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Krankheitshekampfung durch Genomforschung — Untersuchung des
molekularen Dialogs von Bakterium und Wirt bei Sepsis

Von Susanne Schuler-Liittmann,
Philippos Pashalidis und
Trinad Chakraborty

Auch im Zeitalter der Antibiotika weist die Sepsis als schwere Allgemeininfektion noch eine ho-

he Sterblichkeit auf. In Deutschland wird jahrlich bei rund 1% aller Krankenhauspatienten —
das entspricht mehreren Hunderttausend Patientinnen und Patienten — ein septischer Schock
diagnostiziert; die Letalitat dieses schweren Krankheitsbildes liegt bei 30 bis 40%. Weltweit
sind Sepsis, septisches Organversagen und septischer Schock die Haupttodesursache in der In-
tensivmedizin. Am GieBener Universitatsklinikum erforschen zahlreiche Wissenschaftler seit lan-
gem die molekularen Verdnderungen bei Sepsis. Im Rahmen des nun vom Bundesministerium
far Bildung und Forschung geforderten GRID-Projekts wird der molekulare Dialog von Bakteri-
um und Wirt bei Sepsis mit Hilfe hochmoderner Verfahren wie der Chip-Technologie unter-
sucht. Ziel des GRID-Projekts ist die Entwicklung neuer Therapieansatze bei der Behandlung des

lebensbedrohlichen Krankheitsbildes Sepsis.
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ie Sepsis als eigenstdandiges
D Krankheitsbild wird sowohl

in der einschldgigen Litera-
tur als auch in der Klinik teilweise
unterschiedlich definiert. Bereits
1914 wurde von Schottmiiller [1]
eine infektiologische Sepsisdefini-
tion gegeben, die besagt: , Eine
Sepsis liegt dann vor, wenn sich in-
nerhalb des Korpers ein Herd gebil-
det hat, von dem kontinuierlich
oder periodisch pathogene Bakte-
rien in den Blutkreislauf gelangen
und zwar derart, dass durch diese
Invasion subjektive und objektive
Krankheitserscheinungen ausgelost
werden.“ Im Rahmen der Consen-
sus Conference (ACCP/CCM) [2],
wurden 1991 die Begriffe Infektion,
Bakteridmie, SIRS (systemic in-
flammatory response syndrome),
Sepsis, schwere Sepsis, septischer
Schock, Hypotension und MODS
(multiple organ dysfunction synd-
rome) neu definiert.

Wahrend friither die Symptome
bei Sepsis als Zeichen eines direk-
ten ,toxischen“ Effekts des mikro-
biologischen Agens auf die Wirts-
zelle gewertet wurden, wissen die
Arzte und Forscher seit ungefihr
einem Jahrzehnt, dass der Wirt
sich selbst durch eine Uberreaktion
bei der Entziindungsantwort scha-
det: Die ibermafiige Aktivierung
des Immunsystems fiihrt zu einer
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Freisetzung zahlreicher Mediatoren (Zytokine wie
TNF-a, Interleukin-1p,...) und induziert damit eine sys-
temische Entziindungsreaktion. Aufgrund dieser Reak-
tion kommt es zu schweren Stérungen der Makro- und
Mikrozirkulation und damit der Durchblutung der Or-
gane.

Der Krankheitsverlauf bei Sepsis ldsst sich aber nicht
einzig und allein durch eine iibersteigerte Entziin-
dungsantwort erkldren. So gibt es Studien, die zeigen,
dass es nach der initialen Uberaktivierung des Immun-
systems zu einer kompensatorischen anti-entziindli-
chen Antwort kommt.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die mo-
lekularen Veranderungen und der Zeitablauf dieser Re-
aktionen im Dialog von bakterieller Infektion und Ent-
ziindungs- bzw. Immunantwort des Patienten komplex
und bislang nur unzureichend verstanden sind.

Am Giefiener Universitdtsklinikum beschaftigen sich
zahlreiche Arzte und Forscher seit langem intensiv mit
schweren bakteriellen Infektionen. Dieses Forschungs-
interesse spiegelt sich auch in Sonderforschungsberei-
chen, DFG-Programmen und in der Teilnahme an zahl-
reichen nationalen und internationalen Multizenterstu-
dien mit diesem Fokus wider.

Nationales Genomforschungsnetz
Das Bundesministerium fiir Bildung und Forschung
(bmb + f) fordert mit dem Programm ,,Krankheitsbe-

kdmpfung durch Genomforschung“ qualifizierte For-
schungszentren, die sich in Netzwerken zusammenge-
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tems). Mit 133 Millionen Mark
wird der Kernbereich aus den be-
stehenden fiinf Kompetenzzentren
gefordert. Das sind das Deutsche
Krebsforschungszentrum Heidel-
berg, die Gesellschaft fiir Biotech-
nologische Forschung in Braun-
schweig, das Forschungszentrum
fiir Umwelt und Gesundheit in
Miinchen, das Max-Delbriick-Cen-
trum in Berlin und das Max-
Planck-Institut fiir molekulare Ge-
netik in Berlin. 132 Millionen Mark
flieffen in die krankheitsorientier-
ten Genomnetze, an diesen sind
insgesamt 16 Universitdten betei-
ligt. Dartiber hinaus werden ethi-
sche, soziale und rechtliche Frage-
stellungen in das Genomfor-

schungsnetz integriert und mit 20
Millionen Mark gefordert. 65 Milli-
onen Mark werden fiir die Platt-
formtechnologien, Proteomfor-
schung und Bioinformatik ausge-
geben.

Das hier beschriebene GRID-Pro-
jekt wird mit sechs Millionen DM
gefordert. Insgesamt werden so am
Klinikum der Justus-Liebig-Univer-
sitdt Gieflen 19 Stellen fiir Wissen-
schaftler, Doktoranden und techni-
sche Assistenten neu geschaffen.

GRID-Projekt

Das , Nationale Genomforschungs-
netz*“ ist so konzipiert, dass die kli-

nischen Ergebnisse unmittelbar in
die funktionelle Genomforschung
einflieflen und verarbeitet werden
konnen und umgekehrt. Um alle
relevanten Informationen bei der
Behandlung lebensbedrohlicher
bakterieller Infektionen zu erfas-
sen, arbeiten folgende Zentren des
Universitdtsklinikums interdiszip-
lindr zusammen: Institut fiir Medi-
zinische Mikrobiologie (Koordina-
tor des Gesamtprojekts: Prof.
Trinad Chakraborty); Zentrum fiir
Innere Medizin (Prof. Werner See-
ger; Prof. Friedrich Grimminger);
Zentrum fiir Kinderheilkunde und
Jugendmedizin (Prof. Ludwig Gort-
ner); Klinik fiir Allgemein- und
Thoraxchirurgie (Prof. Helmut
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Abb. 3: Wachstum von Staph. aureus auf einer Blutagar-Platte

Grimm); Klinik fiir Unfallchirurgie (Prof. Reinhard
Schnettler); Klinik fiir Andsthesiologie und operative
Intensivmedizin (Prof. Gunter Hempelmann); Institut
fiir Immunologie und Transfusionsmedizin (Prof. Gre-
gor Bein) und Institut fiir Klinische und Administrative
Datenverarbeitung (Prof. Kurt Marquardt).

Innerhalb des Nationalen Genomforschungsnetzwer-
kes ist das Gieflener Projekt mit vier weiteren Genom-
netzen fiir Infektion/Entziindung in Tiibingen, Miin-
chen, Berlin und Hamburg sowie mit dem Kernbereich
in Braunschweig (Gesellschaft fiir Biotechnologische
Forschung) verkniipft.

Die Forschungstdtigkeit innerhalb dieses leistungsfa-
higen nationalen Forschungsnetzes soll dazu beitragen,
dass Deutschland auch im internationalen Wettbewerb,
insbesondere gegentiber den USA, Japan und Grofbri-
tannien, konkurrenzfdhig bleibt.

Erreger und Wirtszellen im Fokus

Die grampositiven Bakterien Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae und Listeria monocytoge-
nes sind wichtige Erreger von Sepsis und septischem
Schock. Staphylococcus aureus (Abb.3) ist der am
meisten verbreitete Krankenhauskeim. Sorge bereitet
den Arzten vor allem die zunehmende Resistenz dieses
Keims gegeniiber gdngigen Antibiotika. Insbesondere
auf Intensivstationen finden sich zunehmend multire-
sistente Stimme (MRSA). Streptococcus pneumoniae
ist bei Kindern die Hauptursache fiir Meningitis. Auch
bei diesem Keim sind sehr schnell antibiotikaresistente
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Abb. 4: Automatisierte Sequenzierung mit einem Kapillar-Sequenziergerdt und Darstellung der generierten Daten im Ausdruck

oder als Datei (Datenbank-Suche)

Stdimme aufgetreten, die erhebliche
Probleme bei der Therapie bereiten
konnen. Listeria monocytogenes ist
nach wie vor eine gefiirchtete Ursa-
che von Sepsis beim Ungeborenen
bzw. Neugeborenen sowie bei dlte-
ren immundefizienten Patienten.
Um die Reaktion des Wirts auf
die bakterielle Infektion zu unter-

suchen, werden zundchst verschie-
dene Zellkulturmodelle benutzt. In
diesen Modellen werden menschli-
che oder tierische Zellen, die zuvor
aus Blut (Granulocyten, Monocy-
ten), aus Lungengewebe (Bronchi-
alepithelien, Alveolarepithelien)
oder aus Nierengewebe (Tubulus-
zellen) gewonnen wurden, mit den

entsprechenden Bakterien in vitro
infiziert und damit die Infektion
beim Patienten simuliert. Um diese
experimentellen Verhaltnisse noch
weiter in Einklang mit dem Verlauf
der Sepsis bei einem Patienten zu
bringen, wird in einem ndchsten
Schritt mit ex vivo-Organmodellen
von Ratten bzw. Mdusen gearbei-
tet. Anschlieflend werden Tierver-
suche durchgefiihrt, um die gefun-
denen Ergebnisse im ganzen Orga-
nismus zu untersuchen. Parallel
zur Auswertung und Interpretation
dieser Modellversuche werden von
Patienten, bei denen die Gefahr ei-
ner Sepsis besteht (zum Beispiel
Patienten mit schwerem Polytrau-
ma, schwerer Lungenentziindung,
etc.), klinische Proben gewonnen
und asserviert (Blut, Biopsien,
etc.).

Molekulargenetische Prinzipien und
Technologien

Seit der Veroffentlichung der Se-
quenz des menschlichen Genoms
vor einem halben Jahr und der ge-
nomischen Sequenzierung vieler
humanpathogener Bakterien (u.a.
auch fiir Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae und Lis-
teria monocytogenes [3-5]) bietet
sich den Wissenschaftlern erstmals
die Moglichkeit, den molekularen
Dialog von Bakterium und Wirt mit
Hilfe hochmoderner molekularbio-
logischer Verfahren zu untersu-
chen.

Am Anfang molekulargenetischer
Untersuchungen steht in der Regel
die Isolierung der Erbsubstanz, der

Spiegel der Forschung



Desoxyribonukleinsdure (DNA) bzw. der Ribonuklein-
saure (RNA), aus Proben wie Blut, Zellen, Gewebe
oder auch Bakterien. Da die Suche nach den relevan-
ten Genen mit der sprichwortlichen Suche nach einer
Nadel im Heuhaufen vergleichbar ist, miissen die ent-
sprechenden Bestandteile der DNA vervielfacht wer-
den; dies geschieht durch die sog. Polymerasekettenre-
aktion (PCR). Fiir die Entschliisselung des genetischen
Codes (=Sequenzierung) stehen Sequenziergerate zur
Verfligung. Bei der Sequenzierung wird der genetische
Code ermittelt, indem die Abfolge der vier verschiede-
nen Basen (A = Adenin; C = Cytosin; G = Guanin,

T =Thymin) in einem DNA-Molekiil analysiert wird
(Abb. 4). Mit Hilfe der Genomsequenzierung konnen
so zum Beispiel Gene, die bei Sepsis beteiligt sind, ge-
nauer charakterisiert werden. Die Abfolge der einzel-
nen Molekiile kann mit anderen bereits bekannten Se-
quenzen mittels medizin- und bioinformatorischer Me-
thoden verglichen werden und damit Aufschluss iiber
deren genauere Funktion geben.

So war das Institut fiir Medizinische Mikrobiologie
der Universitdt GiefRen mafigeblich an der Sequenzie-
rung des Genoms von Listeria monocytogenes im Rah-
men eines EU-Netzwerkes beteiligt.

Dariiber hinaus besteht die technische Moglichkeit,
punktuelle, aber wichtige Unterschiede in der Erbsub-
stanz, sogenannte single nucleotide polymorphisms
(SNPs), zu detektieren. Die DNA aller Menschen unter-
scheidet sich in ungefdhr 0,1 % der gesamten Sequenz
durch einzelne Nukleotidaustausche. Relativ gesehen
ist das eine kleine Zahl, absolut stehen dahinter bei
der Grofle des Humangenoms drei Millionen Varianten.
Die meisten dieser Varianten haben keine krankhafte
Bedeutung, da sie in Bereichen auflerhalb der Gene
oder aufierhalb der fiir die Gene wichtigen Bereiche
liegen. Einigen jedoch kommt eine grofle Bedeutung

- Anzeige -
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zu. Sie werden zum Beispiel fiir die
unterschiedliche Wirksamkeit eines
Medikamentenwirkstoffes bei ver-
schiedenen Menschen verantwort-
lich gemacht. Andere SNPs dienen
als Marker fiir das Risiko eines
Menschen, an einer bestimmten
Krankheit zu erkranken. Die Unter-
suchung dieser SNPs wird zukiinf-
tig eine wichtige Rolle in der Ent-
wicklung von neuen Prognosemar-
kern und Therapeutika spielen.
(Abb.5, entnommen und adaptiert
aus [6]).

Im Mittelpunkt des GRID-Projek-
tes steht die Untersuchung der Ex-
pression (= Aktivitdt) virulenz-asso-
ziierter Bakteriengene auf einen Zu-
sammenhang mit spezifischen Ant-
wortmechanismen des Wirts (Ver-
teidigungsstrategien und Entzilin-
dungsprozesse) und umgekehrt die
Untersuchung der Expression von
Wirtszellgenen auf einen Zusam-
menhang mit spezifischen Virulenz-

faktoren von Bakterien. (Abb. 6,
entnommen und adaptiert aus [7]).

Zu diesem Zweck wird die Ribo-
nukleinsdure (RNA) aus Bakterien
(a), aus Zellen, die in der Zellkul-
tur unter optimalen Bedingungen
wachsen (Abb. 4b), und aus Wirts-
zellen, die zuvor mit Bakterien in-
fiziert wurden (c), isoliert. Die iso-
lierte RNA wird revers umgeschrie-
ben in die korrespondierende DNA
(cDNA) und mit fluoreszierenden
Farbstoffen markiert (rot=CyS5;
griin = Cy3). Diese Proben werden
dann auf einen Gen-Chip gebracht,
wo sie mit entsprechenden bakte-
riellen Gensonden (d) bzw. Wirts-
gensonden (e) Verbindungen einge-
hen (= hybridisieren).

Die Auswertung der Genchips
sieht vereinfacht folgendermafien
aus: gelber Spot (=Punkt): keine
Veranderung in der Genexpression;
roter spot: Aktivierung des entspre-
chenden Gens; griiner spot: Inakti-

vierung des Gens.

Neben den hier beschriebenen
in-vitro-Zellkulturmodellen werden
im weiteren Verlauf des GRID-Pro-
jektes ex-vivo-Organmodelle, in-vi-
vo-Tierinfektionsmodelle und
schlieflich klinische Proben von
Patienten (Blut, Gewebeproben,
etc.) untersucht.

Ziele der GRID-Studie

Die molekulargenetische Methode
der Microarrays bietet erstmals die
Moglichkeit, unverfdlscht die Ver-
dnderungen mehrerer Tausend Ge-
ne gleichzeitig auf Transkriptions-
ebene zu untersuchen. Das Muta-
tionsscreening von Genen bzw.
funktionellen Genclustern, die
wahrend der Sepsis aktiviert bzw.
inaktiviert werden, wird zur Iden-
tifizierung von Kandidatengenen
fiihren. Die Kenntnis dieser Kandi-
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datengene kann dann zur Erken-
nung von Hochrisikopatienten bei-
tragen, so dass diese bereits vor
Eintreten einer Sepsis prophylak-
tisch behandelt werden konnen.
Um zu diesem Ziel zu gelangen,
muss eine unvorstellbar grofie Da-
tenmenge zusammengefiihrt wer-
den: So werden die Patientendaten
(klinische Parameter, Laborbefun-
de, etc.) mit den Ergebnissen aus
den Experimenten (SNPs, Microar-
rays, Sequenzierung, etc.) zusam-
mengefiihrt und korreliert. Neben
entsprechenden Computern
braucht man fiir diese Aufgabe Me-
dizin- und Bioinformatiker, die spe-
ziell fiir die Generierung, statisti-
sche Analyse und Auswertung von
Daten aus dem medizinisch-biolo-
gischen Bereich ausgebildet sind.
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Zusammenfassend basiert das
GRID-Projekt auf der interdiszipli-
niren Zusammenarbeit von Arzten
verschiedener Fachrichtungen,
Genforschern und Bioinformati-
kern. Die Verkniipfung von Klinik
und Forschung innerhalb des Uni-
versitdtsklinikums Gieflen auf der
einen Seite und die Zusammenar-
beit mit Forschungszentren inner-
halb des nationalen Genomfor-
schungsnetzes auf der anderen Sei-
te schafft ein leistungsfahiges For-
schungsnetzwerk.

Die Untersuchung des molekula-
ren Dialogs von Bakterium und
Wirt bei Sepsis wird dazu beitra-
gen, dass kiinftig neue Strategien
fiir die Behandlung dieses schwe-
ren Krankheitsbildes entwickelt
werden. Die neuen Therapieansat-

ze zielen dabei sowohl auf die frii-
he und damit rechtzeitige Erken-
nung von Risikopatienten als auch
auf die effektivere Behandlung be-
reits erkrankter Patienten, sei es in
Form von pharmakologischer The-
rapie oder transienter Genthera-
pie.e
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