allerdings nicht nachgewiesen
werden. Die Genotypenverteilung des ENV IL1B c¢.315C>T zeigte allerdings, dass der
Genotyp CC in den Patienten zu einem deutlich geringeren Anteil vorkommt (43,3 % vs. 56,8
%), wohingegen der heterozygote Genotyp CT in der Patientenkohorte auffallig haufiger
detektiert wurde (49,0 % vs. 34,1 %). Die Signifikanz von P = 0,043 bleibt nach Bonferroni-
Korrektur (P.) allerdings nicht bestehen (P, = 0,129).

Fur TLR4 sind keine Aufféalligkeiten fur die Allel- und Genotypen-Verteilung nachgewiesen
worden. Die seltener vorkommenden Allelvarianten sind nur zu einem sehr geringen Anteil
detektiert worden (7,1 % in der Patienten-Kohorte gegenliber 5,1 % in der Kontroll-Kohorte).
Der Genotyp wies ebenfalls keine Unterschiede auf. Fir die SELE Promotor-Variante
€.-19G>T und die IL10 Promotor-Variante (IL10 c.-627C>A) sind ebenfalls keine

Unterschiede zwischen Patienten- und Kontroll-Kollektiv nachgewiesen worden.

Die TNF Varianten zeigten in der Allelfrequenz keine deutlichen Unterschiede. Der Genotyp
des anzestralen Allels G bzw. C der Varianten c.-488G>A und c.-1043C<A st allerdings
deutlich haufiger in der Patienten-Kohorte detektiert worden (c.-488GG Patienten: 70,1 % vs.
c.-488GG Kontrollen: 62,7 %; c.-1043CC Patienten: 75,7 % vs. ¢.-1043CC Kontrollen:
69,9 %). Dies geht bei beiden Varianten mit einer verringerten Frequenz des heterozygoten

Genotyps einher. Eine statistische Signifikanz kann jedoch nicht gezeigt werden.

Die genetischen Varianten im IL6 Gen und Promotor zeigten keine Unterschiede bezlglich
der Allel-Frequenzen zwischen dem Kontroll- und Patientenkollektiv. Im Gegensatz dazu
wurden die homozygoten Genotypen der Intronvariante IL6 ¢.471+870G>A im
Patientenkollektiv deutlich seltener detektiert als im Kontrollkollektiv (IL6 ¢.471+870 GG:
10,1 % vs. 22,2 %; IL6 c.471+870 AA: 21,0 % vs. 34 %), wohingegen der heterozygote
Genotyp GA mit 68,9 % signifikant haufiger im Patientenkollektiv vorkam (Kontrollkollektiv
GA-Genotyp: 43,8 %; P, < 0,0003). Fur die beiden anderen IL6 Promotor-Varianten zeigte
sich ein ahnliches Bild, so dass der heterozygote Genotyp gehdauft in der Kontrollkohorte
nachgewiesen wurde (IL6 c.-661 GA: 57,1 % vs. 45,1 %; IL6 c.-237 GC: 53,8 % vs. 43,2%).
Die gezeigten Differenzen fiir IL6 ¢.-661 und c.-237 sind jedoch nicht signifikant.

Die Endokarditis-Patientenkollektive wurden aul3erdem in Pathogen-Subgruppen unterteilt.
Hierbei wurden Subgruppen der haufigsten Erreger (Staphylokokken, Streptokokken und

Enterokokken) gebildet. Alle anderen (Kultur-negative Endokarditiden, mehr als ein Erreger,
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gram-negative Erreger, Pilze) wurden in der Gruppe ,Andere” zusammengefasst. Die
Allelfrequenzen innerhalb der Subgruppen im Vergleich mit der Patientenkohorte bestimmt.
Eine statistische Signifikanz von beobachteten Unterschieden konnte nicht gezeigt werden,
da die Kollektive in ihrer Grof3e durch die Unterteilung niedrige Fallzahlen aufweisen.
Allerdings konnten Unterschiede beobachtet werden, welche eventuell durch Ausweitung der
Kollektive signifikante Differenzen zeigen konnten. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.2
dargestellt. Erwahnte Unterschiede sind in der Tabelle zur Verbesserung der Ubersicht grau

hinterlegt.

Bei der ENV IL6 c.-273C>G zeigte die Subgruppe der Staphylokokken hinsichtlich der
Allelfrequenz des C-Allels eine deutliche Steigerung gegenuber der Kontrollkohorte (48,9 %
vs. 40,0 %). Die Steptokokken-Subgruppe wies bei keinem der ENV eine aufféllig hohe oder
niedrige Allelfrequenz auf. Die Gruppe der Enterokokken zeigte bei TNF c.-488G>A deutlich
hdhere Frequenzen des anzestralen Allels G im Vergleich mit der Kontrollkohorte (86,7 % vs.
78,9 %). Fur die Varianten IL6 c¢.-237 C und IL1B ¢.315 T konnte hingegen in dieser
Subgruppe eine deutlich hdhere Frequenz nachgewiesen werden (52,2 % vs. 40,0 % und
39,3 vs. 26,2 %). In der Gruppe, welche die anderen kausativen Pathogene zusammenfasst,
konnte fir die ENV IL1B ¢.302-64G>A, IL6 c.-237C>G und TNF c.-1043C>A deutliche
Unterschiede in der Allelverteilung im Vergleich mit der Kontrollkohorte detektiert werden.
Die anzentralen Allele der IL1B ¢.302-64G>A und TNF c.-1043C>A Varianten waren dabei
deutlich haufiger im Vergleich mit dem Kontrollkollektiv hachgewiesen worden (71,4 % vs.
62,7 % und 86,7 % und 78,9 %). Das anzestrale Allel der Variante IL6 ¢.-237C>G wurde im
Vergleich mit der Kontrollkohorte hingegen in dieser Subgruppe ,Andere® zu einem deutlich

geringeren Anteil nachgewiesen (47,8 % vs. 60,0 %).
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Tabelle 3.2: Allelfrequenzen der |IE-Patientenkohorte im Vergleich mit eine Kontrollkohorte bei Subgruppierung nach kausativen

nach Bonferroni-Korrektur).

Pathogen (P: Fisher’s exact test, P.: korrespondierender P-Wert

Subgruppe Staph)sllr;)‘;:.occus Strep;zz;c.)ccus EnterS(;Jcpo.ccus Andere Kontrollen Staphig)’;:.occus Strep;(;(‘:)(?ccus Entersopcpo.ccus Andere Kontrollen

Variation IL1B c.- 118C>T TNF c.-418G>A

Al [1(36)] T 52 (65,0) 42 (72,4) 20 (71,4) 29 (69,1) 259 (70,0) G 82 (97,6) 58 (96,7) 27 (90,0) 36 (90,0) 356 (96,2)
c 28 (35,0) 16 (27.6) 8 (28,6) 13 (30,9) 111 (30,0) A 2(2,4) 2(3,3) 3(10,0) 4(10,0) 14 (3,8)
P(P.) 0,423 (1,000) 0,759 (1,000) 1,000 (1,000) 0,861 (1,000) P(P.) 0,747 (1,000) 1,000 (1,000) 0,127 (0,381) 0,087 (0,261)

Variation IL1B ¢.302-64G>A TNF c.-488G>A

Allel [(n0%)] G 53 (66,2) 40 (69,0) 19 (67,9) 30 (71,4) 232 (62,7) G 72 (85,7) 48 (80,0) 26 (86.7) 31 (77,5) 292 (78,9)
A 27 (33,8) 18 (31,0) 9(32,1) 12 (28,6) 138 (37,3) A 12 (14,3) 12 (20,0) 4(13,3) 9 (22,5) 78 (21,1)
P(P,) 0,610 (1,000) 0,383 (1,000) 0,687 (1,000) 0,312 (0,936) P(P.) 0,175 (0,525) 1,000 (1,000) 0,479 (1,000) 0,839 (1,000)

Variation IL1B ¢.315C>T TNF c.-1043C>A

Allel [(n0%)] c 55 (68,8) 40 (69,0) 17 (60,7) 29 (69,1) 273 (73,8) c 73 (89,3) 49 (81,7) 26 (86,7) 37 (92,5) 307 (83,4)
T 25 (31,2) 18 (31,0) 11 (39,3) 13 (30,9) 97 (26,2) A 11 (10,7) 11 (18,3) 4(13,3) 3(7,5) 61 (16,6)
P(P) 0,405 (1,000) 0,430 (1,000) 0,184 (0,552) 0,581 (1,000) P(P) 0,510 (1,000) 0,712 (1,000) 0,800 (1,000) 0,171 (0,513)

Variation IL6 c.471+870G>A TLR4 c.776A>G

Allel [n(%)] G 41 (46,5) 28 (42,4) 17 (44,7) 20 (43,5) 163 (44,1) A 98 (92,4) 81 (92,1) 38 (90,5) 58 (96,7) 351 (94,9)
A 47 (53,5) 38 (57,6) 21 (55,3) 26 (56,5) 207 (55,9) G 8(7.,6) 7(7,9) 4(9,5) 2(3,3) 19 (5,1)
P((P,) 0,721 (1,000) 0,893 (1,000) 1,000 (1,000) 1,000 (1,000) P(P.) 0,345 (0,690) 0,308 (0,616) 0,276 (0,552) 0,752 (1,000)

Variation IL6 c.-661A>G TLR4 ¢.1076C>T

Allel [(n0%)] G 47 (53,4) 38 (57,6) 22 (57,9) 23 (50,0) 213 (57,9) c 98 (92,5) 81 (92,1) 38 (90,5) 58 (96,7) 351 (94,9)
A 41 (46,6) 28 (42,4) 16 (42,1) 23 (50,0) 155 (42,1) T 8 (7.,5) 7(7,9) 4(9,5) 2(3.3) 19 (5,1)
P(P,) 0,473 (1,000) 1,000 (1,000) 1,000 (1,000) 0,345 (1,000) P(P) 0,345 (0,690) 0,308 (0,616) 0,276 (0,552) 0,752 (1,000)

Variation IL6 ¢.-237C>G SELE c.-19G>T

Alled [n36)] G 45 (51,1) 37 (56,1) 22 (57,9) 22 (47,8) 222 (60,0) G 93 (89,4) 76 (90,5) 43 (89,6) 57 (91,9) 324 (87,6)
c 43 (48,9) 29 (43,9) 16 (42,1) 24 (52,2) 148 (40,0) T 11 (10,6) 8 (9,5) 5 (10,4) 5(8,1) 46 (12,4)
P(P,) 0,149 (0,447) 0,587 (1,000) 0,823 (1,000) 0,152 (0,456) P(P)  0,733(0,733) 0,576 (0,576) 0,817 (0,817) 0,399 (0,399)

Variation ICAM1 c.1405A>G IL10 c.-627C>A

Al [1(56] A 61 (56,5) 47 (54,6) 25 (54,3) 38 (59,4) 212 (57,3) c 78 (74,5) 57 (71,3) 29 (76,3) 36 (81,8) 280 (77,7)
G 47 (43,5) 39 (45,4) 21 (45,7) 26 (40,6) 158 (42,7) A 24 (23,5) 23 (28,7) 9(23,7) 8(18,2) 90 (24,3)
P(P) 0,912 (0,912) 0,717 (0,717) 0,753 (0,753) 0,786 (0,786) P(P) 1,000 (1,000) 0,398 (0,398) 1,000 (1,000) 0,455 (0,455)
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3.3.2 Klinisch relevante Laborparameter in Assoziation mit ENV

Um eine mogliche Auswirkung einzelner ENV auf die IE analysieren zu kénnen, wurden
pathophysiologisch relevante Laborparameter hinsichtlich einer Erhéhung bzw. Erniedrigung
in Assoziation mit den ENV untersucht. Hierbei wurden die Konzentration des
C-reaktiven Proteins (CRP), die Leukozytenzahl (WBC) und die Procalcitonin (PCT)-
Konzentration einbezogen. Da die chirurgische Intervention auf alle drei Parameter starke
Auswirkungen hat, wurden drei verschiedene Zustande untersucht. Es wurde ein Wert
einbezogen, welcher den Laborstatus des Patienten vor chirurgischer Intervention (max.
zwei Tage vor chirurgischem Eingriff) widerspiegeln soll. Eine Veranderung dieses
Parameters in Abhangigkeit von ENV kénnte auf eine verénderte Inflammation in Reaktion
auf das Pathogen zurtickzufihren sein. Weiterhin wurde ein Wert max. zwei Tage nach dem
chirurgischen Eingriff genutzt, um einen potentiellen Einfluss der ENV auf die Reaktion des
Patienten auf die chirurgische Intervention zu analysieren. Zusétzlich wurde ein Quotient
Quosvpray Qebildet, um einen potentiellen Einfluss der ENV auf die individuelle
Inflammationsreaktion bedingt durch die therapeutische Intervention zu erfassen. Grafisch
dargestellt sind die signifikanten Assoziationen zwischen den ENV und den klinisch

relevanten Laborparametern.

Fir die Variante IL1B ¢.315C>T konnte eine signifikante Assoziation des Genotyps TT mit
erhohten CRP-Konzentrationen nach der chirurgischen Intervention festgestellt werden
(CC: 16,29 mg/dL; CT: 17,06 mg/dL; TT:23,19 mg/dL) (Abbildung 3.19B). Die
Konzentrationen vor der chirurgischen Intervention sowie der gebildete Faktor unterschieden

sich zwischen den einzelnen Genotypen nicht.
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Abbildung 3.19: Auftragung der pra- (A) und postoperativen (B) CRP-Konzentrationen im Serum von Endokarditispatienten,
sowie der Faktor der individuellen Qgosyprsy Erhohung (C) in Assoziation mit den Genotypen IL1B ¢.315C>T. *: P < 0,05;
ns: nicht signifikant.

GleichermaRen konnte der Genotyp TT der IL1B Variante ¢.315C>T mit deutlich héheren
Leukozytenzahlen nach der chirurgischen Intervention assoziiert werden (CC: 13,67 x 10°/L
mg/dL; CT: 12,09 x 10%L mg/dL; TT: 17,29 x 10%L) (Abbildung 3.20B). Fiir die SELE
Variante c.-19G>T (Abbildung 3.20D-E) konnten signifikant erhohte WBC Zellzahlen vor der
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chirurgischen Intervention bei Patienten mit heterozygoten Genotyp GT im Vergleich zu
Patienten mit dem Genotyp GG nachgewiesen werden (GG: 10,78 x 10%L,
GT: 15,59 x 10%/L). Der Genotyp TT konnte im Kollektiv nicht nachgewiesen werden. Die
anderen erfassten Parameter unterschieden sich in Abhangigkeit der Genotypen der SELE
Variante c.-19G>T der Patienten nicht signifikant.
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Abbildung 3.20: Auftragung der pra- (A) und postoperativen (B) WBC-Level in Vollblut der Endokarditispatienten, sowie der
Faktor der individuellen Qgosupray Erhdhung (C) in Assoziation mit den Genotypen IL1B ¢.315C>T, sowie pra- (D) und
postoperativen (E) WBC-Level in Vollblut der Endokarditispatienten, sowie der Faktor der individuellen Qosypray Erhdhung (F) in
Assoziation mit den Genotypen SELE c.-19G>T *: P < 0,05, **: P < 0,005, ns: nicht signifikant.

Fur PCT konnten keine signifikant héhere oder niedrigere Werte der Patienten vor der
therapeutischen Intervention mit den untersuchten ENV assoziiert werden. Die Varianten
TNF ¢.-418G>A und IL1B ¢.302-64G>A zeigten allerdings bei der individuellen Erhéhung
durch die therapeutische Intervention, ausgedriickt durch den Faktor Qposupra), Signifikante
Assoziationen (Abbildung 3.21). Der heterozygote Genotyp GA der TNF-Variante c.-418
zeigt erhohte Werte beziiglich des Faktors Qposupra) (GG: 2,62, GA: 9,39) (Abbildung 3.21C).
Fur den heterozygoten Genotyp AG der IL1B Variante ¢.302-64G>A kann hingegen eine
Verringerung des gebildeten Faktors (AA: 62,6, AG: 1,9), sowie niedrigere
PCT-Konzentrationen nach der chirurgischen Intervention bei Patienten mit heterozygotem

Genotyp nachgewiesen werden (Abbildung 3.21E).
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Abbildung 3.21: Auftragung der pré- (A) und postoperativen (B) PCT Konzentrationen im Plasma der Endokarditispatienten,
sowie der Faktor der individuellen Qraposyy Erhthung (C) in Assoziation mit den Genotypen TNF c.-418G>A, sowie pra- (D) und
postoperativen (E) PCT Konzentrationen im Plasma der Endokarditispatienten, sowie der Faktor der individuellen Q posypra)
Erhéhung (F) in Assoziation mit den Genotypen IL1B ¢.302-64G>A. * P < 0,05; ns — nicht signifikant.

Zusammengefasst kann gezeigt werden, dass der heterozygote Genotyp der Intron-Variante

IL6 c.471+870G>A signifikant haufiger im Endokarditis-Patientenkollektiv nachgewiesen

werden konnte. Ebenso konnten Hinweise auf Veranderungen in der Reaktion auf den

Erreger bzw. auf den chirurgischen Eingriff durch eine Assoziation der ENV mit auffélligen

Abweichungen der untersuchten Laborparameter aufgezeigt werden.

55



Diskussion

4 Diskussion

S. gallolyticus subsp. gallolyticus ist ein IE-Erreger, dessen pathophysiologischer Kontext
bisher nur geringfligig aufgeklart ist. Aus diesem Grund wurden im Rahmen dieser Arbeit
verschiedene S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate im Hinblick auf das
Induktionspotential inflammatorischer Parameter, sowie ihrer Interaktion mit Makrophagen
und Thrombozyten hin untersucht. Innerhalb dessen wurden verschiedene phanotypische
Aspekte aufgedeckt, welche in der Abbildung 4.1 zusammengefasst in das einleitend
erlauterte hypothetische Modell der S. gallolyticus subsp. gallolyticus-induzierten IE

eingefligt wurden.

S. gallolyticus subsp. gallolyticus
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Abbildung 4.1: Pathophysiologisches Modell der Etablierung einer S. gallolyticus subsp. gallolyticus-bedingten IE (modifiziert
nach Boleij et al. 2011, Benoit et al. 2010 und Moreillon et al. 2002). In grau hinterlegten Feldern sind die auffalligen
Phanotypen, welche im Rahmen dieser Arbeit determiniert wurden, zusammengefasst.

Neben den Phanotypen von S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolaten, wurde im Rahmen
des Vollblut-Modellsystems sowie der Thrombozyten-Aggregation eine individuelle
Host-Komponente der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Interaktion mit humanen Zellen
aufgezeigt (siehe 4.1). Solche individuellen Host-Faktoren konnten zum Teil durch ENV
beeinflusst werden, welche nachfolgend im Zusammenhang mit der IE diskutiert werden
(siehe 4.2).

Trotz der Probanden-spezifischen Einflussfaktoren konnten in den verschiedenen
Modellsystemen unterschiedliche Phanotypen ermittelt werden. Die Divergenzen in der
Interaktion mit humanen Zellen lassen sich potentiell auf Virulenzfaktoren zurickfiihren und

kénnten moglicherweise die Pathogenitat der Isolate beeinflussen (siehe 4.3).
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4.1 Individuelle Host-Faktoren bei der S. gallolyticus subsp. gallolyticus-IE

Bei der Etablierung der Modellsysteme fir die S. gallolyticus subsp. gallolyticus-bedingte IE
konnte mehrfachst der Einfluss von Host-Faktoren auf pathophysiologische Prozesse der
Infektion bestétigt werden. Zusammengefasst konnte nachgewiesen werden, dass das
Wachstum in Vollblut, sowie die IL6-Induktion in Vollblut, ebenso wie die Induktion der
Thrombozyten-Aggregation durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus, durch individuelle

Faktoren stark beeinflusst wird.

Das Uberleben von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Vollblut stellte insbesondere
bezuglich des Isolats DSM16831 zwischen den Probanden starke Unterschiede dar.
Wahrend bei Proband 1 nach 6 h Inokulation eine deutliche Reduktion des bakteriellen Titers
nachweisbar war, konnte dies bei den anderen Probanden nicht gezeigt werden. Erst nach
24 h wurden bei diesen Probanden die bakteriellen Titer reduziert. Bei Proband A wurde eine
Reduktion der bakteriellen Titer aller Stamme nachgewiesen, welche sich nicht durch andere
Probanden reproduzieren lies. Bei der IL6-Induktion konnte nachgewiesen werden, dass,
obwohl der Proband 2 auf die LTA-Stimulation grundsétzlich eine deutlich héhere Induktion
der IL6-Synthese gegeniber den beiden anderen Probanden zeigte, Proband 1 auf
S. gallolyticus subsp. gallolyticus anscheinend zeitlich friher reagiert als die anderen beiden
Probanden. Ebenso war die IL6-Induktion durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus bei

Proband 1 zu dem jeweiligen Zeitpunkt deutlich hdher als bei den anderen Probanden.

Ein moglicher Einflussfaktor auf den Bakterientiter ist die Phagozytose im Vollblut-
Modellsystem (Fernandes et al. 2010). Unterschiede in der Wachstumskinetik zwischen den
Probanden koénnten RuUckschlisse Uber die Phagozytose-Effizienz, welche eventuell
zwischen den Probanden variiert, zulassen. Die Aktivierung der Zellen durch Pathogene und
die damit zusammenhdngende Phagozytose induziert die IL6-Synthese (Janeway et al.
2001). Da in dem Vollblut-Modellsystem ein Zusammenhang zwischen der Reduktion des
Bakterientiters und der IL6-Konzentration zu erkennen ist, kénnte die parallele Induktion der

IL6-Synthese die Hypothese der gesteigerten Phagozytose somit bekraftigen.

Ein weiterer Aspekt, welcher die Wachstumskinetik zwischen den Probanden beeinflussen
konnte ist die Auswirkung des Vollblut-Modells auf die bakterielle Transkription. Es konnte
bereits mehrfach nachgewiesen werden, dass in einem Vollblut-Modellsystem nicht nur die
humanen Zellen auf das Pathogen reagieren, sondern es eine beidseitige Wechselwirkung
gibt, wobei auch die bakterielle Transkription veréndert wird (Mereghetti et al. 2008;
Malke und Ferretti 2007). Da noch vollkommen ungeklart ist, welche Faktoren dabei direkte
Auswirkungen auf den bakteriellen Metabolismus zeigen, ist es somit méglich, dass die

individuelle Zusammensetzung des Blutes der Probanden ebenso individuelle
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Verdnderungen des bakteriellen Transkriptoms bedingen, wodurch die Isolate als
Konsequenz unterschiedliche Wachstumskinetiken zeigen.

In der Thrombozyten-Aggregation konnten sehr individuelle Reaktionen der Thrombozyten
der verschiedenen Probanden auf die Isolate nachgewiesen werden. Hierbei ist
insbesondere auffallig, dass die Induktion der Thrombozyten-Aggregation des Probanden 4
im Vergleich durch weniger S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate induziert wurde. Die
individuelle Komponente der Pathogen-induzierten Thrombozyten-Aggregation wurde
ebenfalls bereits fiir Streptococcus sanguinis beschrieben, wobei die Ursachen dieser
Beobachtung noch vollkommen ungeklart sind (McNicol et al. 2011). Da die Etablierung einer
IE durch Aggregations-induzierende Pathogene begunstigt werden kann, ist es somit
madglich, dass die Suszeptibilitat gegeniber einer IE des Probanden 4 im Vergleich zu den
anderen Probanden aus noch unbekannten Griinden verringert ist (Herzberg et al. 1992). Es
lassen sich trotz dieser individuellen Reaktionen der Probanden Divergenzen zwischen den

S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolaten aufzeigen, welche in 4.3.3 néher erlautert werden.

Durch die Zell-Modellsysteme wird verdeutlicht, dass die IE ein multifaktorieller Prozess ist,
dessen Morbiditat nicht allein durch das Pathogen bestimmt wird, sondern dass ebenso
Host-spezifische Varianzen, auch bezlglich der inflammatorischen Reaktion auf das

Pathogen, den Krankheitsverlauf beeinflussen.

4.2 Die Beeinflussung der IE-Pathogenese durch ENV in Genen der inflammatorischen

Pathogenabwehr

Fur verschiedene bakteriell bedingte Infektionen wurde der Einfluss von ENV in potentiellen
Kandidatengenen der Inflammation bereits umfassend untersucht (Kumpf und Schumann
2008; Namath et al. 2009; Tumangger und Jamil 2010). Fir die IE hingegen sind bislang nur
wenige ENV in den Kandidatengenen TLR2, LBP sowie ENV in Genen thrombozytarer
Rezeptoren untersucht worden (Bustamante et al. 2011; Daga et al. 2011; Vollmer et al.
2009). Weiterhin wurde eine Assoziation der TNF Variante c.-418G>A mit einer erh6hten

Suszeptibilitat gegentber einer IE beschrieben (Giannitsioti et al. 2013).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde in verschiedenen Genen der inflammatorischen Pathogen-
Detektion und -Abwehr eine ENV-Assoziationsstudie durchgefiihrt. Dabei konnte erstmalig
gezeigt werden, dass der heterozygote Genotyp der Variante IL6 ¢.471+870G>A signifikant
haufiger in einem IE-Patientenkollektiv nachweisbar ist. Diese IL6 Variante liegt innerhalb
des vierten Introns des IL6 Gens und eine Methylierungsstelle wird durch den
Basenaustausch verdndert (Khankhanian et al. 2013). Allerdings kann noch keinerlei

Aussage darlUber getroffen werden, ob und welchen Einfluss dies auf die Proteinexpression

58



Diskussion

hat. Es konnte bisher eine Assoziation der Variante mit der Typ-2 Reaktion bei
Lepra-Erkrankung nachgewiesen werden, wohingegen verdnderte IL6-Plasmalevel in
Abhangigkeit der Genotypen nicht beobachtet wurden (Sousa et al. 2012). Es ist eventuell
moglich, dass ein gekoppelter Haplotyp hinter der Assoziation mit der IE steckt, welcher
innerhalb dieser Studie nicht erfasst wurde.

Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass der heterozygote Genotyp ebenfalls bei den
beiden ENV IL6 ¢.-237C>G und c.-661A>G im IE-Kollektiv deutlich haufiger detektiert wurde,
wobei hier allerdings keine statistische Signifikanz erreicht wurde. Fur IL6 ¢.-237C>G wurde
bereits beschrieben, dass die ex vivo LPS-Stimulation von IL6 durch das Vorhandensein des
seltenen Allels C signifikant erhéht ist (Tischendorf et al. 2007). Ob diese Beobachtung mit
einer erhdohten Serumkonzentration von IL6 bei IE-Patienten fuhren konnte, bleibt derzeit
offen. Allerdings konnte die IL6 Variante bereits mit einer Erhéhung des Blutdrucks assoziiert
werden, wobei der in vivo Effekt schwer einschatzbar ist (Humphries et al. 2001). Es ist
mdglich, dass ein abnormaler Blutdruck Gewebeschadigungen am Endokard férdert, welche
wiederum als Adhéasionspunkt flr Bakterien in der IE fungieren. IL6 c.-237C>G konnte
hingegen mit einer erhéhten Mortalitat bei Patienten mit schwerer Sepsis assoziiert werden
(Sabelnikovs et al. 2012).

Fur die untersuchten IL1B ENV ¢.315C>T und c¢.302-64G>A konnten insbesondere
bezliglich der Laborparameter signifikante Unterschiede in Assoziation zu Genotypen
nachgewiesen werden. Hierbei konnte gezeigt werden, dass nach der chirurgischen
Intervention signifikant hhere CRP-Konzentrationen und WBC Zellzahlen in Assoziation mit
dem Genotyp IL1B c¢.315 TT detektiert werden kénnen. Ebenso konnte fur den Genotyp
c.302-64 GA gezeigt werden, dass die faktorielle Erh6hung von PCT im Zuge des operativen
Eingriffs bei den Patienten im Vergleich zum homozygoten Genotyp GG verringert ist. Diese
Beobachtungen lassen die Vermutung zu, dass die beiden Varianten Einfluss auf den
postoperativen Verlauf der Patienten nehmen kdnnten. Fur IL1B ¢.315C>T wurde bereits
gezeigt, dass gesunde Probanden mit Genotyp TT eine niedrigere CRP-Konzentration im
Serum aufweisen als Probanden mit den Genotypen CT oder CC (Eklund et al. 2003). Ein
Einfluss von IL1B Varianten auf die CRP-Konzentration bei verschiedenen Erkrankungen
wurde bereits diskutiert, wobei die direkte Beeinflussung der IL1B-Konzentration im Serum,
welche die CRP-Erhthung bedingen konnte, ebenfalls noch diskutiert wird (Enquobahrie
et al. 2009; Kimura et al. 2004; Pociot 1992). Die erhdhten Entziindungsmarker CRP und
WBCs nach chirurgischer Intervention konnten auf einen Einfluss der ENV auf den Verlauf
der Erkrankung hinweisen, insbesondere vor dem Hintergrund, dass abnormal hohe Werte
fur CRP und WBC mit einer erhéhten Mortalitdt von IE-Patienten assoziiert werden konnten
(Cornelissen et al. 2013).
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Die IL1B Varianten ¢.302-64G>A und ¢.315C>T zeigten ebenfalls Unterschiede bei der
Analyse der Pathogen-Subgruppen. Die Intronvariante wurde sehr héufig in der Subgruppe
»<Andere” nachgewiesen. Das C-Allel der Variante ¢.315C>T ist hingegen sehr selten in der
Enterokokken-Subgruppe nachgewiesen worden. Einflisse der IL1B Varianten auf die
verschiedenen Subgruppen sind somit mdglich, allerdings durch die derzeitige Datenlage
noch nicht erwiesen. Da die Gruppe ,Andere“ sehr heterogen ist und seltene Erreger
zusammengefasst, kdnnte die Ausweitung und selektive Betrachtung dieser Subgruppe

signifikante Assoziationen nachweisen.

Die untersuchten TNF-Promotor-Varianten zeigten sich nicht mit der IE-Patientenkohorte
assoziiert. Allerdings konnte gezeigt werden, dass die erhdhte individuelle Steigerung im
Rahmen des chirurgischen Eingriffes von PCT innerhalb der Patientenkohorte mit dem
heterozygoten Genotyp der TNF Variante c-418B>A assoziiert werden konnte. Dies spricht
fur eine starkere Reaktion der Patienten im Verlauf der Operation, allerdings konnte noch
nicht nachgewiesen werden, dass der PCT-Wert einen Einfluss auf den postoperativen
Verlauf hat, so dass hier eine Beeinflussung der Variante auf den Krankheitsverlauf noch
ungeklart ist. Fir TNF c.-418G>A konnte von Giannitsioti et al. eine Assoziation zu einem IE-
Patientenkollektiv hachgewiesen werden, die ihm Rahmen der hier durchgefuhrten Studie
nicht bestatigt werden konnte (Giannitsioti et al. 2013). Diese TNF-Variante konnte ebenfalls
bereits mit einem erhdhten Risiko fiir die Ausbildung einer schweren Sepsis assoziiert
werden, allerdings werden auch hier divergente Studienergebnisse beschrieben (Kumpf und
Schumann 2008).

Besonders interessant ist die Variante SELE ¢.-19G>T. Patienten, fir die der Genotyp GT
nachgewiesen wurde, zeigten vor der chirurgischen Intervention signifikant hthere WBCs als
Patienten mit dem Genotyp GG. Da abnormal hohe WBCs mit einer erhdhten Mortalitét
assoziiert werden konnten, ist es mdglich, dass die Variante SELE c.-19G>T eine
Assoziation zu einem mdglicherweise erhéhten Schweregrad der |IE darstellt (Cornelissen et
al. 2013). Diese Assoziation kann direkt auf die Pathogeninteraktion zuriickgefiihrt werden,
da die Zellzahl noch vor der chirurgischen Intervention im Vergleich erhoht war. Die SELE
ENV konnte bereits mit einem erhohten Risiko flr die Koronare Herzerkrankung assoziiert
werden (Wang et al. 2013). Die funktionelle Rolle, insbesondere im Zusammenhang mit IE,

ist allerdings noch vollig ungeklart.

Die hier durchgefuhrte Studie zeigt allerdings auch einige Limitationen. Durch die begrenzte
Verfugbarkeit des biologischen Materials der Patienten konnte nicht fiir alle Gene die gleiche
|IE-Patientenkohorte verwendet werden. Allerdings wurde, um innerhalb eines Genes die

Vergleichbarkeit zu gewahrleisten, jedes Gen mit einer eigenen Kohorte untersucht, was
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nicht zu einer Beeinflussung der Ergebnisse fiihren sollte, da starke Assoziationen
unabhangig vom Kollektiv detektiert werden sollten. Aul3erdem beinhaltet die Studie nur
IE-Félle, bei welchen eine therapeutische Intervention nodtig war, was in ca. 50 % aller
IE-Patienten notwendig ist (Habib et al. 2009). Ein Kollektiv welches Patienten mit
unkomplizierten Krankheitsverlaufen einschliel3t, ware interessant. Das hier erstellte Kollektiv
stellt allerdings eine homogene Patientengruppe dar, die prinzipiell bezlglich des

Krankheitsstatus vergleichbar ist.

Zusammenfassend kann eine Assoziation der IE-Patienten mit der ENV IL6 ¢.471+870G>A
nachgewiesen werden. Die Pathogen-Subgruppen zeigen interessante Aspekte auf, die
allerdings auf Grund der kleinen Kohorten derzeit noch keinerlei Signifikanz zulassen. Eine
Ausweitung der spezifischen Subgruppen koénnte verifizieren, ob die hier gezeigten
Divergenzen der Allelverteilung wirklich einen Einfluss auf die Pathogen-abhangige
Pathogenese zeigen. Ebenso interessant stellt sich der Zusammenhang zwischen den ENV
und der Assoziation mit den klinisch-chemischen Laborparametern dar, welcher im Hinblick
auf die Aufklarung der Auswirkung in vivo im Rahmen einer prospektiven Studie verfolgt

werden sollte.

4.3 S. gallolyticus subsp. gallolyticus-Phanotypen im pathophysiologischen
Kontext der IE

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Phanotypen von S. gallolyticus subsp.
gallolyticus determiniert, welche pathophysiologisch Divergenzen der Virulenz der lIsolate
bedingen konnen. Hinsichtlich der Ursachen fir diese divergenten Phanotypen sind die
Charakteristika der Isolate, welche durch vorangegangene Arbeiten identifiziert wurden, in
diesem Zusammenhang von Bedeutung. Daher sind in Tabelle 4.1 die Ergebnisse der
Untersuchungen zu den in dieser Arbeit untersuchten Isolaten zusammengefasst. Das
Adhasion- und Invasionsvermégen an Endothelzellen kdnnte Divergenzen, bezlglich des
Potentials der Isolate am Endokard eine Vegetation zu etablieren, bedingen. Ebenso ist die
Adhéasion an Kollagene wichtiger Faktor bei der Adhasion an humane Zellen (Moschioni et
al., 2010). Das gtf Gen (kodierte fiir eine Glykosyltransferase) und das fimB Gen (Fibrinogen-
bindende Protein B) vermitteln die Adhasion an Zielgewebe (Dargere et al., 2003; Vacca-
Smith et al. 1994). Fur das Virulenzgen pilB, welches fur das Pilusprotein B kodiert, konnte
bereits bei S. gallolyticus subsp. gallolyticus eine zentrale Rolle im Zusammenhang mit dem
Uberleben in Vollblut und der Phagozytoserate gezeigt werden (Danne et al. 2014; Dramsi et
al. 2006;). Kapsel- und Schleimbildung dienen Pathogenen hingegen als Schutz vor

phagozytotischer Aufnahme durch inflammatorisch aktive Zellen (Smith et al. 1999).
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Tabelle 4.1: Phanotypische Charakteristika und Nachweis der Gene gtf, pilB, fimB fiir die Isolate DSM16831, DSM13808,
010672/01, 021702/06, 013366/01, AC1181, AC6827, LMG17956 und UCN34 (1VoIImer et al. 2010; 2Hinse, 2012;  Wandrer,
2013). n.b.: nicht bestimmt.

Adhasion

(eiothen | @vaotnen | Sidc | ollagen | kapser | EES
DSM16831 gering keine Invasion +/-1+ (H/(H)(+) ++++ 0
DSM13808 mittel hoch +/++ (H/(H)(+) +) +++
Isolat 010672/01 mittel mittel +/++ ++/++++ +) ++++
Isolat 021702/06 hoch mittel +/++ ++/++/++ n.b. n.b.
Isolat 013366/01 hoch mittel +H+/+ +H/++/++ ++ 0
AC1181 mittel gering -l-1+ ++/ A+ n.b. n.b.
AC6827 gering gering +-1+ +++/+ n.b. n.b.
LMG17956 n.b. n.b. +/n.b./+ n.b. + +
UCN34 n.b. n.b. ++/+ n.b. + ++

4.3.1 Uberleben in Vollblut durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus — ein entscheidender

Faktor noch vor Etablierung der Vegetation am Endokard

S. gallolyticus subsp. gallolyticus wird Uber die Blutzirkulation zum Endokard transportiert. Es
ist somit essentiell fir den pathophysiologischen Kontext, dass S. gallolyticus subsp.
gallolyticus in der Zirkulation Gberlebt und nicht bereits durch beispielsweise Phagozytose
eliminiert wird. Im Vollblut-Modellsystem kann nachgewiesen werden, dass das Wachstum
der Isolate RPMI1640/Plasma gegeniber dem Wachstum in FCS-haltigen Medium
eingeschrankt ist. Der verringerte Bakterientiter bei Eintritt in die stationare Phase kdnnte
zum einen auf die veranderte Nahrstoffsituation zurickzufihren sein. Die
N&hrstoffzusammensetzung von FCS und humanem Plasma ist jedoch relativ vergleichbar.
Der inhibitorische Effekt auf das bakterielle Wachstum ist somit zum anderen eventuell auf
noch unbekannte Plasmafaktoren zuriickzufihren. Die Inokulation von Vollblut mit
S. gallolyticus subsp. gallolyticus zeigte hingegen, dass wéahrend das Isolat 013366/01 eine
vergleichbare Wachstumskinetik wie in RPMI1640/Plasma zeigte, der bakterielle Titer des
Isolats DSM16831 in Proband 1 bereits nach 6 h deutlich reduziert wird. Auch in den
anderen beiden Probanden kann fir dieses Isolat eine Reduktion des Bakterientiters nach

24 h nachgewiesen werden, wenn auch diese nicht so ausgeprégt ist, wie bei Proband 1.
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In der Literatur wurde fir Streptokokken der Gruppe A und B bisher ebenfalls
Wachstumskinetiken in Vollblut aufgenommen, wobei hier deutlich kiirze Zeitrahmen
untersucht wurden. Fur die Streptokokken der Gruppe B (S. agalactiae) konnte kein
Wachstum innerhalb von 90 min nachgewiesen werden, wohingegen hier anzumerken ist,
dass ein deutlich héherer initialer Titer von 3 x 108 KBE/mL starken Einfluss auf die Kinetik
zeigen koénnte (Mereghetti et al. 2008). Fir S. gallolyticus subsp. gallolyticus ist dieser Titer
der Maximaltiter nach Eintritt in die stationdre Wachstumsphase bei Wachstum unter
optimalen Bedingungen, so dass dieser Bakterienkonzentration ungunstig fir die Aufnahme
einer Wachstumskinetik ist. Eine Inokulation von Vollblut mit Gruppe A Streptokokken mit im
hier etablierten Vollblut-Modellsystem vergleichbaren 10° KBE/mL zeigte hingegen innerhalb
von 4 h bereits ein Wachstum um 2 — 3 log-Stufen (Liu et al. 2006). Ein vergleichbares
Wachstum konnte in dem hier durchgefiihrten Versuch lediglich nach 24 h Inokulation des
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolats UCN34 mit Vollblut des Probanden 2 nachgewiesen
werden. In dem Vollblut-Modellsystem konnte fir das Isolat DSM16831 abgeschwachte
Wachstumskinetik gegentiber dem Isolat UCN34 gezeigt werden.

Die Reduktion des Bakterientiters des S. gallolyticus subsp. gallolyticus DSM16831 kdnnte
durch die Phagozytose des Erregers von inflammatorisch aktiven Zellen bedingt sein. Nach
48 h wurde im Vollblut-Modellsystem eine deutliche Reduktion der Granulozyten durch die
Inokulation mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus nachgewiesen. In Vollblut kann die
Phagozytose durch neutrophile Granulozyten inokulierter Mikroorganismen dargestellt
werden, so dass dieser Mechanismus der Pathogenabwehr eine potentielle Erklarungen fur
die Schwankungen im bakteriellen Titer im Vollblut-Modellsystem ist (Fernandes et al. 2010).
Fur S. aureus konnte bei Inokulation in Vollblut innerhalb von 60 min die phagozytotische
Aufnahme durch Leukozyten (hauptsachlich neutrophile Granulozyten) nachgewiesen
werden, wobei innerhalb der weiteren Inokulationszeit von 60 min die neutrophilen
Granulozyten lysiert wurden und wieder freie Bakterien detektiert werden konnten
(Malachowa et al. 2011). Es ist somit mdglich, dass in diesem Modellsystem eine
Phagozytose von S. gallolyticus subsp. gallolyticus und die damit einhergehende Apoptose
der neutrophilen Granulozyten einen Einfluss auf den bakteriellen Titer zeigt. Um dies zu
bestatigen, kdonnte eine FACS-Analyse zu den friheren Zeitpunkten mit einer absoluten
Quantifizierung der Blutzellen, Aufschluss geben. Ebenso kénnte eine FITC-Markierung von
S. gallolyticus subsp. gallolyticus im FACS zu frihen Zeitpunkten der Inokulation aufklaren,
ob S. gallolyticus subsp. gallolyticus DSM16831 friher und in einem hdheren Ausmal} als
andere Isolate phagozytiert und abgetdtet wird, so wie es die Ergebnisse dieser

Untersuchung vermuten lassen. Die absolute Quantifizierung der Granulozyten im FACS zu
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frheren Zeitpunkten der Inokulation konnte ebenso Isolat-spezifische Unterschiede
aufzeigen, welche nach 48 h nicht nachweisbar waren.

Ein weiterer Einflussfaktor auf die Phagozytose im Vollblut-Modellsystem, welcher zu
unterschiedlichen Reduktionen im bakteriellen Titer fihren kénnte, ist die Kapselsynthese
der Isolate. Fur Streptococcus pneumoniae konnte nachgewiesen werden, dass die Kapsel
deutlich zum Schutz vor Phagozytose beitragt (Hyams et al. 2010). Nach der Hypothese,
dass der bakterielle Titer durch die Phagozytose durch neutrophile Granulozyten beeinflusst
wird, ist es somit moglich, dass ein direkter Zusammenhang zwischen der Kapselproduktion
der einzelnen Isolate und dem Bakterientiter im Vollblut-Modellsystem besteht. Wahrend das
Isolat DSM16831 eine starke Kapsel produziert, war hingegen fur das Isolat DSM13808 nach
Nachweis von kapsuléaren Polysacchariden nur sehr schwach (Wandrer 2013). Fir das Isolat
DSM13808 konnte wahrend der gesamten Inokulationszeit keine starke Reduktion des
bakteriellen Titers, welche auf Phagozytose zurtickzufihren ware, nachgewiesen werden.
Weiterhin gab es durch die Aufnahme der Wachstumskinetik keinen Hinweis darauf, dass
das Isolat DSM16381 durch die starke Kapselproduktion, verzoégert oder vermindert
phagozytiert wird. Eine direkte Korrelation der Kapselsynthese von S. gallolyticus subsp.

gallolyticus und der Phagozytose/Abtotung im Vollblut-Modellsystem ist somit nicht méglich.

Ein potentieller Einflussfaktor, welcher den Bakterientiter durch Ausplattieren beeinflussen
kénnte und eine Reduktion des bakteriellen Titers zur Folge hatte, ist die Aggregation von
Bakterien untereinander und mit Blutzellen (Malachowa et al. 2011). Es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass dies auch bei der Inokulation von Vollblut mit S. gallolyticus
subsp. gallolyticus den Bakterientiter verandert, allerdings spricht gegen diese Hypothese die
Probanden-abhéangigkeit des bakteriellen Titers. Wirden starke Bakterienaggregate zur
Reduktion des Titers im System flihren, so wéren sie gleichermal3en in allen Probanden zu

erkennen.

Das Uberleben von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Vollblut wurde bereits mit der Pili-
Expression des Pathogens in Verbindung gesetzt (Danne et al. 2014). Das pilB Gen konnte
in dem Isolat DSM16831 nicht nachgewiesen werden (Vollmer et al. 2010). Dies kdnnte ein
Grund dafir sein, dass im Vergleich das Isolat DSM16831 nach 48 h einen vergleichsweise
eher geringen Bakterientiter aufwies, was bei der Inokulation aller Probanden gezeigt werden
konnte. Auch fur andere Streptokokken konnte im Mausmodell bereits gezeigt werden, dass
pilB-Mutanten essentiell geringere Bakterientiter in vivo etablieren kdnnen, als Wildtyp-
Stdmme (Maisey et al. 2008). Danne et al. zeigten keine stamm-spezifischen Unterschiede,
sondern, dass innerhalb einer Kultur des S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolats UCN34

verschiedene Subpopulationen nachweisbar sind, welche sich in der Expression des Pill
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Pilus unterschieden (Danne et al. 2014). Die Heterogenitat der Proteinexpression des Pili
wurde in unserem Kollektiv noch nicht untersucht. Unterschiede in der Pilus-Expression auf
der bakteriellen Oberflache konnten allerdings demnach eine Mdoglichkeit sein, welche
Unterschiede im Uberleben in Vollblut bedingen. Danne et al. vermuten, dass durch einen
Phasenvarianzmechanismus die Heterogenitat der Expression hervorgerufen wird, wobei der
bakterielle Nutzen darin besteht, dass bei sich &ndernden Umweltbedingungen, wie bei dem
Durchtritt Gber das Epithel in den Blutkreislauf, eine bestimmte Subpopulation schnell
angepasst ist (Danne et al. 2014). Interessanterweise kann fir das Isolat UCN34 in dem
Vollblut-Modellsystem nach 48 h ein hoherer Bakterientiter (Probanden-unabhangig)
bestimmt werden, als fir die anderen Isolate. Ob dies durch den von Danne et al.
charakterisiertem Phasenvarianzmechanismus ermdoglicht wird, und wie eine Divergenz

dessen zu anderen Isolaten herzustellen ist, sollte weiter verfolgt werden.

Zusammengefasst ist S. gallolyticus subsp. gallolyticus fahig im Vollblut-Modellsystem zu
Uberleben, was einen wichtigen Faktor in der IE-Pathophysiologie darstellt. Das Isolat
DSM16831 zeigt eine abgeschwachte Wachstumskinetik gegentiber anderen Isolaten, was
durch die nahere Analyse der Phagozytose naher charakterisiert werden sollte. Das pilB-Gen
stellt ein Virulenzgen von S. gallolyticus subsp. gallolyticus dar, welches hier entscheidende
Einflisse auf die Pathophysiologie der S. gallolyticus subsp. gallolyticus-induzierten |E

haben kdnnte.

4.3.2 Induktion inflammatorischer Parameter durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus

Sowohl bei dem Transport in der Zirkulation, als auch bei der Etablierung der Vegetation am
Endokard, ist die Erkennung der Pathogene und der damit induzierten Zytokin-Produktion ein
entscheidender Faktor. Im Vollblut-Modellsystem konnte bereits gezeigt werden, dass das
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolat DSM16831 eine deutlich frihere IL6-Synthese
induziert, als die anderen untersuchten Isolate. Eine Verlaufskurve der IL6-Induktion mit
einem Maximum, welches dann wieder abféllt, wie sie im Vollblut-Modellsystem fiir das Isolat
DSM16831 bei dem Probanden 1 bestimmt wurde, konnte bereits beschrieben werden (Chia
et al. 2002). Bei dem Probanden 1 war das Maximum der Induktion durch S. gallolyticus
subsp. gallolyticus DSM16831 nach 24 h erreicht und fiel anschlieBend wieder ab. Die
anderen S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate haben erst nach 48 h das Maximum der
IL6-Induktion erreicht. Es stellt sich somit die Frage, welche Strukturen daftir verantwortlich
sein konnten, dass in Vollblut das Isolat DSM16831 friiher die IL6-Synthese induziert als

andere Isolate.

Interessanterweise geht die IL6-Induktion mit der Reduktion des bakteriellen Titers einher,

wodurch naheliegt, dass hier eventuell ein pathophysiologisch relevanter Zusammenhang
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besteht. Eventuell ist diese Beobachtung in Zusammenhang mit der Phagozytose durch
neutrophile Granulozyten zu sehen. Es ist bekannt, dass nach der Phagozytose, neutrophile
Granulozyten in die Apoptose Ubergehen (Kobayashi et al. 2005). Es konnte weiterhin
bereits bewiesen werden, dass die Apoptose durch mehrere Zytokine, darunter auch IL6,
verzogert wird (Colotta et al. 1992). Eine derartige Verzdogerung der Apoptose der
neutrophilen Granulozyten wird insbesondere in der frihen Phase der Inflammation als
notwendig angesehen, um die Infektion zu bekampfen (Kobayashi et al. 2005). In diesem
Kontext kdnnte somit die Abnahme des bakteriellen Titers des Isolats DSM16831 uber IL6 zu
verlangerter Uberlebenszeit der Neutrophilen filhren. Die hierdurch bedingte langere Aktivitat
der phagozytotisch aktiven Zellen, kbénnte dann in einem starkeren Ausmald die Bakterien

phagozytieren.

Ob die frihe IL6-Induktion in vivo pathophysiologisch einen Vorteil- oder einen Nachteil fur
das Isolat darstellt, l&sst sich derzeit nicht genau einschéatzen. Es gibt allerdings Hinweise
darauf, dass das Fehlen von IL6 in der frilhen Phase der IE eine erhdhte Mortalitdt im
Mausmodell bedingt (Shun et al. 2005). Dies kénnte darauf hinweisen, dass die anderen
untersuchten Isolate einen Vorteil bei der Etablierung einer Vegetation durch die spatere
IL6-Induktion haben. Damit Ubereinstimmend ist die stdrkere Reduktion des bakteriellen
Titers des Isolats DSM16831, was ebenfalls pathophysiologisch einen Nachteil fur dieses

S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolat darstellt.

Es ist derzeit noch unbekannt, welche bakteriellen Strukturen von S. gallolyticus subsp.
gallolyticus direkt fur die Induktion inflammatorischer Parameter verantwortlich sind. Fr
Streptococcus mutans konnte bereits in vitro gezeigt werden, dass die IL6-Induktion in
T-Zellen durch Glykosyltransferasen des Streptokokken induziert wird, wobei in
Ubereinstimmung in vivo eine Agtf-Mutante signifikant geringer als der Wildtyp die
IL6-Induktion stimulierte (Chia et al. 2002). In S. gallolyticus subsp. gallolyticus konnten fiir
die untersuchten Stdmme das Vorhandensein verschiedener Glykoslytransferasegene
mittels der DNA-Microarray-Technologie nachgewiesen werden (Hinse 2012) (Tabelle 4.2).
Es kdnnen keine Glykosyltransferasen exklusiv in dem Isolat DSM16831 identifiziert werden,
so dass bisher kein Zusammenhang zwischen der IL6-Induktion und dem Vorhandensein

bestimmter Glykosyltransferasen dargestellt werden kann.
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Tabelle 4.2: Genetischer Nachweis der Glykosyltransferasen von S. gallolyticus subsp. gallolyticus DSM16831, DSM13808,
Isolat 010672/01, Isolat 021702/06, Isolat 013366/01, AC1181, AC6827, LMG17956 und UCN34 durch den ,GalloChip“ (Hinse,
2012). Gennamen basieren auf der Referenzsequenz von Isolat 013366/01 (ATCC BAA-2069: NCBI Reference Sequence:
NC_015215.1). Rot: Gen nicht nachweisbar, Grin: Gen nicht vorhanden, Gelb: divergente Ergebnisse.

— [eo] ©O
218 |.8l.8/&8|2|5|8%|s
. © ® |BQ |88 | @ 8 ® ~ )
Name Gen | Genbeschreibung < 2 |ob|oR| 8 i © b Z
= Z 05| 92a| o ) O Q Q
79} 0 = =] < < b= >
o al o o| o 4

c01850_s |rafA | Alpha-galactosidase

]
;

c02130_s | gtfA | Sucrose glucosyltransferase

Cellulose synthase (UDP-

c03560_s forming) putative
glycosyltransferases
c06860_s Glycosyltransferase |

Carboxymuconolactone
c08850_s | pcaC | decarboxylase gallat
decarboxylase

€c10400_s |gtfB | Dextransucrase

c10420_s |gtfB1 | Glucosyltransferase-I !

Dolichyl-phosphate beta-
c11030_s | Alg5 glucosyltransferase

c11870_s Glucosyltransferase-I

c13610_s Glucosyltransferase

c14010_s |rgpE | Putative Glycosyltransferase

€14040_s Rhamnosyltransferase
c18750_s Acyltransferase
c19740_s Glycosyltransferase family 2

Putative glucan-binding

€20320_s | gbpC | oiain

Es ist natirlich méglich, dass die Kombination der exprimierten Glykosyltransferasen, bzw.
das Fehlen bestimmter Glykosyltransferasen auch die durch S. gallolyticus subsp.
gallolyticus induzierte IL6-Synthese beeinflusst, allerdings kann hierzu auf Grund der
derzeitigen Datenlage noch keine Aussage getroffen werden. Fir Streptococcous mutans
konnte nachgewiesen werden, dass die gtfB und gtfC Expression Wachstumsphasen-
abhangig ist (Stipp et al. 2008). Eine derartige Varianz der Expression der in Tabelle 4.2
aufgefiihrten Gene ist somit ebenfalls als mogliche Ursache fur die Divergenz in der
IL6-Induktion moglich. Die Determinierung der Rolle der Glykosyltransferasen bei
S. gallolyticus subsp. gallolyticus in der IL6-Induktion im Vollblut-Modellsystem ware durch

den spezifischen knock-out einzelner Gene mdglich.

Fur das S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolat DSM16831 konnte eine deutlich starkere
Kapselsynthese nachgewiesen werden (vgl. Tabelle 4.1), als fir die anderen Stamme. Auch
dies kdnnte einen Einfluss auf die IL6-Synthese in Vollblut zeigen. Fur S. aureus und ebenso

fur S. pneumoniae konnte bereits gezeigt werden, dass in Monozyten bzw. Vollblut die
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IL6-Synthese durch extrahierte Polysaccharide der bakteriellen Kapsel stimuliert werden
(Jagger et al. 2002; Soell et al. 1995). Ein Unterschied in der genotypischen Ausstattung
bezlglich der Kapselgene konnte fir die Isolate nicht nachgewiesen werden (Wandrer
2013). Es ist moglich, dass nicht nur der quantitative Nachweise der Kapsel, sondern ebenso
Zusammensetzung der Polysaccharidkapsel, in diesem Zusammenhang einen Einfluss
zeigen. Folglich kdnnte eine Bestimmung der Polysaccharide bzw. die dadurch erfolgende
Unterscheidung von Serotypen innerhalb des Kollektivs eine Moglichkeit sein, um die
dargestellten Beobachtungen naher zu erklaren. Die Analyse der bakteriellen Polysaccharide
ware Uber NMR-Spektroskopie mdoglich (Calix et al. 2012; Szymanski et al. 2003;
Beynon et al. 1997).

Fur eine Stamm-Charakterisierung im Zellkultur-Modell wurde die monozytare THP-1
Zelllinie verwendet. Das Ko-Kultivierungsmodell zeigte keinen Mehrwert fir die relative
Quantifizierung der Induktion der Genexpressionen der betreffenden Zytokine, da weder
verstarke noch verminderte Induktion der untersuchten Gene durch Inokulation mit
S. gallolyticus subsp. gallolyticus nachgewiesen wurden. Daher wird die monozytare THP-1
Monokultur als ein adaquates Modell fur den Vergleich des Induktionspotentials
verschiedener Isolate angesehen. Im THP-1 Zellkulturmodell konnten lIsolat-bedingte
Divergenzen in der Induktion der Inflammation durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus

Isolate nachgewiesen werden.

Im Isolat-Vergleich der THP-1 Monokultur kann nachgewiesen werden, dass die
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate 010672/01 und AC1181 die Genexpression der
Gene IL1B, IL6 und IL8 vergleichsweise gering stimulierten. Die Isolate 013366/01,
021702/06 und DSM16831 hingegen stellten innerhalb der ersten 6 h die stérksten
Stimulantien fir die entsprechenden Zytokingene im Isolat-Vergleich dar. Aufgrund des
starken Wachstums der Isolate in Zellkulturmedium konnte hier nur ein begrenzter Zeitraum
von 6 h untersucht werden. Daher sind die Ergebnisse mit der Induktion im Vollblut-
Modellsystem nicht vergleichbar und werden separat beurteilt. Das Isolat AC1181 zeigte
innerhalb der Inokulationszeit einen Abfall des Bakterientiters, was einen Einfluss auf die
Induktion auf die Zytokingenexpression zeigen konnte, wodurch dieses nur bedingt mit
anderen Isolaten vergleichbar ist. Fir das Isolat 010672/01 hingegen konnte ein
vergleichbarer Bakterientiter zu den anderen Isolaten nachgewiesen werden. Auffallig ist
hierbei, dass flr das Isolat 010672/01 eine starke Schleimbildung detektiert wurde (Wandrer
2013). Ebenso konnte eine verstarkte Biofilmbildung im Vergleich mit anderen Isolaten durch
Vollmer et al. dargestellt werden (Vollmer et al. 2010). Beide Faktoren wéaren somit
potentielle Virulenzcharakteristika, welche die Induktion der Zytokin-Genexpression

beeinflussen kénnten. Aufgrund der derzeitigen Datenlage kann allerdings noch kein
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spezifischen Gen oder phanotypisches Charakteristikum direkt mit der starken oder
schwachen Zytokin-Induktion assoziiert werden.

Die Untersuchungen zur Induktion der inflammatorischen Parameter zeigen, dass die IE ein
multifaktorieller Prozess ist, bei welchem sowohl Virulenzfaktoren der Pathogene als auch
Host-Faktoren das Ausmal3 der IE bestimmen. Die hier etablierten Modelle zeigen, dass sich
die S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate im inflammatorischen Kontext phanotypisch
unterscheiden lassen. Die mdglichen Ursachen dafur, wie beispielsweise die Pili-Expression
oder auch genetische Pradispositionen der Isolate, sollten in Zukunft naher charakterisiert

werden.

4.3.3 S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Kontakt mit Makrophagen und Thrombozyten und

die méglichen Folgen fir die Vegetationsausbildung

Sowohl Makrophagen als auch Thrombozyten nehmen bei der Etablierung einer Vegetation
am Endokard eine entscheidende Rolle ein, so dass die Interaktion von S. gallolyticus subsp.
gallolyticus mit diesen beiden Zelltypen starke Auswirkungen auf die Persistenz des
Pathogens am Endokard haben koénnte. Die Untersuchung der Makrophagen-Interaktion
zeigte starke phanotypische Divergenzen der untersuchten Isolate bezlglich der
Phagozytoserate. Fur alle S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate wurde eine
vergleichsweise geringe Phagozytoserate gegentber dem S. aureus Isolat ATCC25923
bestimmt. Hierbei fallt insbesondere das S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolat AC6827 auf,
welches zu einem deutlich geringeren Anteil phagozytiert wird, als die anderen Isolate. Auch
fir das Isolat DSM16831 konnte eine vergleichsweise geringe Phagozytoserate bestimmt
werden. Von den untersuchten S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stammen kann fir das

Isolat 013366/01 die hochste Aufnahmerate durch die Makrophagen bestimmt werden.

Die Unterschiede in der Phagozytoserate der untersuchten S. gallolyticus subsp. gallolyticus
Isolate kdnnten wiederum in einer unterschiedlichen Kapselsynthese begriindet sein. Fur
Streptococcus suis konnte bereits beschrieben werden, dass Kapsel-Deletionsmutanten im
Gegensatz zum Wildtyp durch alveolare Makrophagen phagozytiert werden, wobei dies im in
vivo Modell gleichzeitig deutlich die Mortalitat und Morbiditdt der Infektion verringerte
(Smith et al. 1999). Fur das Isolat DSM16831 wurde die starkste Kapselpolysaccharid-
Synthese bestimmt, wohingegen fir das Isolat DSM13808 der Nachweis nur sehr schwach
war (Wandrer 2013). Da allerdings keine starke Divergenz zwischen diesen Isolaten
bezuglich der Phagozytoserate nachgewiesen werden konnte, ist die Kapselsynthese
vermutlich nicht der dominante Faktor zur Aufnahme durch Makrophagen. Weiterhin konnte
fur S. gallolyticus subsp. gallolyticus bereits gezeigt werden, dass die Pili-Expression

Einfluss auf die Phagozytoserate nimmt (Danne et al. 2014). Im Vergleich mit Tabelle 4.1
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kann gezeigt werden, dass fir die beiden gering phagozytierten Isolate DSM16831 und
AC1181 kein pilB-Gen nachgewiesen werden konnte, weshalb dies potentiell einen starken
Einfluss auf die Phagozytoserate zeigen konnte und die Prominenz dieser Struktur bei der
inflammatorischen Abwehr vermuten lasst. Fur das Isolat DSM13808 konnte allerdings das
pilB Gen nachgewiesen werden, wobei hier kein signifikanter Unterschied zu DSM16831 in
der Phagozytoserate zu bestimmen war. Wie auch bei den gtf-Genen durch Stipp et al.
gezeigt wurde kann die Expression des Gens variieren, wodurch dies einen Einfluss auf die
Phagozytose haben konnte (Stipp et al. 2008). Die Rolle der pilB-Expression sollte in
zukUnftigen Arbeiten naher charakterisiert werden, da viele Aspekte auf eine Prominenz
dieses Proteins in der Pathobiochemie der S. gallolyticus subsp. gallolyticus-induzierten IE

hindeuten.

Da die Abbaurate in direkter Korrelation zur initialen Beladung der Makrophagen korreliert
werden konnte, sind fiir S. gallolyticus subsp. gallolyticus keine phanotypischen Divergenzen
bezlglich der Abbaurate per se nachweisbar. Jedoch stimmten die hier dargestellten Daten
mit Boleij et al. Uberein, so dass die Isolate noch nach 24 h nachweisbar waren und
S. gallolyticus subsp. gallolyticus somit verhaltnisméaRig lange in Makrophagen uberleben
kann (Boleij et al. 2011). Es kann derzeit nicht davon ausgegangen werden, dass die
Kapselsynthese bei S. gallolyticus subsp. gallolyticus zu Isolat-spezifischen Divergenzen in
der Abbaurate in Makrophagen fihrt. Fur Streptococcus suis konnte durch
Deletionsmutanten ein Einfluss der Kapsel auf die phagozytotische Abbaurate nachgewiesen
werden (Smith et al. 1999; Feng et al. 2012). Welchen Einfluss auf die Abbaurate in
Makrophagen eine Deletion der Kapsel bei S. gallolyticus subsp. gallolyticus hat, kénnte in
zukUnftigen Arbeiten mithilfe des etablierten Makrophagen-Modells gezeigt werden.

Wenn man einzelne Zeitbereiche betrachtet, so sind die Isolate UCN34 und 013366/01 durch
einen Zeitraum aufgefallen, in denen ein konstanter intrazelluldrer Titer nachgewiesen
wurde, wohingegen die anderen Isolate in dieser Zeit sukzessive weiter abgebaut wurden.
Bereits 1995 beschrieben de Herdt et al. einen S. bovis Typ | Stamm, welcher nach
Phagozytose aus den Phagosomen freigesetzt wurde und sich anschlieend in dem
Makrophagen weiter vermehren konnte (De Herdt et al. 1995). Der hier gezeigte konstante
intrazellulare Bakterientiter kdnnte auf ein intrazellulares ,Steady state“-Gleichgewicht fur die
Isolate UCN34 und 013366/01 hinweisen, welche ebenso wie von de Herdt et al.
beschrieben, nach Freisetzung aus den Phagosomen zur Replikation im Zytoplasma fahig

sind.

Die zweite zellulare Interaktion, welche im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde, war die

Interaktion von S. gallolyticus subsp. gallolyticus mit humanen Thrombozyten. Die Isolat- und
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Donor-Abhangigkeit der S. gallolyticus subsp. gallolyticus-induzierten Thrombozyten-
Aggregation konnte starke Auswirkungen auf die Etablierung der IE in vivo zeigen. Im
Rahmen der Messung der Induktion der Thrombozyten-Aggregation durch S. gallolyticus
subsp. gallolyticus konnte kein Isolat bestimmt werden, welches in keinem der Probanden
die Thrombozyten-Aggregation induzieren konnte. Die Isolate 010672/01, AC1181 und
AC6827 fielen auf, da bei zwei der vier Probanden keine Aggregation induziert wurde. Das
Isolat DSM13808 hingegen induzierte bei allen vier Probanden vergleichsweise sehr friih die
Thrombozyten-Aggregation. Es wurde schon fur Streptokokken und Staphylokokken gezeigt,
dass die Fahigkeit zur Thrombozyten-Aktivierung der Isolate mit einer erhéhten Virulenz
einhergeht (Herzberg et al. 1992; Veloso et al. 2012). Hierdurch kdnnten durch die
analysierten Unterschiede im Induktionspotential der Isolate far die

Thrombozyten-Aggregation Hinweise auf unterschiedliche Pathogenitaten gegeben werden.

Interessanterweise konnte flr Streptococcus mutans bereits ein Zusammenhang zwischen
Glykosyltransferasen und der Induktion der Thrombozyten-Aggregation hergestellt werden,
welcher aufzeigt, dass gtf-Defektmutanten ein verringertes Potential zur Induktion der
Thrombozyten-Aggregation zeigen (Taniguchi et al. 2010). Im Abgleich mit dem Nachweis
der Glykosyltransferasen konnte allerdings keine Glykosyltransferase identifiziert werden,
welche in den Isolaten 010672/01, AC1181 und AC6872 fehlt und daher eventuell einen
direkten Einfluss auf die teilweise ausfallende Induktion der Thrombozyten-Aggregation zeigt
(vgl. Tabelle 4.2). Ebenso konnte kein Glykosyltransferase-Gen identifiziert werden, welches
exklusiv in dem Isolat DSM13808 nachgewiesen wurde und somit mit der friilhen Induktion
der Thrombozyten-Aggregation bei allen vier Probanden in Verbindung gebracht werden

konnte.

Die Thrombozyten-Pathogen-Interaktion beruht nach bisherigen Studien auf verschiedensten
Mechanismen, welche zur Aktivierung der Thrombozyten fuhrt. Die Bindung der Pathogene
kann dabei direkt oder indirekt tiber Briickenmolekile wie Fibrinogen, Fibronektin, IgG oder
den von-Willebrand-Faktor erfolgen (Sullam et al. 1988; Cox et al. 2011). Um die Interaktion
zwischen S. gallolyticus subsp. gallolyticus und Thrombozyten ndher zu charakterisieren
missen zuséatzliche Untersuchungen durchgefihrt werden. Hierbei kénnen verschiedene
Aspekte untersucht werden. Es sollte aufgeklart werden, welche Strukturen bei der
S. gallolyticus subsp. gallolyticus-induzierten Thrombozyten-Aggregation eine prominente
Rolle einnehmen. Da fir andere Streptokokken, ebenso wie fir S. aureus, die Induktion der
Thrombozyten-Aggregation durch Pathogen-Rezeptor-Interaktionen tber FcRlla oder GPIba
nachgewiesen wurde, sollten auch diese als mdgliche Rezeptoren zur Wechselwirkung mit

S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Betracht gezogen werden (Cox et al. 2011).
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Ein anderer wichtiger Punkt ist die Resistenz der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate
gegenuber thrombozytaren antimikrobiellen Peptiden. Die Resistenz gegenuber den
thrombozytéaren antimikrobiellen Peptiden von verschiedenen Streptkokokken und S. aureus
konnte bereits einen Einfluss auf die Ausbildung einer Vegetation zeigen, so dass diese
Aspekt auch bei der durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus-induzierten IE né&her
charakterisiert werden sollte (Weidenmaier et al. 2005; Dankert et al. 1995; Wu et al. 1994).

4.4 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass flr S. gallolyticus subsp. gallolyticus
bezlglich der Interaktion mit humanen Zellen im inflammatorischen Kontext der IE
divergente Phanotypten determiniert werden kénnen. Hierbei wurde gezeigt, dass sowohl die
Induktion der Inflammation, als auch die Interaktion mit Makrophagen und Thrombozyten
variieren, allerdings lasst die derzeitige Datenlage noch keine Rickschlisse auf die bisher
nachgewiesenen Virulenzgene oder andere phanotypische Eigenschaften, wie z.B. die
Kapselsynthese oder eine Pilusbeteiligung, zu. Weiterfilhrende Studien sollen die
bakteriellen Strukturen, welche fur diese Divergenzen verantwortlich sind, identifizieren. Zu
diesem Zweck sollten knock-out Mutanten hergestellt werden, welche die in diesem
Zusammenhang relevanten Gene der Glykosyltransferasen, Pili oder Kaspselsynthese
betreffen. Die in dieser Arbeit etablierten Modellsysteme stellen die Grundlage zur
Charakterisierung dieser knock-out Mutanten, so dass der Pathomechanismus der
S. gallolyticus subsp. gallolyticus-induzierten IE weiter charakterisiert werden kann. Da nicht
nur das Vorhandensein der Virulenzgene, sondern ebenso deren Expression im
pathophysiologischen Kontext eine entscheidende Rolle beziiglich der S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Pathogenese darstellen kann, ist auch die Aufklarung des bakteriellen
Transkriptoms ein interessanter Aspekt fir zukinftige Arbeiten. Zu diesem Zweck kdnnte
eine Chip-basierte Expressionsstudie fur S. gallolyticus subsp. gallolyticus etabliert werden.
Fur andere Pathogene werden bereits Chip-Expressionsstudien genutzt, um die
Virulenzgenexpression naher zu charakterisieren. Durch die zur Verfigung stehenden
Genom-Sequenzen fur S. gallolyticus subsp. gallolyticus kann diese Technologie ebenfalls
genutzt werden, um in den hier etablierten Modellsystemen zu zeigen, welche Strukturen bei

der Interaktion mit spezifischen Zelltypen auf bakterieller Ebene induziert werden.

In einem Teil dieser Arbeit wurde die Probanden-abhéngige Induktion der Thrombozyten-
Aggregation durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus gezeigt. Wahrend fir andere Spezies
die Interaktion zwischen Pathogen und Thrombozyten schon charakterisiert wurde, ist
bislang noch ungeklart, Uber welche Rezeptoren die Interaktion zwischen S. gallolyticus

subsp. gallolyticus und Thrombozyten vermittelt wird. Hierbei kdnnen Inhibitoren der
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Thrombozyten-Aggregation genutzt werden, um die durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus
induzierten Signalwege naher einzugrenzen. Weiterhin ist die Sensitivitat bzw. Resistenz von
S. gallolyticus subsp. gallolyticus gegeniber antimikrobiellen thrombozytdren Proteinen
bislang noch nicht geklart. Da diese auch einen Einfluss auf die Pathogenitat der Isolate
zeigen konnten, sollte dieser Aspekt in weiteren Arbeiten fir S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Isolate charakterisiert werden. Die Relevanz der Aggregation durch
S. gallolyticus subsp. gallolyticus in vivo ist bislang ebenfalls noch nicht aufgeklart. Aus
diesem Grund koénnte eine prospektive Studie angelegt werden, welche weitere
Blutkultur-Isolate des Erregers einbezieht, die Thrombozyten-Aggregation durch das
entsprechende S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolat in vitro untersucht und eine
Korrelation zu Klinisch relevanten Parametern, wie beispielsweise der Vegetationsgrolie,
untersucht.

Im letzten Teil der Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die Intron-Variante IL6
c.471+870G>A im heterozygoten Genotyp signifikant haufiger im Patienten-Kollektiv
nachgewiesen werden kann. Es ist allerdings derzeit noch nicht bekannt, ob eine direkte
Assoziation der Genotypen zu geanderten IL6-Induktionen bei IE-Patienten besteht, was in

weiterfihrenden Studien untersucht werden sollte.
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5 Methoden

5.1 Anzucht von Bakterienkulturen

Die S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate werden aus Kryokulturen (siehe 5.2) mit einer
sterilen Impfose auf BHI (Brain Heart Infusion)-Agarplatten ausgestrichen und bei 37 °C Uber
Nacht im Brutschrank inkubiert. Zur Anzucht bakterieller Flissigkulturen wird eine
Einzelkolonie von BHI-Agarplatten in BHI-Flussigmedium tberfihrt und bei 37 °C Gber Nacht
bei 220 rpm im Inkubator kultiviert. Die Anzucht und Kryokonservierung von Staphylococcus
aureus erfolgt analog zu der Anzucht der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate.

5.2 Kryokonservierung von Bakterien

Zur Kryokonservierung von S. gallolyticus subsp. gallolyticus wird eine Einzelkolonie des
entsprechenden Stammes mit Hilfe einer sterilen Impfése in kommerziell erhaltliche
Kryoréhrchen (Viabank, Abtek Biologicals) Uberfuhrt. Durch Vortexen erfolgt eine
gleichmaitige Verteilung der Bakterien im Kryomedium. AnschlieRend wird Uberflissiges
Kryomedium abgesaugt, wahrend ein leichter Flissigkeitsfiim um die im Kryogefafd

enthaltenen Impfperlen zurtickbleibt. Die Kryokulturen werden bei -80 °C gelagert.

5.3 Bestimmung des bakteriellen Titers

5.3.1 Bestimmung des Bakterientiters durch Ausplattieren

Die Bestimmung des Bakterientiters erfolgt durch serielle Verdiinnung der entsprechenden
Suspension in Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS) (1:10). Es werden 100 pL
einer geeigneten Verdinnung auf TS (Tryptone Soya)-Agarplatten in Dreifachbestimmung
ausplattiert. Nach 24 — 48 h Inkubation im Brutschrank bei 37 °C werden die

Bakterienkolonien ausgezahlt und der bakterielle Titer der Ausgangslosung berechnet.

5.3.2 Bestimmung des Bakterientiters durch BactiFlow Messung

Das BactiFlow der Firma Biomeériux Industry ermdglicht eine schnelle Bestimmung der
Bakterienanzahl in einer Suspension. Im Rahmen dieser Arbeit wird die BactiFlow Messung
genutzt, um vor Aggregation humaner Thrombozyten (siehe 5.12.3) die Bakteriensuspension

auf eine Konzentration von 4 x 10° Koloniebildende Einheiten (KBE)/mL einzustellen.

Das Messprinzip beruht auf der Anfarbung vitaler Bakterien mit einem Vitatlitatsfarbstoff in

einer Suspension mit anschlieBender durchflusszytometrischen Quantifizierung der
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Bakterien. Das in dieser Arbeit verwendete Protokoll erfolgt in Anlehnung an die
Sterilitatsprifung von  Thrombozytenkonzentraten bei der Qualitatskontrolle von
Blutprodukten (Vollmer et al. 2011). Bakteriensuspensionen werden auf ca. 10° — 10*
Bakterien/mL fur die Messung verdinnt. Es wird 1 mL der Verdinnung mit 6 mL ChemSol
A7 Puffer gemischt, potentiell enthaltene Zelldebris werden tber eine Zentrifiltration entfernt
(ChemFilter25, Zentrifugation 8 min, 2000 x g). Der Uberstand wird anschlieRend dekantiert
und das Bakterienpellet in 3 mL Farbelésung (Chemsol B24:Chem Chrome V23 100:1)
resuspendiert. Es folgt eine Inkubation fir 12 min bei 30 °C, in welcher der
Fluoreszenzfarbstoff in vitalen Bakterien durch bakterielle Esterasen gespalten wird.
AnschlieBend wird die Probe auf 4 °C abgekihlt, um einen weiteren Stoffumsatz zu
verhindern. Alle Proben werden innerhalb von 1 h gemessen. Vor jeder Messung werden
140 uL CS26A und eine Spatelspitze CSR-Pulver zu der Probe gegeben. Dabei enthalt das
CS26A Partikel als interne Qualitatskontrolle. Das CSR Pulver reduziert freies Fluoreszin.
Nach 1 min Inkubation werden 600 pL zur Detektion des Bakterientiters im BactiFlow
eingesetzt. Die Messung erfolgt mittels eines blauen Argon-lonen-Laser (488 nm) und zwei
Fluoreszenzfiltern (540 nm, 590 nm).

54 Anzucht humaner Zelllinien

Zur Anzucht kryokonservierter adharenter humaner Zellen wird ein Kryoréhrchen der
entsprechenden Zelllinie bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut und auf zwei Zellkulturschalen in
10 mL entsprechendem Medium aufgeteilt. Nach 24 h wird das Medium gewechselt um
verbleibende Reste des DMSO (Dimethylsulfoxid) aus dem Medium zu entfernen.

AnschlieRend wird das Medium alle 2-3 Tage gewechselt.

Die Suspensionszelllinie THP-1 wird nach Auftauen des Kryoréhrchens in 10 mL
entsprechendes Medium gegeben und bei 1100 x g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand
wird abgenommen und das Zellpellet in 20 mL frischem Medium resuspendiert. Das Medium
wird ebenfalls alle zwei bis drei Tage gewechselt. Die THP-1 Zelllinie wird unterhalb einer
Konzentration von 5 x 10° Zellen/mL angezogen, da eine Zellkonzentration oberhalb von

1 x 10° Zellen/mL zur Differenzierung der Monozyten fiihrt.

5.5 Kryokonservierung humaner Zelllininen

Die Kryokonservierung von Zelllinien erfolgt in Kryorbhrchen, wobei die einzufrierende
Zellsuspension mit DMSO (5 % Endkonzentration bei der Zelllinie THP-1;
10 % Endkonzentration bei EA.hy926) versetzt wird. Um ein langsames Gefrieren der Zellen

zu gewabhrleisten, werden die Kryoréhrchen zunéachst in vorgekihlten Aluminiumbldcken bei -
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80 °C fur 24 h aufbewahrt. AnschlieBend werden die Kryoréhrchen langfristig in flissigem
Stickstoff gelagert.

5.6 Passagieren humaner Zelllinien

Die Endothelzelllinie EA.hy926 wird passagiert, bevor nach Ausbildung eines konfluenten
Monolayers eine zelldichte-abhangige Proliferationshemmung eintritt. Zu diesem Zweck wird
der Monolayer mit DPBS gewaschen und anschlieRend mit 3 mL Trypsinldsung (1 x) fur
5 min inkubiert. Die Zellablésung durch Trypsinierung wird durch Zugabe gleichen Volumens
Medium mit 10% FCS gestoppt. Die Zellsuspension wird pelletiert (1100 x g, 5 min), das
Zellpellet in entsprechendem Zellkulturmedium resuspendiert und auf neue Zellkulturschalen

verteilt.

Die Suspensionszellinie THP-1 wird zum Passagieren pelletiert (1100 x g, 5 min) und
anschlieBend in entsprechendem Volumen (Zellzahl < 5 x 10° Zellen/mL) in

Suspensionszellkulturflaschen resuspendiert.

5.7  Auszadhlung humaner Zelllinien

Die Zellzahl in einer Suspension wird mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Dazu
wird ein Aliquot in 0,2 %iger Trypanblau-Losung verdinnt, wodurch lebende und tote Zellen
unterschieden werden kénnen. Der Farbstoff kann nur bei toten Zellen in das Cytoplasma
eindringen, wodurch diese blau gefarbt werden. Die Zellzahl in der Suspension kann durch

folgende Formel bestimmt werden:
Formel 5.1: Gesamtzellzahl = Z x Vf x V x 10*

Z = ausgezahlte Zellen / Grol3quadrat
Vf = Verdinnungsfaktor

V = Volumen der Zellsuspension

5.8 Differenzierung von THP-1-Zellen zu Makrophagen

Die Differenzierung der THP-1-Zelllinie in Makrophagen erfolgt mittels Phorbol-12-myristat-
13-acetat (PMA). Es werden 5 x 10° Zellen/mL pro Kavitdt in 24well-Zellkulturschalen
ausgesat und mit 50 ng/mL PMA innerhalb von drei Tagen zu Makrophagen differenziert.

Nach zwei Tagen erfolgt ein Mediumwechsel.
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5.9 Inokulation von Vollblut mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus

Die Inokulation von Vollblut in RPMI1640 mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus dient zum
einen der Bestimmung der bakteriellen Abtotung oder des bakteriellen Wachstums im
Vollblut sowie einem Vergleich des Induktionspotentials der IL6-Synthese durch
verschiedene S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate.

Zur ex vivo Inokulation von S. gallolyticus subsp. gallolyticus mit Vollblut wird eine
Ubernachtkultur des zu untersuchenden Isolats mit DPBS gewaschen und anschlieRend bis
zu einem Titer von 1 — 10 x 10° in RPMI1640 verdinnt. Es wird Vollblut (S-Monovette
Lithium-Heparin-Gel, 7,5 mL, Kabe; Volumenverhéltnis 1 zu 10) pro Individuum zum
Bakterienisolat hinzugefiigt und im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, in 6well
Zellkulturschalen inkubiert. Zu den angegeben Zeitpunkten wird eine Probe von 2 mL
entnommen, die zur Bestimmung des bakteriellen Titers (siehe 5.3.1), der Vitalitdt der
Blutzellen (siehe 5.9.1) und der Bestimmung der IL6-Konzentration genutzt werden (siehe
5.22).

5.9.1 Vitalitaitsmessung von Leukozyten in Vollblut

Um die Vitalitat von Leukozyten in Vollblut nachzuweisen, wurde ein Fluorescenz-activated
cell sorting (FACS)-Assay etabliert. Es wird Vollblut 1:10 in RPMI1640 (Gibco) verdunnt.
100 pL der Verdiinnung werden mit 10 uL CD45-FITC (Beckman Coulter) und 20 uL BD
Viaprobe (7-AAD) (BD Bioscience) fur 15 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.
AnschlieRend werden 2 mL Pharmlyse (BD Bioscience) zugegeben, wodurch die
Erythrozyten innerhalb von 10 min (Raumtemperatur, dunkel) lysiert werden. Anschliel3end
wird die Probe im FACS-Canto Il der Firma BD Bioscience analysiert.

Uber die CD45-FITC Markierung werden die fiir die membranstandige Tyrosinphosphatase
positive Leukozyten detektiert. Mittels der 7-AAD Farbung kann die Vitalitdt der detektierten
Zellen bestimmt werden, da der Fluoreszenzfarbstoff nicht in vitale Zellen eindringen kann.
Verlieren die Zellen an Vitalitat dringt der Farbstoff in die Zellen ein und bindet selektiv an
GC-Regionen der DNA. Nach Bindung kann der Farbstoff im PerCP/PerCp-Cy5.5-Kanal im
FACS detektiert werden.
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Fur die durchflusszytometrische Analyse wurden folgende Parameter eingestellt:

Spannungsparameter:
FSC: 247
SSC: 410
FITC: 400
PerCP-Cy5.5: 550

Schwellenwerte:

FSC: 5.000
FITC: 500

Kompensation:

PerCP-Cy5.5 - % FITC: 2.76
FITC - % PerCP-Cy5.5: 0.00

5.10 Inokulation von humanen Zelllinien mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus

Um die inflammatorische Reaktion humaner Zellen auf S. gallolyticus subsp. gallolyticus
darzustellen, wurden verschiedene Zellkulturmodellsysteme etabliert. Es wurden
Endothelzellen (EA.hy926), Monozyten (THP-1) sowie zwei verschiedene Ko-Kultivierungen
von Endothelzellen und Monozyten genutzt, um die inflammatorische Reaktion auf
S. gallolyticus  subsp. gallolyticus auf Genexpressionsebene nach RNA-Isolierung
(siehe 5.13) und cDNA-Synthese (siehe 5.15) darzustellen. Als Medium fiir die Inokulation
von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in den verschiedenen Zellkulturmodellen wird
RPMI1640 (Gibco) mit 10 % FCS ohne Antibiotika/Antimykotika (AB/AM) verwendet. Es
werden gewaschene und im RPMI1640 mit 10% FCS verdinnte stationare

Ubernachtkulturen als Inokulum verwendet.

Nach der nachfolgend beschriebenen Inokulation der verschiedenen Zelllinien wird jeweils
nach angegebener Inkubationszeit ein Aliquot des Uberstands abgenommen, um den
bakteriellen Titer (siehe 5.3.1) zu bestimmen. Der zentrifugierte Uberstand (10.000 rpm,
5 min, Eppendorf Tischzentrifuge) wird aliquotiert und bei -80 °C gelagert. Die adhérenten
Zelllinien werden direkt nach Abnahme des Uberstandes in den Kavitaten lysiert. Die
Suspensionszelllinie THP-1 wird nach Pelletieren durch Zentrifugation (10.000 rpm, 5 min,

Eppendorf Tischzentrifuge) im Lysepuffer des RNA-Isolierungskits aufgenommen.
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5.10.1 Inokulation der Endothelzelllinie EA.hy926 mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus

Die Endothelzelllinie EA.hy926 wird auf 6well Zellkulturplatten ausgesat (500.000
Zellen/2 mL RPMI1640) und uber 48 h bis zur Konfluenz kultiviert. Die Zellen werden am
Versuchstag mit DPBS gewaschen. AnschlieRend werden 2 mL Bakteriensuspension in
RPMI1640/10 % FCS ohne Antibiotika/Antimycotika bzw. 2 mL RPMI1640/10 % FCS ohne
Antibiotika/Antimycotika als Negativkontrolle zugegeben.

5.10.2 Inokulation der monozytdren Zelllinie THP-1 mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus

Die Zelllinie THP-1 wird am Versuchstag zweimal gewaschen und in antibiotikafreiem
Medium resuspendiert. Die Zellzahl wird auf 2 x 10° Zellen/mL eingestellt. Es wird 1 mL
Zellsuspension mit 1 mL Bakteriensuspension gemischt und in 6well-Zellkulturschalen

inokuliert.

5.10.3 Inokulation von Ko-Kulturen von Monozyten und Endothel

Zur Ko-Kultivierung von Monozyten und Endothel wird das Endothel analog zur Monokultur
auf 6well-Zellkulturschalen ausgesat. Am Versuchstag werden die Monozyten nach

zweimaligem Waschen in antibiotikafreiem Medium resuspendiert.

Im ersten Ko-Kulturmodell werden die Monozyten (1 mL) direkt in die Kavitaten der 6-well
Zellkulturplatte gegeben (EA.hy926: 1x10° Zellen bei ausgebildetem Monolayer, THP-1:
2 x 10° Zellen), so dass die Zelltypen direkt miteinander interagieren kénnen. Es wird ein
Inokulum von 1 mL Bakteriensuspension zugegeben. Bei der Negativkontrolle wird 1 mL
RPMI1640 zugegeben. Nach den jeweiligen Inkubationszeiten wird der Uberstand
abgenommen und fir 5 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand des Zellpellets wird
abgenommen und bei -80 °C gelagert. Es wird zunachst das Monozyten-Zellpellet in 600 L
RA1-Puffer aufgenommen. Dieses Lysat wird dann genutzt, um den Monolayer ebenfalls zu
lysieren, so dass die Lysate der beiden Zelllinien vereinigt werden. Die Lagerung erfolgt bei
-80 °C gelagert. Die RNA von Monozyten und Endothel ist in diesem Versuchsansatz somit

nicht getrennt.

Das zweite Ko-Kulturmodell wurde etabliert, um die inflammatorische Reaktion auf
Genexpressionsebene von Endothel und Monozyten getrennt darstellen zu kénnen. Die
Monozyten werden hier nicht direkt auf die Endothelzellen gegeben, sondern in ein
Zellkultureinsatz, wobei mit einem Porendurchmesser von 0,4 pm den direkten Zell-
Zellkontakt verhindert wird, ein Stoffaustausch zwischen den beiden Zelltypen jedoch
stattfinden kann. In dem unteren Kompartiment wird 1 mL antibiotikafreies Medium mit 1 mL

Bakteriensuspension versetzt. In den Zellkultur-Einsatz werden 500 pL Zellsuspension mit
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500 pL Bakteriensuspension vermischt. Nach den angegebenen Inkubationszeiten werden
die Zelltypen getrennt voneinander lysiert und die RNA entsprechend getrennt isoliert.

5.11 Aufnahme S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Makrophagen und

Uberlebensrate

Zur Quantifizierung der Aufnahme von S. gallolyticus subsp. gallolyticus, sowie der
Abbaurate der Bakterien nach Aufnahme in die Phagozyten werden THP-1 Zellen in DMEM
und 10 % FCS mit 1 x Antibiotika/Antimycotika innerhalb von drei Tagen zu Makrophagen
mittels PMA differenziert (siehe 5.8). Es werden Ubernachtkulturen der entsprechenden
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate sowie ein S. aureus lIsolat Uber Nacht in
Flissigmedium kultiviert und 1:1000 in DMEM mit 10 % FCS (ohne Antibiotikum) verdinnt.

Das antibiotikahaltige Medium auf den Makrophagen wird abgenommen und potentielle
Reste von Antibiotikum durch dreimaliges Waschen der adharenten Zellen mit PBS entfernt.
AnschlieBend wird 1 mL der verdiinnten Ubernachtkultur auf die Makrophagen gegeben und
die 12well-Platte bei 400 x g zentrifugiert. Es folgt eine Inkubation bei 37 °C und 5 % CO, flr

30 min innerhalb derer die Makrophagen die Bakterien phagozytieren.

Die Bakteriensuspension wird abgenommen, die Zellen werden erneut dreimalig mit PBS
gewaschen um adhéarente Bakterien zu entfernen und DMEM mit 1 x AB/AM mit zusatzlichen
200 pg/mL Gentamycin auf die Zellen gegeben. Nach den jeweiligen Inkubationszeiten (0 h,
5h,8h, 16 h, 24 h, 30 h, 36 h und 48 h) wird der Uberstand abgenommen und die
Makrophagen durch Zugabe einer Saponinlésung (1 %) lysiert. Das Lysat wird in einer
geeigneten Verdinnung ausplattiert und die intrazellulare Bakterienkonzentration bestimmt.
Der abgenommene Uberstand wird ebenfalls ausplattiert um eventuelles extrazellulares

Wachstum von Bakterien zu erfassen.

Die Aufnahmerate der Isolate durch die Makrophagen kann bestimmt werden, indem die
Anzahl der Bakterien in den Makrophagen bei Beginn der Inkubation mit antikbiotikahaltigem
Medium ins Verhaltnis zum zugegebenen Inokulum der Phagozytose fur 30 min gesetzt wird.
Der Abbau der Bakterien in den Makrophagen kann durch den Abfall des bakteriellen Titers

im Verlauf der Versuchsreihe quantifiziert werden.
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5.12 Lichttransmissions-basierte Bestimmung der Thrombozyten-Aggregation

Die Aggregation von Thrombozyten wurde mittels der Aggregation nach Born in Apact4SPlus
Aggregometern durchgefuihrt (Born 1962). Die Aggregationsmessung beruht darauf, dass
Plattchen-reiches Plasma (PRP) eine starke Tribung aufweist und somit undurchléssig fur
Licht ist. Bei einer Thrombozyten-Aggregation bilden sich Aggregate, welche zu einer
deutlich verstarkten Lichttransmission fiihren. Die Lichttransmission wird bei Messung durch

die Apact4SPlus Aggregometer kontinuierlich verfolgt.

5.12.1 Herstellung von Plattchen-reichem Plasma und Plattchen-armen Plasma

Zur Herstellung von PRP und Plattchen-armen Plasma (PPP) wird Vollblut in 8,4 mL PFA-
Rohrchen (Citrat-gepufferte PHC Roéhrchen, 129 mmol, pH 5.5) mittels einer Kanlle von
Sanogcan V20 (20 Gauge) langsam abgenommen. Dabei wird der Stauschlauch geldst.
Sowohl die langsame Abnahme, als auch das Ldsen des Stauschlauches dient der

Pravention vorzeitiger Thrombozytenaktivierung.

Das PRP wird durch Zentrifugation fir 15 min bei 250 x g mit voller Beschleunigung ohne
Bremse hergestellt. Das PRP wird mit einer abgeschnittenen 1000 pL Spitze vorsichtig ein

ein Falkon-Roéhrchen Ubertragen.

AnschlieBend werden die PFA-Rohrchen fir 5 min bei 2770 x g mit voller Beschleunigung
und Bremse erneut zentrifugiert. Der Uberstand (PPP) wird abgenommen und ebenfalls in

ein Eppendorf Reaktionsgefald Gberfluhrt.

5.12.2 Kontrolle der Thrombozytenfunktion

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Probanden zur Aggregation von Thrombozyten
durch S, gallolyticus subsp. gallolyticus wurden zunéchst hinsichtlich ihrer
Thrombozytenfunktion untersucht, um auszuschlieBen, dass Erkrankungen, die die

Thrombozytenfunktion direkt beeinflussen, die Aggregation beeinflussen.

Zur Thrombozytenfunktions-Analyse werden 200 pL PPP des jeweiligen Probanden als
100 % Lichtdurchtritt im ApactS4 eingestellt. Es werden in die Messkivetten (Apact f. 4004
1.0 x 4mm; DiaSys Greiner) 180 pL PRP mit einer abgeschnittenen Spitze pipettiert und als

0 % Aggregation im Gerat genormt.

Nach 120 s Inkubation bei 37 °C unter RUhren durch einen Magnetrihrer in den Kivetten
wird ein Agonist (20 pL der entsprechenden Konzentration) zur Probe gegeben und die
Aggregation durch die zugehorige Software fiir 900 s aufgezeichnet. Es wurden folgende

Agonisten zur Induktion der Thrombozyten-Aggregation eingesetzt:
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- ADP: 4,0 uM

- Arachidonsaure: 10,0 uM
- Epinephrin: 0,5 mg/mL

- Kollagen: 5,0 pg/mL

- Ristocetin: 1,0 mg/mL

- A23187: 5,0 uM,

- PAF-C16: 1,0 uM

-  PMA: 100 nM

- TRAP: 20 uM

- U46619: 4 mM

5.12.3 Induktion der Thrombozyten-Aggregation durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus

Um die Thrombozyten-Aggregation durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus zu induzieren
wird 180 pL PRP (eingestellt auf 200 x 10° Plattchen/mL in PBS) in die Messkiivetten
pipettiert. Es werden Ubernachtkulturen von S. gallolyticus subsp. gallolyticus zweimalig in
DPBS gewaschen und anschlieRend nach BactiFlow-Bestimmung des bakteriellen Titers auf
eine Suspension mit 4 x 10° KBE/mL eingestellt. Der PRP 0 % - Wert wird direkt nach
Zugabe von 20 pL der Bakteriensuspension gemessen, da die Suspension eine zusatzliche
Tribung der Probe hervorruft. Die Thrombozyten-Aggregation wird fir 1800 s bei 37 °C
gemessen. Parallel zu jeder Messung wurde eine Negativkontrolle (20 uL DPBS) und eine
Positivkontrolle (Agonisten der Routineuntersuchung (siehe 5.12.2)) bei 37 °C gemessen.

5.13 RNA-Isolation aus humanen Zelllinien

Um Genexpressionen Uber eine real-time PCR (siehe 5.16) relativ quantifizieren zu kénnen,
muss die Gesamt-RNA aus entsprechenden Zellen isoliert werden. Die isolierte RNA wird
dann fir die Synthese von complementary DNA (cDNA) genutzt (siehe 5.15), welche bei der
real-time PCR als Template eingesetzt werden kann.

Es wurde das NucleoSpin RNA 11-Kit der Firma Machery-Nagel zur Isolierung von Gesamt-
RNA aus humanen Zellen entsprechend der Angaben des Herstellers verwendet. Die
Zelllyse erfolgt durch Zugabe von 600 pL RA1 Puffer. Grobe Zellreste werden aus dem Lysat
entfernt, indem das Lysat auf den NucleoSpin Filter gegeben und fir 1 min bei 11000 x g

zentrifugiert wird.

Das gefilterte Lysat wird mit gleichem Volumen 70 %igem Ethanol vermischt und auf die
NucleoSpin RNA Il Column gegeben und fir 30 s bei 11000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss
wird verworfen, da die zu isolierende RNA an die Saule gebunden ist. Nach Entsalzung der
Saule (350 uL Membrane Desalting Buffer, 11000 x g, 1 min) erfolgt der Verdau von DNA
auf der Saule durch rDNase (10 uL rekonstituierte rDNase in 90 pyL Reaktionspuffer) fir
15 min. Die Enzymreaktion wird durch Zugabe von RA2 (200 uL) gestoppt. Der Durchfluss
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nach Zentrifugation (30 s, 11000 x g) wird verworfen und die S&ule wird anschliel3end
zweimal gewaschen (Puffer RA3).

Es werden 25 pL RNase-freies Wasser auf die Saule gegeben und in ein neues
Reaktionsgefal® gestellt. Es folgt eine Zentrifugation fir 1 min bei 11000 x g. Die Gesamt-
RNA des Zelllysates befindet sich im Eluat, welches bei -80 °C gelagert wird.

5.14 Bestimmung der RNA-Integritat

Die Integritat der RNA wird mit dem Agilent RNA 6000 Nano Kit der Firma Agilent bestimmt,
um sicherzustellen, dass die Qualitat der isolierten RNA nicht durch Degradation ubiquitarer
RNasen beeinflusst wird. Die Bestimmung der RNA-Integritdt wird nach Herstellerangaben
durchgefihrt. Der RNA 6000 Nano Chip wird vorbereitet, indem die RNA Gel Matrix mit 1 pL
RNA Dye Konzentrat vermischt und in den Chip Uber die zugehorige Spritzenstation
eingefullt wird. Weiterhin werden 5 pyL Marker in Proben- und Ladder-Kavitaten gegeben. 1
puL des RNA-GroRenmarker, welcher zum GroRRenabgleich bei der Kapillargelelektrophorese

dient, werden in die Kavitat des GréRenmarkers pipettiert.

Es werden 1 pL der RNA in die Probenkavitdten des RNA 6000 Nano Chips pipettiert und
direkt am Agilent Bioanalyer 2100 gemessen. Die RNA-Integritditsnummer (RIN-Wert) liegt
bei vollstandig intakter RNA bei 10 und bei komplett degradierter RNA bei 1.

5.15 cDNA-Synthese aus humaner mRNA

Die wie in 5.11 beschrieben isolierte RNA wird zur cDNA (complementary DNA)-Synthese
verwendet. Es wird das SuperScript Il Reverse Transcriptase Kit der Firma Invitrogen
verwendet. Das Kit nutzt eine Reverse Transkriptase, welche eine Punktmutation im aktiven
Zentrum der RNase H enthalt, so dass dessen Aktivitat reduziert ist. Es wird ein zur RNA
komplementarer DNA-Strang synthetisiert. Hybride aus RNA und DNA werden durch die
verbliebene RNase H Aktivitat abgebaut.

Es werden 2 pg mit folgendem Standardansatz umgeschrieben:

RNA (2 pyg Gesamt-RNA)  x yL

dNTP-Mix (25 mM) 2 uL

Oligo(dT)-Primer (7 pmol) 2 yL

H,O add 24 yL

Es folgt eine Inkubation fir 5 min bei 65 °C. Der Ansatz wird direkt auf Eis abgekuhlt und

8,0 ul 5 x First-Strand Buffer und 4,0 uL Dithiothreitol (DTT; 0,1 M) zugegeben. Es folgt eine
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Inkubation fir 2 min bei 42 °C. AnschlieRend werden 2 pL SuperScript 1l Reverse
Transcriptase zugegeben. Es folgt eine Inkubation bei 25 °C fir 5 min. Die cDNA-Synthese
erfolgt im Anschluss fur 50 min bei 42 °C. Die reverse Transkriptase wird inaktiviert durch
anschlieRende Erhdhung der Temperatur auf 70 °C fur 15 min. Die cDNA wird bei -20 °C
gelagert.

5.16 Relative Quantifizierung von Genexpressionen mittels real-time PCR

Bei der real-time PCR wird mithilfe eines zugegebenen Farbstoffes die Amplifikation von
DNA in einem PCR-Ansatz in Echtzeit detektiert. Im Rahmen dieser Arbeit wird der
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green | verwendet, welcher sequenzunspezifisch in die kleine
Furche von doppelstrangiger-DNA bindet. Nach Bindung erhoht sich die Fluoreszenz
(Detektion bei A = 520 nm) von SYBR Green | nach Anregung (A = 480 nm) um den Faktor
1000. Durch diese Eigenschaft stehen die Fluoreszenzintensitdit und die dsDNA-
Konzentration in direkter Proportionalitdt zueinander. Es wird die Zyklenanzahl der PCR
bestimmt, bei welcher die Fluoreszenz des PCR-Ansatzes die Hintergrundfluoreszenz
Ubersteigt und die Amplifikation in die exponentielle Phase Ubergeht. Die Zyklenanzahl wird
als Cg-Wert (quantification Cycle) bezeichnet. Die Hohe des C, -Wertes ist umgekehrt
proportional zu der Kopienzahl eines Zielmolekihls.

Die Spezifitat der relativen Quantifizierung mit SYBR Green | wird durch Intron-
Uberspannende Primer und eine Schmelzkurvenanalytik gewéhrleistet. Fur die real-time PCR
wird der Mastercycler ep Realplex (Eppendorf AG, Hamburg) verwendet. Zum Ansatz der
PCR wird das Platinum SYBR Green gPCR Super-Mix-UDG Kit der Firma Invitrogen

verwendet.

Der PCR-Ansatz setzt sich wie folgt zusammen:

SYBR Green Master Mix 5,00 pL
Forward-Primer (20 pM) 0,25 uL
Reverse-Primer (20 uM) 0,25 uL
Template (cDNA 1:5) 2,50 yL
H,O bidest. add 10,00 pl

Der PCR Ansatz wird in weil3e 96well-Platten pipettiert, wobei drei technische Replikate pro
biologische Probe angesetzt werden. Das Temperaturprofil der PCR fur die Gene IL1B, IL6,
IL8 und MCP1 ist Tabelle 5.1 zu entnehmen:
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Tabelle 5.1: PCR-Temperaturprofil zur relativen Quantifizierung von Genexpressionen

45 x

UNG | |

Verd:au Denaturierung | Denaturierung |Annealing EIongationl Schmelzkurve®

50 °C 95 °C 95 °C Tan 72 °C 60°C |60-95°C |95°C |30°C
120s 120 s 10s 15s 20s 15s 15 min 15s 10s

* Fluoreszenzmessung; Tax: Annealing-Temperatur des jeweiligen Primerpaares (6.10.1)

Das Temperaturprofil der PCR fir die Detektion von TNF ist Tabelle 5.2 zu entnehmen:
Tabelle 5.2:: PCR-Temperaturprofil zur relativen Quantifizierung der Genexpression von TNF

| o |

UNG- . . Annealing und 1

Verdau Denaturierung | Denaturierung Elongationl Schmelzkurve

50 °C 95 °C 95°C 65 °C 60°C |60-95°C |95°C |30°C
120 s 120 s 10s 20s 15s 15 min 15s 10s

* Fluoreszenzmessung

Die Auswertung der real-time PCR erfolgt mittels effizienzkorrigierter relativer Quantifizierung
Uber Referenzgene. Referenzgene sind Gene, die sich durch eine stabile, gleichbleibende
Genexpression auszeichnen. Die Stabilitat von sechs verschiedenen Referenzgenen wurde
Uber die Software geNORM uberpruft. Es wurden die Referenzgene HPRT (Hypoxanthin-
Phosphoribosyl-Transferase) und GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) flr
die Uber die

Referenzgene wird ein Normalisierungsfaktor fiir die relativen Genexpressionen der Zielgene

Genexpressionsanalysen ausgewabhilt. relative  Genexpression der

bestimmt, welcher der Berechnung der AAC,-Werte dient und so zur relativen Quantifizierung
der mRNA-Expression genutzt wird (Vandesompele et al. 2002). Die Effizienzkorrektur
beruht darauf, dass theoretisch die cDNA-Menge pro Zyklus verdoppelt werden sollte, was
allerdings real nicht immer eintritt. Somit wird fir jedes Primerpaar Uber eine
Verdinnungsserie von cDNA die reale Effizienz bestimmt. Es wird die relativ eingesetzte
Menge cDNA in einer log-Funktion gegen die Zyklenanzahl aufgetragen und ihrem jeweiligen
Cq-Wert zugeordnet, wobei die Steigung n dieser Funktion von der Amplifikationseffizienzen
E des Primerpaares abhéangig ist (Bustin et al. 2009). Die Formel 5-2 dient der Berechnung

der Effizienz:

Formel 5-2: E =10
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5.17 DNA-Extraktion

5.17.1 DNA-Extraktion aus Herzklappengewebe

Die DNA-Extraktion aus Herzklappengewebe wird nach dem Gewebeprotokoll des QlAamp
DNA Blood Mini Kit (Qiagen) durchgefuhrt. Es werden 25 mg Gewebe in einem
ReaktionsgefalR mit 20 pL Proteinase K und 180 pL ATL-Puffer (auf 56 °C temperiert)
vermischt und tber Nacht bei 800 rpm und 56 °C inkubiert. Nach Zugabe von 200 pL AL-
Puffer erfolgt eine erneute Inkubation fur 10 min bei 70 °C. Zu dem Lysat werden 200 uL
Ethanol (96 %) pipettiert und die Probe auf die QlAamp Saule Uberfuhrt. Es folgt eine
Zentrifugation fir 1 min 6000 x g. Die Saule wird zweimal gewaschen (1. Waschschritt:
Zugabe von 500 pL AW1, 1 min, 6000 x g; 2. Waschschritt: Zugabe von 500 uL AW2, 1 min,
20.000 x g). Die Saule wird in ein neues Auffanggefald gesetzt und fiir 3 min bei 20.000 x g
getrocknet. Es werden 50 pL Elutionspuffer (AE-Puffer) mittig auf die S&ule pipettiert. Nach
einer 5 minudtigen Inkubation bei Raumtemperatur wird die DNA mit einer Zentrifugation bei

6000 x g fir 1 min elutiert. Das Eluat wird bei -20 °C gelagert.

5.17.2 DNA-Extraktion aus Vollblut

Die DNA-Extraktion aus Vollblut erfolgt nach Protokoll des Herstellers mit dem NucliSENS
easyMAG der Firma Biomérieux. Die automatisierte DNA-Extraktion basiert auf
magnetischen Silika-Beads, an welche die DNA unter chaotropen Bedingungen gebunden
wird. Es werden 500 uL EDTA-Vollblut zur Extraktion eingesetzt. Das Elutionsvolumen
betragt 55 L.
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5.18 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Amplifikation von DNA-Fragmenten

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der Amplifikation von DNA-Fragmenten. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde die PCR im Gradient Cycler TGradient 96 (Biometra GmbH,
Gottingen) mit anschlie3ender hydrolytischen Spaltung der PCR-Produkte (siehe 5.21.2) zur
Detektion von Einzelnukleotid-Varianten genutzt. Der Standardansatz fir eine PCR setzt sich

wie folgt zusammen:

10 x PCR-Puffer A (siehe 6.6) 2,50 L

MgCl, (25 mM) 2,50 pL
Forward-Primer (20 uM) 0,25 uL
Reverse-Primer (20 uM) 0,25 uL
dNTPs (5 mM) 1,00 pL
Template 2,50 uL
HotMaster Tag- Polymerase 0,15 uL
H,O bidest. add 25,0 uL

Das PCR-Programm ist Tabelle 5.3 zu entnehmen.

Tabelle 5.3: PCR-Temperaturprofil zur Amplifikation von DNA-Fragmenten im TGradient Thermal Cycler

| 40 T/
Denaturierung Denaturierung Annealing Elongation Terminale Elongation
95 °C 95 °C Tan 72 °C 72 °C
120s 60 s 60 s 120 s 15 min

Tan: Annealing-Temperatur des jeweiligen Primerpaares (6.10.2)

5.19 Agarose-Gelelektrophorese zur elektrophoretischen  Auftrennung von

DNA-Fragmenten

Die Agarose-Gelelektrophorese nutzt die Eigenschaft von DNA-Fragmenten in einem
elektrischen Feld in Abhangigkeit ihrer Eigenladung und Gréf3e in Richtung der Anode zu
wandern. Das Agarosegel wird durch Erhitzen von Agarose in entsprechendem Puffer
hergestellt. Die verwendete Agarosekonzentration ist abhangig von den Fragmentgrol3en,
die aufgetrennt werden sollen. Der Zusatz von Ethidiumbromid zum Agarose-Gel dient der
Anfarbung der DNA-Fragmente im Gel. Ethidiumbromid interkaliert in Nukleinsduren und

fluoresziert bei Anregung durch UV-Licht.
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Im Rahmen dieser Arbeit wird 0,5 x TBE-Puffer zum Ansetzen der Agarose-Gele verwendet
(1,5 - 3,5 % Agarose). Nach Auflosen der Agarose im Puffer wird 5 pL Ethidiumbromid
(I mg/mL) auf 100 mL Agaroselésung gegeben. Die noch flissige Matrix wird in
Gelkammern gegossen und ein Kamm eingehéngt, wodurch die Geltaschen geformt werden.
Die Gele werden in Elektrophoresekammern gelegt und mit 0,5 x TBE Puffer tiberschichtet.
Die Proben (PCR-Produkt: 5 pL; Restriktionsansatze: 20 pL) werden mit
Probenauftragspuffer der Firma Fermentas versetzt und in die Geltaschen gefillt. Die
Auftrennung erfolgt bei 100 V (120 V) Uber 0,7 h (0,8 h). Je hdher die Agarosekonzentration,
desto hdher wurde die angelegte Spannung angesetzt, sowie die Zeit zur Auftrennung
verlangert. Als DNA-Standards dienen je nach Gréf3e der aufzutrennenden Fragmente der
pUC-Mix Marker 8 (Fermentas GmbH) oder der pUC-Mix Marker 19 (Fermentas GmbH). Die
DNA-Fragmente werden mittels UV-Transilluminator detektiert (Extinktion A = 302 nm;

Emission A = 590 nm).

5.20 Sequenzierung von DNA-Fragmenten

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten dient der Uberpriifung von PCR-Produkten. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde die Sequenzierung nach Sanger (Sanger, Nicklen and Coulson
1977) durchgefuhrt, welche darauf beruht, dass ein PCR Produkt mit einem spezifischen
Primer und einem Gemisch aus dNTPs und Didesoxynukleotid-Derivaten (ddNTPs)
amplifiziert wird. Wird bei der Elongation ein ddNTP anstatt eines dNTP eingebaut fuhrt dies
zum Kettenabbruch, da aufgrund der fehlenden Hydroxylgruppe am 3-C-Atom der
Didesoxyribose der Strang nicht verlangert werden kann. Die ddNTPs sind entsprechend
ihres Nukleotids unterschiedlich fluoreszenzmarkiert. Bei Auftrennung der zuféllig
abgebrochenen DNA-Stucke und Detektion der jeweiligen Base am Ende des Fragments
kann so die Sequenz aufgezeichnet werden. Bevor PCR-Produkte fur die
Sequenzierreaktion genutzt werden kdnnen, missen Primer, dNTPs und Polymerase der
vorangegangenen PCR entfernt werden. Nach der Sequenzierreaktion wird der

Sequenzieransatz ebenfalls aufgereinigt, um Hintergrundsignale zu minimieren.

Aufgereinigte Sequenzieransatze werden im Kapillarsequenzer ABI PRISM 310 (Applied
Biosystems) elektrophoretisch gemaf ihrer Fragmentlange Uber eine mit einer Gelmatrix
gefiliten Kapillare aufgetrennt (Injektion des Reaktionsansatzes bei 6 kV; Elektrophoretische
Auftrennung: 42 min, 15 kV, 50 °C). Die Fragmente werden fluorimetrisch detektiert und ein

Fluoreszenzkurvendiagramm der zugehdrigen Basenfolge erstellt.
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Aufreinigung von PCR-Produkten

Die Aufreinigung von PCR-Produkten wird nach Angaben des Herstellers mit dem MSB Spin
PCRapace Kit der Firma Invitec durchgefuhrt. Die Aufreinigung des Ansatzes erfolgt Gber

eine Silikamatrix, welche die Amplifikate unter chaotropen Bedingungen bindet.

Zur Aufreinigung wird der PCR-Ansatz mit 5 x Bindepuffer gemischt und auf die Saule
gegeben. Es folgt eine Zentrifugation bei 8.000 x g fur 1 min, der Durchfluss wird verworfen
und die Zentrifugation wiederholt. Die Saule wird anschlieRend in ein 1,5 mL Reaktionsgefaf
gesetzt. Je nach PCR-Produkt Menge im Ansatz werden 35 - 50 uL Elutionspuffer mittig auf
die Saule pipettiert. Es folgt 1 min Inkubation bei Raumtemperatur und eine Zentrifugation fur
1 min bei 6.000 x g, wobei das Eluat das aufgereinigte PCR-Produkt enthalt. Das Eluat wird
bei 4 °C gelagert.

Sequenzierung von aufgereinigten PCR-Produkten

Das BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) wird fir die

Sequenzierreaktion nach folgendem Standardansatz verwendet:

BigDye v1.1 Pramix 4,0 uL

BigDye Sequenzierpuffer (5 x) 2,0 uL

Primer (2 uM) 1,5uL
H,O 7,5 uL
PCR-Produkt (aufgereinigt) 5,0 uL

Es wird folgendes Temperaturprofil fir die Sequenzierung verwendet:

Tabelle 5.4: Temperaturprofil der Sequenzierreaktion

| 30 |
Denaturierung Denaturierung Annealing Elongation
95 °C 95 °C 55°C 60 °C
120 s 10s 5s 240 s

Aufreinigung des Sequenzieransatzes

Der Sequenzieransatz wird mithilfe einer Sephadex G50 Gelfiltration nach dem
GroRRenausschluss-Prinzip aufgereinigt. Es werden 800 pL Sephadex G50 in 1 x TE-Puffer
im Saulengefall fur 3 min bei 1.000 x g zentrifugiert. Die Saule wird in ein neues

Reaktionsgefal gestellt und der Sequenzieransatz mittig auf die S&ule pipettiert. Es folgt
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eine Zentrifugation fir 4 min bei 1.000 x g. Der aufgereinigte Sequenzieransatz wird 1:1 mit
H,O bidest. verdiinnt und kann anschliel3end mit dem Sequenzer analysiert werden.

5.21 Nachweis von Einzelnukleotid-Varianten mittels Restriktionsfragment-
Langenpolymorphismen (RFLP)-Analyse

Als Einzelnukleotid-Varianten (ENV) werden natirlich vorkommende Variationen einzelner
Basenpaare im Genom bezeichnet. Um ENV mit Hilfe einer Restriktionsfragment-
Langenpolymorphismen (RFLP)-Analyse zu detektieren wird das Vorhandensein oder die
Abwesenheit einer Erkennungssequenz fir eine Restriktionsendonuklease bei Vorkommen
der Variation genutzt. Es wird so ein PCR-Produkt, welches die Sequenzvariation
Uberspannt, hergestellt. Dieses PCR-Produkt wird anschlieRend hydrolytisch gespalten,
wobei das Spaltmuster abhangig vom Vorhandensein des ENV ist. Wenn die ENV nicht zu
einer Veranderung innerhalb einer Erkennungssequenz fir eine Restriktionsendonuklease
fuhren, kann dies durch Veranderungen in der Sequenz des PCR-Produktes durch gezielten

Basenaustausch bei der PCR-Amplifikation hervorgerufen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 11 ENV in den Genen, die fir Interleukin-1p (IL1B),
Interleukin-6 (IL6), Interleukin-10 (IL10), Toll-like Rezeptor 4 (TLR4), endotheliales Selektin
(SELE) und dem intrazellularen Adhasionsmolekil-1 (ICAM1) kodieren, untersucht. Bei der
Auswertung beziiglich der Assoziation mit den Parametern C-reaktives Protein (CRP),
Leukozyten (WBC) und Procalcitonin (PCT) wurden zusatzlich drei ENV im Promotor von
Tumornekrose Faktor-a (TNF) einbezogen, die im Rahmen einer Diplomarbeit bereits in

einem Endokarditis-Kollektiv analysiert wurden (Weinstock 2010).

5.21.1 Patienten- und Kontrollkollektiv

Da Rickstellproben von Patientenmaterial zur Untersuchung der ENV herangezogen
wurden, konnten nicht alle ENV mit dem gleichen Kollektiv untersucht werden, da das DNA-
Material begrenzt war. Aus diesem Grund ist fur jedes Gen ein spezifisches Kollektiv
untersucht worden. In der Tabelle 5.5 sind die Charakteristika der Kontrollkohorte, sowie der

jeweiligen Patientenkohorten aufgefiihrt.
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Tabelle 5.5: Charakteristika der Kontrollkohorte, sowie der IE-Patientenkollektive

Kontrollen

n Alter (Mittelwert) +*SD Bereich
Méannlich 130 54,2 10,7 15 - 67
Weiblich 55 55,5 11,3 27 - 68
IE Patienten IL1B

n Alter (Mittelwert) +SD Bereich
Ménnlich 75 58,8 14,9 15-81
Weiblich 29 63,3 14,1 28-84
IE Patienten TLR

n Alter (Mittelwert) +SD Bereich
Méannlich 104 58,0 14,7 28-84
Weiblich 44 63,7 14,8 14 -81
IE Patienten SELE

n Alter (Mittelwert) +SD Bereich
Méannlich 105 58,0 14,7 14-81
Weiblich 44 64,9 14,4 28-84
IE Patienten ICAM1

n Alter (Mittelwert) +SD Bereich
Ménnlich 106 59,3 15,2 14 -81
Weiblich 46 59,2 15,0 14 -84
IE Patienten TNF

n Alter (Mittelwert) +SD Bereich
Méannlich 74 60,3 12,1 16 -78
Weiblich 35 62,7 15,4 28 -84
IE Patienten IL10

n Alter (Mittelwert) +SD Bereich
Mannlich 90 57,8 141 14 -81
Weiblich 42 62,6 14,6 28-84
IE Patienten IL6

n Alter (Mittelwert) +SD Bereich
Mannlich 83 58,5 14,3 14 -78
Weiblich 36 65,3 14,3 28-84

5.21.2 Restriktionsfragment-Langenpolymorphismen-Analyse

Die verwendeten Primer und Bedingungen zur Amplifikation der jeweiligen DNA-Fragmente
sind Tabelle 6.4 zu entnehmen. Nach Amplifikation der DNA-Fragmente wurde die PCR
mittels Agarosegelektrophorese (siehe 5.19) Uberprift und anschlieRend die RFLP-Analyse

tiber hydrolytische Spaltung mittels Restriktionsendonukleasen durchgeftihrt.
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Die verwendeten Enzyme, Enzymeinheiten und Reaktionsprodukte sind in Tabelle 5.6
aufgefuhrt. Puffer und Zusatze wurden entsprechend der Angabe des Herstellers

angewendet.

Tabelle 5.6: PCR-Produktgroen, verwendete Restriktionsendonukleasen und Restriktionsprodukte zur RFLP-Analyse von
ENV

Gen/rs-Nummer Produkt Enzym_ Allel zur Restriktions-
(RefSeq) (U/Reaktion)  Restriktion produkte
IL1B rs1143627 173 bp Alul T 98 bp
(NM_000576.2:c.-118C>T) (5,0) 75 bp
IL1B rs1143633 250 bp Acil G 192 bp
(NM_000576.2:c.302-64G>A) (3,0) 58 bp
IL1B rs1143634 250 bp Taql C 136 bp
(NM_000576.2:¢.315C>T) (2,0) 114 bp
TLRA4 rs4986790 249 bp Ncol G 223 bp
(NM_003266.3:c.776 A>G) (2,0) 26 bp
TLRA4 rs4986791 407 bp Hinfl T 378 bp
(NM_003266.3:c.1076C>T) (2,0) 29 bp
SELE rs1805193 188 bp Msel T 137 bp
(NM_000450.2:¢.-19G>T) (1,0) 51 bp
ICAM rs5498 272 bp BstUI G 169 bp
(NM_000201.2:c.1405A>G) (2,0) 103 bp
IL10 rs1800872 250 bp Rsal A 165 bp
(NM_000572.2:c.-627A>C) (2,0) 85 bp
IL6 rs2069845 184 bp Mspl G 96 bp
(NM_000600.3:c.471+870G>A) (1,5) 88 bp
IL6 rs1800797 535 bp Fokl A 464 bp
(NM_000600.3:c.-661A>G) (1,0) 71 bp
IL6 rs1800795 535 bp Lwel G 474 bp
(NM_000600.3:¢.-237C>G) (4,0) 61 bp

Die hydrolytische Spaltung wird Gber Nacht nach Herstellerangaben inkubiert und

anschlie3end Uber eine Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und ausgewertet.

5.22 Interleukin-6 Bestimmung

Die Konzentration von humanem Interleukin-6 (IL6) wird mit einem quantitativen Enzyme-
linked immunosorbent Assay (ELISA) der Firma Thermo Scientific bestimmt. Der ELISA
wurde entsprechend der Herstellerangaben durchgefiihrt. Der ELISA beruht auf der Bindung
von biotinylierten Antikbrpern an IL6. Die Biotinylierung ermdglicht die Bindung von
Streptavidin-markierter Meerrettichperoxidase (HRP, horseradish poroxidase). Wird das
chromogene Substrat TMB (3,3',5,5"-Tetramethylbenzidin) zugegeben, farbt sich die Losung

bei Reaktion mit der Peroxidase blau (Absorptionsmaximum bei 650 nm). Durch Zugabe
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einer Schwefelsdureldsung wird die Reaktion abgestoppt und ein Farbwechsel auf gelb

(Absorptionsmaximum 450 nm) induziert.

Es werden 50 pL biotinyliertes Antikorper Reagenz in die Kavitdten der ELISA-Platte
vorgelegt. Anschlieend werden 50 puL Standard (0 pg/mL; 10,24 pg/mL; 25,6 pg/mL; 160
pg/mL; 400 pg/mL) und 50 pL Probe in zwei technischen Replikaten zu dem Antikorper
Reagenz zugegeben. Es folgt eine Inkubation fir 2 h bei Raumtemperatur. Die Platte wird
dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Es werden 100 pL Streptavidin-HRP-L&sung
(12 mL Streptavidin-HRP-Verdunnungspuffer + 30 pL Streptavidin-HRP Konzentrat) in die
Kavitaten gegeben. AnschlieRend wird die Platte 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Streptavidin-HRP Lésung wird abgenommen und die Platte erneut dreimal gewaschen.
AnschlieBend wird die TMB-Substratldsung (100 pL) zugegeben. Nach einer weiteren
Inkubation im Dunkeln (30 min, Raumtemperatur) werden 100 pL Stop-L&sung zugegeben.

Es wird die Absorption der Proben bei 450 nm und 550 nm gemessen. Zur optischen
Korrektur werden die 550 nm Absorptionswerte von denen der 450 nm-Werte subtrahiert. Mit
Hilfe des Standards wird eine Standardkurve bestimmt und die IL6-Konzentration in den
Proben berechnet.

5.23 Bestimmung des kleinen Blutbildes

Um Zellzahlen von WBC oder Thrombozyten in Vollblut oder Plasma zu bestimmen, wurde
das Sysmex K-1000 (Sysmex Deutschland GmbH) genutzt. Das Hamatologie-Analysegerat
beruht auf einer Messung nach dem elektrischen Widerstandsprinzip. Es wird
EDTA antikoaguliertes Blut fir die WBC Messung in Vollblut verwendet. Die
Thromozytenzahl fir die Thrombozyten-Aggregation (siehe 5.12) werden nach Herstellung

von Plattchen-reichem Plasma gemessen.

5.24 Bestimmung der Konzentration des C-reaktiven Proteins in humanem Serum

Die Konzentration von CRP (C-reaktives Protein) wurde mithilfe des ultrasensitiven Latex
Immunoassays CRP Vario am Architect ci8200 (Abbott Diagnostics) nach Herstellerangaben
bestimmt. Das Immunoassay beruht auf der Agglutination von anti-humanen-CRP-
beschichteten Latexpartikeln und dem CRP in der Probe, was eine Absorptionsdnderung
(572 nm) der Mischung zu Folge hat. Die Quantifizierung erfolgt im Abgleich mit einer
Standardkurve. Als Probenmaterial wurde Serum der Patienten verwendet (Zentrifugation

Serum Monovette Sarstedt 4000 x g, 10 min).
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5.25 Bestimmung von Procalcitonin in humanem Serum

Procalcitonin wurde am LIAISON Analyzer (DiaSorin) tber ein immunoluminometrisches
Assay bestimmt (Liaison Brahms PCT, Diasorin). Das Assay ermoglicht die relative
Quantifizierung Uber einen Magnetpartikel gekoppelten Sandwich-ELISA. Der Test wurde
nach Herstellerangaben durchgefihrt. Als Probenmaterial wurde Serum der Patienten

verwendet (Zentrifugation Serum Monovette Sarstedt 4000 x g, 10 min).
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6 Material

6.1 Bakterienstamme

Tabelle 6.1: Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamme

Spezies Stamm Isolationsquelle Herkunft

S. gallolyticus subsp. gallolyticus DSM16831 Fakalien Koala DSMz

S. gallolyticus subsp. gallolyticus DSM13808 Faulschlamm DSMz

S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolat 010672/01 El:lg]g&r ditispatient ggir;hzalljdsen
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolat 021702/06 El:]g]:;ér ditispatient (H)E)%r’]hzatjdsen
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolat 013366/01 El:]g]:;ér ditispatient (H)E)%r’]hzatjdsen
S. gallolyticus subsp. gallolyticus AC1181 human RWTH Aachen
S. gallolyticus subsp. gallolyticus AC6827 human RWTH Aachen
S. gallolyticus subsp. gallolyticus LMG17956 Kalb Niederlande

S. gallolyticus subsp. gallolyticus UCN34 E%rgglpz;rditispatient I(::g\rﬁgos,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Nicht bekannt ATCC

DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen; RWTH Aachen: Rheinisch-Westfalische Technische
Hochschule Aachen; LMG: Laboratorium fir Mikrobiologie, Universitat Gent; ATCC: American Type Culture
Collection; HDZ: Herz- und Diabeteszentrum NRW

6.2 Humane Zelllinien

Tabelle 6.2: Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten humanen Zelllinien

Zelllinie Herkunft Referenz
EA.hy926 Human, Endothel (Edgell et al.1983)
THP-1 Human, monozytére Zelllinie (Tsuchiya et al. 1980)

6.3 Medien und Reagenzien fur die Zellkultur

RPMI1640 Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

DMEM (high Glucose) Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS) Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
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Trypsin-EDTA-L6sung (10 x)

Antibiotka/Antimykotika-L6sung (10x)

Gentamycin

Fetales Kalberserum (FCS)

6.4 Medien fir die Anzucht von Bakterien

Brain Heart Infusion Broth (Oxoid)

Brain Heart Infusion Agar (Oxoid)

Tryptone Soya Agar (Oxoid)

GE Healthcare, Minchen
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Sigma-Aldrich, Steinheim

PAN Biotech, Aidenbach

37 g Medium, H,O bidest. add. 1000 mL,
autoklavieren und bei 4 °C lagern

47 g Medium, H,O bidest. add. 1000 mL,
autoklavieren, in Petrischlaen giel3en und
bei 4 °C lagern

40 g Medium, H,O bidest. add. 1000 mL,
autoklavieren, in Petrischalen gieRen und
bei 4 °C lagern

6.5 Chemikalien, Reagenzien und Antikorper

A23187 (Calcimycin)
Adenosindiphosphat
Agarose
Arachidonséure

BD Viaprobe

BD Pharmlyse
Bromphenolblau
CD-14-FITC
ChemChrome V23
ChemSol B24
CSR-Pulver

CS26A
Dimethylsulfoxid
Dithiothreitol (DTT)
dNTPs

Epinephrin-Reagenz

Sigma-Aldrich, Steinheim
Greiner, Solingen

Roth, Karlsruhe

Greiner, Solingen

BD Biosciences, San José, USA
BD Biosciences, San José, USA
Merck, Darmstadt

Beckman Coulter, Brea, USA
Biomérieux GmbH, Nrtingen
Biomérieux GmbH, Nurtingen
Biomérieux GmbH, Nurtingen
Biomérieux GmbH, Nrtingen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen, San Diego, USA
Fermentas, St. Leon-Rot

Greiner, Solingen
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Ethanol 99 %

Ethidiumbromid

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat

Kollagen

Lipopolysachharid (L4516; E. coli)
Lipoteichonséaure (L2515; S. aureus)
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat

Oligo dT-Primer

Oligonukleotide
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)
Platelet-activation factor (PAF)
Rinderserum (BSA)

Ristocitin

Saponin

Sephadex G50

Standard G

Thrombin receptor agonist peptide (TRAP)
Trypanblau-Ldsung

U46619

Wasser (Rotisolv, HPLC-Gradient-Grade)

Wasser (Aqua B. Braun)

6.6 Losungen und Puffer
Cellpack

Cellclean

Chemsol S

Chemsol A7

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Greiner, Solingen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Biomers, Ulm

Biomers, Ulm

Sigma-Aldrich, Steinheim
Cayman Chemical, Michigan, USA
Fermentas, St. Leon-Rot
Greiner, Solinge
Sigma-Aldrich, Steinheim
Amersham, Braunschweig
Biomérieux GmbH, Nirtingen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Cayman Chemical, Michigan, USA
Roth, Karlsruhe

Braun, Melsungen

Sysmex Europe GmbH, Norderstedt
Sysmex Europe GmbH, Norderstedt
Biomérieux GmbH, Nrtingen

Biomérieux GmbH, Nurtingen
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Cleaning 5
FACS Clean
FACS Flow

Phosphate buffered saline (PBS)-Puffer (10 x)

Puffer A (10 x)

TBE-Puffer

6.7 Enzyme
Acil

Alul

BstUI

Fokil

Hinfl

HotMaster Taq DNA-Polymerase
Lwel

Msel

Mspl

Ncol

Rsal

Taql

6.8 Gerate
ABI Prim 310 Genetic Analyzer

Analysewage

Biomérieux GmbH, Nurtingen
BD Biosciences, San José€, USA
BD Biosciences, San José, USA
80,0 g NaCl

2,0 g KClI

7,6 g Na,HPO,*2 H,0

2,0 g KH,PO,
add. 1 L bidest. H,O
800 mM Tris-HCI, pH 9,45
200 mM (NH,4),SO,

0,2 % Tween-20

Invitrogen San Diego, USA

New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
5Prime GmbH, Hamburg
Thermo Scientific, Schwerte
New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt

New England Biolabs, Frankfurt

Applied Biosystems, Darmstadt

Sartorius AG, Gottingen
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Apact4S Plus

ARCHITECT ci8200

Autoklav

BactiFlow

Bioanalyzer 2100

Brutschrank

CAS-1200

CB 210 CO,-Brutschrank

Fireboy plus

FACS Canto |l

Fireboy plus

Fusion-SL 3500 Bio-Imaging System
Gelelektrophoresekammer

Gradient Cyclter TGradient 96
Landgraf Thermocyler Various
Inkubator Unimax 1000 mit Schuttler 1010
Kolbenhubpipetten, verschiedene Grof3en
Landgraf Thermocyler Various
LIAISON Analyzer

Luminex 2000

Magnetrthrer

Mikrowelle

Multipipette

NanoDrop 2000

NucliSENS easyMag

Personal Cycler

pH-Meter 766

Realplex Mastercycler epGradient S

Sicherheitswerkbank

DiaSys Greiner, Frickenhausen
Abbott Laboratories, Chicogo, USA
Tecnorma, Fernwald

Biomérieux GmbH, Nirtingen

Agilent Technologies

Memmert GmbH&Co0.KG, Schwabach
LTF Labortechnik, Wasserburg
Binder, Tuttlingen

Integra Biosciences GmbH, Fernwald
BD Biosciences, San José, USA
Integra Biosciences GmbH, Fernwald
PeglLab Biotechnologies, Erlangen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Biometra GmbH, Géttingen
Laborsysteme GmbH, Langenhagen
Heidolph, Schwabach

Eppendorf, Hamburg

Laborsysteme GmbH, Langenhagen
Diasorin Deutschland, Dietzenbach
Biomérieux GmbH, Nrtingen

IKA Labortechnik, Staufen

AEG, Dormagen

Eppendorf, Hamburg

Thermo Scientific, Waltham, USA
Biomérieux GmbH, Nirtingen
Eppendorf, Hamburg

Knick, Berlin

Eppendorf, Hamburg

Wesco, Wettingen, Schweiz
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Stickstofftank 500 series
Sysmex K-1000

Tecan infinite m200pro
Vortex Genie 2

Zentrifuge 5417C, 5424
Zentrifuge G-10, Rotor 11160

Zentrifuge Rotanta 460S, 380R

MVE, Cleveland, USA

Sysmex Europe GmbH, Norderstedt
Tecan, Mannedorf, Schweiz

Bender & Hobein GmbH, Bruchsal
Eppendorf, Hamburg
Sigma-Aldrich, Steinheim

Hettich Lab Technology, Tuttlingen

6.9 GrdRenstandards fur die Agarose-Gelelektrophorese

DNA-L&ngenstandards wurden von der Fermentas GmbH, St. Leon-Rot bezogen. Je nach

GroRRe der aufzutrennenden Fragmente wurde der pUC 19 DNA/Mspl (Hpall) Marker 23 oder

der pUC Mix Marker 8 als Langenstandard verwendet.

6.10 Oligonukleotide

6.10.1 Oligonukleotide fur die relative mRNA-Quantifizierung

Tabelle 6.2: Oligonukleotide (Biomers, Ulm) zur relativen mRNA-Genexpressionsanalyse mit der Effizienz E und der

Annealingtemperatur Tan.

Primer Forward (5'...3") Tan
C Primer Reverse (5'...3") E [°C]
Interleukin-1 8 (IL1B) ACAGATGAAGTGCTCCTTCCA 2,00 |58
GTCGGAGATTCGTAGCTGGAT
Interleukin-6 (IL6) ACAGCCACTCACCTCTTCAG 1,95 |58

GTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC

Interleukin-8 (1L8)

GAACTGAGAGTGATTGAGAGTGGA | 1,99 |58
CTCTTCAAAAACTTCTCCACAACC

Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP1)

TCGCGAGCTATAGAAGAATC 1,83 |58
AATCCTGAACCCACTTCT

Tumornekrosefaktor-a (TNF)

CTCTTCTGCCTGCTGCACTTTG 1,98 |65
ATGGGCTACAGGCTTGTCACT

Hypoxanthin Phosphoribosyltransferase (HPRT) | GCTGACCTGCTGGATTAC 1,95 |58

TGCGACCTTGACCATCTT
Glycerinaldehyd-3-phosphat- AGGTCGGAGTCAACGGAT 1,98 | 58
Dehydrogenase (GAPDH) TCCTGGAAGATGGTGATG
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6.10.2 Oligonukleotide fir die Analyse von Einzelnukleotid-Varianten

Tabelle 6.3: Oligonukleotide zur Detektion von ENV mit Annealingtemperaturen (Tay) und Produktgréen [bp]

Gen / rs-number Primer Forward (5'...3") Tan | Produkt-
(RefSeq) Primer Reverse (5'...3) [°C] |[groRe
IL1B rs1143627 GCTTCCACCAATACTCTTTTCCCCTT R
59 173 bp
(NM_000576.2:¢.-118C>T) CCCAGAGCAGCCTGTTGTGCC
IL1B rs1143633 GTTGTCATCAGACTTTGACC
58 250 bp?
(NM_000576.2:¢.302-64G>A) TTCAGTTCATATGGACCAGA
IL1B rs1143634 GTTGTCATCAGACTTTGACC )
58 250 bp
(NM_000576.2:¢.315C>T) TTCAGTTCATATGGACCAGA
TLR4 rs4986790 GATTAGCATACTTAGACTACTACCTCCATG ,
55 249 bp
(NM_003266.3:¢c.776A>G) GATCAACTTCTGAAAAAGCATTCCCAC
TLR4 rs4986791 GGTTGCTGTTCTCAAAGTGATTTTGGGAGAA ,
65 407 bp
(NM_003266.3:¢.1076C>T) ACCTGAAGACTGGAGAGTGAGTTAAATGCT
SELE rs1805193 ATTTTGTGTTTTATCTCCCCAG
52 188 bp"
(NM_000450.2:c.-19G>T) CCCCAGACAAGCAAGGAT
ICAM rs5498 ATTCCCAGCAGACTCCAA )
60 272 bp
(NM_000201.2:¢c.1405A>G) GGAGGATACAACAGGCGG
IL10 rs1800872 AGCTGAAGAGGTGGAAAC )
54 250 bp
(NM_000572.2:¢.-627A>C) CCAACCTGGGATGAATAC
IL6 rs2069845 TCCAGGACCACACTTGGA )
54 184 bp
(NM_000600.3:¢c.471+870G>A) | GGGTTCTTCAGTGGCCTCTA
IL6 rs1800797 AAAAAGGAGTCACACACTCCAC
62 535 bp?
(NM_000600.3:¢c.-661A>G) GGGCTGATTGGAAACCTTATTAAGA
IL6 rs1800795 AAAAAGGAGTCACACACTCCAC
62 535 bp®
(NM_000600.3:¢.-237C>G) GGGCTGATTGGAAACCTTATTAAGA
T PCR-Reaktion mit 1,5 mM MgCly; > PCR-Reaktion mit 2,5 mM MgCly;
6.11 Testkits
Agilent RNA 6000 Nano Kit Agilent Technologies, Waldbronn
Big Dye Terminator v.1.1 Cylce Sequencing Kit Applied Biosystems, Darmstadt
Human IL6 ELISA Kit Thermo  Scientific, Wilmington,
USA
Latex Immunoassays CRP Vario Abbott Diagnostics, lllinois, USA
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Liaison Brahms PCT

MSB Spin PCRapace Kit

NucleoSpin RNA I

Platinum SYBR Green gPCR Super-Mix UDG
QiaAmp DNA Blood Mini Kit

Superscript Il Reverse Transcriptase Kit

6.12 Sonstige Materialien

96er PCR-Platten

Citrat Monovetten

EDTA Monovetten

Eppendorf Reaktionsgefalie (1,5 mL/2,0 mL)
GlasgefalRe

Handheld Magnetic Separator Block
Heat-sealing Folie

Klebefolie fir 96er PCR-Platten
Kontaktspitzen 200 pL, 50 pL

Kryordhrchen Viabank

Kryostaten-Rdhrchen

Klvetten Apact 4004 (1 x 4 mm)
Neubauerzahlkammer

Parafilm

PCR Reaktionsgefalie 200 pL
Petrischalen

PFA Monovetten

Pipettenspitzen variabler GroRRe (Filtertips)
Sterilfilter

Suspensionszellkulturflaschen

Diasorin Deutschland,
Dietzenbach

Invitek GmbH, Berlin
Machery-Nagel, Diiren
Invitrogen, San Diego, USA
Qiagen, Hilden

Invitrogen, San Diego, USA

PegLab Biotechnologie, Erlangen
Kabe Labortechnik, Nurnbrecht
Kabe Labortechnik, Nurnbrecht
Eppendorf, Hamburg

Schott, Mainz

Merck Millipore, Darmstadt
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

P. Sudmann, Leopoldshdhe

Abtek Biologicals, Liverpool,
England

Roth, Karlsruhe

DiaSys Greiner, Frickenhausen
Fleischhacker, Meckenheim
Fleischhacker, Meckenheim
Sarstedt, Nirnbrecht

Sarstedt, Heidelberg

Kabe Labortechnik, Nirnbrecht
Nunc GmbH &Co. KG, Wiesbaden
Sartorius, Gottingen

Greiner Bio-One, Frickenhausen
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ThinCert 6-well Zellkultureinsatze
Zellkulturschalen

Zentrifugenréhrchen

6.13 Software und Datenbanken
ABI Prism 310 Collection

Clone Manager Professionel 9.0

Fusion 15.18

geNORM

GraphPad Prism 4.0
Haploview

Nanodrop 2000/2000c

NEB Cutter 2.0

PubMed

Realplex 1.5

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner, Solinge

Falcon, Heidelberg

Applied Biosystems, Darmstadt

Scientificic & Educational
Software, USA

Viber, Eberhardzell

http://medgen.ugent.be/~jvd
esomp/genorm/

GraphPad Software Inc., USA
Broad Institure, Cambrige, USA

Thermo Scientific, Wilmington,
USA

http://tools.neb.com/NEBCutter2
index.php

http://www.ncbi.nim.nih.gov/

Eppendorf, Hamburg
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7 Abkulrzungsverzeichnis

AB
AM
ATP
ADP
bp

°C

ca.
cDNA
Cq
CRP
DMSO
DNA
dNTP
dest.

E
ECM
EDTA
ENV
et al.
FCS

g
ICAM1
IE
JAM
KBE
LBP
MCP1
MIP1B
MSCRAMM

NBTE
NLR
PBS

Antibiotikum

Antimykotikum
Adenosintriphosphat
Adenosindiphosphat

Basenpaare

Grad Celsius

Circa

complementary DNA

quantification Cycle

C-reaktives Protein
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure
Desoxynukleosidtriphosphat
destilliert

Effizienz

Extrazellulare Matrix
Ethylendiamintetraacetet
Einzelnukelotid-Variation

und Andere

fotales Kalberesrum
Erdbeschleunigung

intercellular adhesion molecule-1
infektise Endokarditis

junctional adhesion molecule
Koloniebildende Einheiten
Lipopolysaccharid-bindendes Protein
Monocyte chemoattractant protein-1
Macrophage inflammatory protein-13
microbial surface component recognizing
adhesive matrix molecules

nicht bakterielle thrombotische Endokarditis
Nod-like receptor

Phosphate buffered saline
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PCR
PCT
PMP
PRR
RFLP
RNA
SELE
TF
TLR
TNF
rpm
uv
VCAM1
WBC
z. B.

Polymerase-Kettenreaktion
Procalcitonin

platelet derived microbicidal proteins
Pathogen recognition receptor
Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus
Ribonukleinsaure

endotheliales Selektin

Tissue Factor, Gewebefaktor
Toll-like receptor
Tumornekrosefaktor-a
Umdrehungen pro Minute
Ultraviolett

vascular cell adhesion molecule-1
Leukozyten, white blood cells

zum Beispiel
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