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Chlamydia trachomatis. Die Elementarkorperchen (EBs) sind infektidos und
nahezu metabolisch inert. Im Gegensatz dazu sind die Retikularkorperchen
(RBs) nicht infektiose aber metabolisch aktive und vermehrungsfahige
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an die eukaryotische Wirtszelle (~1-2 Stunden nach Infektion), differenzieren sie
sich in den Inklusionen innerhalb der ersten 12 Stunden zu RBs. Die
entstandenen RBs vermehren sich, anschlieRend erfolgt die 2. Differenzierung
der RBs zu EBs. Im letzten Schritt (ca. 48 Stunden nach Infektion) werden EBs
und RBs durch Lyse oder Exozytose freigesetzt. Die freigesetzten EBs sind
infektids und kdnnen nun wieder Zellen infizieren und so den Zyklus erneut
starten (Elwell et al., 2016). 4
Abbildung 3: PG-Lokalisation der Gattungen Protochlamydia, Waddlia, Chlamydia.
Die gestrichelten/ gepunkteten Linien zeigen, wo die Lokalisation von PG
vermutet wird, wohingegen die geschlossene blaue Linie nachgewiesenes PG-
Vorkommen anzeigt (Klockner et al., 2018). 6
Abbildung 4: Modell zur chlamydialen PG-Biosynthese/ Zellteilungsmaschinerie. Die
Biosynthese von Lipid Il findet im Zytoplasma statt und der PG-Vorlaufer wird
durch eine in der Zytoplasmamembran lokalisierte Flippase in den
periplasmatischen Raum uberfuhrt. MurJ, FtsW und/ oder RodA kdénnten an
diesem Transport beteiligt sein. Alle Pyrophosphorylasen, die fur das Recycling
des Bactoprenol-Tragers in E. coli verantwortlich sind, fehlen in Chlamydia und
Simkania. Das Lipid Il wird im Periplasma durch Penicillin-Bindeproteine (PBP)
katalysierte Transpeptidierung quervernetzt. Die Ausstattung an Enzymen, die an
den geschilderten Prozessen beteiligt sind, variiert je nach chlamydialer Gattung
Ch (Chlamydia), Pa (Parachlamydia), Pr (Protochlamydia), Si (Simkania), Wa
(Waddlia). Angriffsorte von Antibiotika und Inhibitoren sind gekennzeichnet durch
BAC (Bacitracin), CA (Clavulansaure), CYC (D-Cycloserine), FOS (Fosfomycin)
und PEN (Penicillin). OM: AuRere Membran; IM: Innere Membran (Kléckner et
al., 2018). 9
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Abbildung 5: In dieser Abbildung sind die 5 Klassen der Ubertragungswege auf den
Menschen am Beispiel von klassischen Infektionskrankheiten dargestellt (Wolfe,
Dunavan and Diamond, 2007). 13

Abbildung 6: Pravalenz intrazellularer bakterieller Erreger in ghanaischen Zecken.
Die Pravalenz von Chlamydiales ist mit 12 % am niedrigsten, gefolgt von Borrelia
mit 34 % und Rickettsia mit 89 %. 53

Abbildung 7: Co-Pravalenzen intrazellularer bakterieller Erreger in Zecken aus
Ghana. +: Erreger detektiert; -: Erreger nicht detektiert. 54

Abbildung 8: CLUSTAL (MEGA7) phylogenetische Maximum Likelihood Analyse der
detektierten Rickettsien. Die neuen Kandidaten konnten der Gattung Rickettsia
zugeordnet werden. Dabei gehort GHTIROr Z26 zur Gruppe Rickettsia honei und
GHTIROr Z93 zur Gruppe Rickettsia lusitaniae (Dr. Rita de Sousa; National
Institute of Health Dr. Ricardo Jorge). 60

Abbildung 9: Strukturformel von DCAP (2-((3-(3, 6-dichloro-9H-carbazol-9-yl)-2-
hydroxypropyl) amino)-2-(hydroxymethyl) propane-1, 3-diol) (Eun et al., 2012).

+ Stereozentrum. 67

Abbildung 10: AlamarBlue-Assay zur Bestimmung der Zytotoxizitat von DCAP
gegenuber den eukaryotischen Zelllinien Hep2 und McCoy. Die Inkubation der
Zellen erfolgte mit unterschiedlichen Konzentrationen von DCAP in DMEM- oder
RPMI-Medium fur 2, 4, 6, 17 sowie 30 Stunden. Fur S. aureus FRI 100 liegt die
MHK bei Behandlung mit DCAP bei 20,66 pg/ml (Eun et al., 2012).
Viabilitatsassay mit der Substanz DCAP auf Hep2-Zellen in DMEM- (A) und
RPMI-Medium (B) sowie fur McCoy-Zellen in DMEM-Medium (C). 68

Abbildung 11: Effekt von DCAP auf die Zellmorphologie. Mikroskopische Aufnahme
von unbehandelten Hep2-Zellen (A) und DCAP-behandelten, sowie mit
Chlamydia trachomatis D/UW-3/CX infizierten Hep2-Zellen 30 Stunden nach
Infektion. Deutlich zu erkennen ist, dass die eukaryotischen Zellen, welche mit 8
pug/ml DCAP (B) behandelt wurden, Rupturen (weilde Pfeile) im Zytoplasma
aufweisen. Ubereinstimmend zeigte der Zytotoxizitatsassay 30 Stunden nach
Infektion (Abbildung 10 A, 30 Stunden) eine relative Viabilitat der Zellen von
19 %. h.p.i.: Stunden nach Infektion. DAPI: Zellkern (blau), Evans blue:
Zytoplasma (rot), Fuorescein: LPS von Chlamydien (gran). 69

Abbildung 12: Strukturformel von CCCP (Carbonylcyanid-3-chlorphenylhydrazon). 70



Abbildung 13: AlamarBlue-Assay zur Untersuchung der Zytotoxizitat von CCCP
gegenuber Hep2 und McCoy- Zellen, die in DMEM- oder RPMI-Medium fur 2, 4,
6 sowie 17 Stunden inkubiert wurden. Fir S. aureus FRI 100 liegt die MHK bei
Behandlung mit CCCP bei 0,26 ug/ml (Eun et al., 2012). Viabilitatsassay mit der
Substanz CCCP auf Hep2-Zellen in DMEM- (A) und RPMI-Medium (B) sowie fur
McCoy-Zellen in DMEM-Medium (C). 71
Abbildung 14: Assay zur Zytotoxizitat von verschiedenen THCz R/S Enantiomer-
Gemische (THCz-1, THCz-5, THCz-40, THCz-39) gegenuber Hep2-Zellen, der in
DMEM-Medium fur 30 Stunden durchgefuhrt wurde. Gezeigt wird die relative
Viabilitat im Verhaltnis zu unbehandelten Zellen. Fur die Substanzen THCz-5,
THCz-39 ist kein zytotoxischer Effekt von 2 pg/ml erkennbar. Die zur Zytotoxizitat
korrelierenden MHK-Werte fur S. aureus SG511 sind in Tabelle 25 zu finden. 74
Abbildung 15: Assay zur Zytotoxizitat von (+)-(R)-THCz-40 und (-)-(S)-THCz-40
sowie dem der Enantiomere-Gemisch von THCz-40 auf Hep2-Zellen, der in
DMEM-Medium fur 6 Stunden durchgefuhrt wurde. Gezeigt wird die relative
Viabilitat im Verhaltnis zu unbehandelten Zellen. Die Reinstoffe im Vergleich zu
dem Gemisch zeigen keine Unterschiede im zytotoxischen Verhalten auf. 77
Abbildung 16: Dargestellt ist der lytische Effekt von DCAP (A) und CCCP (B)
gegenuber humanen Erythrozyten nach 6, 17 und 30 Stunden Inkubationszeit.
Negative Werte, die in Folge des Versuchsaufbaues zustande kommen, werden
als 0 % dargestellt. Die Lyse ist im Verhaltnis zu einer kompletten Lyse der
humanen Erythrozyten durch Triton X-100 dargestellt (100 %). Fur S. aureus FRI
100 liegt die MHK bei Behandlung mit DCAP bei 20,66 pg/ml und mit CCCP bei
0,26 pg/ml (Eun et al., 2012). Fur DCAP (A) konnte keine Hamolyse bis zur
hochsten getesteten Konzentration von 128 ug/ml festgestellt werden. Fur CCCP
(B) konnte ein hamolytischer Effekt bei einer Inkubationszeit von 30 Stunden ab

einer Konzentration von 64 pug/ml sowie bei einer 17- stundigen Inkubation bei

128 pg/ml festgestellt werden. 79
Abbildung 17: Strukturformel fur Teixobactin (A) und Hypeptin (B) (Sherpa, Reese
and Aliabadi, 2015; Crisemann et al., 2021). 80

Abbildung 18: Dargestellt ist der lytische Effekt fur die Substanzen Hypeptin (A) und
Teixobactin (B) in einem Konzentrationsbereich von 0 ug/ml bis 128 pug/mi
gegenuber humanen Erythrozyten nach 6, 17 und 30 Stunden Inkubation.
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nicht gezeigt und werden als 0 % dargestellt. Die Lyse ist im Verhaltnis zu einer
vollstandigen Lyse der Erythrozyten durch Triton X-100 dargestellt. Fur Hypeptin
(A) konnte nach Inkubation fur 17 und 30 Stunden ein geringer hamolytischer
Effekt ab einer Konzentration von 64 ug/ml festgestellt werden. Bei einer
Inkubationszeit von 17 und 30 Stunden mit Teixobactin (B) konnte ab einer
Konzentration von 16 pg/ml ein hamolytischer Effekt von bis zu 75 % festgestellt
werden. Fur S. aureus LT-1334 (MRSA) liegt die MHK bei Behandlung mit
Hypeptin bei 0.25 pg/ml (Crisemann et al., 2021). Bei der Behandlung von S.
aureus ATCC 33591 mit Teixobactin liegt die MHK bei 0,16-0,31 pg/ml
(Ling et al., 2015). 81
Abbildung 19: Dargestellt ist der lytische Effekt gegenlber humanen Erythrozyten
von A37 bei Konzentrationen von 0 bis 128 ug/ml nach Inkubationszeitraumen
von 6, 17 und 30 Stunden. Negative Werte die in Folge des Versuchsaufbaues
zustande kommen, werden nicht gezeigt und werden als 0 % dargestellt. Die
Lyse ist im Verhaltnis zu einer kompletten Lyse der Erythrozyten durch Triton X-
100 dargestellt. Es konnte kein hamolytischer Effekt festgestellt werden. Fur
Corynebacterium glutamanicum DSM 20300 liegt die MHK bei Behandlung mit
A34 bei 1 pg/ml (Puls et al., 2024). 82
Abbildung 20: Dargestellt ist der lytische Effekt von Oleacein (A) im
Konzentrationsbereich von 0 ug/ml bis 128 ug/ml sowie von einem
Naturstoffextrakt (B) im Konzentrationsbereich von 0 ug/ml bis 396,8 ug/ml
jeweils nach 2 und 17 Stunden Inkubation. Negative Werte die in Folge des
Versuchsaufbaues zustande kommen, werden nicht gezeigt und werden als 0%
dargestellt. Die Lyse ist im Verhaltnis zu einer kompletten Lyse der Erythrozyten
durch Triton X-100 dargestellt. Fur Oleacein konnte kein und fur den Naturstoff
konnte ein hamolytischer Effekt in einem Bereich von 198,4 ug/ml bis 396,8
pug/ml nach 17-stindiger Inkubation detektiert werden. Fur S. aureus SG511 liegt
die MHK bei Behandlung mit Oleacein bei >128 pg/ml und mit dem Naturstoff bei
64 pg/ml. 84
Abbildung 21: Strukturformel von Corallopyronin A (CorA) (Schaberle et al., 2014). 85
Abbildung 22: Experiment zur Inhibierung der Biofilmbildung (MBIC) von S. aureus
ATCC 25923 durch Rifampicin und CorA. Gezeigt sind die prozentualen Werte
im Verhaltnis zu der Wachstumskontrolle. Fur Rifampicin und CorA konnte bei
einer Konzentration von 2x MHK (Rifampicin 0,016 pg/ml; CorA 0,125 ug/ml)
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eine vollstandige Inhibition der Biofilmbildung (MBIC) beobachtet werden. In
dieser Darstellung wurde fur Rifampicin von einer 1x MHK = 0,008 ug/ml
ausgegangen. 86
Abbildung 23: Experiment zur Eradikation (MBEC) eines von S. aureus ATCC 25923
produzierten Biofilms durch Rifampicin und CorA. Gezeigt sind die prozentualen
Werte im Verhaltnis zu einem unbehandelten Biofilm. Unter Gabe beider
Substanzen fur 24 Stunden nahm der Biofilm deutlich ab. 87
Abbildung 24: Verwendetes Behandlungsschema. Die Wirtszellen (McCoy) wurden
fur 72 Stunden kultiviert und anschliel3end mit C. frachomatis L SWFP- infiziert.
A: 2 Stunden nach Infektion wurden die infizierten Zellen mit CorA behandelt. B:
12 Stunden nach Infektion wurde CorA auf die Zellen gegeben. C: Im
Kontrollversuch wurden 2 Stunden nach Infektion 100 U/ml PenG und zeitgleich
CorA hinzugegeben. D: 2 Stunden nach Infektion wurden die Zellen mit 100 U/ml
PenG und anschlielfend nach Auspragung der Penicillin-induzierten Persistenz
nach 12 Stunden mit CorA behandelt. Alle Versuche wurden 30 h.p.i. fixiert,
gefarbt und anschlieRend Fluoreszenz-mikroskopisch ausgewertet. h.p.i.:
Stunden nach Infektion). CorA: Corallopyronin A; PenG: Penicillin G 90
Abbildung 25: Mikroskopiebilder zur MHK-Bestimmung von CorA gegenuber C.
trachomatis. Zur Kontrolle dienten unifizierte und infizierte Vehikel-Kontrollen
sowie persistierenden Chlamydien nach Penicillin Behandlung. Abgebildet sind
die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen bei der jeweiligen CorA MHK
(Tabelle 26). h.p.i.: Stunden nach Infektion. Dargestellt sind die
reprasentierenden Bilder von den einzelnen Kanalen zur Detektion der Zellkerne
(blau), des Zytoplasmas (rot) und dem chlamydialen LPS (griin) sowie alle
Kanale zusammengefuhrt. Malstabsleiste 20 uym. CorA: Corallopyronin A; PEN:
Penicillin G 92
Abbildung 26: Mikroskopiebilder zur MHK-Bestimmung von Doxycyclin (DO),
Azithromycin (AZM) und Rifampicin (RA) gegenuber C. trachomatis. Dargestellt
sind die zusammengefuhrten Bilder sowie die einzelnen Kanale zur Detektion der
Zellkerne, des Zytoplasmas und der chlamydialen LPS. Penicillin G wurde 2
Stunden und die Substanzen 12 Stunden nach Infektion dazugegeben
(Abbildung 24 D). h.p.i.: Stunden nach Infektion. MaRstabsleiste 20 ym. 94
Abbildung 27: Spot-Plate-Assays zur Detektion von B-Laktamaseaktivitat. Die

Konzentration der inokulierten Bakterienkulturen nimmt von links nach rechts ab
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(serielle 1:10 Verdinnung). Dargestellt sind alle getesteten Varianten nach einer
Inkubation Uber Nacht bei 37°C auf LB-Medium. Die Experimente erfolgten
jeweils in An- und Abwesenheit des Expressionsinduktors AHT (50 ng/ml), mit
und ohne Prainkubation der Kulturen mir AHT (50ng/ml) sowie nach Zugabe
unterschiedlicher B-Laktame. AHT: Anhydrotetracyclin, LB: Lysogeny Broth,
CAM: Chloramphenicol, AMP: Ampicillin, OXA: Oxacillin. 99
Abbildung 28: Analysen zur Bindung verschiedener chlamydialer LysM |l-Proteine an
PG oder Chitin. Die aufgereinigten LysM II-Proteine wurden mit PG oder Chitin
inkubiert. Das PG oder Chitin wurde durch Ultrazentrifugation pelletiert und
einmal mit Puffer gewaschen. Die SDS-PAGE-Gele mit den jeweiligen
Testprotein- und Polysaccharid-Ansatzen wurden gefarbt und zeigen die
jeweilige Protein-Laufkontrolle, den Uberstand und die Pelletfraktion. Der Pfeil
auf der rechten Seite zeigt die Position des jeweiligen LysM II-Proteinen an. Alle
getesteten LysM lI-Proteine (Ct_601) aus C. frachomatis, Cpn0780 aus C.
pneumoniae und WCWO0123 aus W. chondrophila binden PG und Chitin. Im Fall
von PG bleiben bei allen LysM II-Homologen Teile des eingesetzten Proteins an
langkettigen Einheiten des Polymers in den Taschen und dem oberen Bereich
des Gels zuruck. Dr. Melanie Brunke konnte fur das LysM llI-Homolog aus C.
pneumoniae zeigen, dass es keine Prazipitation in Abwesenheit eines
Substrates aufzeigt (Brunke, 2018). 102
Abbildung 29: SPR-Analyse zur Bindung von Glykogen an die LysM Il-Proteine
(Ct_601) aus C. trachomatis (A), Cpn0780 aus C. pneumoniae (B) und
WCWO0123 aus W. chondrophila (C). Die Signalstarke korreliert mit der
Glykogen-Konzentration und nimmt mit steigender Konzentration zu. Nach
Wegnahme der Testsubstanz (mit x gekennzeichnet) dissoziiert diese wieder.
RU: resonance unit; M: mol/l; s: Sekunde. 104
Abbildung 30: SPR Analyse Bindung von Maltotriose an LysM II-Proteine (Ct_601)
aus C. trachomatis (A), Cpn0780 aus C. pneumoniae (B) und WCWO0123 aus W.
chondrophila (C). Es wurde keine spezifische Bindung detektiert. RU: resonance
unit; M: mol/l; s: Sekunde. 106
Abbildung 31: SPR Analyse Bindung von N,N',N"-Triacetylchitotriose an LysM II-
Proteine (Ct_601) aus C. trachomatis (A), Cpn0780 aus C. pneumoniae (B) und
WCWO0123 aus W. chondrophila (C). Es wurde keine spezifische Bindung
detektiert. RU: resonance unit; M: mol/l; s: Sekunde. 107
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Abbildung 32: SPR Analyse Bindung von D-(+)-Raffinose an LysM II-Proteine
(Ct_601) aus C. trachomatis (A), Cpn0780 aus C. pneumoniae (B) und
WCWO0123 aus W. chondrophila (C). Es wurde keine spezifische Bindung
detektiert. RU: resonance unit; M: mol/l; s: Sekunde. 108

Abbildung 33: Interdisziplinare Forschung im Rahmen des One Health-Ansatzes. Die
Human-, und Tiergesundheit bilden zusammen mit der Umwelt drei untrennbar
miteinander verbundene Saulen, auf welche wiederum viele einzelne Faktoren
Einfluss nehmen (isglobal.org). 112

Abbildung 34: 16S rRNA-basierter Stammbaum zur Einordnung von Neochlamydia
hartmannellae (Horn et al., 2000). 116

Abbildung 35: A: Fur das Protein AtlA aus E. faecalis konnten innerhalb der LysM-
Domanen bereits Aminosauren identifiziert werden, welche fur die Bindung von
PG wichtig sind (Mesnage et al., 2014). In der Abbildung 35B sind diese
Aminosauren in gelb hinterlegt. Abbildung 35: B: Alignment (Madeira et al., 2024)
zwischen LysM-Domanen aus E. faecalis AtIA (EF_0799) und chlamydialen
LysM lI-Proteinen. Vorhersagen zur Sekundarstruktur wurden fur die
chlamydialen LysM IlI-Domanen mit Psipred angefertigt (Jones, 1999) und fur
AtlA der Studie von Mesnage et al., 2014 entnommen (Unterstrichen: B-Faltblatt,
Fett: a-Helix). Die fur die Bindung von PG wichtigen Aminosauren in AtlA aus E.
faecalis sind gelb markiert (Mesnage et al., 2014). Ct: C. trachomatis; Cpn: C.
pneumoniae, Wcw: W. chondrophila; Ef1-6: E. faecalis AtIA (Mesnage et al.,
2014) 126

Abbildung 36: A: Clustal-W-Alignment der drei LysM-Domanen von Ecp6 (Sanchez-
Vallet et al., 2013). Dargestellt ist die Verteilung der a-Helices (Helices) und (3-
Faltblatter (Pfeile). Die beiden Chitinbindestellen in LysM1 und LysM3 sind mit
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Abbildung 36: B: Alignment (Madeira et al., 2024) der LysM-Domanen aus
Cladosporium fulvum Ecp6 und chlamydialen LysM lI-Proteinen. Die
Vorhersagen zur Sekundarstruktur wurden fur die chlamydialen LysM II-
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Ct: C.

trachomatis; Cpn: C. pneumoniae, Wcw: W. chondrophila; Ecp6/1-3: C.

fulvum Ecp6 (Sanchez-Vallet et al., 2013). 127
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1 Zusammenfassung

In dieser Dissertation wurden intrazellulare bakterielle Erreger in Bezug auf deren
Ausbreitung, antibiotische Therapie und Biologie untersucht.

Der erste Teil der Arbeit befasste sich mit zoonotischen sowie neuartigen Erregern und
konzentrierte sich auf epidemiologische Untersuchungen, darunter Analysen zu 199
Zecken aus Ghana. Diese parasitierten auf Fledermausen und zeigten eine
Durchseuchung mit Rickettsia (89 %), Borrelia (34 %) und Chlamydiales (12 %). Es
wurden neue Kandidaten der Gattung Rickettsia und eine neue Chlamydiales Familie
detektiert, welche zu den als sogenannten emerging pathogens beschriebenen
Chlamydia-ahnliche Bakterien zahlt. Der Nachweis von Chlamydien in ghanaischen
Zecken liefert weitere Indizien dafiir, dass Zecken eine Rolle in deren Ubertragung
haben konnten. Der Fund von Borrelien zeigt, dass diese in Afrika entgegen dem
bisherigen Wissen auch sudlich des Breitengrades von 13° Nord zu finden sind. Die
vorliegende Arbeit trug auch zu einer interdisziplinaren Studie in Madagaskar bei,
welche u.a. das gesamte Spektrum zoonotischer Erreger, einschlie3lich intrazellularer
Bakterien, erfassen sollte. Hier wurden Parasiten von Ratten und Mausen analysiert,
wobei neben anderen Erregern Parachlamydia acanthamoebae, ein Chlamydia-
ahnliches Bakterium nachgewiesen wurde.

Vor dem Hintergrund dringend benotigter neuartiger Therapiestrategien befassten sich
weitere Arbeiten mit Testungen 2zu (neuen) antibiotischen Substanzen.
Zytotoxizitatsanalysen zeigten Unterschiede je nach verwendeten Zelllinien, Medien
und Inkubationszeiten und verdeutlichten, dass verschiedene Versuchsaufbauten fur
eine umfassende Bewertung der Zytotoxizitat hilfreich sind. Studien zum
Lyseverhalten von Cyclodepsipeptiden gegenuber humanen Erythrozyten ergaben
gunstigere Eigenschaften von Hypeptin im Vergleich zu Teixobactin. Der Naturstoff
CorA zeigte gute Aktivitdt gegen klinisch problematische persistierende
C. trachomatis-Infektionen und entstehende sowie etablierte S. aureus-Biofilme.
Abschliellend sollte das Verstandnis der ungewohnlichen Biologie der Chlamydien
vertieft werden. Mit Hilfe der Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie wurden
erste Hinweise auf eine neuartige Glykogen-Bindefunktion von chlamydialen LysM-
Proteinen gefunden, welche neue Bestandteile der Peptidoglykan-Ring-

Biosynthesemaschinerie darstellen, die in Chlamydien als Penicillin-Zielstruktur dient.
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2 Einleitung

2.1 Die etwas andere Ordnung - Chlamydiales

Chlamydien sind Bakterien, die sich nur innerhalb von Wirtszellen, d.h. obligat
intrazellular, vermehren konnen (Elwell et al., 2016).

Entdeckt wurden diese besonderen Mikroorganismen von dem Radiologen Ludwig
Halberstaedter und dem Zoologen und Parasitologen Stanislaus von Prowazek im
Jahre 1907 (Halberstaedter and Prowazek, 1907; Ripa, 1982). Ursprunglich suchten
die beiden Forscher den Erreger der Syphilis auf Java in Indonesien (Halberstaedter
and Prowazek, 1907; Ripa, 1982). Dabei wiesen sie in Giemsa-gefarbten
Bindehautzellen intrazytoplasmatische Vakuolen nach, welche heute als chlamydiale
Inklusionen bezeichnet werden und benannten diese erstmals als Chlamydozoa -
hergeleitet vom griechischen Begriff chlamus fir Mantel (Halberstaedter and
Prowazek, 1907; Ripa, 1982). Diese damals gefundenen Inklusionen beherbergen
Krankheitserreger, welche zunachst falschlicherweise als Viren und erst spater als
Chlamydia trachomatis beschrieben wurden (Ripa, 1982). Seit der Entdeckung der
Chlamydien wurden einige neue Familien beschrieben (Abbildung 1) (Corsaro and
Greub, 2006; Horn, 2008). So wurden neben den schon lange als humanpathogen
,,bekannten“ Chlamydiaceae auch die sogenannten Chlamydia-related bacteria
(Chlamydia-ahnliche  Bakterien) Familien  Waddliacea, Parachlamydiaceae,
Criblamydiaceae, Rhabdochlamydiaceae, Simkaniaceae, Clavochlamydiaceae und
Piscichlamydiaceae detektiert und als emerging pathogens eingestuft (Horn, 2008).
Diese Chlamydien kénnen sich nicht nur in Humanzellen, sondern auch in Eukaryoten
wie z.B. in Amoben, Insektenzellen oder Fischzellen replizieren (Horn, 2008) und
stellen daher ein nahezu unerschopfliches potentielles Reservoir an zoonotischen
Erregern dar. Hinzu kommt, dass die Datenlage bei den Chlamydia-ahnliche

Organismen noch schwach ist und immer wieder neue Spezies gefunden werden.
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Abbildung 1: Phylogenetischer Baum der 16S rRNA des Phylums Chlamydiae.

2.2 Der chlamydiale Lebenszyklus

Im Folgenden wird der einzigartige biphasische Lebenszyklus der Chlamydien
beispielhaft an Chlamydia trachomatis beschrieben (Abbildung 2) (Elwell et al., 2016),
welcher sich durch einen Wechsel zwischen Elementar (EB)- und Retikularkérperchen
(RB) auszeichnet.

Die EBs halten sich zu Beginn des Lebenszyklus im extrazellularen Raum auf und sind
nahezu Stoffwechsel-inaktiv. Sie konnen Wirtszellen infizieren und differenzieren sich
anschliel3end innerhalb der chlamydialen Inklusion zu RBs. Diese sind metabolisch
aktiv und proliferieren. In diesem Stadium sind Chlamydien nicht infektids. Eine
besondere, persistierende reversible chlamydiale Zellform bildet sich unter Stress (z.B.
unter der Einwirkung von Zellwand-Antibiotika) aus, die sogenannten aberranten
Korperchen (AB) (Wyrick, 2010). Nach der Vermehrungsphase redifferenziert ein Teil
der RBs wieder zu EBs und kommt ca. 48 Stunden nach der Infektion durch Exozytose
oder Zelllyse wieder in den extrazellularen Raum. Hier kdnnen die EBs wiederum
weitere Wirtszellen infizieren. Der spezifische Lebenszyklus der Chlamydien stellt die
Entwicklung neuer antichlamydialer Wirkstoffe vor besondere Herausforderungen.
Aufgrund der obligat intrazellularen Lebensweise ist das Arbeiten in Zellkultur



notwendig und macht die Erforschung neuer Antibiotika mit Wirksamkeit gegentber
Chlamydien im Vergleich zu freilebenden Bakterien teuer und aufwendig.
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Abbildung 2: Biphasischer chlamydialer Lebenszyklus an dem Beispiel von Chlamydia trachomatis. Die
Elementarkérperchen (EBs) sind infektiés und nahezu metabolisch inert. Im Gegensatz dazu sind die
Retikularkorperchen (RBs) nicht infektiose aber metabolisch aktive und vermehrungsfahige chlamydiale
Zellen. Bei den aberranten Korperchen (ABs) handelt es sich um eine reversible persistierende Form,
die bei Stress wie bspw. unter Zellwand-Antibiotikabehandlung ausgepragt wird. Nach Anheftung und
Invasion der EBs an die eukaryotische Wirtszelle (~1-2 Stunden nach Infektion), differenzieren sie sich
in den Inklusionen innerhalb der ersten 12 Stunden zu RBs. Die entstandenen RBs vermehren sich,
anschlieRend erfolgt die 2. Differenzierung der RBs zu EBs. Im letzten Schritt (ca. 48 Stunden nach
Infektion) werden EBs und RBs durch Lyse oder Exozytose freigesetzt. Die freigesetzten EBs sind

infektios und kdnnen nun wieder Zellen infizieren und so den Zyklus erneut starten (Elwell et al., 2016).

2.3 Peptidoglykan-Biosynthese in Chlamydien — ungewdhnliche

Funktionen und Effekte der Inhibierung

Im Gegensatz zu Escherichia coli brauchen Chlamydien als intrazellulare Bakterien
nicht permanent eine Zellwand, da sie keine osmotische Stabilisierung innerhalb von
den Wirtszellen bendtigen (Klockner et al., 2018; Otten et al., 2018). In Escherichia coli
sorgt die Peptidoglykan (PG)- Schicht zwischen der auf’eren und der inneren
Membran fur die Stabilisierung gegenuber dem osmotischen Druck
(Klockner et al., 2018; Otten et al., 2018). PG besteht aus den beiden alternierenden



Aminozuckern N-Acetylglucosamin (GIcNAc) und N-Acetylmuraminsaure (MurNAc)
und ist Uber Pentapeptid-Seitenketten, welche an die MurNAc-Einheiten gebunden
sind, vernetzt (Schleifer and Kandler, 1972; Holtje, 1998).

Lange Zeit konnte nicht erklart werden, warum die genomisch stark reduzierten
Chlamydiaceae die genetische Ausstattung fur die Zellwandbiosynthese besitzen und
dennoch keine Zellwand detektiert werden konnte (Klockner et al., 2018; Otten et al.,
2018). Dieses Paradoxon wurde damals als Chlamydienanomalie bezeichnet.
AuRerdem konnte fur Antibiotika wie die R-Laktame, welche als Zielstruktur die
Zellwandbiosynthese haben, ein deutlicher Effekt gegenliber Chlamydien detektiert
werden, der durch die Ausbildung persistierenden ABs charakterisiert ist (Klockner et
al., 2018; Otten et al., 2018). Die ABs konnen nach dem Ende der Antibiotika-Gabe
wieder in den normalen Lebenszyklus zurlickkehren (Abbildung 2). Die PG-
Biosynthese ist wichtig wahrend der chlamydialen Zellteilung, jedoch noch nicht
vollstandig aufgeklart (Klockner et al., 2018; Otten et al., 2018; Liechti, 2021). Bei den
pathogenen Chlamydien findet man PG ausschlielllich innerhalb des sich
replizierenden Zelltyps an der Teilungsebene (Abbildung 3) (Liechti, 2021). Aktuelle
Studien haben ergeben, dass der ungewohnliche Chlamydien-Teilungsprozess mit
einer Knospung beginnt (Abdelrahman et al., 2016; Cox, Abdelrahman and Ouellette,
2020; Liechti, 2021). Weiterhin ist eine evolutionare Reduktion der PG-Strukturen
sichtbar innerhalb der Chlamydien: Bei der Gattung Chlamydia, dem evolutionaren
jungsten Vertreter der Chlamydiales, ist nur ein Peptidoglykan-Ring wahrend der
Teilung detektierbar, wohingegen bei den evolutionar alteren Protochlamydia auch ein
PG-Sakkulus zwischen der inneren und auReren Membran zu finden ist (Abbildung 3)
(Klockner et al., 2018; Liechti, 2021). Dadurch, dass in der Gattung Chlamydia PG nur
in der Menge und in dem Zeitraum synthetisiert wird, der gerade notwendig ist, um die
Zellteilung zu ermdglichen, wird Energie gespart. Zusatzlich wird durch die Reduktion
der produzierten PG-Menge die Immunantwort des Wirtes auf immunogene PG-
Komponenten reduziert (Klockner et al., 2018).
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Abbildung 3: PG-Lokalisation der Gattungen Protochlamydia, Waddlia, Chlamydia. Die gestrichelten/
gepunkteten Linien zeigen, wo die Lokalisation von PG vermutet wird, wohingegen die geschlossene

blaue Linie nachgewiesenes PG-Vorkommen anzeigt (Kl6ckner et al., 2018).

Noch nicht alle Schritte der chlamydialen PG-Biosynthese konnten bislang aufgeklart
werden (Abbildung 4). Ein tieferes Verstandnis der chlamydialen PG-Biosynthese ist
jedoch von besonderem Interesse, um neue Zielstrukturen fur die Entwicklung
antibiotischer Substanzen zu finden und mechanistisch aufzuklaren, wie
Zellwandantibiotika in Chlamydien Persistenz induzieren, anstatt - wie typischerweise
in freilebenden Bakterien - eine bakterizide Wirkung auszupragen. Der erste Schritt in
der chlamydialen PG-Synthese ist das Zusammensetzen des Vorlaufermolekuls
Uridindiphosphat (UDP)-MurNAc-Pentapeptid im Zytoplasma (Klockner, 2016). Dabei
wird der Zucker GIcNAc durch Zugabe von Enolpyruvat und der anschlielRenden
Reduktion durch MurA und MurB in MurNAc umgewandelt (Heijenoort, 2001). Als
nachstes wird die Pentapeptid-Seitenkette synthetisiert. Katalysiert wird der erste
Schritt durch das Enzym MurC, das in Chlamydia fusioniert mit der Ligase DdI vorliegt
(McCoy and Maurelli, 2005). Dem Enzym MurC fehlt die Selektivitat fur Alanin (Hesse
et al., 2003). Dadurch kommt es vor, dass Glycin statt Alanin als erste Aminosaure der
Pentapeptid-Seitenkette eingesetzt wird (Packiam et al., 2015). An der zweiten
Position des Pentapeptids liegt bei Chlamydien D-Glutaminsaure vor und wird durch
MurD angeheftet (McCoy and Maurelli, 2006; Packiam et al., 2015). Die

Racemisierung von L-L-Diaminopimelinsaure (DAP) in meso-Diaminopimelinsaure
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(mDAP) wird in C. trachomatis durch das bifunktionale Enzym DapF katalysiert.
(Liechti et al., 2018). Das Enzym MurE heftet die dritte Aminosaure meso-
Diaminopimelinsaure (mDAP) an die Peptidseitenkette, ahnlich wie in E. coli (McCoy
et al., 2006). Im Gegensatz zu E. coli wird mDAP Uber den Aminotransferase-Weg
bereitgestellt, dieser Weg ist aulRerhalb der Chlamydien ausschlieRlich in Pflanzen
vorhanden (Pavelka, 2007). Im nachsten Schritt wandelt das Enzym GlyA L-Alanin in
D-Alanin um, eine Serinhydroxymethyltransferase, die in E. coli Serin zu Glycin
umwandelt (Plamann and Stauffer, 1983; De Benedetti et al., 2014). Durch die Ligase
Ddl des Fusionsproteins MurC/Ddl werden zwei D-Alanin-Aminosauren zu einem
D-Alanyl-D-Alanin-Dipeptid  verknupft (McCoy and Maurelli, 2005). MurF
vervollstandigt die Seitenkette des UDP-MurNAc-Pentapeptids durch die Ligation des
Dipeptids D-Ala-Ala an mDAP (Patin et al., 2012). Die nachfolgenden Schritte werden
durch Membranproteine katalysiert. Zunachst katalysiert das chlamydiale Enzym MraY
die Ubertragung des UDP-MurNAc-Pentapeptids auf den Membrantrager Bactoprenol-
Phosphat (Css-P) und erzeugt dadurch den ersten membrangebundenen PG-Vorlaufer
Lipid | (Henrichfreise et al., 2009). Wie in E. coli bindet MurG im nachsten Schritt den
zweiten Zucker GIcNAc an Lipid | und synthetisiert Lipid Il (Henrichfreise et al., 2009).
Der Transfer von Lipid Il in das Periplasma konnte durch die drei integralen
Membranproteine Proteine FtsW, MurJ oder RodA katalysiert werden, da es sich bei
diesen um mutmalliche Flippasen handelt, welche alle in Chlamydien konserviert sind
(Young, 2014; Klockner et al., 2018). Die SEDS Proteine (shape, elongation, division
and sporulation) RodA und FtsW besitzen in anderen Organismen
Transglykosylierungsaktivitat und konnten diese Aufgabe auch in Chlamydien
ubernehmen (Henrichfreise, Brunke and Viollier, 2016). Chlamydien besitzen drei
Penicillin-bindende Proteine (PBP) (Klockner et al., 2018). Die beiden high-molecular-
weight Enzyme PBP2 und PBP3 (Ftsl) sind Homologe monofunktioneller
Transpeptidasen, die in E. coli an der Quervernetzung von PG-Strangen beteiligt sind
(Barbour et al., 1982; McCoy et al., 2006; Ouellette et al., 2012; Packiam et al., 2015).
PBP6 aus C. pneumoniae ist ein low-molecular-weight PBP, das als Penicillin-
sensitive DD-Carboxypeptidase das terminale D-Alanin von der
Pentapeptidseitenkette des Lipid Il Vorlaufers entfernt (Otten et al., 2015).

Alle an der PG-Synthese beteiligten Enzyme mussen raumlich und zeitlich exakt mit
und wahrend der Zellteilung koordiniert werden, da der PG-Ring in Chlamydia

vorwiegend zur Unterstltzung dieses zellularen Prozesses synthetisiert wird. Das fur



die Rekrutierung der Zellteilungsproteine in E. coli wichtige Tubulin-Homolog FtsZ fehlt
in Chlamydia, wird jedoch funktionell durch das Aktin-Homolog MreB und den
zugehdrigen Regulator RodZ ersetzt (Gaballah et al., 2011; Ouellette et al., 2012;
Liechti et al., 2016). Zu den bislang beschriebenen Interaktionspartnern von MreB und
RodZ gehoren die oben genannten Enzyme MurF, evtl. auch MraY und MurG in
C. pneumoniae, sowie RodA und das Zellteilungsprotein FtsK (Klockner et al., 2018).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass FtsK mit dem chlamydialen PBP2 interagiert,
welches wiederum mit PBP3 interagiert (Ouellette et al., 2012). In den Genomen von
Chlamydiaceae fehlen mehrere ansonsten fur die Teilung essentielle Gene. Jedoch
besitzen Chlamydiaceae einen rudimentaren Satz von Zellteilungsproteinen,
bestehend aus FtsK, FtsQ, FtsL, FtsW und Ftsl (PBP3) (Jacquier, Viollier and Greub,
2015; Ouellette et al., 2015). Koordiniert mit der Konstriktion und Trennung der
Tochterzelle erfolgt die Verringerung des PG-Ringdurchmessers durch PG-
Abbauprozesse (Liechti et al., 2016). Kurzlich wurde ein SpollD Homolog als lytische
Transglykosylase in Chlamydien charakterisiert (Jacquier et al., 2019). Bis heute
konnte keine Endopeptidase gefunden werden, jedoch gibt es erste Hinweise zu einer
Endopeptidasefunktion des LysM-Proteins NIpD aus Waddlia (Frandi et al., 2014).
Chlamydien besitzen im Gegensatz zu E. coli nur eine Zellteilungsamidase (AmiA)
(Klockner et al., 2014). In C. pneumoniae kann AmiA nicht nur PG sondern auch Lipid
Il als Substrat verwenden und fungiert als bifunktionelle Amidase und Penicillin-
sensitive DD-Carboxypeptidase (Klockner et al., 2014).
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Abbildung 4: Modell zur chlamydialen PG-Biosynthese/ Zellteilungsmaschinerie. Die Biosynthese von
Lipid Il findet im Zytoplasma statt und der PG-Vorlaufer wird durch eine in der Zytoplasmamembran
lokalisierte Flippase in den periplasmatischen Raum Uberfiihrt. MurJ, FtsW und/ oder RodA kdnnten an
diesem Transport beteiligt sein. Alle Pyrophosphorylasen, die fir das Recycling des Bactoprenol-
Tragers in E. coli verantwortlich sind, fehlen in Chlamydia und Simkania. Das Lipid Il wird im Periplasma

durch Penicillin-Bindeproteine (PBP) katalysierte Transpeptidierung quervernetzt. Die Ausstattung an

Enzymen, die an den geschilderten Prozessen beteiligt sind, variiert je nach chlamydialer Gattung
Ch (Chlamydia), Pa (Parachlamydia), Pr (Protochlamydia), Si (Simkania), Wa (Waddlia). Angriffsorte
von Antibiotika und Inhibitoren sind gekennzeichnet durch BAC (Bacitracin), CA (Clavulansaure),
CYC (D-Cycloserine), FOS (Fosfomycin) und PEN (Penicillin). OM: AuBere Membran; IM: Innere

Membran (Klockner et al., 2018).



2.4 LysM - ein Motiv, das die bakterielle Zellwand detektiert

Es gibt einige biologische Prozesse in denen die Detektion und Bindung von
Kohlenhydraten wichtig sind, wie beispielsweise die angeborene Immun-Antwort
gegenuber Bakterien oder die bakterielle Zellteilung (Buist et al., 2008; Visweswaran
et al., 2014).

LysM (Lysin Motiv)-Proteine sind in den Reichen der Eukaryoten sowie der Bakterien
zu finden (Buist et al., 2008; Wong et al., 2015) und binden mittels LysM-Domanen
Polysaccharide, die N-Acetylglukosamin (GIcNAc) enthalten. GIcNAc kommt in
Peptidoglykan und Chitin vor. Diese polymeren Moleklile werden durch PG-
Hydrolasen und Chitinasen abgebaut (Buist et al., 2008; Wong et al., 2015). Bakterien,
wie beispielsweise E. coli, recyceln Peptidoglykan (Park and Uehara, 2008). Die
Abbauprodukte, die bei der Prozessierung von Peptidoglykan entstehen, sind
multifunktional. Sie dienen beispielsweise dem Bakterium als Signalmolekule zur
Regulierung der Zellwandbiosynthese und dem Wirt zur Immundetektion oder wirken
als Toxin (Cloud and Dillard, 2002; Uehara et al., 2010; Boudreau, Fisher and
Mobashery, 2012; Wolf and Underhill, 2018).

Bei den intrazellularen Chlamydien ist ein sorgfaltiges Recycling von PG-Material
besonders wichtig, um nicht von den NOD-ahnlichen zytosolischen Rezeptoren der
Wirtszelle erkannt zu werden und so eine Immunantwort auszulosen (Kavathas et al.,
2013; Otten et al., 2018). Somit kann der Prozess des PG-Recyclings zur Pathogenitat
der Chlamydien beitragen.

Bei Insekten, Saugetieren und Pflanzen dienen LysM-Proteine der Detektion von
Erregern (Buist et al., 2008). In der Arbeitsgruppe Henrichfreise konnten bereits in
silico drei verschiedene Gruppen von LysM-Proteinen in Chlamydiales gefunden und
erste Versuche zu deren Charakterisierung durchgefuhrt werden (Klockner, 2016;
Brunke, 2018). Des Weiteren wurde fur ein LysM-Protein aus Waddlia eine
Endopeptidasefunktion postuliert (Frandi et al., 2014). Die exakten Funktionen von
chlamydialen LysM-Proteinen sind jedoch noch weitestgehend unerforscht.
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2.5 Antibiotika — Verschwenderischer Einsatz und die dringliche

Suche nach neuen Substanzen

Die Detektion und Entwicklung neuer antibiotischer Substanzen sind so wichtig wie
noch nie. Durch den hohen und haufig falschen oder nicht zielgerichteten Einsatz von
Antibiotika in der Human- und der Tiermedizin, sowie im landwirtschaftlichen Bereich
stehen wir vor enormen Problemen durch die bedrohliche Ausbreitung von
Antibiotikaresistenzen (Levy and Marshall, 2004). Auch im Abwasser, besonders von
Krankenhausern, konnen auf Grund der Einleitung von Antibiotika-haltigen
Stoffwechselendprodukten hohe Mengen an Resistenzgenen detektiert werden
(Karkman et al., 2018). Seit der Entdeckung und dem erstmaligen Einsatz von
Antibiotika (Fleming, 1929; Lobanovska and Pilla, 2017) entwickeln sich Antibiotika-
Resistenzen rasant (Davies and Davies, 1996). Das Problem wird noch zusatzlich
durch die Vernachlassigung der Antibiotikaforschung in Pharmaunternehmen verstarkt
(Levy and Marshall, 2004; Fabbretti, Gualerzi and Brandi, 2011). Fur viele
multiresistente Erreger gibt es nur noch wenige Antibiotika, wie beispielsweise
Daptomycin oder Linezolid, die als letzte Behandlungsoption eingesetzt werden
konnen, doch auch gegenuber diesen Reserve-Antibiotika wurden bereits Resistenzen
gefunden (Bender et al., 2018; Heidary et al., 2018; Grein et al., 2020). Neben
spezifischen Resistenzmechanismen schutzt auch die Ausbildung von Biofilmen
bakterielle Krankheitserreger gegenuber Antibiotika, sowie zusatzlich gegenlber der
Abwehr durch das Immunsystem des Wirts (Roy et al., 2018; Bisht and Ann Wakeman,
2019; Vestby et al., 2020). Biofilm-assoziierte Erkrankungen sind im Gehor-,
Herzkreislauf-, Verdauungs-, Haut-, Fortpflanzung-, Atmung- und Harnsystem
beschrieben und kdonnen insbesondere bei einer Einbringung von Fremdkorpern wie
zum Beispiel von Kathetern und kunstlichen Gelenken auftreten (Roy et al., 2018;
Vestby et al., 2020). Nur selten gelingt es, neuartige Antibiotika zu entwickeln, wie
beispielsweise Teixobactin, welches in ersten Experimenten ein grof3es Potential
beweist (Ling et al., 2015; Sherpa, Reese and Aliabadi, 2015) und sich in der
praklinischen Enwicklungsphase befindet (NovoBiotic Pharmaceuticals, 2025). Das
Finden neuer antibiotischer Substanzen stellt sich unter anderem deshalb als
komplexe Aufgabe heraus, da sich viele Bakterien, welche als Produzenten neuartiger
Antibiotika dienen konnten, nicht im Labor kultivieren lassen (Nichols et al., 2010;

Sherpa, Reese and Aliabadi, 2015). Ein Losungsansatz, um solche Bakterien
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kultivieren zu konnen, ist der iChip (isolation Chip). Dieser wird mit verdinnter
Erdsuspension inokuliert, sodass statistisch eine Zelle pro Kavitat vorliegt (Nichols et
al., 2010; Sherpa, Reese and Aliabadi, 2015; Berdy et al., 2017). Anschliel3end wird
der Chip mit den isolierten und in kleinen Kammern vereinzelten Bakterien durch eine
Membran verschlossen und zurlck in das ursprungliche Habitat gelegt, wobei durch
die Membran nur die benotigten Nahrstoffe zu den eingeschlossen Bakterien gelangen
(Nichols et al., 2010; Sherpa, Reese and Aliabadi, 2015; Berdy et al., 2017). Durch
diese Technik konnten bereits Teixobactin und Clovibactin entdeckt werden, sowie
Hypeptin wiederentdeckt (Ling et al., 2015; Sherpa, Reese and Aliabadi, 2015;
Crusemann et al., 2021; Shukla et al., 2023). Neuartige antibiotische Substanzen
mussen diverse Tests erfolgreich bestehen, um als Therapeutikum zugelassen zu
werden. Zu den ersten Untersuchungen zahlen die Bestimmung der toxischen Wirkung
gegenuber eukaryotischen Zellen sowie der Lyse von Erythrozyten, da eine
ausgepragte Zytotoxizitat und/ oder Hamolyse fur den spateren humanen oder

veterinaren Einsatz fatal ware.

2.6 Zoonosen und emerging pathogens — gesucht: ein holistischer

Ansatz, um die Welt zu verstehen

One Health ist ein junger Bereich der interdisziplinaren Forschung und die Definition
ist noch nicht endgultig determiniert (Mackenzie and Jeggo, 2019; van Herten,
Bovenkerk and Verweij, 2019), sodass jede Forschung in Richtung One Health einen
Beitrag zur Konkretisierung darstellt. Der Vorlauferterminus One Medicine wurde
bereits seit 1984 verwendet und ging nach dem SARS Ausbruch 2003 und der H5N1
Pandemie langsam zu der Begrifflichkeit One Health Uber (Zinsstag et al., 2012;
Mackenzie and Jeggo, 2019). Die Quintessenz von One Health beschreibt das
komplexe Zusammenspiel von Menschen und Tieren als biotische Faktoren mit der
Umwelt als abiotischem Faktor in all ihren Facetten.

Uber 60 % der Erreger, die Krankheiten beim Menschen verursachen, haben einen
tierischen Ursprung (Manila: WHO Regional Office for the Western Pacific, 2010;
Rahman et al., 2020). Es gibt verschiedene Ubertragungswege von Pathogenen auf
den Menschen, welche in 5 Klassen aufgeteilt werden (Abbildung 5) (Wolfe, Dunavan
and Diamond, 2007).
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Abbildung 5: In dieser Abbildung sind die 5 Klassen der Ubertragungswege auf den Menschen am

Beispiel von klassischen Infektionskrankheiten dargestellt (Wolfe, Dunavan and Diamond, 2007).

Ubertragungen der ersten Stufe finden nur unter Tieren statt. Bei der zweiten und
dritten Stufe wird der Erreger von dem Hauptwirt auf weitere Tiere und dann auch auf
den Menschen Ubertragen, wobei es bei der dritten Stufe gelegentlich zu Mensch-
Mensch-Ubertragungen kommen kann. In der vierten Stufe kommt es, nach der
Ubertragung vom Hauptwirt auf Tiere, zu hé&ufigeren Mensch-zu-Mensch-
Ubertragungen. In der letzten Stufe kommt es ausschlieBlich zu direkten Mensch-zu-
Mensch-Ubertragungen und der Erreger manifestiert sich in der Gesellschaft.

Am Beispiel von Fledertieren bedeutet dies, dass diese sowohl Erreger auf viele Tiere,
als auch auf den Menschen ubertragen konnen und als Trager von hochpathogenen
Erregern wie beispielsweise Filoviren, die das Ebolafieber- oder Marburgfieber
auslosen, oder auch Coronaviren gelten (Drexler et al., 2012; O’Shea et al., 2014;

Allocati et al., 2016). Der Ubertragungsweg dieser Erreger vom Fledertier auf den
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Menschen wird den Stufen 3 und 4 =zugeordnet. Trotz den zunehmenden
Erkenntnissen ist Uber das Zusammenspiel von den Erregern und dem Fledertier-
Immunsystems weiterhin nur wenig bekannt (O’Shea et al.,, 2014; Banerjee et al.,
2020). Eine Hypothese besagt, dass die Kernkorpertemperatur der Fledertiere beim
Fliegen regelmafig auf 38°C - 41°C ansteigt — einem Temperaturbereich, welcher
Fieber bei Saugetieren entspricht. Dies erhoht die Antwort des angeborenen und
adaptiven Immunsystems bei einer gleichzeitigen Aktivierung des Metabolismus und
verhindert so ein Ausbrechen der Krankheit in den Tieren (O’'Shea et al., 2014).
Weiterhin stehen Fledertiere in enger evolutionarer und 6kologischer Nahe zu Vogeln,
wodurch das Evolvieren und Verbreiten von Erregern erleichtert wird (Drexler et al.,
2012; Nabi et al., 2021).

Generell werden Krankheitserreger haufig iber Arthropoden Ubertragen, daher auch
der Fachausdruck der Arboviren, unter dem Viren zusammengefasst werden, die sich
in Wirbeltieren vermehren und sich durch blutsaugende Arthropoden (Moskitos,
Sandfliegen, Zecken) verbreiten (Simpson, 1972; Modrow et al., 2010). Auch Zecken
gehoren, nach Moskitos, zu den haufigsten Vektoren der Arboviren (De La Fuente et
al., 2008). Zecken zeichnen sich durch ihre Resistenz gegenuber Umwelteinflissen
und ein relativ hohes Korpervolumen aus. Durch Zecken verursachte Infektionen
werden haufig spat erkannt; zum einen wird der Einstich selbst zu spat bemerkt und
zum anderen vergeht zwischen dem Einstich und dem Auftreten einer klaren
Symptomatik einige Zeit (Brouqui et al., 2004; Tsai et al., 2008).

In den letzten Jahren haben einzelne Studien ergeben, dass Bakterien aus der
Ordnung Chlamydiales in Zecken nachweisbar sind (Croxatto et al., 2014; Hokynar et
al., 2016; Rochat et al., 2020). Dies gibt bei noch schwacher Datenlage erste Hinweise
darauf, dass Zecken somit auch als Ubertrager von Chlamydien bei Human- sowie bei
Veterinarinfektionen dienen konnten (Croxatto et al., 2014; Hokynar et al., 2016;
Radomski et al., 2016; Rochat et al., 2020).

Innerhalb der Chlamydiales zahlen die bereits lang bekannten wichtigsten human-
pathogenen Spezies Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae und Chlamydia
psittaci zur Gattung Chlamydia. Fur diese gibt es bis heute noch keinen effektiven
Impfstoff (Elwell et al., 2016). Chlamydia trachomatis Serotypen A, B, Ba, und C
infizieren die Epithelzelloberflache des Auges, wodurch es zu einer
Keratokonjunktivitis kommt und das namensgebende Trachom ausbildet wird, welches
bei fehlender Behandlung zur Erblindung fuhrt (Kohler et al., 2001; Wright, Turner and
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Taylor, 2007; Kayser et al., 2010). Chlamydia trachomatis Serovar D, welches auch in
dieser Arbeit verwendet wurde, gehort zu den wichtigsten Erregern von sexuell
Ubertragbaren Krankheiten (STDs) (Kohler et al., 2001; Kayser et al., 2010; Elwell et
al., 2016). Die Infektion des Genitaltraktes ist meist asymptomatisch und kann zu
Unfruchtbarkeit, inflammatorischen Krankheiten sowie Eilleiterschwangerschaften und
Geburtskomplikationen fuhren (Elwell et al., 2016; Ammerdorffer et al., 2017). Die
Serotypen L1, L2 und L3 verursachen das Lymphogranuloma venereum, eine sexuell
ubertragbare Infektion, die je nach Kontaktstelle zur Ausbildung von genitalen, rektalen
oder oralen Geschwuren und stark angeschwollenen Lymphknoten bis hin zu
Lymphédemen fuhrt (Kohler et al., 2001; Kayser et al., 2010; Robert Koch-Institut,
2010). Chlamydia pneumoniae wird Uber Tropfchen Ubertragen und fuhrt meist zu
leicht verlaufenden Infektionen der Respirationsorgane (Kohler et al., 2001; Kayser et
al., 2010). Die naturlichen Wirte des Zoonose-Erregers Chlamydia psittaci sind Vogel
und die Inhalation des erregerhaltigen Vogelkots fuhrt zu Fieber, Kopfschmerzen bis
hin zur atypischen Pneumonie (Kohler et al., 2001; Kayser et al., 2010).

Neben den ,klassischen” Chlamydien der Gattung Chlamydia zahlen auch die
Chlamydia-ahnliche Bakterien zur Ordnung Chlamydiales. 'Emerging pathogens’
unter den Chlamydia-ahnlichen Bakterien, welche fur diese Arbeit eine wichtige Rolle
spielen, werden im Folgenden naher charakterisiert. Diese kommen meist in Amoben
vor und es besteht die Mdglichkeit der Ubertragung auf den Menschen, wie
beispielsweise durch kontaminierte Pfutzen, Klimaanlagen und Luftbefeuchter
(Corsaro and Greub, 2006; Greub, 2009).

Waddlia chondrophila und Parachlamydia acanthamoebae fuhren bei Wiederkauern
und beim Menschen zu Fehlgeburten und beim Menschen zusatzlich zu
respiratorischen Erkrankungen (Corsaro and Greub, 2006; Borel et al., 2007,
Greub, 2009; De Barsy and Greub, 2013; Baud et al., 2014).

Bei Gorillas und Schimpansen (Gorilla gorilla gorilla, Pan troglodytes troglodytes), die
aufgrund der evolutiven Nahe ein dem Menschen ahnliches Immunsystem besitzen,
konnten Chlamydia-ahnliche Erreger der Gattung Waddlia und Rhabdochlamydia
detektiert werden (Klockner et al., 2016).

In westafrikanischen Malaria-Endemiegebieten dominieren Plasmodien als
Verursacher von Fieber-assoziierten Infektionskrankheiten bei Kindern, wahrend bei
41 % der Falle andere Erreger verantwortlich sind oder zu Co-Infektionen beitragen
(Buhl et al., 2018; Hogan et al., 2018). Unter diesen Erregern konnten, neben
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klassischen Chlamydiaceae wie C. pneumoniae, auch Chlamydia-ahnliche Bakterien
der Gattungen Protochlamydia und Parachlamydia identifiziert werden
(Buhl et al., 2018; Hogan et al., 2018).

Unser Wissen zu Chlamydia-ahnlichen Bakterien in Bezug auf Vorkommen,
Verbreitung und Pathogenitat steht noch am Anfang, jedoch zeigen die oben
genannten Beispiele die Relevanz dieses Forschungsgebiets.

2.7 Zoonotische Erkrankungen — viel mehr als nur Ebolafieber

Neben den Chlamydien, fiir die erst kiirzlich Hinweise auf eine mégliche Ubertragung
durch Zecken gefunden wurden, gibt es eine Vielzahl weiterer Bakterien, bei denen
Zecken als Vektoren eine Rolle spielen. Dazu zahlen unter anderem die, den
Spirochaten zugeordneten, Borrelien (Kohler et al., 2001; Kayser et al., 2010; Dworkin
et al., 2013). Subpopulationen von Borrelien kdnnen sich nach der Aufnahme in
Phagosomen der intrazellularen Prozessierung entziehen und intrazellular in
Makrophagen uberleben (Woitzik and Linder, 2021). Borrelien sind Ausloser
verschiedener Infektionserkrankungen, wie zum Beispiel des Ruckfallfiebers, dessen
Erreger-Reservoir Nagetiere darstellen (Kohler et al., 2001; Kayser et al., 2010).
Bislang wurden 15 Borrelienarten identifiziert, wie z.B. Borrelia duttonii, die endemisch
in Afrika, Zentral-Asien, im Mittleren Osten, Zentral- und Sudamerika auftritt und das
Ruckfallfieber auslosen kann (Kohler et al., 2001; Kayser et al., 2010; Dworkin et al.,
2013; Madison-Antenucci et al., 2020). Fur Borrelia recurrentis, einem weiteren
Verursacher des Ruckfallfiebers, ist bekannt, dass dieser nicht nur in Zecken, sondern
auch in der Kleiderlaus vorkommen kann (Kohler et al., 2001; Kayser et al., 2010).
Namensgebend fur das Rduckfallfieber sind intervallartige Fieberschibe, welche
dadurch verursacht werden, dass die Borrelien immer wieder mit geanderter
Antigenstruktur in den Blutkreislauf eintreten (Kohler et al., 2001; Kayser et al., 2010).
Eine weitere durch Borrelien verursachte Krankheit ist die Lyme-Borreliose, welche in
den USA, Europa, Asien und Japan vorkommt (Madison-Antenucci et al., 2020). Als
Ausloser fur diese Krankheit sind zurzeit 4 Erreger bekannt, zu denen Borrelia
burgdorferi und Borrelia garinii zahlen. Die Lyme-Borreliose verlauft unbehandelt in
3 Stufen ab (Kohler et al., 2001; Kayser et al., 2010). Im Stadium 1 (frGh lokalisiert)
entsteht haufig bei der Eintrittsstelle ein roter, nach aul’en wandernder Ring
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(Erythema migrans) (Kohler et al., 2001; Kayser et al., 2010; Eldin et al., 2019;
Madison-Antenucci et al., 2020). Im zweiten Stadium (frh disseminiert) entsteht die
Meningoradikulitis (Nervenwurzelschmerzen in wechselnden Korperregionen) und im
dritten Stadium (spat disseminiert) wird eine Lyme-Arthritis ausgepragt (Kohler et al.,
2001; Kayser et al., 2010; Eldin et al., 2019; Madison-Antenucci et al., 2020).

Weitere Erreger, die in Zecken vorkommen, sind die Anaplasmen, Ehrlichien, Coxiella
und die intrazellularen Rickettsien (Ericsson et al., 2004; Kayser et al., 2010; Fang,
Blanton and Walker, 2017; Portillo et al., 2017; Sothmann et al., 2017). Rickettsien
sind z.B. verantwortlich fir das Rocky Mountain Fleckfieber, welches durch Rickettsia
rickettsii verursacht wird oder das Afrikanische Zeckenbiss-Fleckfieber, das durch
Rickettsia africae hervorgerufen wird (Brouqui et al., 2004; Ericsson et al., 2004; Tsai
et al., 2008; Kayser et al., 2010; Fang, Blanton and Walker, 2017) und nach 10-14
Tagen Inkubationszeit ausbricht (Kohler et al., 2001; Parola et al., 2013). Oft tritt an
der Eintrittsstelle ein nekrotisches Hautareal (Eschar) auf (Brouqui et al., 2004;
Ericsson et al., 2004; Parola et al., 2013; Fang, Blanton and Walker, 2017; Portillo et
al., 2017). Fleckfieber ist gekennzeichnet durch mehrere Fieberphasen uber 10-20
Tage, in denen Temperaturen von uber 40°C auftreten (Kohler et al., 2001; Parola et
al., 2013). Die namensgebenden Flecken sind makulose Exantheme (Rickettsiose),
die nach 7 Tagen entstehen und anschlieend vom Rumpf in die Extremitaten
wandern (Kohler et al., 2001; Parola et al., 2013). Das Exanthem geht spater in
petechiale Lasionen (stecknadelkopfgro®e Blutungen) uber (Kohler et al., 2001;
Eldin and Parola, 2018) und die Letalitat betragt 5% bis 50% (Kohler et al., 2001).
Neben der Vielzahl an bekannten Erregern, die in Zecken und Fledertieren
beschrieben sind, werden immer neue potentiell pathogene Erreger detektiert. Diese
Daten sind besonders wichtig, um einem moglichen Ausbrechen von Krankheiten
entgegenzuwirken und konnen als Fruhwarnsystem fungieren. Des Weiteren ist nicht
ganzlich aufgeklart, ob bei Krankheiten, wie dem Afrikanischen Zeckenbissfieber, das
Erregerspektrum vollstandig charakterisiert wurde, oder auch weitere bislang
unerkannte Erreger zum Infektionsgeschehen beitragen (Tsai et al, 2008;
Althaus et al., 2010; Mediannikov and Fenollar, 2014; Brook and Dobson, 2015).

Ein weiteres, klassisches Beispiel fur eine durch Vektoren Ubertragbare
Infektionskrankheit ist die Pest, deren Erreger, das gramnegative Bakterium
Yersinia pestis als Bioterrorismus-Erreger der Kategorie A eingestuft wird (Yang, 2018;
Glatter and Finkelman, 2020). Dieser Erreger lebt fakultativ intrazellular in
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Makrophagen und Neutrophilen (Ke, Chen and Yang, 2013). Die DNA des
Pesterregers konnte bereits an Skeletten der Bronzezeit (ca. 3800 Jahre alt) gefunden
werden und im Laufe der Menschheitsgeschichte starben mehr als 200 Millionen
Menschen an der Pest (Glatter and Finkelman, 2020). Endemisch ist die Pest
heutzutage noch insbesondere auf Madagaskar, in der Demokratischen Republik
Kongo und in Peru (Glatter and Finkelman, 2020). Der natirliche Lebenszyklus von
Y. pestis findet in Nagetieren statt, die sich untereinander durch FIohe anstecken
(Yang, 2018). Damit es zu einem humanen Pest-Ausbruch kommt, mussen infizierte
Flohe oder kontaminierte Aerosol-Tropfchen aus der Lunge weitere Menschen
infizieren (Yang, 2018). Die Inkubationszeit betragt im Normalfall 2 bis 3 Tage, dabei
treten Anfangssymptome wie hohes Fieber, Unwohlsein, Schuttelfrost und
Kopfschmerzen auf (Kohler et al., 2001; Yang, 2018). In 90 % der Pestfalle entwickelt
sich die Bubonenpest (Beulenpest) (Kohler et al., 2001; Kayser et al., 2010). Bei der
Bubonenpest bilden sich regional rote, trockene und sich heil anfihlende Hautpartien
aus und es treten begleitend starke Schmerzen an der Bissstelle des Flohes und
geschwollene Lymphknoten (Beulen) auf (Kayser et al., 2010; Yang, 2018).
Unbehandelt fuhrt dies bei 50% bis 90% der Falle zu einer Sepsis, Organversagen,
Meningitis und gangrandse Hautnekrosen, deren Ausbildung die Pest den
Trivialnamen Schwarzer Tod zu verdanken hat (Kohler et al, 2001;
Kayser et al., 2010).

Bei der Lungenpest entwickeln Patienten eitrigen, schaumigen und, im Endstadium,
blutigen Husten (Pechous et al., 2016; Glatter and Finkelman, 2020). Die Lungenpest
besitzt unbehandelt eine Letalitdt von 100% (Kayser et al, 2010). Die
Heilungschancen sind hoher, je fruher mit einer Antibiotikatherapie begonnen wird
(Yang, 2018). Normalerweise sprechen bei Erwachsenen Streptomycin und
Gentamicin als Therapie an, jedoch wurden auf Madagaskar bereits multi-resistente
Stamme gefunden (Kohler et al., 2001; Yang, 2018), welche resistent gegenuber
Streptomycin, Chloramphenicol, Ampicillin, Spectinomycin, Kanamycin, Tetracyclin,
Sulfonamid und Minocyclin sind (Yang, 2018). Fur ein Land wie Madagaskar wissen
wir noch viel zu wenig Uber das neben Y. pestis vorkommende Spektrum an
Krankheitserregern. Flur eine empirische Therapie ist es aber sehr wichtig, die vor Ort

vorkommenden Erregerspezies inklusive moglicher Resistenzen zu kennen.

18



3 Ziele dieser Arbeit

Das Ubergeordnete Ziel dieser Arbeit war es, im Sinne des One-Health-Ansatzes
Einblicke in die Epidemiologie, die antibiotische Therapie und die Biologie
intrazellularer bakterieller Krankheitserreger zu gewinnen. Der erste Teil dieser Arbeit
trug zum Verstandnis zoonotischer Erreger und neuartiger sogenannter Emerging
Pathogens bei und konzentrierte sich auf epidemiologische Untersuchungen, in deren
Rahmen unter anderem ghanaische Zecken analysiert wurden. Diese Parasiten
wurden von Fledermausen geerntet und sollten mittels real-time PCR und
Schmelzkurvenanalyse auf das Vorhandensein von intrazellularen bakteriellen
Erregern wie Rickettsien, Borrelien und Chlamydien, inklusive der als emerging
pathogens eingestuften sogenannten Chlamydia-ahnlichen Bakterien, hin untersucht
werden. Eine weitere Studie untersuchte mdgliche chlamydiale Infektionen im
Zusammenhang mit Geburten bei Mittern und Neugeborenen in Afrika. Mithilfe der
real-time PCR sollten Nabelschurblut- sowie Plazentaproben auf Chlamydien,
einschlieBlich Chlamydia-ahnlichen Bakterien, untersucht werden, fur die eine
beeintrachtigende Rolle im Kontext von Schwangerschaft und Geburt diskutiert wird.
Daruber hinaus sollte diese Arbeit dazu beitragen, auf Madagaskar die Infektionswege
der dort endemischen Pest nachzuvollziehen und zugleich ein Verstandnis des lokalen
zoonotischen Erregerspektrums, inklusive intrazellularer Bakterien, zu gewinnen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit lag der Schwerpunkt auf Untersuchungen von
(neuartigen)  antibiotischen  Substanzen hinsichtlich  potenziell negativer
Eigenschaften, wie einer lytischen Wirkung auf humane Erythrozyten oder
zytotoxischen Effekte auf eukaryotische Zellen in Zellkultur, um frihzeitig abschatzen
zu kénnen, ob diese einem therapeutischen Einsatz dieser Substanzen hinderlich sein
konnten. Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie und Zellkulturexperimenten sollte
weiterhin untersucht werden, inwieweit (neuartige) antibiotische Substanzen eine
Aktivitat, gegenuber persistierende Infektionen mit Chlamydia trachomatis, haben.
Zuletzt sollte durch diese Arbeit das Verstandnis zu der ungewdhnlichen Biologie
chlamydialer Erreger beigetragen werden. Hierzu sollten sog. LysM-Proteine als
neuartige Komponenten der PG-Ring-Biosynthesemaschinerie, welche in Chlamydien
als Penicillin-Target dient, mittels Pulldown- und
Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie-Versuchen, untersucht werden, um
Hinweise darauf zu finden, welche Substrate diese binden konnen.
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4 Material und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 Chemikalien

In Tabelle 1 sind die fur diese Arbeit verwendeten Chemikalien und Puffer aufgefuhrt.

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien.

Firma

Chemikalie

Fresenius Kabi (Bad Homburg,
Deutschland)

Ampuwa (reinst H>O)

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg,

Columbia Agarplatten mit 5 %

Deutschland) Schafsblut
GelRed Nucleic acid stain 10000X in
Biotium (Cologne, Deutschland) DMSO

Cayman Chemical (Ann Arbor, USA)

N,N',N"-Triacetylchitotriose

Eurogentec S.A. (Seraing, Belgien)

Primer fir die real-time PCR

Alfa Aesar/Fermentas/Thermo Scientific
GmbH
(Schwerte, Deutschland)

GeneRuler 1 kb DNA Ladder;
PageRuler Plus Ladder; PageBlue;
Pierce 4x LDS sample buffer; Tris-

Hepes-SDS-running buffer; T4-DNA-
Ligase; 10x Ligation Puffer; Bradford
Reagent (ready-to-use); PMSF;
Proteaseinhibitor Tablette; Maltoriose;
D-(+)-Raffinose pentahydrate;
Triton X-100;

GenScript (Piscataway, USA)

Tris-MOPS-SDS Running Buffer

Powder

IBA GmbH (Géttingen, Deutschland)

Strep-Tactin Sepharose
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Firma

Chemikalie

Gibco/Thermo Scientific GmbH
(Schwerte, Deutschland)

Dulbeo's Modified Egale Medium
(DMEM); Roswell Park Memorial
Institute Medium (RPMI); MEM non
Essential Amino Acids (100x); Hanks
Balanced Salt Solution (HBSS); MEM
Vitamins Solution (100x); Fungizone;
Gentamicin; Fetales Kalber Serum; L-
Glutamin; Trypsin; AlamarBlue Cell
Viability Assay

Merck (Schwalbach, Deutschland)

Magnesiumsulfat; Caseinpepton-
Sojamehlpepton-Bouillon (TSB)

New England Biolabs (Ipswich, USA)

Desoxynukleotide (ANTPs); Q5 DNA
Polymerase; Restriktionsenzyme; BL21;
DH5a

Operon (Ebersberg, Deutschland)

Oligonukleotide (Primer)

Pharmacia Biotech (Uppsala,
Schweden)

1,4-Dithiothreitol (DTT)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Agarose NEEO ultra quality; Glycerol;
Glycin; Glukose; Natriumchlorid;
Lactose; Hefeextrakt; Magnesiumchlorid
(MgCl2); N-N Dimethylformamide
(DMF); Ethanol Rotipuran 99,8 %;
Dinatriumhydrogenphosphat

(Na2HPO,); Kaliumdihydrogenphosphat
(KH2POs4); 96 % Ethanol; Albumine;

B-Mercaptoethanol; Eisessig;
Dikaliumhydrogenphosphat (K;HPO.);
CHAPS; Lysozym; B-Mercaptoethanol

Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Benzonase; Dimethylsulfoxid (DMSO);
Lysozym:; 4',6-Diamidino-2-
phenylindoledihydrochlorid (DAPI);
Proteinase K; Tris Base; DCAP; CCCP;
Peptidoglykan Bacillus subtilis;

1 %ige Kristallviolett L6sung

MP Biomedicals (Santa Ana, USA)

Tryptone

Borate Elution Buffer

Xantec (Dusseldorf, Deutschland)
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4.2 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Materialien sind in Tabelle 2 gelistet.

Tabelle 2: Verwendete Gerate und Verbrauchsmaterialien.

Firma

Gerat

AEG (Berlin, Deutschland)

Micromate

Beckman Coulter GmbH (Krefeld,
Deutschland)

Avanti JXN-26

Binder GmbH (Tuttlingen, Deutschland)

CO> Inkubator

Biometra GmbH (Géttingen,
Deutschland)

UV Tisch Tl 1

BioRad Laboratories (Munchen,
Deutschland)

T100 Thermal Cycler; CFX Connect
Real-Time PCR Detection System;
Molecular Imager GelDoc XR+; Image
Lab Software Version 2.0.1

Biozym Scientific GmbH (Hessisch
Oldendorf, Deutschland)

Dstroy-SR-15

Branson

Sonifier Cell Distruptor B15

Cytiva Europe GmbH; Freiburg,

Deutschland

Biacore T100 (T200 Sensitivity
Enhanced); X100 Kontroll- und

Evaluationssoftware

Corning (New York, USA)

25 ml, 10 ml, 5 ml serologische

Pipetten; Zellscharber

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

MiniSpin Microfuge; 2,5 ul Pipette;
1,5 ml/ 2 ml Reaktionsgefalle

GenScript (Piscataway, USA)

ExpressPlus PAGE Gels, 4-20%, 12 +

15 wells

Gesellschaft fiir Labortechnik
(GFL, Burgwedel, Deutschland)

Wasserbad 1083

Gilson (Middelton, USA)

Pipetten: 2 ul- 20 pl/ 20 pl- 200 pl/
200 pl- 1000 pl

Grant Instruments (Cambridge, UK)

Heizblock QBH2

Greiner bio-one (Frickenhausen,
Deutschland)

Zellkulturflasche 25, 75 cm?.
Petrischalen; schwarze 96 Well Platte
FLUOTRAC; 96 Well Platte U-Boden
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Firma

Gerat

G&P Kunststofftechnik GbR (Kassel,
Deutschland)

Horizontale Gelkammer

HAIN Lifescience (Nehren,
Deutschland)

GenoXtract; FluoroCycler 12, Fluoro-
Software IVD

Hirschmann Laborgerate (Eberstadt,
Deutschland)

Pipetus (elektronische Pipettierhilfe)

Heraeus Gestigkeit GmbH (Dusseldorf,
Deutschland)9

37 °C Inkubator

Heraeus Instruments GmbH (Hanau,
Deutschland)

Lamin Air HB2448 (Sterilwerkbank)

Ibidi (Planegg / Martinsried,
Deutschland)

p-Plate 96 well

Implen (Minchen, Deutschland)

Nanophotometer 7122v1.6.1

INTEGRA Biosciences GmbH
(Biebertal, Deutschland)

Mediaclave, Mehrkanalpipette VIAFLO
II; GripTips 1250 pl

LaboGene ApS (Allergd, Danemark)

Scanlaf, Mars Safety Classe 2

Promega (Madison, USA)

GloMax

Sarstedt AG und Co (Numbrecht,
Deutschland)

Pipettenspitzen; 2,5 pl Pipette; 1,5 ml/
2 ml Reaktionsgefalie; Halb-Mikro-
Kuvette, PS; Filtropur V50 500 ml 0.22
pum; TC 96 Well Platte

Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Replikationsplattierer; 3 mm

Borsilikatperlen

Nalgene/Thermo Scientific GmbH
(Schwerte, Deutschland)

Biofuge 28RS Zentrifuge; Heraeus
Megafuge 40R Zentrifuge; Sovall
MX120; 37 °C Inkubator; XCell
SureLock Mini-Cell Electrophoresis
System; Zentrifugenrdhrchen Oak
Ridge

Tecan (Mannerdorf, Schweiz)

Spark 10M
(Mikrotiterplatteauslesegerat);

SparkControl Software
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Firma

Gerat

Thermo Scientific GmbH
(Schwerte, Deutschland)

Nunc™ Edge 2.0™ 96-Well-
Mikrotiterplatte, Nunclon Delta-

behandelt, mit flachem Boden

Promega GmbH (Walldorf,
Deutschland)

GloMax Explorer

VWR/Pall (Darmstadt, Deutschland)

Power Source 300V; Acrodisc 25 mm

Syringe Filter 0,2 ym

Xantec (Dusseldorf, Deutschland)

Chip HC1500M

4.2.1 Kits

In Tabelle 3 sind die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Kits zusammengefasst.

Tabelle 3: Verwendete Kits.

Firma

Kit

BioRad Laboratories (Munchen,
Deutschland)

Pathfinder, Chlamydia Culture

Conformation System

Cytiva Europe GmbH; Freiburg,

Deutschland

Amine Coupling Kit

Fermentas/Thermo Scientific (Schwerte,
Deutschland)

GeneJET Gel Extraction kit; GeneJET
Plasmid Miniprep Kit

IBA GmbH (Géttingen, Deutschland)

Strep-Tag starter kit

HAIN Lifescience (Nehren,
Deutschland)

GenoXtract; FluoroLyse; GenoType
DNA Isolation Kit; FluoroType Borrelia;

Qiagen (Hilden, Deutschland)

DNeasy Blood and Tissue

Takara (Saint-Germain-en-Laye,

Frankreich)

In-Fusion HD Cloning Plus
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4.2.2 Antibiotika

Die in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika sind in der Tabelle 4 aufgefuhrt.

Tabelle 4: Verwendete Antibiotika.

Antibiotikum Firma Besonderheiten
ratiopharm GmbH }
Ampicillin (AMP) In H20 geldst
(Ulm, Deutschland)
IBA GmbH (Géttingen, In Dimethylformamid
Anhydrotetracyclin (AHT) .
Deutschland) gelost
Merck (Schwalbach, .
Azithromycin (AZM) In DMSO geldst

Deutschland)

, Sigma Aldrich (Steinheim, )
Chloramphenicol (CAM) In Ethanol geldst
Deutschland)

b lin (DO) Thermo Scientific GmbH in HoO aeldst
oxycyclin n elds
ey (Schwerte, Deutschland) 29

. Merck (Schwalbach, .
Oxacillin (OXA) In H2O geldst
Deutschland)

Roth (Karlsruhe, .
Penicillin G (PenG) In H2O geldst
Deutschland)

] o Merck (Schwalbach, 3
Rifampicin (RA) Deutschland) In H20 geldst
eutschlan

4.3 Bakterienstamme, eukaryotische Zelllinien und Plasmide
4.3.1 Bakterienstamme
4.3.1.1 Bakterienstamme
Far die Arbeit wurden die Escherichia coli (E. coli) Stamme DH5a sowie BL21 New
England Biolabs (Frankfurt am Main, Deutschland) verwendet. Zusatzlich wurde der
E. coli Stamm DC2 verwendet (Coli Genetics Stock Center, Yale), der sehr sensitiv

gegenuber Zellwand Antibiotika ist. Fur die Biofiim-Experimente wurde mit dem

Staphylococcus aureus Stamm ATCC 25923 gearbeitet.
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4.3.1.2 Intrazellulare Bakterien

4.3.1.2.1 Chlamydia trachomatis D/UW-3/CX (ATCC-VR-885)

Chlamydia  trachomatis =~ D/UW-3/CX  ist  verantwortlich  fiur  humane

Urogenitalinfektionen. Dieser Stamm wurde in der Hep2 Zelllinie kultiviert.

4.3.1.2.2 Chlamydia trachomatis L SWFP- (Persson et al., 1996)

Chlamydia trachomatis F SWFP- ist ein Plasmid defizienter Stamm, der in einer McCoy

Zelllinie kultiviert wurde.

4.3.2 Eukaryotische Zelllinien

4.3.2.1 Hep2, Subklon B (ATCC CCL-23)

Die adharente Zelllinie Hep2 ist ein Derivat von HeLa-Zellen. Der Name Hela setzt
sich aus dem Namen der Afroamerikanerin Frau Henrietta Lacks zusammen, die an
einem sehr aggressiven cervikalen Karzinom litt (Beskow, 2014). Als Besonderheit
tragt dieses Derivat ein stilles Humanes Papillomavirus. In dieser Zelllinie lassen sich
Chlamydien gut kultivieren. Durch die grof3e Oberflache sind diese Zellen besonders
gut fur die Mikroskopie geeignet.

4.3.2.2 McCoy (ATCC CRL-1696)
Die adharente McCoy Zelllinie stammt aus Mausfibroblasten. Diese Zelllinie wird fur

die Kultivierung von Chlamydien empfohlen, besonders fur den Chlamydia trachomatis
L SWFP- Stamm (Persson et al., 1996).
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4.4 Mikrobiologische Methoden

4.4.1 Sterilisation

Glaswaren wurden fur 5 Stunden 200°C heiler Luft ausgesetzt. Bakterielle
Kulturmedien, Puffer, Pipettenspitzen und Zentrifugationsrohrchen wurden
autoklaviert. Kontaminierte Gegenstande wurden bei 121°C fur 40 min und saubere
Gegenstande bei 121°C fur 20 min autoklaviert. Hitzesensitive Substanzen wie
Antibiotika und Zucker wurden sterilfiltriert (Porengrof3e 0,22 ym).

4.4.2 Kultivierung und Behandlung von eukaryotischen Hep2-Zellen

4.4.2.1 Vorbereitung von Zellkulturmedium

FUr die Kultivierung von eukaryotischen Hep2-Zellen wurde Dulbecco’s Modified Egale
Medium (DMEM) oder Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI) 1640 (RPMI)
mit Zusatzen (Tabelle 6) versetzt. Fur die AlamarBlue Assays sowie fur die
Mikroskopie wurde Medium ohne den Zusatz von Amphotericin B und Gentamycin
angefertigt. Alle verwendeten Materialen wurden von dem Hersteller Gibco/Thermo

Scientific GmbH (Schwerte, Deutschland) bezogen.

Tabelle 5: Zusatze im Zellkulturmedium.

Zusatz Volumen (ml) | Finale Konzentration
Fetales Kélberserum 50 10%
MEM-Vitaminl6sung 5 1x
Amphotericin B 5 1x
Nicht-essentielle Aminosauren 5 1x
Gentamycin 0,5 50 pg/ml
Bei RPMI: L-Glutamin 5 2mM
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4.4.2.2 Amphotericin B, MEM Vitamin Losung und L-Glutamin

Das Fungizid Amphotericin B, die MEM Vitamin LOsung sowie das L-Glutamin wurden
in 5 ml Ansatzen aliquotiert und bei -20°C gelagert.

4.4.2.3 Vorbereitung der Trypsin Losung

2,5 ml Trypsin wurden in 47,5 ml Hank’s Balanced Salt Losung (HBSS) (Gibco/Thermo
Scientific GmbH; Schwerte, Deutschland) verdinnt und bis zum Verbrauch bei 4°C

gelagert.

4.4.2.4 Kultivierung der Hep2-Zellen

Um einen geschlossenen Hep2-Zellenrasen zu gewahrleisten, mussten diese alle 3-4
Tage auf neue Zellkulturfalschen (75 cm?/ 25 cm?; Greiner bio-one, Frickenhausen,
Deutschland) aufgeteilt werden. Die Flaschen (75 cm?) mit einer kohéarenten
Monoschicht wurden fur die Infektion mit Chlamydien verwendet. Nach 4 Tagen wurde
aus einer bewachsenen Flasche das Medium enthommen und mit 10 ml HBSS
gewaschen, um eine Inaktivierung von Trypsin durch das Medium zu verhindern. Im
nachsten Schritt wurden 5 ml Trypsin (4.4.2.3) hinzugegeben und bei Raumtemperatur
inkubiert, bis sich die Zellen von der Flaschenoberflache gelost hatten. Um die
Reaktion zu stoppen, wurden 5 ml frisches Medium dazugegeben. Anschlie3end
wurden die Zellen bei 4°C, 150 x g fur 10 min abzentrifugiert, die geringe
Zentrifugationsgeschwindigkeit ist notwendig, da sonst die eukaryotischen Zellen
zerstort werden konnen. Zerstorte Zellen konnen sich nicht mehr vermehren und
wachsen. Das Pellet wurde in 7 ml frischem Medium, durch auf und ab pipettieren,
resuspendiert. In jede neue Flasche wurden 15 ml frisches Medium vorgelegt, sowie
0,6 ml der Zellsuspension gegeben. Die Zellsuspension wurde auch zum Einsahen fur
verschiedene Platten z.B. Mikroskopierplatten, verwendet. Die frisch ausgesaten
Zellen wurden bei 37°C und 5 % COq fur 3 Tage inkubiert.
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4.4.3 Kultivierung von Prokaryonten

4.4.3.1 Kultivierung von Chlamydia trachomatis D/UW-3/CX und Infektion von
Hep2-Zellen

Die Hep2-Zellen wurden 48 Stunden nach der Infektion von der Zellkulturfasche
abgeschabt und in ein Rohrchen (Oak Ridge; Nalgene/ Thermo Scientific GmbH,
Schwerte, Deutschland) mit 3 mm Borsilikatperlen (Sigma Aldrich; Steinheim,
Deutschland) gegeben. Durch 30 sec vortexen, wurden die eukaryotischen Zellen
aufgeschlossen und die EBs freigesetzt. Die Zentrifugation in Zentrifugenrohrchen
(Oak Ridge; Nalgene/ Thermo Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland) bei 4°C, 1497
x g fir 10 min trennt die Zelltrmmer von den Chlamydien. Der Uberstand, in dem die
Chlamydien enthalten sind, wurde fur Infektion von Hep2-Zellen verwendet. Fur eine
Infektion wurden Flaschen mit einer Hep2-Zellen Monoschicht (2.3.2.5) bendtigt. Alle
3-4 Tage wurde eine neue Infektion mit Chlamydia trachomatis D/UW-3/CX gestartet.
Die mit einer Hep2-Zellen Monoschicht bewachsenen Flasche wurde das alte Medium
abgenommen und mit 8 ml frischem Medium sowie 6 ml Chlamydien-Uberstand befiillt.
Die Suspension wurde fur 3 Stunden bei 37°C und 5 % CO:2 inkubiert, damit die
Chlamydien im Medium die eukaryotischen Zellen infizieren konnen. Danach wurde
das Medium abgenommen und durch 15 ml frisches Medium ersetzt. Um die
chlamydiale Infektion zu begunstigen, wurde die eukaryotische Proteinsynthese mit
Hilfe von Cycloheximid (1,2 pg/ml) (Sigma Aldrich; Steinheim, Deutschland) gehemmt.
Cycloheximid inhibiert die eukaryotische Proteinsynthese (Ripa and Mardh, 1977), was
zu einer hoheren ATP Ausschuattung fuhrt und so groReren Chlamydien Inclusions
entstehen konnen. Die infizierten Zellen inkubierten anschlieend bei 37°C und 5 %
COo..

4.4.3.2 Kultivierung von Staphylococcus aureus

S. aureus wurde auf Columbia Agarplatten mit 5% Schafsblut (Becton Dickinson
GmbH; Heidelberg, Deutschland) ausgestrichen und in TSB-Medium (Merck;
Schwalbach, Deutschland) kultiviert.
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4.4.3.3 Kultivierung von Escherichia coli-Stammen

4.4.3.3.1 Herstellen von Escherichia coli Dauerkulturen

Fir Dauerkulturen wurde 500 pl einer Ubernachtkultur 1:1 mit sterilem 100 % Glycerol
gemischt und bei -70°C gelagert.

4.4.3.3.2 Zusammensetzung der Medien und Kultivierung von Escherichia coli

Die verwendeten autoklavierten Medien die zur Kultivierung sowie

Proteinuberexpression von E. coli genutzt wurden, sind in Tabelle 6 aufgelistet.

Tabelle 6: Medium fiir das Anziehen fiir E. coli.

Medium Zusammensetzung

10 g/l Trypton
Lysogeny Broth (LB) nach Miller 5 g/l Hefeextrakt
10 g/I Natriumchlorid (NaCl)
10 g/l Trypton
5 g/l Hefeextrakt
20,0 g/l Trypton
5,0 g/l Hefeextrakt
0,5 g/l NaCl
0,02 mol/l Glukose
0,01 mol/l MgCl2
0,01 mol/l MgSOs4
0,002 mol/l KCI
Steril filtrieren
0,17 mol/l KH2PO4
0,72 mol/l KoHPO4

LB ohne Salz

Super optimal Broth Medium (SOB)

Potassium Puffer
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Medium Zusammensetzung

12 g/l Trypton
24 g/l Hefextrakt
4 ml/I Glycerin
Ad 900 ml H20O
Terrific Browth (TB) Nach dem Autoklavieren:
100 ml Potassium Puffer
0,01 mol/l MgSOs4
0,01 mol/l MgCl, | steril-
0,5 g/l Glucose filtriert

2 g/l Lactose

Die Kultivierung von E. coli wurde auf LB-Medium und LB Agar mit Antibiotika bei 37°C
durchgefuhrt. Flussigkulturen wurden zusatzlich bei 200 rpm geschuttelt. Bewachsene

Platten wurde bei 4°C gelagert und nach 1 Woche uberimpft.

4.4.4 Messen der optischen Dichte von Flussigkulturen

Um das Wachstum von Bakterien nachzuvollziehen wurde die optischen Dichte mit
einem Spektrophotometer (Implen; Muanchen, Deutschland) in Kuvetten (Sarstedt,
Deutschland) gemessen. Dabei wurde die Suspension bei 600 nm (ODeoo) gemessen,

wobei steriles Medium als Referenz verwendet wurde.

4.4.5 Transformation in chemokompetente E. coli-Zellen

Die chemokompetenten E. coli Zellen wurden zur Transformation auf Eis aufgetaut
und mit 10 ng Plasmid DNA oder 5 pl Ligationsansatz versetzt. Der Ansatz wurde im
nachsten Schritt fir 30 min auf Eis inkubiert und anschliel3end wurde bei 42°C fur 90
sec ein Hitzeschock durchgefuhrt. Nachdem die Suspension 2 min auf Eis inkubiert
und 1 ml SOB-Medium (Tabelle 6) hinzugegeben wurde, konnte der Ansatz bei 37°C
fur 1 Stunde bei 120 rpm inkubiert werden. Nach einer Stunde wurde der Ansatz
abzentrifugiert, das Pellet in 100 yl LB-Medium resuspendiert, auf LB-Platten mit
34 ug/ml Chloramphenicol ausplattiert und bei 37°C Uber Nacht inkubiert.
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4.4.6 DNA-Isolierung

4.4.6.1 Isolation genomischer DNA

Die genomische DNA von Parachlamydia acanthamoebae UV-7, sowie Simkania
negevensis wurde von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Matthias Horn (Universitat Wien)
isoliert. Die genomische DNA von Chlamydia trachomatis D/UW-3/CX war bereits zu
Beginn dieser Arbeit von Mitgliedern der Arbeitsgruppe Henrichfreise isoliert worden
und stand fur die wissenschaftlichen Experimente im Rahmen der vorliegenden

Doktorarbeit zur Verfugung.

4.4.6.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Plasmid DNA aus E. coli wurde mit Hilfe des Genedet Plasmid Miniprep Kit
(Thermo  Scientific; Schwerte, Deutschland) isoliert, dabei wurde das
Herstellerprotokoll eingehalten. Die Methode beruht auf der Grundlage von Birnboim
und Doly (Birnboim H.C. und Doly, 1979). Durch eine alkalische Lyse werden die
Bakterien lysiert. Durch den alkalischen pH-Wert denaturieren DNA und RNA.
Phospholipide werden durch ein anionisches Detergens denaturiert. Anschlie3end
wird das Lysat neutralisiert und eine hohe Salzkonzentration begunstigt die Bindung
der DNA an eine Silikamembran. Nach dem Waschen der DNA wird diese mit 50 ul
Elutionspuffer eluiert. Eluierte Plasmid DNA wird bei -20°C gelagert oder sofort

weiterverwendet.

4.4.6.3 DNA-Isolierung aus Ektoparasiten

Um molekularbiologische Untersuchungen an der DNA durchzufuhren, wurde zuerst
die DNA aus den Ektoparasiten isoliert. Die Ektoparasiten die in dieser Arbeit
aufgeschlossen wurden, waren Zecken der Gattung Argas und Flohe der Gattung
Xenopsylla. Die harte, kaum durchdringbare Auf3enhulle der Ektoparasiten aus Chitin
wurde mit Hilfe eines Mikropistills (Biozym Scientific GmbH; Hessisch Oldendorf,
Deutschland) in dem jeweils ersten Puffer in einem Reaktionsgefald gemorsert bzw.
aufgeschlossen. Das ist notwendig, da die Pathogene im Darm, in der Hamolymphe,
Speicheldrise und in den Ovarien vorkommen konnen (Munderloh and Kurtti, 1995).
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Das Blood and Tissue Kit von Qiagen (Hilden, Deutschland) wurde nur testweise fur
Zecken verwendet (Krannich, 2017) ansonsten wurde ausschliel3lich das GenoType
DNA-Isolation Kit von HAIN Lifescience (Nehren, Deutschland) verwendeten. Das
FluoroLyse Kit von HAIN Lifescience kommt ohne eine Membran aus, da die DNA an
magnetische Korner bindet. Nach der Lyse der Ektoparasiten mit einer Inkubation tber
Nacht bei 55°C wurde die DNA mit Hilfe dem vollautomatisierten DNA
Extraktionsroboter GenoXtract (HAIN Lifescience; Nehren, Deutschland) aufgereinigt
und isoliert. Der GenoXtract bindet die DNA an magnetische Kugelchen und I6st die
DNA automatisch in 50 pl Eluationpuffer. Der Vorteil des Roboters ist, dass durch den
automatisierten Ablauf Pipettierfehler und die Gefahr von Kontaminationen verringert

werden. Alle Kits wurden nach den Herstellerprotokollen angewendet.

4.4.7 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) von

S. aureus

Die minimale Hemmkonzentration von S. aureus ATCC 25923 wurde bestimmt um fur
die Biofilmexperimente (4.4.1) einen Konzentrationsbereich zu determinieren. In einer
96 Well Platte mit U-formigen Vertiefungen (Greiner bio-one; Frickenhausen,
Deutschland) wurde zuerst eine serielle Verdunnung der zu Testenden Substanzen
angefertigt. Als Kontrollen wurden die Mediumkontrolle, Wachstumskontrolle
angefertigt. In einem nachsten Schritt wurde die Zellsuspension vorbereitet in dem 2
Kolonien in 5 ml Medium resuspendiert und die Absorption von 600 nm vermessen
und auf eine ODeoo von 0,09 eingestellt. Von der verdiinnten Suspension wurden 50 pl
in 4,95 ml Medium gegeben und dann auf die vorbereiteten 96 Well Platte gegeben.
Nach 24 Stunden bei 37°C wurde die MHK abgelesen und entspricht die niedrigste
Substanzkonzentration in der kein Wachstum mehr sichtbar ist (Andrews, 2001).

4.4.1 Biofilm

Um die Wirkung von Substanzen auf einen Biofilm zu testen wurden zwei verschiedene
Experimentanordnungen etabliert.

In dem ersten Experiment wurde erst ein Biofilm gebildet und anschlielend behandelt.
Hierfur wurde eine Vorkultur mit den S. aureus Stamm ATCC 25923 angefertigt. Nach
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der Inkubation Uber Nacht wurde eine 1:100 Verdunnung in TSB mit 0,5 % Glukose
hergestellt und auf eine 96 Well Platte, mit flachem Boden (Thermo Scientific GmbH;
Schwerte, Deutschland), pipettiert. Gegen die Austrocknung der aul3eren Wells wurde
Wasser in die aullen liegende Kavitat gegeben. Der Ansatz wurde fur 37°C fur
24 Stunden inkubiert. AnschlieRend wurde das Medium abgenommen und die
Substanzen in einer seriellen Verdunnung, mit frischem Medium, auf dem
bestehenden Biofilm pipettiert.

In dem zweiten Experiment wurden die Bakterien direkt mit den Substanzen inkubiert,
um eine Inhibierung der Biofilmbildung zu detektieren. Dabei wurde erst die serielle
Verdunnung der Substanzen angefertigt. Im folgenden Schritt wurde die Kultur 1:50
verdunnt und auf die Vertiefungen pipettiert.

Fur beide Experimente wurde nach der Inkubation fuir 24 Stunden die Platte mit
1x PBS gewaschen und mit 95 %igen Ethanol fixiert. Im nachsten Schritt wurde die
Platte 5 min. mit 1 % Kristallviolett gefarbt und mit Wasser gewaschen. Entfarbt wurde
die Platte mit 30 %ige Eisessigsaure und in eine neue 96 Well Platte, mit flachem
Boden (Thermo Scientific GmbH; Schwerte, Deutschland), dberfuhrt und bei 560 nm
die Absorption vermessen (GloMax Explorer, Promega GmbH; Walldorf, Deutschland).
Je dicker der Biofilm ist, umso hoher ist die Absorption. Die Absorptionswerte wurden

in % in Bezug auf 100 % unbehandelten Biofilm angegeben.

4.5 Klonierung

4.5.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die fur die Lebenswissenschaften, der medizinischen Diagnostik und
Biowissenschaften wichtige Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde von Kary Mullis
entwickelt (Mullis et al., 1986), dabei konnen DNA-Abschnitte spezifisch amplifiziert
werden. Fur eine klassische PCR-Reaktion werden zwei, dem zu amplifizierenden
DNA-Abschnitt flankierende Primer, freie Desoxynukleotide (dNTPs) und eine DNA-
Polymerase bendtigt. Die dNTPs sind die Nukleotide Adenin, Thymin, Guanin und
Cytosin.
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Die Amplifizierung lauft in 3 Schritten ab:

1. DNA-Denaturierung: Die DNA-Doppelstrange werden bei 95°C separiert.

2. Primerhybridisierung: Die Temperatur wird auf 50-70°C (je nach Lange der
Primer) gesenkt. Nun konnen die Primer an die Zielsequenz binden.

3. Elongation: Die Temperatur wird auf 72°C erhoht. Die DNA-Polymerase flgt die
zum Gegenstrang passenden Desoxynukleotide ein. Je langer die
Amplifizierungssequenz ist, desto langer dauert diese Phase.

Die Schritte 1-3 werden bis zu 30-mal wiederholt, dabei wird die DNA-Sequenz

exponentiell amplifiziert.

In dieser Arbeit wurde die Q5 Polymerase von New England Biolabs (NEB) verwendet.
Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes ist in Tabelle 7 sowie die verwendeten
Primer in Tabelle 9 aufgelistet. Die Einstellungsparameter fur die PCR Maschine T100
Thermal Cycler (BioRad Laboratories; Munchen, Deutschland) sind in Tabelle 8
aufgefuhrt. Die Ansatze wurden auf 25 yl Gesamtvolumen aufgefullt.

Die Primerhybridisierungstemperatur wurde mit Hilfe folgender Formel

Ta= [n*(Adenin, Thymin) x 2 °C + n*(Guanin, Cytosin) x 4 °C) — 4 °C]

sowie mit dem NEB-Internetprogramm (tmcalculator.neb.com) berechnet. Um die
praktisch beste Primerhybridisierungstemperatur zu determinieren, wurde eine
sogenannte Gradienten-PCR angewendet, dabei wird fur den 2. Schritt der PCR ein
ganzer Temperaturbereich getestet und anschlie®Bend anhand eines Agarosegel

ausgewertet (siehe 4.5.2).
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Tabelle 7: Ansatz-Schema fir die PCR.

Losung Endkonzentrationen
5x Q5 Reaktionspuffer 1x
dNTP-Mix 0,2 mM
Primer 1 0,5 uM
Primer 2 0,5 uM

Template DNA

Genomische DNA: 1 ng-1 ug
Plasmid DNA: 1 pg-1 ng

DMSO

0,75 plin 25 yl Gesamtansatz

Q5 Polymerase

0,02 U/pl

Tabelle 8: PCR-Programm: *Meist Temperaturbereich von 10°C.

Schritt Dauer Temperatur in °C
Initiale Denaturieren 30 sec 98
Denaturieren 10 sec 98
Primerhybridisierung 30 sec * / 30 Zyklen
Elongation 45 sec pro 1 kb 72
Finale Elongation 2 min 72
Lagerung 0 10
Tabelle 9: Verwendete Primer.
Primer Primersequenz (5’ - 3’) Herkunft
PCR-Primer
uv7-
ampC-A | AGCCTAGGTTAATTATTAATTTCCAAACTTTTGATAGGCG | Diese Arbeit
F
uv7-
ampC-A | TTCGAAAAGGGTGCAATGCGTGTTATACCAGAAAAAGATC | Diese Arbeit
R
uv7-
oxa0 F AGCCTAGGTTAATTATTATGGCATTATATGAAGAGCAGT Diese Arbeit
uv7-
oxa9 R TTCGAAAAGGGTGCAGGATACGATGCAGGAATCTTAAAGG | Diese Arbeit
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PCR-Primer

WCW-
. AGCCTAGGTTAATTACTATTCTTTAACCGGTAAAAAGAC Diese Arbeit
amp
WCW-
R TTCGAAAAGGGTGCAGAAAGATCTATTTTTTTGTTATTCG Diese Arbeit
amp
SNE-
. AGCCTAGGTTAATTATCATGACTTTTCCTGATCAAG Diese Arbeit
amp
SNE-
R TTCGAAAAGGGTGCAAAAACTAAAACTCTTCTTTTTTITC Diese Arbeit
amp
Takara
. TTGGTCATGACCTATTGATCGGCACGTAAGAGGTTCC Diese Arbeit
cam
Takara
R ACTTGGTCTGACAGTTTACGCCCCGCCCTGCCACTCATCG | Diese Arbeit
cam
PCR-Primer
Takara
CAM-
ACTGTCAGACCAAGTTTACTCA Diese Arbeit
Vektor F
Aampc
Takara
CAM-
ATAGGTCATGACCAAAATCCCTT Diese Arbeit
Vektor R
Aampc
Takara
Vektor TGCACCCTTTTCGAACTGCG Diese Arbeit
Primer F
Takara
Vektor TAATTAACCTAGGCTGCTGCCACC Diese Arbeit
Primer R
Real-time PCR-Primer
(Lienard et
Pan16F2 CCGCCAACACTGGGACT
al., 2011)
(Lienard et
Pan16R2 GGAGTTAGCCGGTGCTTCTTTAC
al., 2011)
S-pan- .
Chi FAMCTACGGGAGGCTGCAGTCGAGA (Lienard et
am
ATC-BHQ-1 al., 2011)
(Sonde)
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4.5.1.1 Real-time PCR (RT-PCR) zur Detektion von Chlamydien in der isolierten
DNA aus dem Zeckenaufschluss

Mit einer real-time Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) ist es moglich schnell, effizient
Erbgutbereiche gezielt nachzuweisen und beruht dabei auf einer klassischen PCR
(4.5.1). Der Unterschied zur klassischen PCR ist, dass die Amplifikation der DNA durch
ein messbares Fluoreszenzsignal in Echtzeit visuell sichtbar gemacht werden kann.
Hierbei wird eine Oligonukleotidsonde (Sonde), welche komplementar zu einer
Zielsequenz ist eingesetzt. Die Sonde besitzt ein Fluorophor sowie ein Quencher, die
wahrend der Elongation durch die DNA-Polymerase getrennt werden, durch die
Trennung wird ein nachweisbares Fluoreszenzsignal emittiert. Bei dieser Methode
korreliert die Anzahl der Kopien direkt an die Intensitat des Fluoreszenzsignals. Fur
eine Quantifizierung (cq value) wird die Zykluswiederholungen bendtigt bei der ein
Fluoreszenzsignal Uber einer festgelegten Schwelle gelangt. Die Zykluswiederholung
in der das Fluoreszenzsignal uber den Schwellenwert gelangt wird anschlielend in
Bezug auf bekannte Kopien Anzahl getestete Standard Kontrollen gebracht. Als
Negativ Kontrolle wird statt der Probe Wasser hinzugefugt.

Die aus Zecken isolierte DNA (siehe 4.4.6.3), wurde mit dieser Methode auf die
Gattung Chlamydiales untersucht (Lienard et al., 2011). Hierbei wurde in den Proben
die 16S rRNA-DNA der Gattung detektiert. Wie fur eine klassische PCR werden Primer
verwendet, die in der Tabelle 9 gelistet sind sowie der angewendete Ansatz/
Einstellungen in Tabelle 10 und Tabelle 11 dargestellt sind. Die RT-PCR wurde im
CFX Connect Real-Time PCR Detection System (BioRad Laboratories; Munchen,
Deutschland) durchgefuhrt und mit der Bio-Rad CFX Manager 3.1 Software

ausgewertet.
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Tabelle 10: Chlamydiales 16S rRNA real-time PCR Ansatz.

Lésung Konzentration Volumen in pl
Primer pan16F2 100 nM 0.2
Primer pan16R2 100 nM 0.2

Sonde 100 nM 0.2

iTaq Universial Probe

Supermix (BioRad

Laboratories; Munchen, 10
Deutschland)
DNA-Probe 5
Wasser (Ampuwa) Ad 20
Tabelle 11: Chlamydiales 16S rRNA real-time PCR-Einstellungen.
Schritt Dauer Temperatur in °C
Initiale Denaturieren 3 min 95
Denaturieren 15 sec 95
Primerhybridisierung 15 sec 67 | 49 Zyklen
Elongation 15 sec 72 /
Platte auslesen

4.5.1.2 Schmelzkurvenanalyse auf Borrelien DNA

Die Borrelien-DNA wurde mit dem FluoroType Borrelia Kit und dem FluoroCycler 12
von HAIN Lifescience (Nehren, Deutschland) verwendet. Das Protokoll des Herstellers
wurde eingehalten. Bei der Entwicklung des Herstellers konnte das Kit (FlouroTyp
Borrelia) B. afzelii, B. anserina, B. bavariensis Serovar 4, B. bissettii, B. burgdorferi
sensu stricto Serovar 1, B. duttonii, B. garinii Serovar 3, 5, 6, 7 und 8, B. hermsii, B.
Japonica, B. lusitaniae, B. miyamotoi, B. parkeri, B. recurrentis, B. spielmanii, B.
turicatae und B. valaisiana detektieren.

4.5.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die horizontale Agarose-Gelelektrophorese wurde zum Uberpriifen der Konzentration,
Grolle und der Reinheit von DNA-Fragmenten, PCR-Produkten und Plasmid-DNA
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angefertigt. Die Proben wurden mit 6x DNA-Ladepuffer versetzt und auf ein 1 %iges
Agarose-Gel mit GelRed (Biotium; Fermont, USA) aufgetragen. Als Laufpuffer wurde
1x TAE-Puffer (Tabelle 12) verwendet. Der Ladepuffer dient zur Beschwerung der
DNA sowie als visuelle Laufkontrolle durch die blauliche Farbung. Zur Bestimmung der
GroRen wurde zusatzlich ein GroRenstandard (GeneRuler 1kb DNA Ladder von
ThermoScientific; Schwerte, Deutschland) aufgetragen. Mit Hilfe der angelegten
Spannung von ca. 115 V wurde die DNA entsprechend ihrer Grolke aufgetrennt. Die
DNA ist aufgrund ihres Phosphatdesoxyribose Ruckgrates negativ geladen und lauft
im Agarose-Gel in Richtung der Anode, so wird die DNA nach ihrer Gro3e aufgetrennt
(Sambrook, 1989). GelRed interkaliert zwischen den Basenbausteine von
Nukleinsauren, sodass die Banden unter UV-Licht sichtbar werden (Mualhardt, 2009).
Die Gele wurden unter UV-Licht im ChemiDoc XR+ (BioRad, Minchen) fotografiert
und digitalisiert. Die in dieser Arbeit verwendeten Bilder wurden zur besseren
Darstellung invertiert.

Tabelle 12: Puffer fir die Agarose-Gelelektrophorese

Puffer Komponenten Konzentration pH-Wert
Tris/HCI 40 mM 7,6
1x TAE Puffer Essigsaure 20 mM
EDTA 1mM

4.5.3 Photometrische Beistimmung von DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration wurde mit Hilfe des Nanophotometers (Implen; Munchen,
Deutschland) bestimmt, dabei wird die Absorption bei 260 nm gemessen. Umso mehr
UV-Licht absorbiert wird, je hoher ist die DNA-Konzentration. Gemessen wird die
Absorption der DNA bei 260 und 280 nm. Dabei einspricht ein Absorptionswert von 1
bei einer Messung bei 260 nm einem Gehalt von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA. Der
gebildete Quotient aus Azeo/A2s0 gibt die Reinheit der praparierten DNA an. Liegt der
Quotient aus Azeo/A2s0 bei 1,8, gilt die DNA als rein. Verwendet wurde die DNA
zwischen den Werten von 1,8 bis 2,0. Ein Wert Uber 2,0 deutet auf eine Verunreinigung
mit RNA hin. Liegt der Wert jedoch unter 1,8 weist die Probe eine Verunreinigung mit
Proteinen auf. Das Nanophotometer errechnete selbststandig Konzentration (ng/ul)
und Reinheit der Probe.

40



4.5.4 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Eine Aufreinigung ist notwendig, um aus PCR- und Restriktionsansatzen storende
Substanzen wie Salze, Enzyme oder Primer zu entfernen. Auch um DNA aus Agarose
Gelen zu entfernen wurde diese Methode angewendet. Die Aufreinigung der PCR-
Produkte wurden mit dem GeneJET Gel Extraction Kit (Fermentas/Thermo Scientific;
Schwerte, Deutschland) nach Herstellerangaben durchgefihrt, eluiert wurde in 30 pl
Reinstwasser (Ampuwa; Fresenius Kabi; Bad Homburg, Deutschland).

4.5.5 Klonierung unter Verwendung des In-Fusion Kits

Fur die Klonierung in den sowie die Herstellung des pet52bCAM wurde das Kit In-
Fusion HD Cloning Plus (Takara; Saint-Germain-en-Laye, Frankreich), nach dem
Herstellerprotokoll verwendet. Dabei werden mit Hilfe der PCR jeweils an Vektor und
Insert passenden Uberhangen amplifiziert und anschlieBend ligiert. Bei diesem Kit
wurde sich an die Herstellerangaben gehalten. Zum Anfertigen der Primer wurde ein
vom Hersteller angefertigtes Internetprogramm verwendet. In dem Programm werden
der Insertbereich des Vektors und die Insertsequenz angegeben, daraus werden
automatisch die benotigten Primer berechnet.

4.5.6 Sequenzierung

Zur Uberprifung einer korrekten Klonierung wurde eine Sanger Sequenzierung bei
einem externen Dienstleister durchgefuhrt (GATC; Konstanz, Deutschland).

4.6 Biochemische Methoden
4.6.1 Uberexpression, Uberproduktion
4.6.1.1 Protein Uberexpression Vortest
Die Uberproduktion von Proteinen hangt von vielen verschiedenen Faktoren ab und ist

ebenfalls von dem entsprechenden Protein abhangig. Zum Beispiel sind
Produktionsstamme, Produktionstemperatur und der Zeitpunkt der Induzierung der
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Uberproduktion anpassbar. Zur Uberproduktion wurde der Bakterienstamm BL21
verwendet. 10 ml TB-Medium (4.4.3.3.2) mit 34 pg/ml Chloramphenicol wurden
1 %ig (v/v) mit einer Uber Nacht Kultur inokuliert, die das Konstrukt enthalt. Danach
wurden die Kulturen bei 37°C uber Nacht inkubiert. Die Kultur wurde abzentrifugiert
und das Pellet bei -20°C fur weitere Versuche aufbewahrt oder direkt weiterverwendet.
Das Pellet wurde in 10 ml LSL-Puffer (Tabelle 13) resuspendiert und mit 1 mM PMSF
(Thermo Scientific; Schwerte, Deutschland), einer Protease-Inhibitor Tablette (Thermo
Scientific; Schwerte, Deutschland), 1 U/ml Benzonase (Sigma Aldrich; Steinheim,
Deutschland), 1 mg/ml Lysozym (Roth; Karlsruhe, Deutschland) und 2 mg/ml
Polymyxin B versehen. Der Ansatz wurde fur 30 min auf Eis inkubiert. Anschlie3end
wurden die Zellen durch Sonifizierung aufgeschlossen (10 x 30 Sekunde, 60 Sekunden
auf Eis kuhlen). 3 mal 1 ml von der Sonifizierung wurden bei 2500000 x g, 4°C fur
30 Minuten (Sorvall MX120) abzentrifugiert. Fur eine SDS-Analyse wurde eine Probe
des Uberstandes abgenommen. Alle 3 Pellets wurden in 1 ml HSE-Puffer (Tabelle 13)
PMSF und Proteaseinhibitor resuspendiert. Anschlielend wurde je ein Pellet mit
2 % N-Lauroylsarcosine oder 2 % DDM oder 0.5 % CHAPS behandelt. Die
verschiedenen Ansatze wurden Uber Nacht bei 4°C geschuttelt. Nach einer
Zentrifugation bei 2500000 x g, 4°C fur 30 Minuten wurde wieder eine Probe des
Uberstandes fiir eine SDS-Analyse abgenommen. AbschlieBend wurde das Pellet mit
1T m 1 % SDS und 5 % B-Mercaptoethanol (Roth; Karlsruhe, Deutschland)
resuspendiert und fur 10 min bei 80°C erhitzt. Von allen abgenommenen Proben und
ebenfalls dem letzten Schritt wurden je 10 | fur die SDS-Page verwendet und

anschliellend ausgewertet.

Tabelle 13: Puffer flir den Protein-Vortest.

Puffer Komponenten Konzentration pH-Wert
MOPS 50 mM 7.2
2X LSL-buffer NaCl 200 mM
MgCl 4 mM
MOPS 50 mM 7.2
2X HSE-buffer NaCl 2M
MgCl 4 mM
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4.6.1.2 Protein Uberproduktion

Die Uberexpression im Vektor pET52bCAM wurde in dem E. coli Stamm BL21
durchgefuhrt. Dabei wurden 4 | TB-Medium (Tabelle 6) mit 10 mmol/l MgCl2 sowie 10
mmol/l MgSO4 verwendet und 1 %ig aus einer Vorkultur beimpft. Die Inkubation wurde
Uber Nacht bei 37°C durchgefiihrt, da die Uberexpression autoinduziert ablauft
(Studier, 2005). Nach der Inkubation wurde die Kultur bei 4500 rpm, 14°C fur
15 Minuten (Beckman Coulter GmbH; Krefeld, Deutschland) abzentrifugiert und das
Pellet bei -20°C aufbewahrt oder direkt weiter aufgereinigt.

4.6.1.3 Aufbereitung von Proteinen

Fur die Proteinaufreinigung wurden verschiedene Puffer getestet, diese werden im
Ergebnisteil naher beschreiben. Die verwendeten Puffer sind in der Tabelle 14
aufgelistet. Die im Teil 4.6.1.2 entstandenen Pellets wurden in 50 ml Puffer A, 1 U/ml
Benzonase (Sigma Aldrich; Steinheim, Deutschland), 2 mg/ml Polymyxin B, 1mM
PMSF (Thermo Scientific; Schwerte, Deutschland) resuspendiert. Nach 50 Minuten
Zellaufschluss durch Ultraschall (Branson, Sonifier Cell Disruptor B15) wurde 0,25 %
CHAPS Roth (Karlsruhe, Deutschland) hinzugegeben und fur 1 Stunde bei 4°C
inkubiert. AnschlieRend wurde der Zellaufschluss bei 45000 rpm, 4°C fur 1 Stunde
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde auf eine Strep-Tactin (IBA GmbH; Géttingen,
Deutschland) Saule gegeben. Die Saule wurde mit 1 ml Filtermaterial gefullt und mit
5 ml Buffer B equilibriert. Nach dem der Durchfluss des Extraktes durchgeflossen ist,
wurde die Saule funfmal mit Puffer C je 2 ml gewaschen und sechsmal mit je 500 pl
eluiert (Puffer Elution). Die Eluate wurden in separaten Reaktionsgefallen gelagert.
Anschlieflend wurden je 10 ul Eluat mit 100 pl Bradfordreagenz (Fermentas; Schwerte,
Deutschland) vermischt und fur 5 min inkubiert. Die Eluatansatze mit den starksten
Blaufarbungen wurden vereint und dialysiert (Puffer Dialyse). Um Salze zu entfernen,
wurde bei 4°C in 1 | Dialyse Puffer dialysiert und nach 1 Stunde wurde der Puffer
erneuert. Das Dialysieren dauerte Uber Nacht. Von allen Aufreinigungsschritten wurde
ein Bradford angefertigt, die Zusammensetzung entspricht wie oben genannt, jedoch
wird mit BSA eine Kalibrierungsgrade angefertigt und mit Hilfe des GloMax Explorer

(Promega GmbH; Walldorf, Deutschland) bei einer Absorption bei 595 nm vermessen.
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Zur Lagerung bis zu den Experimenten wurden die Proteine in 50 ul Ansatze aliquotiert
und bei -80°C gelagert.

Tabelle 14: Puffer fur die Protein-Aufbereitung.

Puffer Komponenten Konzentration pH-Wert
Puffer A MOPS 25 mM 75
NaCl 150 mM
MOPS 25 mM 75
Puffor B NaCl 1000 mM
MgCl. 2mM
N-Lauroylsarcosin 2%
MOPS 25 mM 75
NaCl 500 mM
Puffer C MgCl. 2mM
Glycerol 10 %
N-Lauroylsarcosin 0,5 %
MOPS 25 mM 75
NaCl 150 mM
Puffer Elution MgCla 2mM
Glycerol 10 %
Biotin 50 mM
N-Lauroylsarcosin 0,5 %
MOPS 25 mM 75
NaCl 300 mM
Puffer Dialyse MgCl2 2mM
Glycerol 10 %
N-Lauroylsarcosine 0,5 %

4.6.2 Analyse von Proteinen

4.6.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen, wurde eine SDS-
Polyacrylamid Gelelektrophorese durchgefuhrt. Im Sammelgel (grobporig) werden die

Proteine konzentriert und im Trenngel (feinporig) nach ihrem Molekulargewicht
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aufgetrennt (LAEMMLI, 1970; Kremer and Bannwarth, 2018). Fir die SDS-Page
wurden fertige Gele der Firma GenScript (Piscataway, USA) im XCell SureLock Mini-
Cell Electrophoresis System der Firma Thermo Scientific (Schwerte, Deutschland)
verwendet. Als Marker wurde der Protein Standard PageRuler (Thermo Scientific;
Schwerte, Deutschland) verwendet. 10 pl der Probe wurde mit 2,5 Pierce 4x SDS-
Puffer und 1 pl Dithiotreitol (DTT) versetzt und fur 10 min bei 70°C inkubiert. Dabei
werden durch das Kochen nicht kovalente Proteinbindungen aufgelost und das SDS
lagert sich gleichmafig an die Oberflache der gestreckten Proteine an und die Proteine
werden so negativ geladen (Kremer and Bannwarth, 2018). Fir die Elektrophorese
wurde ein 3-(N-Morpholino)propansulfonsaure (MOPS) Puffer verwendet und das Gel

einer Spannung von 125 V fur die Dauer von 75 min ausgesetzt.

4.6.2.2 PageBlue Farbung

SDS-Gele aus 4.6.21 wurden mit eine PageBlue Proteinfarbelosung
(ThermoScientific; Schwerte, Deutschland) angefarbt und anschlieRend so lange mit
Wasser entfarbt, bis Proteinbanden im Gel deutlich sichtbar wurden. Das gefarbte Gel
wurde zum Schluss mit dem ChemiDoc XR+ (BioRad, Minchen) fotografiert und
digitalisiert.

4.6.2.3 Laktamase-Spot-Assay

Bei diesem Versuch wurden zuerst Vorkulturen der zu testenden Konstrukte
angefertigt. Es gab Ansatze (vorinkubiert), die nach der Inkubation Uber Nacht
1 Stunde mit 50 ng/ml Anhydrotetracyclin (AHT) inkubiert wurden. Die Kulturen ohne
und mit Vorinkubation wurden anschlieRend photometrisch (siehe 4.4.4) vermessen
und auf eine optische Dichte von 1 verdunnt. In einer 96 Platte wurden die Kulturen
seriell verdunnt (1:2), anschlieend wurden die Proben mit einem
Replikationsplattierer (Sigma; Steinheim, Deutschland) auf die vorbereiteten Platten
plattiert. Es wurden LB-Platten mit unterschiedlicher Zusammensetzung angefertigt,
dabei wurden die verschiedenen Platten mit und ohne AHT angefertigt. Des Weiteren
enthielten die LB-Platten verschiedene Antibiotika in unterschiedlichen
Konzentrationen. Nach einer Inkubation bei 37°C Uber Nacht wurden von den Platten
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zur Auswertung mit dem ChemiDoc XR+ (BioRad, Muinchen) fotografiert und
digitalisiert. Sichtbare Kolonien werden als resistent oder unempfindlich angenommen

4.6.2.4 Peptidoglykan/ Chitin-Pulldown-Assay

Mit diesem Experiment wurde die Bindung von Enzymen an Peptidoglykan (PG) bzw.
Chitin nachgewiesen. Dafur wurde 1 ml einer PG/Chitin Suspension von 2 mg/mi
angefertigt und bei 2500000 x g, 4°C fur 30 Minuten (Sovall MX120; Thermo Scientific;
Schwerte, Deutschland) abzentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand
abgenommen und das Pellet in 1 ml Puffer 2 (Tabelle 15) resuspendiert.

FUr einen Reaktionsansatz wurden 100 mg Polysaccharid-Suspension verwendet. Die
Enzyme wurde in Puffer 1 (Tabelle 15) zu 100 pl einer 6 uM Losung verdunnt und bei
2500000 x g, 4°C fur 30 Minuten abzentrifugiert. 50 ul Uberstand der Enzyme sowie
50 pl PG/Chitin wurden zusammengegeben und fur 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Im
nachsten Schritt wurde der Ansatz bei 2500000 x g, 4°C fur 30 Minuten abzentrifugiert.
Die ungebundene Fraktion (Uberstand) wurde gesammelt. Das Pellet wurde in einer
200 pl 1:1 Mischung Puffer 1 und Puffer 2 resuspendiert. Nach der Zentrifugation bei
2500000 x g, 4°C fur 30 Minuten wurde die Waschfraktion (Uberstand) abgenommen.
Das Pellet wurde in 20 pl 1x LDS-Ladepuffer und 1 pl B-Mercaptoethanol (Roth;
Karlsruhe, Deutschland) resuspendiert. Von dem Uberstanden wurden jeweils 20 pl
abgenommen und mit 1x LDS-Ladepuffer und p-Mercaptoethanol mit einer finalen
Endkonzentration von 1 % versetzt. Nach dem Erhitzen bei 100°C fur 10 min wurden
die Proben auf ein SDS-Gel gegeben (siehe 4.6.2.1). Nach dem Farben mit PageBlue
(siehe 4.6.2.2) wurden die Gele visuell ausgewertet, dabei zeigen sich Banden, wenn
das Enzym an das PG/Chitin gebunden hat.

Tabelle 15: Puffer fur den Peptidoglykan/ Chitin-Binde-Assay.

Puffer Komponenten Konzentration pH-Wert

MOPS 25 mM 7.5
Puffer 1 NaCl 150 mM

MgCl: 2mM

MOPS 25 mM 7.5
Puffer 2 NaCl 450 mM

MgCl 2mM
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4.6.2.5 Oberflaichenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR)

Bei der Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie konnen Proteine in Flusszellen
auf eine Oberflache gebunden werden. Anschliel3end kdnnen Substanzen, aber auch
Proteine, Uber die gebundenen Proteine flielen. Tritt dabei eine Bindung auf, wird
diese als Kurve sichtbar. Verwendet wurde das Gerat Biacore T200 mit der X100
Kontroll- und Evaluationssoftware (Cytiva Europe GmbH; Freiburg, Deutschland) und
dem Chip HC1500M (Xantec; Dusseldorf, Deutschland). Der Chip besitzt eine
Polycarboxylate Oberflache. Um die Proteine auf die Oberflache zu binden, wurde wie
folgt vorgegangen (entsprechend den Herstellerangaben des Chips):

Das Aufbringen der Proteine auf den Chip erfolgt automatisch. Dabei wird der Chip
mehrmals mit dem Elutionspuffer und Reinstwasser gewaschen. Zum Binden der
Proteine wurde 10 mM Natriumacetat pH 4,5 und Borat Elutionspuffer (Xantec;
Dusseldorf, Deutschland) verwendet. Das Gerat bestimmt dann die zum Aufbringen
optimale Proteinmenge. Um die Proteine anschliel3end irreversibel zu binden wird
Ethanolamin auf die Proteine gegeben (Amine Coupling Kit; Cytiva Europe GmbH,
Freiburg, Deutschland). Nach dem erfolgreichen Aufbringen der Proteine wurde mit
dem SPR-Puffer bis zu einer konstanten Basislinie gewaschen. Die zu testenden

Substanzen wurden direkt in einer Platte mit 96 Vertiefungen verdinnt.

Tabelle 16: Puffer fur die SPR-Analyse.

Puffer Komponenten Konzentration pH-Wert
MOPS 25 mM 7.5
SPR-Puffer NaCl 300 mM
Tween20 0,005 %
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4.7 Experimente in der Zellkultur

4.7.1 Hamolyse-Assay

Mit diesem Assay wurden Testsubstanzen auf Erythrozyten gegeben, um eine
Hamolyse von Erythrozyten feststellen zu kdnnen. Fur diesen Versuch wurde eigen
Blut, das mit dem Antikoagulant EDTA versetzt wurde, verwendet. Die Erythrozyten
wurden mithilfe von dreimaligem Waschen mit 1x PBS pH 7.4 (Tabelle 17) mit
anschlielender Zentrifugation von 10 min bei 2000x g bei 20°C und dem jeweiligen
Verwerfen des Uberstandes isoliert. Die aufgereinigten Erythrozyten wurden 10 %ig
mit 1x PBS pH 7.4 verdunnt. Anschlie3end wurde die 10 %ige Erythrozytensuspension
1:2 verdunnt. Die Erythrozyten durfen nicht auf Eis bzw. unter 0° Celsius gelagert
werden, da sie sonst lysieren. Fur die Hamolyse-Bestimmung wurde eine Platte mit 96
U-formigen Vertiefungen verwendet. In jeder Vertiefung wurden 50 ul 1x PBS pH 7,4
hinzufugt, jedoch nicht in den Kontrollen. Als Kontrollen wurden nur die
Testsubstanzen in 1x PBS, DMSO (Substanzkonzentration) in 1x PBS und 1x PBS mit
Erythrozyten mit 10 pl 10 % Triton X-100 (100 % Lyse) angefertigt. In den ersten
Vertiefungen der Spalten, in denen die Testsubstanzen verdunnt wurden, wurde
zusatzlich 50 yl 1x PBS pH 7,4 geben. AnschlieBend wurden die Testsubstanzen
dazugegeben und eine serielle Verdiunnung hergestellt. In jeder Vertiefung wurde
50 pl von der 1:2 verdinnten Erythrozytensuspension hinzufugt. Nach der Inkubation
wurde die Platte bei 1500x g fiir 10 Minuten zentrifugiert. 40 ul des Uberstands wurden
zu 160 pl 1x PBS pH 7,4 in einer neuen Platte mit 96 flachen Vertiefungen hinzugefugt
und die Extinktion bei 405 nm gemessen (GloMax Explorer, Promega GmbH; Walldorf,
Deutschland). Bei 405 nm wird bei der Lyse freiwerdende Hamoglobin gemessen. Die
Absorptionswerte wurden in % in Bezug auf 100 % Lyse angegeben. Negative Werte
die in Folge des Versuchsaufbaues zustande kommen, werden nicht gezeigt und

werden als 0 % dargestellt.
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4.7.2 AlamarBlue Assay

Um zu detektieren, in wieweit Substanzen zytotoxisch sind, wurde ein AlamarBlue
Assay (Osaka und Hefty, 2013) angefertigt. Dabei wurde eine TC-Platte mit 96
Vertiefungen (Sarstedt AG und Co; Numbrecht, Deutschland) mit Hep2-Zellen
(~ 1500 Zellen/ Vertiefung) versehen und 48 Stunden inkubiert. Nach den
unterschiedlichen Inkubationszeiten mit den zu testenden, seriell verdunnten
Substanzen wurden die Vertiefungen mit HBSS zweifach gewaschen. Als Kontrollen
wurden zusatzlich die Testsubstanzen in 1x PBS und das Losungsmittel auf den
Erythrozyten vermessen. Im nachsten Schritt wurde in jede Vertiefung 100 yl HBSS
und 10 pl AlamarBlue LOosung (Life Technologies GmbH; Darmstadt, Deutschland)
pipettiert und 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Lebende Zellen besitzen die Fahigkeit die
dunkelblaue Losung Resazurin in eine pinke Losung Resorufin zu reduzieren, tote
Zellen haben diese Mdoglichkeit nicht aufgrund des fehlenden Stoffwechsels. Die
Toxizitat wurde Uber eine Fluoreszenzmessung (Spark 10M; Tecan, Schweiz) in
schwarzen Platten mit 96 flachen Vertiefungen (FLUOTRAC; Greiner bio-one in
Frickenhausen, Deutschland) bestimmt. Die Exzitation wurde bei 570 nm
(Bandenweite 20) erregt und die Emission wurde bei 595 nm (Bandenweite 20)
gemessen. Anschliellend wurde aus den Rohwerten, die 1IC50 Wert (Prism 5.01,
GraphPad) bestimmt.

4.7.3 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) von

Chlamydien

Um festzustellen, ob Substanzen eine antibiotische Wirkung gegen intrazellulare
Chlamydien besitzen, wurde die minimale Hemmkonzentration (MHK) bestimmt. Nach
dem Passagieren der eukaryotischen Zellen (4.4.2.4) wurden diese mit einer Thoma
Kammer unter dem Mikroskop gezahlt und anschlielend mit ~ 1500 Zellen je
Vertiefung in eine sterile 15y Mikroskopieplatte 96 Well ibiTreat (IBIDI; Planegg /
Martinsried, Deutschland) pipettiert und 48 Stunden inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die Hep2 Zellen mit 50 ul Chlamydien-Suspension infiziert (Uberstand aus
4.4.3.1). Nach einer zweistundigen Inkubation bei 37°C und 5 % CO2 wurde das
infektiose Medium abgenommen und 100 pl frisches Medium in jede Vertiefung
gegeben. Im nachsten Schritt wurden die zu testenden Substanzen in einer seriellen
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Verdunnung auf die Platte gebracht und fir weitere 30 Stunden bei 37°C bei 5 % CO:2
inkubiert. Nach 30 Stunden werden die Zellen fur 5 min mit eiskaltem Methanol fixiert
und bei -70°C gelagert. Die chlamydialen Lipopolysaccharide wurden mit Fluorescein
Konjugat Antikdpern, aus dem Pathfinder Chlamydia Conformation System, gefarbt
(BioRad; Munchen, Deutschland). In dem Kit enthalten ist auch ein Antikorper, der die
eukaryotischen Zellen anfarbt, enthalten. Die Losung wurde 1:5 mit 1x PBS (Tabelle
17) verdunnt. Je Vertiefung wurde 100 pl der Losung pipettiert und fur 30 min bei 37°C
inkubiert. Zusatzlich wurde fur 1 min 3 mg/ml 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
hinzugeben. DAPI farbt gezielt DNA an und somit werden die eukaryotischen Zellkerne
angefarbt. Nach 2-maligen Waschen mit 1x PBS fur je 10 min wurden die Platten mit
Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie (Axio observer Z.1 Fluoreszenzmikroskop; Carl
Zeiss Microscopy GmbH; Gottingen, Deutschland) und der dazugehoren Zen2-
Software (Blaue Edition) ausgewertet. Dabei entspricht die MHK den Wert, in dem
weniger als 5 % Chlamydien mikroskopisch nachgewiesen werden konnen.

Tabelle 17: Puffer der fir die chlamydiale MHK-Bestimmung verwendet wurde.

Puffer Komponenten Konzentration
KCI 0,2 g/l
NaCl 8 g/l
1x PBS
Na:HPO, 1,42 g/l
KH2PO4 0,27 g/l

4.7.4 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) von

chlamydialer Infektion mit Penicillin G induzierter Persistenz

Bei dieser speziellen Form der MHK wurden die Chlamydien durch die Zugabe von
Penicillin G in ihre Resistenzform gebracht, um so die Wirkung der Substanz auf die
fast inaktiven Chlamydien zu begutachten. 2 Stunden nach der Infektion werden die
Zellen mit 100 U/ml Penicillin G fur 2 Stunden behandelt. Das weitere Vorgehen
entspricht der MHK Bestimmun die in Abschnitt 4.7.3 beschrieben ist. Die zu testende

Substanz wurde 2 Stunden und 12 Stunden nach der Infektion inkubiert.
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5 Ergebnisse

5.1 Neue Einblicke in die Rolle von Chlamydien als

Krankheitserreger und deren Verbreitung

5.1.1 Chlamydien und andere intrazellulare bakterielle Erreger in

Zecken von westafrikanischen Fledermausen

Fledertiere und Zecken sind wohlbekannte Vektoren und Reservoire fur viele virale
und bakterielle Krankheitserreger. Die Rolle von Zecken als Wirtsorganismen und
potenzielle Ubertrager von Chlamydien ist noch weitestgehend unerforscht. Ziel dieser
Studie war es, Zecken aus dem westafrikanischen Staat Ghana, die von
Fledermausen gesammelt wurden, auf Chlamydien, Borrelien und Rickettsien zu
untersuchen. Weiterhin sollten die Zusammenhéange zwischen dem Vorkommen von
Chlamydien und anderen intrazellularen Erregern und deren Verteilung in Zecken
naher betrachtet werden. Mit Hilfe von zielgerichteten Sequenzierungen wurden
ausgewabhlte positiv-getestete Proben bis auf das Spezieslevel hin analysiert.

Hierfur wurden 47 Fledermause, die im Rahmen einer Studie des Institutes fur
Tropische Okologie von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Marco Tschapka der Universitat
Ulm wahrend einer Expedition in Ghana gefangen und bestimmt wurden, naher
untersucht. Die morphologische Bestimmung ergab, dass 46 Fledermause der
Spezies Nycteris macrotis angehorig waren und eine der Spezies
Hipposideros cf. ruber zugeordnet wurde. Im Anschluss an die Bestimmung der
Fledermause wurden von diesen Fledermausen insgesamt 199 Zecken im
Nymphenstadium isoliert (Tabelle 29). Inwieweit die Zecken sich ,,festgebissen” oder
,lose” auf den Fledermausen befanden, wurde im Feld nicht differenziert, jedoch
wurden beide Varianten gesammelt.

Alle gesammelten Zecken wurden anhand morphologischer und genetischer
Merkmale der Spezies Argas boueti zugeordnet. Die morphologischen
Untersuchungen wurden von der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Marco Tschapka an der
Universitat Ulm durchgefuhrt und die phylogenetische Zuordnung erfolgte anhand
mitochondrialer 16S-rRNA-Gensequenzanalysen und wurde von Dr. Rita de Sousa
(Portugiesisches Referenzlabor fur Magen-Darm-Infektionen und Zoonosen; National
Institute of Health Dr. Ricardo Jorge) uUbernommen. Die im Rahmen dieser
Doktorarbeit untersuchten Zecken der Art Argas boueti wurden erstbeschrieben in
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Agypten (Hoogstraal, 1955; Roshdy and Hoogstraal, 1974). Bis zum heutigen
Zeitpunkt konnte die Verbreitung dieser Zeckenart in den Landern Agypten, Suidafrika,
und Marokko bestatigt werden, wo sie unter anderem auf 14 Fledermausarten,
einschlieBlich Nycteris thebaica gefunden wurde (Hoogstraal, 1955; Roshdy and
Hoogstraal, 1974; Mans et al., 2019; Sandor et al., 2021). Mit dieser Studie konnte
erstmals das Vorkommen von Argas boueti in Ghana auf der Fledermausart Nycteris
macrotis und Hipposideros cf. ruber gezeigt werden. Zuerst wurde die DNA aus
Zecken extrahiert und anschlieend zur Detektion von Chlamydien, Rickettsien und
Borrelien verwendet. Zur Isolation der DNA wurde ein Verfahren entwickelt, bei dem
jede einzelne Zecke mit Hilfe eines Morsers zunachst mechanisch aufgeschlossen und
danach biochemisch lysiert wurde. Dieses aufwandige Verfahren war notwendig, um
das rigide Exoskelett aufzubrechen und die DNA isolieren zu konnen. Die
anschlieBende Extraktion der DNA erfolgte vollautomatisiert. Die 51 Zecken der
Fledermause 1-4 (Tabelle 29) wurden bereits in der Masterarbeit des Kandidaten
(Krannich, 2017) aufgeschlossen und vorlaufig untersucht. Alle weiteren 148 Zecken
wurden in dieser Dissertation auf das Vorhandensein von intrazellularen bakteriellen
Erregern hin untersucht. Durch unterschiedliche real-time-PCR Analysen und
Schmelzkurvenanalysen konnten in den aufbereiteten Proben Chlamydien, Borrelien
und Rickettsien detektiert werden.

Bei der Schmelzkurvenanalyse zur Detektion von Borrelien wird zuerst die Zielsequenz
mittels klassischer PCR und fluoreszenz-markierter Sonden amplifiziert (HAIN
Lifesciense; Nehren). Im ungebundenen Zustand wird keine Fluoreszenzemission frei,
wohingegen durch die Hybridisierung der Sonde an die Ziel-DNA (erregerspezifische
DNA-Sequenz, nicht kommuniziert, da Unternehmen internes Wissen) die Messung
der Fluoreszenz moglich wird. Bei der anschlieBenden Schmelzkurvenanalyse
dissoziiert die Doppelstrang-DNA durch Warme in die beiden Einzelstrange. Dadurch
werden die Sonden inaktiv und die Fluoreszenz nimmt ab (HAIN Lifesciense; Nehren).
Im Rahmen dieser Arbeit konnte mit Hilfe der Borrelien-Schmelzkurvenanalyse
(4.5.1.2) gezeigt werden, dass 67 von 199 Proben positiv auf Borrelia waren
(Tabelle 29). Diese Pravalenz von 34 % (Abbildung 6) untermauert die ersten Hinweise
aus der Masterarbeit (Krannich, 2017), dass Borrelien in Afrika auch sudlich des
Breitengrades von 13° Nord zu finden sind (Pappas et al., 2006; Trape et al., 2013).
Die Detektion der Chlamydien wurde mit der pan-Chlamydiales real-time PCR
durchgefuhrt, die darauf basiert das chlamydiale 16S-RNA-Gen zu amoplifizieren
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(Lienard et al., 2011). Das Besondere an dieser Methode ist, dass nicht nur Chlamydia,
sondern die gesamte Ordnung Chlamydiales detektiert wird, sodass nicht nur bereits
charakterisierte Spezies, sondern auch noch unbekannte Chlamydia und Chlamydia-
ahnliche Spezies nachgewiesen und nach einer weiteren Sequenzierung der
amplifizierten DNA charakterisiert werden konnen (Lienard et al., 2011). Mit Hilfe der
pan-Chlamydiales real-time-PCR (4.5.1.1) wurden in 23 von 199 Proben Vertreter der
Ordnung Chlamydiales gefunden (Tabelle 29), was einer Pravalenz von 12 %
entspricht (Abbildung 6) und erstmalig das Vorkommen von Chlamydiales in Zecken
von Fledermausen in Ghana belegt.

Des Weiteren wurden die in dieser Arbeit hergestellten DNA-Extrakte aus ghanaischen
Zecken fur die Detektion von dem Gen gt/A aus Rickettsia spp. bereitgestellt. Diese
Nachweise erfolgten mit Hilfe von real-time PCR-Analysen (Sothmann et al., 2017)
und wurden am Bernhard-Nocht-Institut fur Tropenmedizin (BNITM) in der Abteilung
fur Infektionsepidemiologie von Prof. Dr. Jurgen May in der Arbeitsgruppe von Dr.
Daniel Eibach, im Rahmen einer Kooperation, durchgefihrt (Tabelle 29). Von den 199
analysierten Proben enthielten 178 Rickettsia-DNA. Somit wiesen die Rickettsien mit

89 % (Abbildung 6) eine enorm hohe Pravalenz in den getesteten Zecken auf.
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Abbildung 6: Pravalenz intrazellularer bakterieller Erreger in ghanaischen Zecken. Die Pravalenz von

Chlamydiales ist mit 12 % am niedrigsten, gefolgt von Borrelia mit 34 % und Rickettsia mit 89 %.
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Im folgenden Schritt wurden Co-Pravalenzen fur die detektierten intrazellularen
bakteriellen Erreger in den analysierten Zecken von ghanaischen Fledermausen
bestimmt. In 10 % (19 von 199 Zecken) der Zecken wurden keine der drei Erreger
nachgewiesen (Abbildung 7, Tabelle 20). Eine Co-Pravalenz von Chlamydiales,
Borrelia und Rickettsia wurde in 6 % der analysierten Zecken detektiert (Abbildung 7,
Tabelle 18). In jeweils einer Zecke wurde ausschlieRlich Chlamydiales- bzw. Borrelia-
DNA detektiert (Abbildung 7, Tabelle 19). In 101 von 199 Zecken, entsprechend 51 %,
konnten ausschlie8lich Rickettsien nachgewiesen werden (Abbildung 7, Tabelle 19).
Ein ausschlie3liches Auftreten von Chlamydiales und Borrelia konnte in keiner Zecke
nachgewiesen werden. In 6 % der Zecken traten Rickettsien in Kombination mit

Chlamydiales und in 28 % in Kombination mit Borrelien auf (Abbildung 7, Tabelle 18).
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Abbildung 7: Co-Pravalenzen intrazellularer bakterieller Erreger in Zecken aus Ghana.
+: Erreger detektiert; -: Erreger nicht detektiert.
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Tabelle 18: Zecken, in denen Co-Pravalenzen von mindestens zwei der Erregergruppen Chlamydiales,
Borrelia und Rickettsia mittels real-time PCR nachgewiesen wurden. Alle Fledermause, bis auf die
Fledermaus Nr. F3 (Hipposideros cf. ruber), gehtren der Spezies Nycteris macrotis an. Die mit #
(Chlamydiales) oder ° (Rickettsia) gekennzeichneten Proben wurden sequenziert. +: positiv getestete

Proben; -: negativ getestete Proben.

Fledermaus positiv befundet gegeniiber

[Proben-

nummer] Zecken Chlamydiales Borrelia Rickettsia

Z13 +
718
729
Z31
733
Z01 -
202 -
Z03 -
204 -
Z05 -
Z06 -
Z08 -
Z09 -
Z10 -
212 -
214 -
216 -
217 -
Z19 -
720 -
721 -
722 -
723 -
724 -
725 -
726 -
227 -
728
Z30
732
735
736
237
734
F3 738
Hipposideros Z39
cf. ruber 240
41
750
247
Z51
748 -
F7 758 -
Z60 -

Fo 762 -
F11 764 -
F13 Z70 -
272 -

F14 773 -
F15 274 -
F16 Z75 -
F17 276 -
F18 778 -
F29 2120 -
F30 2122 -
F31 7124 -
2129 -
F32 Z131 -
7133 -
F33 2137 -

F1

+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ (F|F | F|F | F (||| |||+

+
o

+

+

+

+

+
o

+

4|+

F2

+

+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ [+ |+ |F|F|F(F|F ||| ||| (||| |||+

+

'
+

1
+
o

'
+

+
+
o

i
+

F4

]+
]
+

+ |+ |+ [+ |(F|F[(F|(F|F|F ||| F|F (|||
+
o
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F36 7150 : + +
7168 : ¥ +
F38 7169 - + +
2171 - + +
F39 7179 - + +
7180 Y - ¥
F40 7181 # » +
7182 + - ¥
Fa1 7184 + 5 +
7190 - ; -
7192 + » ¥
Fa4 7191 - ¥ -
7194 3 + +
719 : ¥ ¥
7197 3 + +
Fas 7198 - ¥ =
F46 7199 + + +

Tabelle 19: Zecken, in denen ausschlieRlich Chlamydiales, Borrelia oder Rickettsia detektiert wurden.
Alle Fledermause, bis auf die Fledermaus Nr. F3 (Hipposideros cf. ruber), gehdren der Spezies Nycteris
macrotis an. Die mit # (Chlamydiales) oder ° (Rickettsia) gekennzeichneten Proben wurden sequenziert.

+: positiv getestete Proben; -: negativ getestete Proben.

Fledermaus

[Probennummer]

Zecken

Chlamydiales

positiv befundet gegeniiber
Borrelia

Rickettsia

F1

207

+

Z11

215

F3*

742

F4

Z43

Z44

745

Z46

Z49

F5

752

Z53

Z54

+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+

Z55

F6

Z56

Z57

F8

Z59

F9

Z61

F10

Z63

F12

265

Z66

Z67

F13

268

Z69

F14

Z71

F18

z77

Z79

Z80

Z81

F19

788

F22

292

F23

Z93

F24

294

795

Z96

297

Z98

Z99

Z100

F25

Z101

2102

Z103

2104

Z105

+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+

2106

+
o
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F27

Z113

2114

Z115

2116

2117

F28

Z118

F29

Z119

Z121

F30

2123

F31

2125

F32

2127

2128

Z130

2132

Z134

2135

Z136

F33

2138

Z139

2140

+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+

F34

2141

+
°

F35

2142

+

Z143

+
°

F36

2144

Z145

2147

7148

2149

+ |+ |+ |+ |+

F37

2152

+
°

2153

2154

Z155

2156

Z157

Z159

2160

Z161

2162

Z163

2164

Z165

2166

2167

F39

Z170

2172

2173

2174

Z175

2176

Z177

Z178

+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |F|F|(F|F|F[F|F |+ ||+ |+

F40

2183

F42

Z185

+
°

F43

2186

+

2187

2188

Z189

F44

2193

Z195
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Tabelle 20: Zecken, in denen keine Chlamydiales, Borrelia oder Rickettsia detektiert wurden. Die

Fledermause gehdren der Spezies Nycteris macrotis an. +: positiv getestete Proben; -: negativ getestete

Proben.
Fledermaus Zeck positiv befundet gegeniiber
[Probennummer] | “%¢¢" Chlamydiales Borrelia Rickettsia

782 - -
783
784

F19 785
786
z87
789

F20 Z90

F21 791
Z107
Z108
Z109

F26 Z110
Z111
Z112

F31 7126

F36 7146
Z151

F37 Z158

Zusatzlich gelang es unserem Kooperationspartner Prof. Dr. Gilbert Greub am Institut
fur Mikrobiologie der Universitat Lausanne fur funf Zecken, welche positiv auf
Chlamydiales getestet wurden, die amplifizierten chlamydialen 16S RNA-
Genabschnitte zu sequenzieren (Anhang: Tabelle 29, gekennzeichnet mit #). Vier der
sequenzierten Amplifikate stammten von Zecken (Z180-Z2183), welche von demselben
Fledermausindividuum der Spezies Nycteris macrotis (Probennummer F40) isoliert
wurden. Ein weiteres sequenziertes Amplifikat stammte von der Zecke Z184, welche
von einer Fledermaus derselben Spezies entnommen wurde (Nycteris macrotis
(Probennummer F41)). In allen 5 Zecken konnte eine neue Familie innerhalb der
Ordnung Chlamydiales mit 86 %iger Sequenzidentitat zu Neochlamydia hartmannellae
detektiert werden. Fur Neochlamydia hartmannellae konnte bis dato keine
Pathogenitat belegt werden (Corsaro and Greub, 2006). Weitere Forschungsarbeiten
sind erforderlich, um das pathogene Potenzial dieser Spezies sowie der in dieser
Arbeit neu identifizierten Chlamydien zu bestimmen.

Neben der Charakterisierung von chlamydialen Proben wurden auch erste
weitergehende Untersuchungen an den detektierten Rickettsien durchgefihrt.
Insgesamt gelang es, 45 der 178 auf Rickettsien positiv getesteten Proben
phylogenetisch zu analysieren. Diese Arbeiten wurden von unserer
Kooperationspartnerin Dr. Rita de Sousa im portugiesischen Referenzlabor fur Magen-
Darm-Infektionen und Zoonosen am National Institute of Health Dr. Ricardo Jorge
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ubernommen (Anhang: Tabelle 29, gekennzeichnet mit °). Die 45 Proben stammten
von Zecken, welche von 40 verschiedenen Fledermaus-Individuen der Spezies
Nycteris macrotis isoliert wurden und von einer Zecke, die von der Fledermaus der
Spezies Hipposideros cf. ruber entnommen wurde. Fur die phylogenetischen Analysen
wurden die Gene gltA, ompA and ompB sequenziert und jede Sequenz individuell mit
der GenBank abgeglichen. Durch diese Analysen konnten im Rahmen dieser Studie
zwei neue Kandidaten der Gattung Rickettsia, aus zwei verschiedenen Zecken Z26
und Z29 von zwei verschiedenen Fledermaus-Individuen (Fledermaus Nr. F1 und
F23), detektiert werden (Abbildung 8). Durch die phylogenetische Nahe von GHTIiROr
Z26 (GH: Ghana, Ti: Ticks, R: Rickettsia, Or: Ornithodoros) zu Rickettsia honei ist
davon auszugehen, dass GHTIROr Z26 ebenso wie R. honei in die spotted fever
Gruppe einzuordnen ist (Parola et al., 2013). Der gefundene Kandidat GHTiROr Z93
steht in enger Verwandtschaft zu R. lusitaniae. Fur R. lusitaniae ist noch recht wenig
uber die Pathogenitat bekannt (Kim et al., 2021).

Bezlglich der Verteilung der Erreger unter den Zecken, die jeweils von einer
Fledermaus enthommen wurden, zeigte sich eine hohe Varianz (Tabelle 18 bis Tabelle
20; Anhang: Tabelle 29). So konnte beispielsweise von der Fledermaus Nr. F4 eine
Zecke (Z50) isoliert werden, in der alle drei intrazellularen Erreger nachgewiesen
werden konnte. Des Weiteren konnten in dieser Fledermaus 2 Zecken (Z47 und Z51)
mit der Kombination der Erreger Chlamydiales und Rickettsia sowie eine Zecke (Z48)
mit Borrelia und Rickettsia detektiert werden. Weiterhin wurden von der Fledermaus
F4 zusatzlich 5 Zecken isoliert, in denen ausschliel3lich Rickettsien (Z43, Z44, Z45,
Z46 und Z49) gefunden wurden. Daraus ergibt sich, dass es wichtig ist, pro
Fledermaus immer mehrere Zecken als mogliche Vektoren bzw. Trager zu

untersuchen, um moglichst viele der vorkommenden Erreger zu erfassen.
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Abbildung 8: CLUSTAL (MEGA7Y) phylogenetische Maximum Likelihood Analyse der detektierten
Rickettsien. Die neuen Kandidaten konnten der Gattung Rickettsia zugeordnet werden. Dabei gehort
GHTIiROTr 226 zur Gruppe Rickettsia honei und GHTIROr Z93 zur Gruppe Rickettsia lusitaniae (Dr. Rita

de Sousa; National Institute of Health Dr. Ricardo Jorge).

5.1.2 Analysen zur Mutter-Kind-Ubertragung von Chlamydien anhand
von Stuhl-, Nabelschnurblut- und Plazentaproben

Infektionen verursacht durch Chlamydia trachomatis sind die am haufigsten
diagnostizierten, sexuell Ubertragenbaren Infektionen und werden als moglicher Grund
fur Frihgeburten diskutiert. Zudem gibt es Hinweise auf einen Zusammenhang
zwischen Infektionen mit C. frachomatis und Fehl- sowie Totgeburten (Rours and
Hammerschlag, 2013; Reid et al., 2017). Gleiches qilt fur Parachlamydiaceae und
Waddliaceae. Anhand von DNA-Auswertungen konnte eine mogliche Beteiligung fur

Fehlgeburten gezeigt werden (Baud, Regan and Greub, 2008; Rours and

60



Hammerschlag, 2013; Reid et al., 2017). Jedoch ist die Datenlage Uber die Pravalenz
und Bedeutung von Chlamydiales-Infektionen wahrend der Schwangerschaft, beim
Geburtsvorgang und im frGhen Sauglingsalter unzureichend. Die im Rahmen der
vorliegenden Dissertation untersuchten Proben bieten hierzu eine einmalige
Gelegenheit, um die Datenlage zu erweitern.

Fir diese Studie wurden in den beiden westafrikanischen Staaten Elfenbeinkuste und
Ghana Stuhlproben von Kindern im Alter von 7, 12, 18 und 24 Monaten, sowie zuvor
von deren Muttern im dritten Trimester der Schwangerschaft genommen. Die Studie
umfasste Stuhlproben der Kinder sowie Stuhl-, Nabelschnurblut- und Gewebeproben
von Plazentas der Mutter aus den beiden westafrikanischen Staaten.

Die Stuhlproben von Kindern im Alter von 7, 12, 18 und 24 Monaten sowie von deren
Muttern im dritten Trimester der Schwangerschaft wurden bereits von Dr. Melanie
Brunke auf das Vorhandensein von Chlamydiales untersucht und bei einem positiven
Befund teilweise zur weiteren Speziesidentifizierung sequenziert (Brunke, 2018). In
der vorliegenden Arbeit wurden zusatzlich Nabelschnur- und Plazentagewebeproben
analysiert. Dazu wurde die DNA aus insgesamt 31 Nabelschnurblutproben und 20
Plazentagewebeproben durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Anna Maria Eis-
Hubinger (Institut fur Virologie, Universitatsklinikum Bonn) isoliert. In 13 Fallen lagen
Nabelschnurblut- und Plazentaproben als Datensatz von denselben Patientinnen vor
(Tabelle 21). Insgesamt stammen die analysierten Nabelschnurblut- und
Plazentagewebeproben von 30 Chlamydiales positiv-getesteten Muttern, 4 Muttern
aus der Kontrollgruppe mit negativem Chlamydiales-Nachweis und 3 Muttern ohne
Stuhlprobe (Tabelle 21).

In dieser Arbeit wurden alle DNA-Proben (n=31) mit Hilfe der pan-Chlamydiales real-
time PCR (Lienard et al., 2011) (4.5.1.1) auf Chlamydiales getestet. Von den 31
Proben konnten in einer Plazentagewebeprobe sowie in 8 Nabelschnurblutproben
Erreger der Ordnung Chlamydiales nachgewiesen werden (Tabelle 21). Die
Sequenzierung zur ldentifikation auf Spezieslevel der positiven Proben steht noch aus.
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Tabelle 21: Ergebnisse der Mutter-Kind-Studie. Die Ergebnisse der Plazenta- sowie
Nabelschnurblutproben wurden in dieser Arbeit, die restlichen Resultate bereits in der Dissertation von
Dr. Melanie Brunke erarbeitet. In den Proben, welche mit # gekennzeichnet sind, konnten bereits mittels
Sequenzierung Chlamydia pneumoniae sowie in der mit ° gekennzeichneten Probe Waddlia
chondrophila nachgewiesen werden (Brunke, 2018). Proben mit * stammen von der Elfenbeinkiiste, alle

anderen aus Ghana. +: positiv; -: negativ; ND: keine Proben vorhanden.

Nabel- Kind (Stuhl)
Mutter Plazenta
(Stuhl) schnurblut | 7 Monate | 12 Monate | 18 Monate | 24 Monate

+ + = + ND + ND
+ = + + - ND ND
+ ND + + - ND ND
+ ND + + - ND ND
+ ND + + ND - ND
+i ND + + - ND ND
+i ND + + - ND ND
+ = + = + ND ND
+ ND + ND ND ND +

+ - - ND ND ND +

+ - - + ND ND ND
+ = = - + ND ND
+ - - + + ND ND
+ - - ND + ND ND
+ - - + - ND ND
+ - - - + ND ND
+ - - - + ND ND
+ - - - + ND ND
+* - ND + - + -

+* - ND + + ND =

+* - ND + +° - -

+ - ND = + + =

+ ND - - ND + ND
+ ND - + - ND ND
+ ND - + ND ND ND
+ ND - ND - + ND
+ ND - + ND ND ND
+# ND - ND ND + ND
+ ND - + + ND ND
+ ND - + - ND ND
- ND - ND + - ND
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- ND - + ND + ND

- - - ND + - ND

- - ND - ND ND ND
ND* - ND - ND + -
ND ND - ND - + ND
ND - - + - ND ND

Des Weiteren konnte in der negativ-getesteten Kontrollgruppe weder in den
Nabelschnurblutproben noch in der Plazentagewebeproben chlamydiale Erreger
nachgewiesen werden (Tabelle 21). In den Stuhlproben der mit # gekennzeichneten
3 Muttern konnte bereits Chlamydia pneumoniae sowie in der mit ° gekennzeichneten
Kinderprobe, die 12 Monate nach Geburt beprobt wurde, Waddlia chondrophila
bestimmt werden (Brunke, 2018) (Tabelle 21). Dr. Melanie Brunke konnte fur weitere
Kinder und Mdutter ohne Plazenta- oder Nabelschnurblutproben (nicht Teil dieser
Arbeit) durch Sequenzierung zusatzlich Rhabdochlamydia-ahnliche Chlamydien,
Neochlamydia und Parachlamydia detektieren (Brunke, 2018). Diese einzigartige
westafrikanische Mutter-Kind-Studie zeigt fur 7 Mutter und deren Kinder, dass
Chlamydiales-DNA parallel im Stuhl, im Nabelschnurblut oder in der Plazenta der
Mutter, sowie zusatzlich in den Stuhlproben der Kinder bei der ersten Beprobung nach
der Geburt vorliegt (Tabelle 21; gelb, blau). Es wurde bereits gezeigt, dass Chlamydia
frachomatis in der Plazenta und im Nabelschnurblut vorliegen kann
(Gencay et al., 1997; Hou, Chen and Lee, 2006), jedoch gibt es bis jetzt nur wenige
Indizien dafur, dass Chlamydia und Chlamydia-like Organismen bereits wahrend der
Schwangerschaft und nicht erst wahrend des Geburtsvorganges Ubertragen werden
konnten und somit fur Fehl- und Totgeburten verantwortlich sein konnten
(Baud, Regan and Greub, 2008; Rours and Hammerschlag, 2013). Bisher wurden bei
den Chlamydia-ahnliche Organismen nur fur Parachlamydiaceae und Waddliaceae mit
Komplikationen verlaufende beschrieben
(Baud, Regan and Greub, 2008).

Die Daten dieser Studie liefern Indizien dafur, dass bei einzelnen Mutter-Kind-Paaren

Schwangerschaftsverlaufe

moglicherweise Ubertragungsereignisse in utero stattgefunden haben. Fir
Treponema pallidum, dem Erreger der Syphilis, ist eine diaplazentare Ubertragung in
der Schwangerschaft sowie das Vorkommen in der Plazenta und im Nabelschnurblut
bereits bekannt (Kohler et al., 2001; Kayser et al., 2010; Peeling et al., 2017). Damit
ist eine Ubertragung prinzipiell auch fiir Vertreter der Ordnung Chlamydiales (iber die
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Plazenta und Nabelschnur maoglich, auch wenn diese zur Familie der Chlamydiaceae
und nicht wie Treponema pallidum zur Familie der Spirochaetaceae gehoren. Die
Kinder in dieser Studie, welche bei der ersten Beprobung nach der Geburt positiv
getestet wurden, konnten sich aber auch, wie gangiger Weise fur Chlamydien
beschrieben, wahrend des Geburtsvorgangs mit Chlamydien angesteckt haben
(McGregor and French, 1991; Silveira et al., 2009). Nur wenige Chlamydiales-positive
Mutter mit positiv-befundeten Kindern wurden ebenfalls bei den Plazenta- oder
Nabelschnurblutproben positiv getestet. Es konnte sein, dass sich die Kinder des
Weiteren durch den Kontakt mit dem Intestinaltrakt (Schmierkontamination) der
Chlamydiales-positiven Muttern, infizierten. Aul3erdem wird in dieser Arbeit durch die
positive Beprobung von Stuhlproben die Hypothese unterstutzt, dass der menschliche
Intestinaltrakt ein Chlamydien-Reservoir ist (Rank and Yeruva, 2014). Aufgrund des
Studiendesigns standen nur geringe Mengen von Stuhl, Nabelschnurblut sowie
Plazentagewebe zur Verfugung. Die daraus resultierenden Einschrankungen bei der
Durchfihrung von Experimenten lasst ein fehlerhaftes Detektieren mit falsch-
negativen Ergebnissen durch zu wenige Kopien der chlamydialen 16S RNA-Gene
nicht ausschlief3en. Durch Sequenzierungen sollte weiterhin gepruft werden, ob eine
Bestimmung auf Speziesebene moglich ist, um so mogliche Verknipfungen zu den
bereits erhaltenden Ergebnissen von Mutter-Kind-Paaren zu schlie3en bzw. weiter zu

validieren.

5.1.3 Studie zu zoonotischen Krankheitserregern auf Madagaskar

Anlass dieser Studie war die Analyse der relevanten Faktoren fur die regelmafigen
Pestausbruche in Madagaskar, sowie das Erstellen eines umfassenden Gesamtbildes
bakterieller und virale Erreger inklusive deren Vektoren auf diesem Inselstaat vor der
Sudostkiuste Afrikas. An dieser interdisziplinaren Studie waren unter anderem die
Universitaten Bonn, Briinn, Hamburg und Munster beteiligt, sowie auch das Institut fur
Virologie der Charité Universitatsmedizin Berlin und das Hamburger
Bernhard-Nocht-Institut fur Tropenmedizin (BNITM). Die Durchfuhrung der Studie
erfolgte im November 2018 in Madagaskar.
Im Zuge der Studie wurden insgesamt 116 Mause (Mus) und Ratten (Rattus) gefangen
und bestimmt. Nach dem Fangen mittels Lebendfallen wurden Alter und Geschlecht
der Tiere bestimmt. Weiterhin wurde die umgrenzende Geographie (Tal, Berg, Fluss)
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und auch der Fangort naher beschrieben (bei Gebauden das Geschoss und die
Raumnutzung, bei Freifangen die Landschaftsnutzung). Zu allen Fangorten wurden
die GPS-Koordinaten ermittelt und diese fur weitere Analysen archiviert.

Es wurden von den Tieren Blut- und Gewebeproben (auch Foten und organische
Veranderungen wie Leberzysten) entnommen. Aul3erdem wurden die Ektoparasiten
aller gefangenen Tiere durch Auskdmmen gesammelt — im Durchschnitt ein Parasit
pro Tier. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die DNA (Abschnitt 4.4.6.3) der Ektoparasiten
prapariert. Die DNA der Parasiten wurde anschlieBend mit Hilfe der
Tiefensequenzierung, bei der jedes DNA-Fragment sequenziert wird, von Dr. Thorsten
Thye am Hamburger Bernhard-Nocht-Institut fr Tropenmedizin (BNITM) analysiert.
Die in dieser Arbeit praparierte DNA wies meist nur sehr geringe Konzentrationen auf
die haufig unterhalb der photometrischen Nachweisgrenze lag, sodass nicht
auszuschlieflen ist, dass Erreger mit niedriger Ausgangsmenge in den Proben
moglicherweise nicht detektiert wurden. Bei den Parasiten, welche von den
gefangenen Mausen und Ratten abgesammelt wurden, handelte es sich um
Xenopsylla cheopis (Rattenfloh). Weiterhin wurde in einer Probe Pieris rapae (Kleiner
Kohlweil3ling) nachgewiesen, bei welchem es sich um eine Umweltkontamination
handelte. Bislang wurden durch Tiefensequenzierung der aus den Parasiten
extrahierten DNA-Proben folgende Erreger gefunden: 2 Proben wurden positiv auf
Rickettsia, eine Probe positiv auf Streptococcus sowie eine weitere Probe positiv auf
Yersinia pestis getestet. Fur die Ordnung Chlamydiales wurde explizit nach
Waddlia chondrophila, Parachlamydia acanthamoebae, Neochlamydia hartmannellae,
Protochlamydia  amoebophila, Simkania negevensis, Chlamydia abortus,
Chlamydia psittaci, Chlamydia trachomatis und Chlamydia pneumoniae gesucht.
Dabei konnte in einer Probe ein Sequenzabschnitt von
Parachlamydia acanthamoebae detektiert werden. In dieser Arbeit konnte somit
bestatigt werden, dass Parachlamydia acanthamoebae im Rattenfloh vorkommen
kann, wie auch Protochlamydia und Metachlamydia aus der Familie der
Parachlamydiaceae bereits detektiert wurden (Croxatto et al., 2014). Diese Ergebnisse
machen deutlich, dass der Floh ein potentieller Trager von Chlamydiales ist und diese
auch uber Stich- und Saugkontakte Ubertragen konnte. Hinsichtlich viraler Erreger
konnte der Kooperationspartner Prof. Dr. Felix Drexler von dem Institut flr Virologie
der Charité Berlin in 3 Gewebeproben aus Ratten eine hamorrhagische Variante des
Hantavirus (Variante Thailandvirus) sowie in einer weiteren Ratte Hepatitis-E-Virus
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detektieren. Durch diese Pilotstudie konnte gezeigt werden, wie wichtig holistische
Feldstudien fur die Erforschung von Zoonosen sind.

5.2 Analysen zu neuartigen antibiotischen Substanzen

5.2.1 Zytotoxizitat gegeniiber eukaryotischen Zellen

Eine elementare Anforderung an antimikrobielle Substanzen ist, dass sie eine
selektive Aktivitat gegenuber dem Krankheitserreger aufweisen und nicht toxisch
wirken, d.h. den zu therapierenden Patienten nicht schadigen. Eine Methode, die
bereits am Anfang der Entwicklung neuer Substanzen einen ersten wichtigen Einblick
zur Zytotoxizitat vermittelt, ist der AlamarBlue-Assay. Dieser Resazurin-basierte
kolorimetrische Assay funktioniert Uber eine Reduktion von Resazurin (blau) zu
Resorufin (pink) durch das in lebenden Zellen vorhandene Coenzym NADH. Die
Zellviabilitat kann mit Hilfe des AlamarBlue-Assays zeitsparend und quantitativ
bestimmt werden. Morphologische Veranderungen werden durch diese Methode
allerdings nicht erfasst, konnen aber zusatzlich mittels Fluoreszenz-mikroskopischen
Untersuchungen analysiert werden.

5.2.1.1 Vergleichende Analysen zur Zytotoxizitat der neuartigen synthetischen
Zellhull-Biosynthese inhibierenden Antibiotika DCAP und THCz

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die synthetischen Substanzen DCAP (2-((3-(3, 6-
dichloro-9H-carbazol-9-yl)-2-hydroxypropyl) amino)-2-(hydroxymethyl) propane-1, 3-
diol) und THCz (Tetrahydrocarbazol) sowie verschiedene Derivate mit Hilfe des
AlamarBlue-Assays hinsichtlich moglicher zytotoxischer Effekte evaluiert.

DCAP (Abbildung 9) wurde als synthetisches Antibiotikum beschrieben, dessen
antimikrobielle Wirkung bislang ausschlie8lich einer Membrandepolarisierung und
einer erhohten Membranpermeabilitat bei grampositiven und gramnegativen Bakterien
zugeschrieben wurde (Eun et al., 2012; Hurley et al, 2015). Am Institut far
Pharmazeutische Mikrobiologie konnte gezeigt werden, dass DCAP zusatzlich mit
Undecaprenyl-Pyrophosphat-gekoppelten Zellhallvorlaufer interagiert und somit die
Peptidoglykansynthese- und Zellteilungsmaschinerie beeintrachtigt
(Ludwig et al., 2024).
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Abbildung 9: Strukturformel von DCAP (2-((3-(3, 6-dichloro-9H-carbazol-9-yl)-2-hydroxypropyl) amino)-
2-(hydroxymethyl) propane-1, 3-diol) (Eun et al., 2012). = Stereozentrum.

Zur Untersuchung der zytotoxischen Aktivitat von DCAP mittels des AlamarBlue-
Assays wurden verschiedenen Inkubationszeitraume (2, 4, 6, 17 und 30 Stunden),
verschiedene eukaryotische Zelllinien (Hep2 und McCoy) und verschiedene
Zellmedien (RPMI und DMEM) verwendet. Um den toxischen Effekt einer Substanz
gegenuber eukaryotischen Zellen zu ermitteln, wurde die Viablilitat von unbehandelten
Kontrollzellen als Referenzpunkt auf 100 % gesetzt. Werte Uber 100 % konnen durch
biologische Varianz bzw. durch eine theoretisch mogliche wachstumsanregende
Wirkung der Testsubstanz zustande kommen. Die in dieser Arbeit durchgefihrten
Zytotoxizitatsanalysen mit DCAP zeigten erwartungsgemal, dass der zytotoxische
Effekt sowohl von der Inkubationszeit als auch der Konzentration der Substanz
abhangig ist. Das therapeutische Fenster einer neuen antibiotischen Substanz
beschreibt den Bereich zwischen der minimal wirksamen Konzentration (MHK) und der
toxischen Konzentration beim Menschen oder eukaryotische Zelle. Es ist entscheidend
fur die Sicherheit und Wirksamkeit eines Medikaments. Fur die weitere Entwicklung
einer Substanz sollte das therapeutische Fenster mindestens das 20- bis 100-Fache
der MHK haben. Bei Verwendung der Zelllinie Hep2 in dem Medium DMEM konnte bei
DCAP-Konzentrationen von 1 pg/ml bis 4 pg/ml fur alle Inkubationszeiten kein
zytotoxischer Effekt detektiert werden (Abbildung 10 A). Bei einer Inkubationszeit fur
2 Stunden ist bis zu einer Konzentration von 16 pg/ml keine Abnahme der Reduktion
von Resazurin zu Resofurin zu erkennen (100 %ige relative Viabilitat). Eine deutliche
Abnahme der Zellviabilitat auf 19 % ist nach einer 30-stlindigen Inkubation von 8 pg/mi
DCAP auf Hep2-Zellen erkennbar. Unter diesen Bedingungen konnte der zytotoxische
Effekt von DCAP sowohl durch das verminderte Reduktionpotential als auch durch
Rupturen des Zytoplasmas festgestellt werden (Abbildung 10 und Abbildung 11, weil3e
Pfeile). Im Vergleich dazu die MHK fur S. aureus FRI 100 mit DCAP bei 20,66 pg/ml
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(Eun et al., 2012). Die letzteren mikroskopischen Ergebnisse zur morphologischen
Schadigung der eukaryotischen Zellen wurden unter Chlamydien-Infektion gewonnen

und sollten erneut ohne eine chlamydiale Infektion verifiziert werden.
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Abbildung 10: AlamarBlue-Assay zur Bestimmung der Zytotoxizitdt von DCAP gegeniiber den
eukaryotischen Zelllinien Hep2 und McCoy. Die Inkubation der Zellen erfolgte mit unterschiedlichen
Konzentrationen von DCAP in DMEM- oder RPMI-Medium fir 2, 4, 6, 17 sowie 30 Stunden. Fur
S. aureus FRI 100 liegt die MHK bei Behandlung mit DCAP bei 20,66 ug/ml (Eun et al., 2012).
Viabilitdtsassay mit der Substanz DCAP auf Hep2-Zellen in DMEM- (A) und RPMI-Medium (B) sowie
fur McCoy-Zellen in DMEM-Medium (C).
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Abbildung 11: Effekt von DCAP auf die Zellmorphologie. Mikroskopische Aufnahme von unbehandelten
Hep2-Zellen (A) und DCAP-behandelten, sowie mit Chlamydia trachomatis D/UW-3/CX infizierten
Hep2-Zellen 30 Stunden nach Infektion. Deutlich zu erkennen ist, dass die eukaryotischen Zellen,
welche mit 8 ug/ml DCAP (B) behandelt wurden, Rupturen (weile Pfeile) im Zytoplasma aufweisen.

Ubereinstimmend zeigte der Zytotoxizitatsassay 30 Stunden nach Infektion (Abbildung 10 A, 30
Stunden) eine relative Viabilitat der Zellen von 19 %. h.p.i.: Stunden nach Infektion. DAPI: Zellkern

(blau), Evans blue: Zytoplasma (rot), Fuorescein: LPS von Chlamydien (griin).

Um die gewonnen Daten auf einer breiteren Basis zu analysieren und mogliche Effekte
verschiedener Zelllinien und Medien auf die gewonnenen Ergebnisse zur Zytotoxizitat
zu erkennen, wurden ein weiteres Kulturmedium (RPMI) und neben der human
Krebszelllinie Hep2 eine Fibroblasten-Zelllinie aus Mausen (McCoy) vergleichend
getestet. Dazu wurde im nachsten Schritt die relative Viabilitat von Hep2-Zellen, die in
RPMI angezogen wurden, bestimmt (Abbildung 10 B). Bei einer Konzentration von bis
zu 4 pg/ml DCAP war fur alle Inkubationszeiten kein zytotoxischer Effekt im
AlamarBlue-Assay detektierbar (Abbildung 10 B). Fur die Inkubationszeiten von 2, 6
sowie 17 Stunden wurde eine Viabilitat von tuber 90 % bis zu einer Konzentration von
8 ug/ml gezeigt (Abbildung 10 B). Weiterhin wurde der Effekt auf die McCoy Maus-
Fibroblasten in DMEM-Medium untersucht (Abbildung 10 C). Eine relative Viabilitat
von ca. 100 % konnte bei allen Inkubationszeiten von 1 pg/ml bis 4 ug/ml festgestellt
werden. Ab einer Konzentration von 8 pg/ml ist bei 2 Stunden Inkubation eine
Abnahme der Viabilitat sichtbar (Abbildung 10 C). Mit Hilfe der gewonnen AlamarBlue
Assay-Daten wurden zusatzlich ICso-Werte bestimmt. Der |Cso-Wert gibt an, bei
welcher Substanzkonzentration noch 50 % der getesteten Zellen lebendig sind. Die fur
DCAP berechneten ICso Werte bestatigen wie erwartet die oben beschriebenen Daten

und variieren entsprechend je nach verwendetem Medium, Zelllinie und
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Inkubationszeit (Tabelle 22). Hohere Konzentrationen und langere Inkubationszeiten
ergaben auch hier eine hohere Zytotoxizitat. DCAP zeigte gegenuber McCoy Maus-
Fibroblasten eine hohere Zytotoxizitat als gegenuber humanen Hep2 Krebszellen in
DMEM-Medium. Eine 30-stindige Inkubation von DCAP auf McCoy-Zellen ist weniger
zytotoxisch als auf Hep2 in DMEM-Medium. Weiterhin wirkt DCAP unterschiedlich auf
gleiche Zelllinien in unterschiedlichen Medien.

So konnte gegenuber der humanen Hep2 Krebszelllinie in RPMI-Medium im Vergleich
zu DMEM-Medium ein 10x niedrigerer 1Cso Wert fur DCAP nach 30-stundiger

Inkubation bestimmt werden.

Tabelle 22: Anhand der AlamarBlue-Zytotoxizitdtsassays ermittelte ICso Werte fir die Substanz DCAP.
ND: nicht durchgefiihrt

DCAP ICso[ug/ml (Mittelwert) + Standardabweichung]

Zelltyp, Medium | 2 Stunden 4 Stunden 6 Stunden | 17 Stunden | 30 Stunden
Hep2, RPMI | 24,44 + 1,26 ND 20,79+1,26 | 21,76 £ 1,39 | 10,62 + 1,39
Hep2, DMEM | 40,97 £+ 1,51 | 21,21 +1,28 | 20,69 + 1,23 | 15,65+ 1,27 | 1,03+ 1,22

McCoy, DMEM | 13,17 £ 1,28 ND 11,34+ 1,23 | 10,09 £ 1,27 | 8,22+ 1,22

Carbonylcyanid-3-chlorphenylhydrazon (CCCP) ist eine schwache hydrophobe Saure,
die als lonophor agiert und das Membranpotential zerstort (Orlov et al., 1994;
Eun et al., 2012). Da auch DCAP eine Aktivitat gegenuber Membranen zugeschrieben
wird, wurde CCCP fur vergleichende Analysen bei den Experimenten mitgefuhrt
(Abbildung 12).

NC.__CN

T

N
HN

Cl

Abbildung 12: Strukturformel von CCCP (Carbonylcyanid-3-chlorphenylhydrazon).

Die Versuche wurden, genauso wie zuvor fur DCAP beschrieben, in unterschiedlichen

Kulturmedien (DMEM und RPMI), fur unterschiedliche Inkubationszeitraume
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(2, 4, 6, 17 und 30 Stunden) und in verschiedenen eukaryotischen Zelllinien
durchgefuhrt. Bei kurzeren Inkubationszeiten von 2 und 4 Stunden in dem Medium
DMEM, ist eine hohe relative Viabilitat von uber 77 % bis hin zu einer CCCP-
Konzentration von 64 ug/ml zu erkennen (Abbildung 13 A). Nach einer 6- sowie
17- stindigen Inkubation ist eine hohe Viabilitat von uber 80 % bis hin zu 16 pg/mi
CCCP festzustellen, wo hingegen bei einer 30- stindigen Inkubation nur bis hin zur
Konzentration von 8 pg/ml keine ausgepragten zytotoxischen Effekte
(Viabilitat 2 80 %) erkennbar sind (Abbildung 13 A). Die Wirksamkeit (MHK) gegenuber
S. aureus FRI 100 liegt mit CCCP bei 0,26 pg/ml (Eun et al., 2012).
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Abbildung 13: AlamarBlue-Assay zur Untersuchung der Zytotoxizitat von CCCP gegenlber Hep2 und
McCoy- Zellen, die in DMEM- oder RPMI-Medium fiir 2, 4, 6 sowie 17 Stunden inkubiert wurden. Fir
S. aureus FRI 100 liegt die MHK bei Behandlung mit CCCP bei 0,26 pg/ml (Eun et al., 2012).
Viabilitdtsassay mit der Substanz CCCP auf Hep2-Zellen in DMEM- (A) und RPMI-Medium (B) sowie
fur McCoy-Zellen in DMEM-Medium (C).
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Analysen mit Hep2-Zellen in RPMI-Medium ergaben nach 2-stundiger Inkubation ab
einer Konzentration von 128 pg/ml ausgepragte zytotoxische Effekte (Abbildung 13 B).
Bei einer 6- und 17-stindigen Inkubationsdauer war eine deutliche Abnahme des
Reduktionspotentials und somit eine Abnahme der Viabilitat ab einer Konzentration
von 32 pg/ml zu erkennen (Abbildung 13 B). Bei einer 30-stiindigen Inkubation war ein
deutlicher zytotoxischer Effekt, gekennzeichnet durch eine Abnahme der Viabilitat auf
41 % bereits ab einer Konzentration von 16 pg/ml erkennbar (Abbildung 13 B).

Bei Testung von CCCP gegenuber McCoy Maus-Fibroblasten in DMEM-Medium
konnte nach einer Inkubationsdauer von 2, 6 sowie 17 Stunden ab einer Konzentration
von 32 ug/ml eine erste zytotoxische Aktivitat mit Viabilitatswerten von 50 % bis 69 %
festgestellt werden (Abbildung 13 C). Hingegen ist fur eine Inkubationszeit von
30 Stunden bereits ab einer Konzentration von 2 pyg/ml eine ausgepragte Reduktion
der Viabilitat auf 62 % zu erkennen (Abbildung 13 C).

Zusammenfassend zeigen die Experimente zur Zellviabilitat unter DCAP- und CCCP-
Behandlung, dass bei kurzeren Inkubationszeiten (2, 4 und 6 Stunden) CCCP die
Viabilitat der Zelllinien weniger beeintrachtigt als DCAP, wohingegen bei langeren
Inkubationszeiten CCCP zu einer grofleren Beeintrachtigung der Viabilitat fuhrt
(Ludwig et al., 2024).

Betrachtetet man die zytotoxischen Assays, ist bei einer Inkubationsdauer von 2, 4 und
6 Stunden CCCP weniger zytotoxisch als DCAP und bei langeren Inkubationszeiten
von 17 und 30 Stunden CCCP zytotoxischer als DCAP. Aullerdem zeigt CCCP eine
hohere Zytotoxizitat gegenuber McCoy-Zellen als bei Hep2-Zellen. Zudem ist CCCP
zytotoxischer als DCAP gegenuber McCoy Zellen. Die Ergebnisse zeigen, wie wichtig
die individuelle Testung und Beurteilung jeder Substanz mit unterschiedlichen Assay-
Parametern ist. Die durchgefuhrten Experimente konnen jedoch nur einen kleinen
Hinweis auf die Zytotoxizitdat geben, denn andere Zelllinien, Medien oder
experimentellen Systeme zur Bestimmung der Zytotoxizitat konnten zu abweichenden
Ergebnissen fuhren. Wie bereits bei den Ergebnissen zu DCAP konnte bestatigt
werden, dass durch unterschiedliche Zelllinien und verschiedene Medien die
Ergebnisse variieren (Tabelle 23). Naturlich kann sich daruber hinaus die Wirkung in
einem komplexeren in vivo-Modell (bspw. Maus- oder Humanmodell) im Vergleich zu
den eukaryotischen Zelllinien anders auspragen, da diverse Aspekte, die zur
Pharmakokinetik und Pharmakodynamik einer Substanz beitragen, inklusive
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biochemischer Um- und Abbauprozesse in der Zellkultur nicht oder nur unzureichend

reprasentativ abgebildet werden kdnnen.

Tabelle 23: 1Cso Werte der zytotoxischen AlamarBlue-Assays fiir die Substanz CCCP. ND: nicht

durchgefihrt
CCCP ICso[pg/ml (Mittelwert) + Standardabweichung]

Zelltyp, Medium | 2 Stunden | 4 Stunden | 6 Stunden | 17 Stunden | 30 Stunden
Hep2, RPMI 91,23+1,2 ND 63,79+ 1,15 | 37,14+ 1,24 | 18,89 + 1,34
Hep2, DMEM | 111,4+1,32|136+1,37 | 70,83+1,19 | 46221 |1449+1,14

McCoy, DMEM | 67,03 £ 1,19 ND 73,85+ 1,21 2494 +1,20 | 9,43+1,17

Neben dem Membran-aktiven CCCP wurde eine weitere synthetische Substanz-
Gruppe zu vergleichenden Toxizitatsanalysen mit DCAP herangezogen, die
Tetrahydrocarbazol (THCz) Analoga THCz-1, THCz-5, THCz-39 und THCz-40. Diese
synthetischen kleinen Molekule besitzen alle dasselbe Grundgerust mit einer
Amingruppe und unterscheiden sich durch die angehangten Reste R' und R?
(Tabelle 24).

Tabelle 24: Strukturdifferenzen der in dieser Arbeit untersuchten THCz-Derivate (modifiziert nach

Reithuber et al., 2021). X?: Stereozentrum
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Fir THCz-Analoga mit zwei zentralen Amingruppen konnte bereits durch die
AG Schneider und Kollaborationspartner eine bakterizide Aktivitat gegen ein breites
Spektrum grampositiver und ausgewahlter gramnegativer Pathogene im niedrigen
mikromolaren Bereich festgestellt werden (Reithuber et al., 2021). Die in der
vorliegenden Arbeit generierten Daten zur Zytotoxizitat dienten als erste Grundlage
dieser Studie fur weitere Struktur-Aktivitats/Toxizitats-Analysen und wurden in die
Danksagung der zugehdrigen Publikation aufgenommen (Reithuber et al., 2021).
Analysen zur antimikrobiellen Wirkungsweise zeigten, dass THCz die Synthese der
Zellhdlle hemmt, indem es wie fur DCAP postuliert mit Undecaprenylpyrophosphat
gekoppelten Zellhull-Intermediaten sowie mit dem freien Undecaprenylpyrophosphat-
Carrier (C55-PP) interagiert und somit die Biosynthese des Peptidoglykans, der
Teichonsauren und der Polysaccharidkapsel hemmt (Reithuber et al., 2021) ohne wie
fur DCAP gezeigt, zusatzlich Aktivitat gegenuber der Zellmembran auszupragen
(Hurley et al., 2015). Die in dieser Arbeit generierten Daten zur Zytotoxizitat wurden
mit Hep2-Zellen in DMEM-Medium nach einer Inkubationszeit von 30 Stunden
gewonnen. Fur die Substanzen THCz-5 und THCz-39 war ab einer Konzentration von
4 pg/ml ein zytotoxischer Effekt nachweisbar (Abbildung 14). THCz-1 war toxischer
und wies ab einer Konzentration von 2 pg/ml ausgepragte Zytotoxizitat mit einer
verbleibenden Zellviabilitat von 14 % auf. Fur die Substanz THCz-40 war die hochste
Zytotoxizitdt zu  verzeichnen und Uber den gesamten  getesteten
Konzentrationsbereich von 1 ug/ml bis 128 pug/ml ein zytotoxischer Effekt zu erkennen.
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Abbildung 14: Assay zur Zytotoxizitat von verschiedenen THCz R/S Enantiomer-Gemische (THCz-1,
THCz-5, THCz-40, THCz-39) gegeniiber Hep2-Zellen, der in DMEM-Medium fir 30 Stunden
durchgefihrt wurde. Gezeigt wird die relative Viabilitat im Verhaltnis zu unbehandelten Zellen. Fir die
Substanzen THCz-5, THCz-39 ist kein zytotoxischer Effekt von 2 ug/ml erkennbar. Die zur Zytotoxizitat
korrelierenden MHK-Werte fir S. aureus SG511 sind in Tabelle 25 zu finden.
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Die zusatzliche Berechnung des ICso ergab Werte von 1,01 pg/ml (fur THCz-1), 4,18
pug/ml (fur THCz-5), 4,8 pg/ml (fur THCz-39) und 2,25 pg/ml (fur THCz-40) und
zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die THCz-Substanzen schon in
niedrigen Konzentrationen zu starken Beeintrachtigungen der Zellviabilitat fuhrten
(Tabelle 25). Die Studie von Reithuber et al., 2021 bestatigte die in dieser Arbeit
nachgewiesene Zytotoxizitat (Tabelle 25). Im direkten Vergleich waren die 1Cso-Werte
dieser Arbeit jedoch deutlich niedriger als die ICso-Werten aus der Veroffentlichung
Reithuber et al., 2021(Tabelle 25), wobei jeweils andere Zelllinien verwendet wurden
(Reithuber et al., 2021).

Des Weiteren konnte der ausgepragte Unterschied zur Zytotoxizitat zwischen THCz-5
und THCz-39 (ICs0 41 £ 4,9 versus ICs0 10.7 £ 1,9), welcher mit dem Einfuhren einer
Methylgruppe (R1) sowie einer Amingruppe und einer Hydroxygruppe in R? einherging,
in dieser Arbeit nicht bestatigt werden (ICso THCz-5 4,18 £ 1,34 versus ICso THCz-39
4,80 + 1,32) (Tabelle 25). Auch die von Reithuber et al., 2021 beobachtete 10-fache
Verringerung der zytotoxischen Aktivitat, einhergehend mit dem Entfernen von R' und
dem Austausch der Amingruppe durch eine Ketogruppe in R? (THCz-1 versus
THCz-5), war mit einer 4-fachen Reduktion in dieser Arbeit weniger ausgepragt.
Diese Unterschiede konnten insbesondere darauf zuruckzufuhren sein, dass
unterschiedliche Ziellinien, Medien und Inkubationszeiten verwendet wurden. So
verwendeten Reithuber et al., 2021 Lungen-Epithelzellen A549 anstatt Hep2-Zellen,
RPMI 1640-Medium anstatt DMEM-Medium, sowie eine kurzere Inkubationszeit
(19 Stunden anstatt 30 Stunden) (Reithuber et al., 2021). Diese Unterschiede
verdeutlichen weiterhin wie auch oben zu DCAP beschrieben, dass die verwendeten
experimentellen Bedingungen einen Einfluss auf die Zytotoxizitdtsanalysen haben
konnen und Ergebnisse moglichst in unterschiedlichen Systemen zu generieren sind.
Hinsichtlich struktureller Unterschiede zwischen den getesteten Varianten wurde in der
vorliegenden Arbeit hingegen, in Einklang mit den Daten von Reithuber et al., 2021 zur
antimikrobiellen und zytotoxischen Aktivitat gezeigt, dass der Austausch der
Hydroxylgruppe (THCz-39) gegen Brom (THCz-40) in R? keinen Einfluss auf die
Zytotoxizitat hatte. Gegenuber S. aureus SG511 zeigen die Substanzen THCz-1 sowie
THCz-40 in MHK-Versuchen eine bessere Wirksamkeit zu haben als THCz-5 und
THCz-39 (Tabelle 25) (Reithuber et al., 2021).
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Tabelle 25: ICso Werte der zytotoxischen AlamarBlue-Assays fir die Enantiomer-Gemische THCz-1,
THCz-5, THCz-39, THCz-40 im Vergleich zu den zytotoxischen Analysen sowie die korrelierenden
MHK-Werte fir S. aureus SG511 aus der Verdffentlichung Reithuber et al., 2021. THCz Analoga lagen

als R/S Enantiomer-Gemisch vor.

. ICso[ug/ml (Mittelwert MHK

Substanz i!(:ssfa[ﬁg/ar?tla(m tetie;;l]vfr:g] + StaElrJlgarta(bweichung)] S. aureus SG511
Hep2-Zellen . A549-Zellen [ug/ml] (Reithuber et
(Reithuber et al., 2021) al., 2021)

THCz-1 1,01 +1,28 49+1,2 2
THCz-5 4,18 + 1,34 41+4)9 >16
THCZz-39 4,80 + 1,32 10,7+1,9 16
THCz-40 2,25+1,14 10,7+ 1.6 4

THCz enthalt ein Stereozentrum und die in dieser Arbeit analysierten THCz Analoga
lagen als R/S Enantiomer-Gemisch vor. Fur die Substanz THCz-40 standen zusatzlich
die Reinformen beider Enantiomere ((+)-(R)-THCz-40 und (-)-(S)-THCz-40) fur weitere
Zytotoxizitatsassays zur Verfugung (Abbildung 15). Es konnte interessanterweise
gezeigt werden, dass zwischen den beiden Enantiomeren nach einer Inkubationszeit
von 6 Stunden keine signifikanten Unterschiede in der Zytotoxizitat bestehen
(Abbildung 15). Diese Beobachtung, dass die R und S Enantiomere keine
unterschiedlichen Effekte auspragen wurde auch fur alle hier analysierten Analoga von
Reithuber et al., 2021 hinsichtlich der antimikrobiellen Aktivitat beobachtet
(Reithuber et al., 2021). Dies spiegelt sich auch in den MHK-Werten fur S. aureus
SG511 wider, da lag die MHK fur das Gemisch und fur die (+)-(R)-Orientierung bei
4 pg/ml sowie fur die (-)-(S)-Orientierung bei 2 ug/ml (Reithuber et al., 2021). Prinzipiell
kann fur die Wirkung einer Substanz nicht nur die Struktur, sondern auch die
Stereochemie von groRter Wichtigkeit sein. Bei einem Gemisch aus zwei
Enantiomeren im Molverhaltnis 1:1 handelt es sich um ein Racemat (Mortimer and
Muller, 2007). Arzneistoffe sollten in Reinform als R oder S Enantiomer vorliegen, oder
eine gleiche Wirksamkeit und Eigenschaften experimentell bestatigt werden
(Ridings, 2013). Die Wichtigkeit der Orientierung am Stereozentrum zeigte sich in der
Contergan-Tragodie, denn das (+)-(R)-Enantiomer von Thalidomid (Contergan) ist fur
das Schlafeinleiten verantwortlich und zeigt keine teratogene Aktivitat wohingegen das
(-)-(S)-Enantiomer eine signifikante teratogene Aktivitat aufweist (Eriksson et al., 2010;
Ridings, 2013).
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Abbildung 15: Assay zur Zytotoxizitat von (+)-(R)-THCz-40 und (-)-(S)-THCz-40 sowie dem der
Enantiomere-Gemisch von THCz-40 auf Hep2-Zellen, der in DMEM-Medium fiir 6 Stunden durchgefihrt
wurde. Gezeigt wird die relative Viabilitat im Verhaltnis zu unbehandelten Zellen. Die Reinstoffe im
Vergleich zu dem Gemisch zeigen keine Unterschiede im zytotoxischen Verhalten auf.

Der ICso Wert lag fir (+)-(R)-THCz-40 bei 23,44 pg/ml £ 1,43, fur (-)-(S)-THCz-40 bei
22,27 pg/ml £ 1,32 sowie fur das Enantiomer-Gemisch THCz-40 bei 28,96 ug/ml +
1,53. In diesem Versuch lagen die ICso-Werte deutlich hoher als in der Studie von
Reithuber et al., 2021, vermutlich insbesondere deshalb, weil die Inkubation mit
6 Stunden deutlich kirzer war. Hinsichtlich der Zielstruktur von THCz in
eukaryotischen Zellen wurde postuliert, dass die beobachtete Zytotoxizitat durch eine
mogliche Inhibierung der humanen P-Typ ATPase erfolgen konnte
(Reithuber et al., 2021).

Die getesteten THCz-Analoga wiesen eine vergleichbar hohe Zytotoxizitat wie DCAP
auf (ICso 1,01 = 1,28 bis 4,80 £ 1,32 versus ICso 1,03 £ 1,22 unter denselben
experimentellen Bedingungen in Hep2-Zellen mit DMEM-Medium und einer
Inkubationszeit von 30 Stunden).

THCz haben den Vorteil, dass diese kleinen Molekule gut zu synthetisieren und
modifizieren sind und konnten somit als eine molekulare Plattform fur die Entwicklung
neuer bakterieller Zellwandinhibitoren dienen (Reithuber et al., 2021). Die hier
verwendeten Varianten waren jedoch ebenso wie DCAP aufgrund der recht hohen
Zytotoxizitat gegenuber Zelllinien, die zur Kultivierung von Chlamydien verwendet
werden, nicht geeignet fur weitere Experimente zur antimikrobiellen Aktivitat
gegenuber Chlamydien und wurden daher in dieser Arbeit nicht weitergehend
analysiert.
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5.2.2 Analyse des hamolytischen Potentials von neuartigen
Antibiotika gegenuiber humanen Erythrozyten

Ein weiterer Parameter fur die Einschatzung zur Sicherheit von Pharmazeutika ist das
Hamolyseverhalten gegenuber roten Blutkorperchen (Chapman and Buxser, 2002).
Zur Testung des hamolytischen Potentials neuartiger Antibiotika wurde in dieser Arbeit
ein Hamolyse-Assay etabliert. Viele Routinemethoden verwenden zu diesem Zweck
Kaninchen-Erythrozyten. Um einen besseren Einblick zur spateren Nutzung am
Menschen zu erzielen, wurde in diesem Testsystem die Eigenschaft von Substanzen
untersucht, humane Erythrozyten zu lysieren (4.7.1).

5.2.2.1 DCAP hat im Gegensatz zum lonophor CCCP keine lytische Aktivitat
gegenuber humanen Erythrozyten

Die beiden Substanzen DCAP und CCCP sind gegenuber Bakterienmembranen aktiv
(Orlov et al., 1994; Eun et al., 2012). Dem neuartigen Antibiotikum DCAP wird eine
Membranpotential-reduzierende und Permeabilitat-steigernde Wirkung zugeschrieben
und CCCP ist eine haufig eingesetzte Kontrollsubstanz, welche als Protonophor
fungiert und als schwach hydrophobe Saure Protonen und Kationen durch die
Membran transportiert und so zu einer Verringerung des Membranpotential fuhrt
(Orlov et al., 1994; Eun et al., 2012). In diesem Versuch soll fur DCAP in
vergleichenden Experimenten mit CCCP Uberprift werden, ob gegeniber humanen
Erythrozytenmembranen eine lytische Aktivitat vermittelt wird. Bei dem verwendeten
Hamolyse-Assay wurde die Lyse von humanen Erythrozyten in Relation zu einer
vollstandigen Lyse durch Triton X-100 dargestellt (Abbildung 16 A). Die Substanz
DCAP wies nach 6, 17 und 30 Stunden Inkubationszeit keinen lytischen Effekt
gegenuber humanen Erythrozyten im getesteten Konzentrationsbereich von 1 pug/mi
bis 128 pug/ml auf (Abbildung 16 A).
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Abbildung 16: Dargestellt ist der lytische Effekt von DCAP (A) und CCCP (B) gegeniiber humanen
Erythrozyten nach 6, 17 und 30 Stunden Inkubationszeit. Negative Werte, die in Folge des
Versuchsaufbaues zustande kommen, werden als 0 % dargestellt. Die Lyse ist im Verhdltnis zu einer
kompletten Lyse der humanen Erythrozyten durch Triton X-100 dargestellt (100 %). Fir S. aureus
FRI 100 liegt die MHK bei Behandlung mit DCAP bei 20,66 pg/ml und mit CCCP bei 0,26 pg/ml
(Eun et al., 2012). Fir DCAP (A) konnte keine Hamolyse bis zur héchsten getesteten Konzentration von
128 pg/ml festgestellt werden. Fir CCCP (B) konnte ein hamolytischer Effekt bei einer Inkubationszeit
von 30 Stunden ab einer Konzentration von 64 pg/ml sowie bei einer 17-stiindigen Inkubation bei
128 pg/ml festgestellt werden.

Als Positivkontrolle wurde der Assay zusatzlich mit dem lonophor CCCP durchgefuhrt
(Abbildung 16 B). Im Gegensatz zu DCAP fuhrte CCCP zu einer Hamolyse (Ludwig et
al., 2024). Ab einer CCCP-Konzentration von 64 pg/ml und einer 30- stundigen
Inkubation kam es zu einer Lyse von 25 % der Erythrozyten. Bei hoheren
Konzentrationen und langeren Inkubationszeiten wurde sogar eine Lyse von Uber
65 % erreicht (Abbildung 16 B). Im Gegensatz dazu konnte unter den getesteten
Bedingungen bis zur hochsten getesteten Konzentration von 128 ug/ml DCAP keine
Lyse der humanen Erythrozyten detektiert werden (Ludwig et al., 2024). Im Vergleich
liegt fur S. aureus FRI 100 die MHK mit DCAP bei 20,66 pug/ml und mit CCCP bei 0,26
ug/ml (Eun et al., 2012). Bekannt ist, dass DCAP bei bakteriellen Membranen das
Membranpotential reduziert und die Permeabilitdt erhoht, aber inert gegenuber
Kaninchen-Erythrozytenmembranen ist (Eun et al., 2012).
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In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass DCAP nicht nur gegenuber Kaninchen-
Erythrozyten, sondern auch gegenuber humanen Erythrozyten keine lytische Aktivitat
hat (Ludwig et al., 2024).

5.2.2.2 Hypeptin hat ein geringeres hamolytisches Potenzial als Teixobactin

Die Substanz Hypeptin, ist ein Cyclodepsipeptid-Antibiotikum, das strukturell ahnlich
zu dem bekannten Teixobactin ist (Abbildung 17) (Ling et al., 2015;
Crusemann et al., 2021). Beide Substanzen wurden mittels der iChip-Technologie aus
nicht kultivierbaren Bakterien isoliet und sind Antibiotika, welche die
Zellwandbiosynthese blockieren, indem sie eine Vielzahl an Undecaprenyl-
Pyrophosphat enthaltenden Biosynthese-Intermediaten binden und sind somit robust
gegenuber Resistenzentwicklung (Ling et al., 2015; Crisemann et al., 2021). Hypetin
wurde durch die iChip-Methode wiederentdeckt und bereits 1989 erstmals beschreiben
(Shoji et al., 1989). In dieser Arbeit wurden beide Naturstoffe hinsichtlich ihrer
Hamolyseaktivitat untersucht. In der vorausgegangen Masterarbeit (Krannich, 2017)
konnte bereits mit Hilfe von AlamarBlue-Assays gezeigt werden, dass Hypeptin bei
einer 30-stundigen Inkubation auf Hep2-Zellen in DMEM-Medium bis zu einer
Konzentration vom 64 ug/ml keine sowie bei einer Konzentration von 128 ug/ml nur

eine schwache zytotoxische Aktivitat aufweist (Crusemann et al., 2021).

A jir“d*mr ji( °
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Abbildung 17: Strukturformel fir Teixobactin (A) und Hypeptin (B) (Sherpa, Reese and Aliabadi, 2015;

Crisemann et al., 2021).
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Hier konnte fur Hypeptin erst bei hGheren Konzentrationen ab 64 pg/ml und langeren
Inkubationszeiten von 17 und 30 Stunden eine geringe Hamolyseaktivitat

nachgewiesen werden (Abbildung 18 A).
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Abbildung 18: Dargestellt ist der lytische Effekt fir die Substanzen Hypeptin (A) und Teixobactin (B) in
einem Konzentrationsbereich von 0 pyg/ml bis 128 ug/ml gegentiber humanen Erythrozyten nach 6, 17
und 30 Stunden Inkubation. Negative Werte, die in Folge des Versuchsaufbaues zustande kommen,
werden nicht gezeigt und werden als 0 % dargestellt. Die Lyse ist im Verhaltnis zu einer vollstandigen
Lyse der Erythrozyten durch Triton X-100 dargestellt. Fir Hypeptin (A) konnte nach Inkubation flr
17 und 30 Stunden ein geringer hamolytischer Effekt ab einer Konzentration von 64 ug/ml festgestellt
werden. Bei einer Inkubationszeit von 17 und 30 Stunden mit Teixobactin (B) konnte ab einer
Konzentration von 16 pg/ml ein hdmolytischer Effekt von bis zu 75 % festgestellt werden. Fur S. aureus
LT-1334 (MRSA) liegt die MHK bei Behandlung mit Hypeptin bei 0.25 pg/ml (Crisemann ef al., 2021).
Bei der Behandlung von S. aureus ATCC 33591 mit Teixobactin liegt die MHK bei 0,16-0,31 pg/ml
(Ling et al., 2015).

Bei 17- und 30- stundiger Inkubation mit Teixobactin hingegen lysierten humane
Erythrozyten bereits im geringen Umfang ab einer Konzentration von 16 pg/ml und
hohere Konzentrationen zeigten eine ausgepragte Hamolyse bis hin zu 75 % bei der
hochsten getesteten Konzentration von 128 pg/ml (Abbildung 18 B). Kirzere
Inkubationszeiten (6 Stunden) hingegen verursachten auch bei hohen
Konzentrationen nur ca. 10 % Lyse (Abbildung 18 B).

Zusammenfassend zeigte Hypeptin gegenuber humanen Erythrozyten im Vergleich zu
Teixobactin eine wesentlich geringere lytische Aktivitat. Somit weist Hypeptin
gegenuber Teixobactin in Bezug auf sein Hamolyseverhalten die gunstigeren
Eigenschaften auf.
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5.2.2.3 Epilancin A37 weist keine lytische Aktivitat gegenuber humanen
Erythrozyten auf

Bei der Substanz handelt es sich um ein neu isoliertes Typ A Lantibiotikum, welches
in dieser Arbeit bezuglich seines Hamolyseverhaltens untersucht wurde. Isoliert wurde
das Epilancin A37 aus Staphylococcus epidermidis, es wirkt gegen grampositive
Bakterien und besitzt im Gegensatz zu anderen Typ A Lantibiotika kein typisches
Lipid Il Bindemotiv (Cooper, Li and Donk, 2010; Puls et al., 2024). Fur A37, welches
aktuell hinsichtlich seines antibiotischen Wirkmechanismus am Institut far
Pharmazeutische Mikrobiologie untersucht wird, gibt es experimentelle Hinweise auf
die bakterielle Membran gerichtete Aktivitat (Puls et al., 2024). Gegenuber humanen
Erythrozyten konnte fur das neuartige Epilancin keine Lyse bis zur hochsten

getesteten Konzentration von 128 ug/ml und hochsten Inkubationszeit von 30 Stunden
beobachtet werden (Abbildung 19).

X 15
i’ ®m 6 Stunden
(2]
% 10 W 17 Stunden
£
© g 30 Stunden
= =

il il Wl 0NE M 0N il s

128 64 32 16 8 4 2 1 0

A37 [ug/ml]

Abbildung 19: Dargestellt ist der lytische Effekt gegeniuber humanen Erythrozyten von A37 bei
Konzentrationen von 0 bis 128 pg/ml nach Inkubationszeitraumen von 6, 17 und 30 Stunden. Negative
Werte die in Folge des Versuchsaufbaues zustande kommen, werden nicht gezeigt und werden als 0
% dargestellt. Die Lyse ist im Verhaltnis zu einer kompletten Lyse der Erythrozyten durch Triton X-100
dargestellt. Es konnte kein hamolytischer Effekt festgestellt werden.
Fir Corynebacterium glutamanicum DSM 20300 liegt die MHK bei Behandlung mit A34 bei 1 pg/ml
(Puls et al., 2024).
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5.2.2.4 Naturstoffextrakte als antibiotische Substanzen

In diesem Experiment wurde in einem Losungsmittel geloster Naturstoff aus einer COo-
Olivenblatt-Extraktion sowie die kaufliche Substanz Oleacein auf eine hamolytische
Aktivitat untersucht. Oleacein ist die Dialdehydform der decarboxylierten
Methylenolsaure in Verbindung mit Hydroxytyrosol, auch 3,4-DHPEA-EDA genannt,
einem Secoiridoid, das hauptsachlich in nativem Olivendl vorkommt (Huang et al.,
2024).

Im Mundraum konnte fur Oleacein nur eine geringe antibiotische Wirkung detektiert
werden (Karygianni et al., 2019) und in dieser Arbeit konnte fur die Substanz keine
hamolytische Aktivitdt nach Inkubationszeiten von 2 und 17 Stunden im jeweils
getesteten Konzentrationsbereich von 1 ug/ml bis 128 pg/ml beobachtet werden
(Abbildung 20 A), auch liegt die MHK fur SG511 mit Oleacein bei >128 pg/ml
(mundliche Kommunikation mit Dr. Marvin Rausch). Fur den getesteten Naturstoff-
Extrakt wurde bei Konzentrationen bis zu 99,2 pg/ml keine hamolytische Aktivitat
festgestellt (Abbildung 20 B). Nach einer 17-stundigen Inkubation konnte ab einer
Konzentration von 198,4 ug/ml eine erste hamolytische Aktivitat beobachtet werden,
welche bei der hochsten getesteten Konzentration von 396,8 ug/ml stark ausgepragt
war (Abbildung 20 B). Diese lytische Aktivitdt konnte durch die Inhaltsstoffe des
Extraktes hervorgerufen (Abbildung 20 B), da die MHK fur S. aureus SG511 mit dem
Extrakt bei 64 pg/ml (mundliche Kommunikation mit Dr. Marvin Rausch) liegt.
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Abbildung 20: Dargestellt ist der lytische Effekt von Oleacein (A) im Konzentrationsbereich von 0 pug/mli
bis 128 pg/ml sowie von einem Naturstoffextrakt (B) im Konzentrationsbereich von 0 pg/ml bis
396,8 pg/ml jeweils nach 2 und 17 Stunden Inkubation. Negative Werte die in Folge des
Versuchsaufbaues zustande kommen, werden nicht gezeigt und werden als 0 % dargestellt. Die Lyse
istim Verhaltnis zu einer kompletten Lyse der Erythrozyten durch Triton X-100 dargestellt. Fiir Oleacein
konnte kein und fiir den Naturstoff konnte ein hdmolytischer Effekt in einem Bereich von 198,4 pug/ml
bis 396,8 ug/ml nach 17-stiindiger Inkubation detektiert werden. Fiir S. aureus SG511 liegt die MHK bei
Behandlung mit Oleacein bei >128 pg/ml und mit dem Naturstoff bei 64 ug/ml.

5.2.3 Biofilmanalysen zum Naturstoff Corallopyronin A

Biofilme sind eine Matrix aus Biopolymeren (EPS) und werden von verschiedenen
Bakterien produziert, um sich vor Stressfaktoren wie zum Beispiel
Desinfektionsmitteln,  Antibiotika oder mechanische Noxen zu schitzen
(Koo et al., 2017).

In diesem Versuch soll die Wirkung von Corallopyronin A (CorA) (Abbildung 21) sowohl
auf die Bildung eines Biofilms als auch auf einen bestehenden Biofilm untersucht
werden. CorA ist ein Polyketid-abgeleitetes a-Pyron, welches aus
Corallococcus coralloides c127 isoliert wurde (Irschik et al., 1985).
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HsC
Abbildung 21: Strukturformel von Corallopyronin A (CorA) (Schaberle et al., 2014).

Rifampicin wird als Kontrolle verwendet, da es eine ahnliche Zielstruktur wie CorA an
der bakteriellen DNA-abhangigen RNA-Polymerase besitzt (Schiefer et al., 2012; Koo
et al., 2017). Anders als Rifampicin bindet jedoch CorA an die sogenannte ,,Switch
Region” der bakteriellen DNA-abhangige RNA-Polymerase und zeigt somit auch
gegenuber Rifampicin-resistenten Erregern Aktivitat (Mukhopadhyay et al., 2008;
Kock et al., 2018).

Vorbereitend auf die Biofilmexperimente wurde eine MHK-Bestimmung mit dem, fur
diese Versuche verwendeten, Staphylococcus aureus Stamm ATCC 25923 in
TSB-Medium in An- und Abwesenheit von 0,5 % Glukose fur die beiden
Testsubstanzen durchgefuhrt. Die Auswertung der MHK-Bestimmung erfolgte nach 16
Stunden. Fur CorA wurde eine MHK von 0,0625 pg/ml und fur Rifampicin von <0,008
pug/ml bestimmt. Die Zugabe von 0,5 % Glukose hatte keinen Einfluss auf die MHK-
Werte beider Substanzen. In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass S. aureus
innerhalb von 24 Stunden einen Biofilm bildet und es bei Anwesenheit von
0,5 % Glukose zu einer gesteigerten Biofilmbindung kommt. Im nachsten Schritt
wurden zwei verschiedene Biofilmexperimente etabliert: Im ersten Experiment zur
Bestimmung der minimalen Biofilm-inhibitorischen Konzentration (MBIC) wurde CorA
mit der Bakteriensuspension gemeinsam 24 Stunden inkubiert, um zu testen, ab
welcher Konzentration kein Biofilm mehr gebildet wird. Im Gegensatz dazu wurde im
zweiten Biofilmexperiment fur die Bestimmung der minimalen Biofilm-eradizierende
Konzentration (MBEC) die Wirkung von CorA auf einen bestehenden Biofilm getestet.
Hierbei wurde der Biofilm zuerst produziert und anschlieend mit CorA behandelt.
Nach 24 Stunden wurde das Medium mit CorA abgenommen, das Wachstum
abgestoppt und der Biofilm mit 1 % Kristallviolett gefarbt und fur 5 min. inkubiert. Das
positiv geladene Kristallviolett bindet unspezifisch aufgrund der gegensatzlichen

Ladung an den negativ geladenen Biofilm. Mittels Eisessigs kann das gebundene
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Kristallviolett gelost und die Absorption bei 560 nm gemessen werden, da die Starke
der Absorption mit der Biofilmmasse korreliert.
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Abbildung 22: Experiment zur Inhibierung der Biofilmbildung (MBIC) von S. aureus ATCC 25923 durch
Rifampicin und CorA. Gezeigt sind die prozentualen Werte im Verhaltnis zu der Wachstumskontrolle.
Fir Rifampicin und CorA konnte bei einer Konzentration von 2x MHK (Rifampicin 0,016 pg/mi;
CorA 0,125 pg/ml) eine vollstédndige Inhibition der Biofilmbildung (MBIC) beobachtet werden. In dieser
Darstellung wurde fiir Rifampicin von einer 1x MHK = 0,008 pg/ml ausgegangen.

Die minimalen Biofilm-inhibitorischen Konzentration betrug fur Rifampicin bei einer
Konzentration von 0,016 pg/ml und flir CorA bei 0,125 pg/ml (beides 2x MHK)
bestimmt werden (Abbildung 22). Die minimalen Biofilm-eradizierende Konzentration
konnte weder mit Rifampicin noch mit CorA bestimmt werden, jedoch war eine
deutliche Abnahme des Biofilms durch CorA-Behandlung ab 0,5x MHK (0,031 pg/ml)
und durch Rifampicin-Behandlung bei 2x MHK (0,016 pg/ml) sichtbar (Abbildung 23).
Far CorA konnte eine maximale Reduktion des Biofilms auf ca. 49 % mittels einer
Konzentration von 0,125 pg/ml (2x MHK) erreicht werden. Bei Rifampicin konnte bei
4x MHK (0,031 pg/ml) eine maximale Reduktion des Biofilms auf ca. 42 % erzielt
werden.

86



120

100 =

80

60

Biofilm [%]

40

MHK (ATCC 25923 in TSB +/- 0,5 % Glucose):
Rifampicin: 0,008 pg/ml
CorA: 0,0625 pg/ml

20

0,063x 0,125x 0,25x 0,5x 1x 2X 4x

MHK
COrA e Rifampicin

Abbildung 23: Experiment zur Eradikation (MBEC) eines von S. aureus ATCC 25923 produzierten
Biofilms durch Rifampicin und CorA. Gezeigt sind die prozentualen Werte im Verhéltnis zu einem

unbehandelten Biofilm. Unter Gabe beider Substanzen fiir 24 Stunden nahm der Biofilm deutlich ab.

Die Anwendung von héheren Konzentrationen konnte zu einer weiteren Dezimierung
des Biofilmes fuhren. Auflerdem sollte untersucht werden, ob eine gleichzeitige
Behandlung von Rifampicin und CorA einen synergetischen Effekt zeigt. In diesen
Experimenten konnte eine gute Wirksamkeit von CorA gegen Biofilme gezeigt werden.
Jedoch sollten in zukinftigen Versuchen weitere S. aureus Stamme getestet werden,
da Studien gezeigt haben, dass die Nutzung unterschiedlicher S. aureus Stamme zu
abweichenden Ergebnissen hinsichtlich der Behandlung von Biofilmen fuhren kann
(Shukla and Rao, 2017). Bei S. aureus ATCC 25923 handelt es sich um einen
Methicillin-sensiblen Staphylococcus aureus (MSSA), daher sollten auch Methicillin-
resistente Staphylococcus aureus (MRSA) Stamme sowie zusatzliche klinische
Stamme, die Biofilme ausbilden konnen und beispielsweise zu Infektionen an
Kathetern und kunstlichen Gelenken fuhren, getestet werden. Spannend ware auch
die Testung von ,community-acquired* MRSA, da diese in der breiten Bevolkerung
vorkommen und fur  das Gesundheitssystem kostenintensiv  sind
(Lauderdale et al., 2010).
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5.2.4 Beurteilung der Aktivitat von Antibiotika auf aktive und
persistierende Chlamydien-Infektionen in Zellkultur

Der Goldstandard zur Detektion der antimikrobiellen Aktivitat von Substanzen ist die
Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK). Die MHK gibt die
Konzentration an, die in vitro unter standardisierten Bedingungen ausreicht, um das
sichtbare Wachstum von Bakterien zu verhindern (Andrews, 2001). Allerdings ist die
Methode begrenzt, da der obligat intrazellulare Lebensstil der Chlamydien und die
damit einhergehenden Schwierigkeiten einer wirtszellfreien Kultivierung eine
klassische MHK-Bestimmung unmdglich macht. Zudem kann es neben einer aktiven
Chlamydien-Infektion auch noch eine chlamydiale Persistenzform geben, bei der sich
morphologisch aberrante, zellteilungsinaktive Zellen (Aberrantkdrperchen, ABS)
ausgepragt werden und somit eine Auswertung der MHK erschweren. Aufgrund dieser
Besonderheiten ist die Definition der chlamydialen MHK leicht modifiziert:

Die MHK gegenuber Chlamydien ist die niedrigste Konzentration, in der keine
Inklusionen oder keine Persistenzformen mehr gebildet werden (Welsh, Gaydos and
Quinn, 1992; Storey and Chopra, 2001). Zur Bestimmung der MHK werden
Chlamydien in der Zellkultur mit den zu testenden Antibiotika oder anderweitig
noxischen Substanzen inkubiert und anschlielfend biochemisch behandelt, um den
Effekt der Antibiotika auf den chlamydialen Lebenszyklus mittels Mikroskopie zu
analysieren. Ein  Fluorescein Konjugat-Antikdrper farbt die chlamydialen
Lipopolysaccharide von Retikularkorperchen (RBs), Elementarkorperchen (EBs) und
Aberrantkorperchen (ABs) an, wodurch deren Morphologie, Grofze und Form sichtbar
wird. Zusatzlich werden mit Evans Blue das Wirtszellzytoplasma und die DNA mit DAPI
angefarbt, dadurch kdonnen mdogliche zytotoxische Effekte bestimmt werden. Im
Folgenden werden antibakterielle Substanzen auf ihre antichlamydiale Aktivitat
untersucht, um so neue Therapien speziell gegenuber persistierenden Chlamydien-

Infektionen zu finden.
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5.2.4.1 Corallopyronin A

Corallopyronin A (CorA) ist ein a-Pyron Antibiotikum, dass an die bakterielle DNA-
abhangige RNA-Polymerase bindet und effektiv gegen Uber grampositiven und
gramnegativen intrazellularen Bakterien wie bspw. Wolbachia, Chlamydia spp.,
Orientia tsutsugamushi wirksam ist (Shima et al., 2018). Obwohl die Aktivitat von CorA
gegenuber aktiven Chlamydien schon bestimmt wurde, ist bislang nur wenig Uber die
Wirkung auf persistierende Chlamydien-Infektionen bekannt. Zur Klarung dieser
Fragestellung wurde der Effekt von CorA auf Chlamydia trachomatis Serovar L SWFP-
untersucht. Dafur wurde die eukaryotischen Zelllinie McCoy mit Chlamydien infiziert,
danach wurden die Chlamydien mittels Inkubation mit Penicillin G in einen
Persistenzzustand uberfuhrt und anschlieRend einer Behandlung mit CorA
unterzogen. Die MHK von CorA wurde im Anschluss an das beschriebene Prozedere
mikroskopisch bestimmt (Tabelle 26, Abbildung 24, Abbildung 25).

Tabelle 26: Empfindlichkeit von C. trachomatis Serovar L in McCoy Wirtszellen gegeniiber CorA unter
verschiedenen Behandlungsschemata. Behandlungsschema Abbildung 24. h.p.i.: Stunden nach
Infektion; CorA: Corallopyronin A; PEN: Penicillin G

Behandlungsschema MHK [ug/mi]
(A) CorA 2 h.p.i. 1
(B) CorA 12 h.p.i. 2
(C)PenG 2 h.p.i. + )
CorA 2 h.p.i.
(D) PenG 2 h.p.i. + 5
CorA 12 h.p.i.
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Kultivierung + +
Cord Farbung
D
Infektion
2h.pi. 12hp.i 30 h.p.i.
| 72h | | ]
f S f
Start Wirtszell- FPenG Cord Fixierung
Kultivierung +
Farbung

Abbildung 24: Verwendetes Behandlungsschema. Die Wirtszellen (McCoy) wurden fiir 72 Stunden
kultiviert und anschliefdend mit C. frachomatis L SWFP- infiziert. A: 2 Stunden nach Infektion wurden
die infizierten Zellen mit CorA behandelt. B: 12 Stunden nach Infektion wurde CorA auf die Zellen
gegeben. C: Im Kontrollversuch wurden 2 Stunden nach Infektion 100 U/ml PenG und zeitgleich CorA
hinzugegeben. D: 2 Stunden nach Infektion wurden die Zellen mit 100 U/ml PenG und anschlielend
nach Auspragung der Penicillin-induzierten Persistenz nach 12 Stunden mit CorA behandelt. Alle
Versuche wurden 30 h.p.i. fixiert, gefarbt und anschlief’end Fluoreszenz-mikroskopisch ausgewertet.
h.p.i.: Stunden nach Infektion). CorA: Corallopyronin A; PenG: Penicillin G
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Die MHK gegenuber einer Infektion mit C. trachomatis Serovar L SWFP- auf McCoy
Zellen nach Zugabe von CorA unmittelbar nach Infektion (2 h.p.i.; MHK: 1 pg/ml) bzw.
auf eine bereits etablierte Infektion 12 h.p.i. (MHK: 2 pg/ml), konnte bereits
veroffentliche Daten bestatigen (Shima et al., 2018; Loeper et al., 2019), die eine MHK
fur C. trachomatis L2 in Hela-Zellen von 0,5 ug/ml ergaben, wobei die Daten sich auf
eine Hela-Zelllinie beziehen.

Bislang war unklar, ob CorA auch ahnlich potent gegenuber persistierenden
Chlamydien ist. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass CorA mit einer
MHK von 2 ug/mL eine (ahnlich starke) antichlamydiale Aktivitat gegenuber Penicillin-
induzierten persistenten Chlamydien aufweist. Hierbei ist es unabhangig ob die Zellen
mit Penicillin und CorA zeitgleich inkubiert oder CorA erst 12 Stunden nach Infektion

auf Penicillin behandelte Zellen gegeben wurde.
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Zusammengefiihrt Zellkern Zytoplasma Chlamydien

uninfiziert
DMSO Kontrolle

infiziert
DMSO Kontrolle

100 U/ml PenG 2 h.p.i.

CorA 2 h.p.i.

1 pg/ml CorA

2 pg/ml CorA
CorA 12 h.p.i.

2 pg/ml CorA

2 pg/ml CorA
PenG 2 h.p.i. + CorA12 h.p.i. PenG2h.p.i. + CorA2 h.p.i.

Abbildung 25: Mikroskopiebilder zur MHK-Bestimmung von CorA gegenuber C. trachomatis. Zur
Kontrolle dienten unifizierte und infizierte Vehikel-Kontrollen sowie persistierenden Chlamydien nach
Penicillin Behandlung. Abgebildet sind die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen bei der jeweiligen
CorA MHK (Tabelle 26). h.p.i.: Stunden nach Infektion. Dargestellt sind die reprasentierenden Bilder
von den einzelnen Kanalen zur Detektion der Zellkerne (blau), des Zytoplasmas (rot) und dem
chlamydialen LPS (griin) sowie alle Kanadle zusammengefiihrt. MaRstabsleiste 20 pm. CorA:
Corallopyronin A; PEN: Penicillin G
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Das Centers for Disease Control and Prevention empfiehlt fir die Behandlung von
Infektionen, die durch C. trachomatis verursacht sind, die Gabe von Azithromycin oder
Doxycyclin (Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2006, 2007). Bei einer
unkomplizierten genitalen Chlamydien-Infektion wird einmalig 1 g Azithromycin peroral
gegeben (Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2006, 2007). Weiterhin
kann als alternative auch eine Behandlung mit Doxycyclin 100 mg 2x1 oder
Erythromycin 500 mg 4x1 oder Ofloxacin 300 mg 2x1 oder Levofloxacin 500 mg 1x1
jeweils fur 7 Tage durchgefuhrt werden (Centers for Disease Control and Prevention
(CDC), 2006, 2007).

Um die Wirksamkeit von CorA im Kontext mit gangigen Therapien gegenuber
Chlamydien-Infektionen zu setzen, wurden zum Vergleich die Aktivitaten von
Azithromycin, Doxycyclin und Rifampicin auf persistierende Chlamydien getestet. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Azithromycin, Doxycyclin und Rifampicin
nicht nur wirksam gegen aktive chlamydiale Infektionen sind, sondern auch einen
Schutz gegen persistierende bieten und CorA die gleiche Wirkung in vitro besitzt
(Abbildung 25, Abbildung 26). CorA konnte somit ein vielversprechender Kandidat fur
die Behandlung von aktiven und persistierenden Chlamydien-Infektionen in der
Zukunft sein.
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Zusammengefiihrt Zellkern Zytoplasma Chlamydien

100 U/ml PenG 2 h.p.i.

0,25 pg/ml DO 2 ug/ml DO

1 ug/ml AZM 2 pg/ml AZM
PenG 2 h.p.i. + RA12h.pi. penG 2 h.p.i. + AZM 12 h.p.i. penG 2 h.p.i. + AZM 12 h.p.i. penG 2 h.p.i. + DO 12 h.p.i. PenG 2 h.p.i. + DO 12 h.p.i.

2 ug/ml RA

1 yg/ml RA
PenG 2 h.p.i. + RA12 h.p.i.

Abbildung 26: Mikroskopiebilder zur MHK-Bestimmung von Doxycyclin (DO), Azithromycin (AZM) und
Rifampicin (RA) gegenuber C. trachomatis. Dargestellt sind die zusammengefiihrten Bilder sowie die
einzelnen Kanale zur Detektion der Zellkerne, des Zytoplasmas und der chlamydialen LPS. Penicillin G
wurde 2 Stunden und die Substanzen 12 Stunden nach Infektion dazugegeben (Abbildung 24 D).
h.p.i.: Stunden nach Infektion. Mal3stabsleiste 20 um.
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5.3 Funktionsanalysen putativer chlamydialer B-Laktamasen

Unter Behandlung mit (-Laktam-Antibiotika wird bei den obligat intrazellularen
Chlamydien ein besonderer, reversibler Zustand der Persistenz induziert, welcher
durch die Bildung von vergrollerten in der Zellteilung blockierten aberranten
Korperchen charakterisiert ist (Klockner et al., 2018).

Neben Untersuchungen von Substanzen auf ihre antibiotischen Eigenschaften, ist es
auch unabdingbar, die Bakterienphysiologie besser zu verstehen. Ein tieferes
Verstandnis der Ablaufe in Bakterienzellen ist unabdingbar fur die Entwicklung neuer
antibiotische Strategien. Die putativen chlamydialen B-Laktamasen, konnten bei
naherer Charakterisierung ein neues, weiteres kleines Puzzleteil in der Erforschung
der zellularen Prozesse in Chlamydien darstellen. Somit konnte das Erforschen der
Funktion der putativen B-Laktamasen in Chlamydien das Wissen uber diesen
B-Laktam-induzierten = Zustand der Persistenz sowie die chlamydialen
Peptidoglykanbiosynthese- und Zellteilungsmaschinerien erweitern.

Inwieweit die putativen chlamydialen B-Laktamasen in ihrer aktiven Form nach
heterologer Expression in E. coli aufzureinigen sind (Tabelle 27), wurden dazu bereits
erste Untersuchungen, in der Masterarbeit des Kandidaten (Krannich, 2017),
begonnen. Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollten diese Arbeiten nun
fortgefuhrt werden, um biochemische Funktionsanalysen der Proteine zu ermdglichen.
Spezies der Gattung Chlamydia sowie Chlamydia-ahnliche Bakterien kodieren fur
Homologe von putativen Metallo-B-Laktamasen, fur die in Bacillus Funktionen im
Zellwandmetabolismus und der Koordination von Zellteilung und DNA-Replikation
postuliert wurden (Biller et al., 2011). Daruber hinaus wurden in Genomen von
Vertretern der Chlamydia-ahnliche Bakterien Gene identifiziert, welche fur putative
Serin-B-Laktamasen kodieren, deren Aktivitat die Empfindlichkeit gegenuber
B-Laktamen modulieren konnte.

In einem ersten Ansatz wurde bereits in der Masterarbeit versucht, die putativen
chlamydialen (B-Laktamasen in einem tet-Vektor-basierten System  mit
Chloramphenicol-Resistenzmarker in Fusion mit einem C-terminalen Strep-Tag
(PASK_Iba2c) in Escherichia coli im Periplasma zu exprimieren und anschlie3end
aufzureinigen. Die Uberexpression und Aufreinigung der Proteine war jedoch nicht
moglich, auch der Versuch, die Expression und Aufreinigung in aktiver Form Uber die
Zugabe stabilisierender Co-Solventien (Otten et al., 2015) zu ermdglichen, war nicht
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erfolgreich. Auf dieser Basis wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein anderer,
zielfuhrender Ansatz gesucht. Hier wurden die B-Laktamase-Gene in ein T7-Vektor
System mit N-terminalen Strep-Tag und Chloramphenicol-Resistenzmarker
(PET-52bCamR) kloniert. Alle Klonierungen wurden mittels Sequenzierung (4.5.6)
verifiziert. Eine Uberproduktion mit dieser Strategie wurde flr alle putativen B-
Laktamasen (Tabelle 27), nicht erfolgreich. Das Aufreinigen von Proteinen aus
Chlamydien in E. coli ist generell schwierig, da beide Organismen evolutionar weit
entfernt sind und an unterschiedliche Lebensbedingungen angepasst sind
(Otten 2015). Zuklnftig kénnte fur die Uberproduktion auf ein zellfreies oder auf ein
eukaryotisches Uberexpressionssystem zuriickgegriffen werden.

Da eine biochemische Charakterisierung ohne, in ausreichender Menge und in ihrer
aktiven Form aufgereinigte, Proteine nicht moglich war, wurde im nachsten Schritt ein

alternativer Losungsansatz verfolgt.

Tabelle 27: In dieser Arbeit untersuchte putative chlamydiale B-Laktamasen und Konstrukte. UE:

Uberexpression; SAP: Spot-Plate-Assay

Name Spezies B-Laktamase Locus tag Vektor Experiment @ Referenz
Klasse
PhnP Simkania Metallo-3- SNE_A07080 pASK_Iba2c UE Krannich,
negevensis Laktamase SAP 2017
Yycd Simkania Metallo-3- SNE_A05550 @ pASK_Iba2c UE Krannich,
negevensis Laktamase SAP 2017
YycJ Chlamydia Metallo-3- CT_738 pASK_Iba2c UE Krannich,
trachomatis Laktamase SAP 2017
Yycd Chlamydia Metallo-3- CPn0879 pASK_Iba2c UE Krannich,
pneumoniae Laktamase SAP 2017
Oxa9 Parachlamydia Serin-B- PUV_15980 pASK_Iba2c UE Krannich,
acanthamoebae Laktamase SAP 2017
AmpC-A  Parachlamydia Serin-B- PUV_07560 pASK_Iba2c UE Krannich,
acanthamoebae Laktamase SAP 2017
YycJ Chlamydia Metallo-3- Ct_738 pET- UE diese
trachomatis Laktamase 52bCamR Arbeit
Oxa9 Parachlamydia Serin-B- PUV_15980 pET- UE diese
acanthamoebae Laktamase 52bCamR Arbeit
AmpC-A  Parachlamydia Serin-B- PUV_07560 pET- UE diese
acanthamoebae Laktamase 52bCamR Arbeit
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Dazu wurden die putativen B-Laktamasen in E. coli exprimiert und in vivo hinsichtlich
einer moglichen hydrolytischen Aktivitat gegenuber B-Laktamen getestet. Es wurde
versucht Uber einen sogenannte Spot-Plate-Assay (Abbildung 27) unter Verwendung
subinhibitorischer Konzentrationen der Testantibiotika eine mogliche hydrolytische
Aktivitat gegenuber B-Laktamen nachzuweisen, welche sich in einer Reduktion der
Empfindlichkeit des verwendeten E. coli Stammes widerspiegeln wurde. In diesem
Assay wurden die Konstrukte (Tabelle 27) unter Kontrolle eines tet-Promoters
(PASK_Iba2c) verwendet, welcher eine gute Kontrolle und Modulation der Expression
auf niedrigem Niveau ermoglicht. Als Testantibiotika wurden die klassischen
B-Laktamantibiotika Ampicillin und Oxacillin gewahlt, weil die beiden gewahlten
Penicillinderivate nicht zu Behandlung von Chlamydien-Infektionen eingesetzt werden.
Ampicillin gehort zum Substratspektrum einer Vielzahl an (3-Laktamasen, inklusive der
AmpC-, OXA- und Metallo-B-Laktamasen fur die Homologe in Chlamydien gefunden
wurden und in dieser Arbeit analysiert wurden. Die Phyre-Vorhersage (Kelley et al.,
2015) ergab eine hohe strukturelle Ubereinstimmung zur Carbapenemase OXA-48
(Convidence 100 % und Coverage 89 %). Oxacillin war von Interesse, da dieses nicht
nur von Metallo-B-Laktamasen, sondern auch von Carbapenemasen des OXA-Typs
mit Serin im aktiven Zentrum hydrolysiert wird. In dieser Arbeit durchgefuhrte in silico
Analysen zur Vorhersage der Proteinstruktur (Phyre Prediction (Kelley et al., 2015))
lielen darauf schlieBen, dass insbesondere fur das Protein PUV_15980 aus
Parachlamydia acanthamoebae, annotiert als Oxa9, ein Effekt gegenuber Oxacillin
erwartet werden konnte. Die Kulturen der Expressionsstamme, welche die
unterschiedlichen Konstrukte beherbergten, wurden verdinnt und auf die
vorbereiteten Platten getropft. Dabei nahm, von links nach rechts, die inokulierte
Zellzahl durch eine serielle 1:10 Verdunnung ab (Abbildung 27).
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Kontrolle Prainkubation

serielle Verdinnung der Kultur serielle Verdiinnung der Kultur

10° 107107 _10° 10* _10° 10 107 _10° 107 10" 10" 107 107 10
Iba2c Kontrolle Iba2c Kontrolle
PUV_15980 (0xa9) PUV_15980 (0xa9)
PUV_07560 (ampC-A) PUV_07560 (ampC-A)
SNE_A05550 (yycJ) SNE_A05550 (yycJ)
SNE_A07080 (phnP) SNE_A07080 (phnP)
CT_738 (yyeJ) CT_738 (yycd)
CPn0879 (yyeJ) CPnO879 (yycJ)
LB Kontrolle LB Kontrolle

Induktor AHT Induktor AHT, + Préinkubation

serielle Verdinnung der Kultur
10+ 10° 10¢ 107 _10° 107 10" 10"

Iba2c Kontrolle Iba2c Kontrolle

PUV_15980 (oxa9) PUV_15980 (oxa9)
PUV_07560 (ampC-A) PUV_07560 (ampC-A)
SNE_A05550 (yycJ) SNE_A05650 (yycJ)

SNE_A07080 (phnP) SNE_A07080 (phnP)

CT_738 (yycJ) CT_738 (yycJ)
CPn0879 (yycJ) CPn0879 (yycJ)
LB Kontrolle LB Kontrolle

CAM 34 pg/ml CAM 34 pg/ml, + Prainkubation

serielle Verdinnung der Kultur

serielle der Kultur
10° 10" 107 107 10* _10° 10° 107 _10° 10" 10" 107

10 10* 107 10° 107 __10°

Iba2e Kontrolie Iba2c Kontrolle

PUV_15980 (0xa9) PUV_15980 (0xa9)
PUV_07560 (ampC-A) PUV_07560 (ampC-A)
SNE_A05550 (yycJ) SNE_A05550 (yycJ)
SNE_A07080 (phnP) SNE_A07080 (phnP)
CT_738 (yyeJ) CT_738 (yycJ)
CPn0879 (yycJ) CPnO8T9 (yyc))

LB Kontrolle LB Kontrolle

CAM 34 pg/ml, + Induktor AHT CAM 34 pg/ml, + Induktor AHT, + Préinkubation

serielle Verdinnung der Kultur

10° 10" 107 _10° 10¢ 10° 10¢ 107 _10° _10° 107 10"

AMP 0,5 pg/ml AMP 0,5 pg/ml,+ Prainkubation

serielle Verdiinnung der Kultur

10°

Iba2c Kontrolle Iba2c Kontrolle

PUV_15980 (0xa9) PUV_15980 (oxa9)
PUV_07560 (ampC-A) PUV_07560 (ampC-A)
SNE_A05550 (yyeJ) SNE_A05550 (yycJ)
SNE_A07080 (phnP) SNE_A07080 (phnP)
CT_738 (yycJ) CT_738 (yyc))
CPn0879 (yyeJ) CPn0879 (yycJ)

LB Kontrolle LB Kontrolle

serielle der Kultur
10 10" _10% 107 _10* 10° 10° 107 _10° 10* 10" 10"

Iba2c Kontrolie Iba2c Kontrolle
PUV_15980 (oxa9) PUV_15980 (oxa9)
PUV_07560 (ampC-A) PUV_07560 (ampC-A)
SNE_ADS5550 (yycJ) SNE_AD5550 (yycJ)
SNE_AQ7080 (phnP) SNE_AO7080 (phnP)
CT_738 (yycJ) CT_738 (yyc))
CPAO8T9 (yycJ) CPn0879 (yycd)

LB Kontrolle LB Kontrolle
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AMP 0,5 pg/ml,+ Induktor AHT

serielle Verdinnung der Kultur

10' 102 10° _10* 10° 10° 107 _10° 10° 10" 10"

Iba2c Kontrolle
PUV_15980 (0xa9)
PUV_07560 (ampC-A)
SNE_A05550 (yycJ)
SNE_A07080 (phnP)
CT_738 (yyc))
CPn08T9 (yyc)

LB Kontrolle

AMP 1 pg/ml

serielle Verdinnung der Kultur

10% 10° 10° 107

Iba2c Kontrolle
PUV_15980 (0xa9)
PUV_07560 (ampC-A)
SNE_A05550 (yycJ)
SNE_A07080 (phnP)
CT_738 (yycd)
CPn0879 (yycJ)

LB Kontrolle

AMP 1 pg/ml, + Induktor AHT

serielle Verdinnung der Kultur

107 10° _10¢ 10° 10° 107 10" 10° 10" 10"
Iba2c Kontrolle

PUV_15980 (0xa9)
PUV_07560 (ampC-A)
SNE_A05550 (yycJ)
SNE_A07080 (phnP)
CT_738 (yycJ)
CPn0879 (yycJ)

LB Kontrolle

OXA 4 pg/ml

serielle Verdinnung der Kultur
07 07107 _i0° 10% 10" 10" 107 0" 10"

Iba2c Kontrolle
PUV_15980 (0xa9)
PUV_07560 (ampC-A)
SNE_A05550 (yycJ)
SNE_A07080 (phnP)
CT_738 (yycd)
CPn0879 (yycJ)

LB Kontrolle

OXA 4 pg/ml, + Induktor AHT

der Kultur

serielle Verdinnung
0%

10° 10" 107 10° 10° 407 _10° 0% 10" 10"

Iba2c Kontrolle
PUV_15980 (0xa9)
PUV_07560 (ampC-A)
SNE_A05550 (yycJ)
SNE_A07080 (phnP)
CT_738 (yycJ)
CPn0879 (yycJ)

LB Kontrolle

AMP 0,5 pg/ml, + Induktor AHT, + Prainkubation

serielle der Kultur
102 107 _10* 10° 10° 107 10° 10° 10" 10"

Iba2c Kontrolle

PUV_15980 (oxa9)

PUV_07560 (ampC-A)

SNE_A05550 (yyeJ)

SNE_A07080 (phnP)

CT_738 (yyc)

CPn0879 (yycJ)

LB Kontrolle

AMP 1 pg/ml, + Prainkubation

serielle Verdi der Kultur
10 107 10° 107 10° 107 10" 10"

10% 107

Iba2c Kontrolle
PUV_15980 (0xa9)
PUV_07560 (ampC-A)
SNE_A0S550 (yycJ)
SNE_A07080 (phnP)
CT_738 (yycd)
CPnO8T79 (yycJ)

LB Kontrolle

AMP 1 pg/ml, + Induktor AHT, + Prainkubation

serielle Verdinnung der Kultur
107 107 10" 10° 10° 107 107

Iba2c Kontrolle
PUV_15980 (oxa9)
PUV_07560 (ampC-A)
SNE_A05550 (yycJ)
SNE_A07080 (phnP)
CT_738 (yycJ)
CPn0879 (yycJ)

LB Kontrolle

OXA 4 pg/ml, + Prainkubation

serielle Verdinnung der Kultur
10 100 10 _10° 10° 10’

Iba2c Kontrolle
PUV_15980 (0xa9)
PUV_07560 (ampC-A)
SNE_A05550 (yycJ)
SNE_AQ7080 (phnP)
CT_738 (yyed)
CPn08TS (yycd)

LB Kontrolle

OXA 4 pg/ml, + Induktor AHT, + Prainkubation

serielle Verdiinnung der Kultur
10° 107

Iba2c Kontrolle

PUV_15980 (0xa9)

PUV_07560 (ampC-A)

SNE_A08550 (yycJ)

SNE_A07080 (phnP)

CT_738 (yycJ)

CPn0879 (yycJ)

LB Kontrolle

Abbildung 27: Spot-Plate-Assays zur Detektion von B-Laktamaseaktivitdt. Die Konzentration der

inokulierten Bakterienkulturen nimmt von links nach rechts ab (serielle 1:10 Verdinnung).
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Dargestellt sind alle getesteten Varianten nach einer Inkubation iber Nacht bei 37°C auf LB-Medium.
Die Experimente erfolgten jeweils in An- und Abwesenheit des Expressionsinduktors AHT (50 ng/ml),
mit und ohne Prainkubation der Kulturen mir AHT (50ng/ml) sowie nach Zugabe unterschiedlicher {3-
Laktame. AHT: Anhydrotetracyclin, LB: Lysogeny Broth, CAM: Chloramphenicol, AMP: Ampicillin,
OXA: Oxacillin.

Mit Hilfe des Spot-Plate-Assays konnten keine Effekte detektiert werden, die auf eine
B-Laktamase-Aktivitat der analysierten putativen chlamydialen p-Laktamasen
hindeuten, da die Expressionsstamme mit leeren Vektoren auch in Anwesenheit der
getesteten B-Laktame besseres Wachstum aufwiesen als die Stamme, welche fur die
chlamydialen Proteine kodierten. Im Fall der putativen Carbapenemase PUV_15980
(oxa9) sowie den putativen Metallo-Enzymen SNE_A05550 (yycJ) und SNE_AQ07080
(phnP) war das Wachstum unter Expression der Konstrukte besonders stark
beeintrachtigt. Dies deutet darauf hin, dass die Genprodukte evtl. eine Toxizitat
gegenuber E. coli aufweisen. Zusammenfassend konnte auch auf diesem Weg kein
Hinweis darauf gefunden werden, dass die in dieser Arbeit untersuchten putativen
B-Laktamasen als funktionale (-Laktam-hydrolysierende Enzyme in den chlamydialen

Genomen konserviert wurden.

5.4 Funktionelle Analysen zu LysM-Proteinen in Chlamydiales

LysM-Proteine kommen in Viren, Bakterien, Pilzen, Pflanzen und Saugetieren vor
(Buist et al., 2008) und konnen Polysaccharide wie Peptidoglykan und Chitin binden,
welche N-Acetylglucosamin-Untereinheiten enthalten (Buist et al., 2008; Mesnage et
al., 2014). Fur freilebende Bakterien wurde gezeigt, dass LysM-Proteine unter
anderem zur Regulierung der Zellwandbiosynthese und Zellteilung beitragen
(Mesnage et al., 2014). In eukaryotischen Wirtsorganismen konnen sie wiederum
durch Bindung von PG der Detektion von Bakterien dienen (Buist et al., 2008; Mesnage
et al., 2014). In Chlamydien sind drei verschiedene LysM-Proteintypen zu finden,
deren Funktion weitestgehend unerforscht ist, LysM |, LysM Il und LysM lll. Die LysM
I-Proteine weisen 2 C-terminale LysM-Domanen auf und dienen in C. pneumoniae und
W. chondrophila als Lipid I/ PG-Hydrolasen (Henrichfreise, Brunke and Viollier, 2016;
Brunke, 2018). Die LysM llI-Proteine besitzen mit Ausnahme des Homologs von C.
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frachomatis eine C-terminale LysM-Domane und sind ganzlich unerforscht
(Brunke, 2018).

Die in dieser Arbeit untersuchten chlamydialen LysM |l-Proteine besitzen C-terminal
eine LysM-Domane und werden mit Ausnahme des Waddlia-Homologs innerhalb des
Tol/Pal-Operons kodiert (Tabelle 28) (Brunke, 2018). Fur die falschlicherweise als
AmiB annotierten LysM II-Proteine wurde in silico eine Sekretion in das Periplasma
vorhergesagt (Klockner, 2016; Brunke, 2018). Erste Untersuchungen in der
AG Henrichfreise an dem Homolog aus C. pneumoniae deuten auf eine schwache
Bindekapazitat fur PG und Interferenz mit der Zellteilung in E. coli hin (Brunke, 2018).
Auf der Basis dieser Hinweise auf eine Rolle in der chlamydialen PG- und
Zellteilungsmaschinerie sollen in dieser Arbeit die chlamydialen LysM Il-Proteine
weiterfiUhrend funktional analysiert werden. Dazu werden die Homologe aus den
humanpathogenen Spezies C. trachomatis und C. pneumoniae sowie aus dem

.emerging pathogen“ W. chondrophila gewahlt.

Tabelle 28: In dieser Arbeit analysierte chlamydiale LysM Il-Proteine (Kléckner, 2016; Brunke, 2018).

Protein Organismus Signalpeptid LysM- Locus tag Operon

Domane
LysM i Chlamydia sec 1x C- Ct_601 Tol/Pal
Ctr trachomatis terminal
LysM i Chlamydia sec 1x C- Cpn0780 Tol/Pal
Cpn pneumoniae terminal
LysM i Waddlia sec 1xC-  WCW_0123 anderer
Wch chondrophila terminal genomischer

Kontext

5.4.1 Pulldown-Bindeexperimente mit Peptidoglykan und Chitin
In diesen Experimenten soll zunachst untersucht werden, ob die LysM Il-Proteine aus
C. trachomatis, C. pneumoniae und W. chondrophila funktionelle LysM-Bindedomanen
aufweisen. Der Pulldown-Assay macht sich zu Nutze, dass die Testproteine im Fall
einer Substrat-Bindung gemeinsam mit dem unldslichen PG oder Chitin nach einem

Zentrifugationsschritt im Pellet detektiert werden konnen.
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Far alle Analysen wurden mittels eines C-terminalen Strep-Tag aufgereinigte LysM |I-
Proteine verwendet, die freundlicher Weise von Dr. Christian Otten aus der
AG Henrichfreise zur Verfugung gestellt wurden. Die LysM llI-Homologe aller
untersuchten chlamydialen Spezies wurden in Pulldown-Assays teilweise oder
vollstandig in der jeweiligen Pellet-Fraktion mittels SDS-PAGE detektiert und weisen
somit eine Bindung gegenlber den Biopolymeren PG und Chitin auf (Abbildung 28).
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die LysM lI-Homologe aus C. trachomatis,
C. pneumoniae, und W. chondrophila eine funktionale LysM-Doméane aufweisen.

+ PG + Chitin +PG + Chitin

N & &
*‘o& Q&Qc“@

~250 kDa

~130 kDa ~ 250 kDa

~100 kDa ~ 130 kDa

~70 kDa
~55kDa

~ 100 kDa
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~25kDa

<— Wch _
~24kpa” >0 KP2

~25kDa LysM Il

Abbildung 28: Analysen zur Bindung verschiedener chlamydialer LysM Il-Proteine an PG oder Chitin.
Die aufgereinigten LysM II-Proteine wurden mit PG oder Chitin inkubiert. Das PG oder Chitin wurde
durch Ultrazentrifugation pelletiert und einmal mit Puffer gewaschen. Die SDS-PAGE-Gele mit den
jeweiligen Testprotein- und Polysaccharid-Ansatzen wurden geféarbt und zeigen die jeweilige Protein-
Laufkontrolle, den Uberstand und die Pelletfraktion. Der Pfeil auf der rechten Seite zeigt die Position
des jeweiligen LysM ll-Proteinen an. Alle getesteten LysM II-Proteine (Ct_601) aus C. frachomatis,
Cpn0780 aus C. pneumoniae und WCWO0123 aus W. chondrophila binden PG und Chitin. Im Fall von
PG bleiben bei allen LysM II-Homologen Teile des eingesetzten Proteins an langkettigen Einheiten des
Polymers in den Taschen und dem oberen Bereich des Gels zuriick. Dr. Melanie Brunke konnte fiir das
LysM II-Homolog aus C. pneumoniae zeigen, dass es keine Prazipitation in Abwesenheit eines
Substrates aufzeigt (Brunke, 2018).
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5.4.2 Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie Binde-Analysen

Zur weiteren Charakterisierung der LysM II-Proteine wurde die hoch sensitive
Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR)-Analyse angewandt. Fur SPR-
Analysen mussen die zu testenden potentiellen Bindepartner in Puffer gelost vorliegen.
Um die Bindeeigenschaften der chlamydialen Proteine weiter zu definieren und erste
Einblicke in die Substratspezifitat zu gewinnen wurden nicht naher definiertes
Glykogen, Maltotriose, D-(+)-Raffinose sowie N,N',N"-Triacetylchitotriose verwendet.
Glykogen besteht aus verzweigten Glukose-Untereinheiten, die a-1,4-glykosidisch und
vereinzelt a-1,6-glykosidisch miteinander vernetzt sind und in unterschiedlichen
Kettenlangen vorliegen. Vergleichend zu dem heterogenen Polymer Glykogen wurde
dessen Untereinheit Maltotriose eingesetzt, welche aus drei a-1,4-glykosidisch
verbundenen Glukoseeinheiten besteht. Fur diese Substrate wurde keine Bindung
erwartet, da sich bisher die Substitution mit einer Amidgruppe in der C2 Position der
Saccharide als erforderlich erwiesen hatte. Als zusatzliche Negativkontrolle wurde
D-(+)-Raffinose eingesetzt, ein Trisaccharid bestehend aus Galaktose, Glukose und
Fruktose, fiir das aufgrund der geringen Ahnlichkeit zu N-Acetylglucosamin-
Untereinheiten ebenfalls keine Bindung an die getesteten LysM II-Proteine erwartet
wurde. Erganzend zum unléslichen Polymer Chitin aus den Pulldown-Experimenten
wurde die l6sliche Chitin-Untereinheit N,N',N"-Triacetylchitotriose verwendet, welche
aus drei B-1,4-glykosidisch verknupften N-Acetylglucosamin-Untereinheiten besteht.
Fur die SPR-Analysen wurden die chlamydialen LysM |I-Proteine aus C. frachomatis
(Ct_601), C. pneumoniae (Cpn0780) und Waddlia chondrophila (WCW0123) zunachst
auf einem Polycarboxylat-Chip kovalent gebunden, dessen Matrix aus linearen
unverzweigten, unhydroxylierten Polycarboxylaten besteht und dafur entwickelt wurde,
unspezifische Interaktionen mit Kohlenhydraten zu minimieren (Rucksprache mit dem
Hersteller). Im nachsten Schritt wurden die Proteine mit verschiedenen
Konzentrationen der der Test-Saccharide-LOsung Uberschichtet. Eine mogliche
Bindung der Saccharide an den Proteinen sowie deren anschliel3iende Dissoziation
wurde anhand der Anderung des Oberflachen-Plasmomresonanz-Signals detektiert.
Uberraschenderweise ergaben die Experimente, dass fiir die getesteten chlamydialen
LysM lI-Proteine aus C. trachomatis, C. pneumoniae und Waddlia chondrophila eine
Bindung von Glykogen und anschliefend dessen vollstandige Dissoziation beobachtet
werden konnte (Abbildung 29).
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Abbildung 29: SPR-Analyse zur Bindung von Glykogen an die LysM Il-Proteine (Ct_601) aus
C. trachomatis (A), Cpn0780 aus C. pneumoniae (B) und WCWO0123 aus W. chondrophila (C). Die
Signalstarke korreliert mit der Glykogen-Konzentration und nimmt mit steigender Konzentration zu.
Nach Wegnahme der Testsubstanz (mit x gekennzeichnet) dissoziiert diese wieder. RU: resonance unit;

M: mol/l; s: Sekunde.

Bei Betrachtung der trimeren Zucker Maltotriose, D-(+)-Raffinose und N,N',N"-
Triacetylchitotriose ergab sich ein anderes Bild. Fur alle Testproteine Ct_601,
Cpn0780 und Wecw0123 konnte weder fur Maltotriose (Abbildung 30), noch fur N,N',N"-
Triacetylchitotriose (Abbildung 31) und D-(+)-Raffinose (Abbildung 32) eine
ausgepragte Bindung nachgewiesen werden. Das fur die Immobilisierung der Proteine
verwendetet Matrixmaterial aus Polycarboxylaten vermochte, trotz seiner Entwicklung
fur die Reduktion von Interaktionen mit Kohlenhydraten, wie sie etwa mit Dextran-
Matrixmaterialen auftreten (Hersteller Aussage), in geringem Umfang unspezifisch mit
den Test-Kohlenhydraten zu interagieren. Dies spiegelte sich bei den Experimenten
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wider in einer Bindung aller drei getesteten Trimeren Kohlenhydrate an die
Referenzzelle, an deren Matrix keine Test-Proteine gebunden wurden, und fuhrte zu
einer Ausgabe negativer SPR-Messsignale (Abbildung 30, Abbildung 31,
Abbildung 32). Diesen Effekten konnte in zuklUnftigen Experimenten entgegengewirkt
werden durch das Beschichten der Referenzelle mit einem inerten Referenzprotein,
welches nachweislich keinerlei Interaktionen mit den zu testenden Zuckern ein geht.
Zusammenfassend deuten diese Beobachtungen darauf hin, dass die
Wechselwirkungen der hier getesteten Zucker-Trimere mit den chlamydialen LysM II-
Proteinen geringer sind als die unspezifischen Interaktionen mit der Polycarboxylat-
Matrix der verwendeten Chips und somit vermutlich nicht von biologischer Relevanz

sein durften.

105



Maltotriose

RU RU
mg/ml
A 2- 60 — [ g/ ]
%7 10
50
0
2. N 45 ] o
40 2,5
2] E 35 ] 1,25
30 4
3 . 0,625
5]
o . o 1 03125
7] 7] -
g g ] 0,15625
-3 T a ]
3 3 0,078125
o o ]
Iy A
-5
104 =
10 {
- 15 I
20 ]
12 U U T 1 25 U U U T 1
0 5e-3 001 0015 0,02 0 30 60 90 120 150
i v . s
Konzentration
RU RU Zeit
B 1
0l*
.
$
R .
RY
T -
8 . 8
§ 8
-3 * -3
n n
Q Q
o B [
5
6 E
74 R
. E
-8 t t t 1 25 T 1
0 5e-3 0,01 0,015 0,02 0 30 60 90 120 150
. v .
RU Konzentration RU Zeit N
C 0 60 —
* 55 ]
¢ 50
0,2 1 ]
45 ]
40 4
04 ¢ 35
30
5 >
® - o )
7] 7]
c c 5
2 2 ]
g g 7 |
3 M € sl |
4] . 01 g _
o
- 5
. -104
1,24
- -15 ]
20
*
14 U U T 1 25 U U U T 1
0 5e-3 0,01 0015 0,02 0 30 60 90 120 150
Konzentration v Zeit ®

Abbildung 30: SPR Analyse Bindung von Maltotriose an LysM II-Proteine (Ct_601) aus C. trachomatis
(A), Cpn0780 aus C. pneumoniae (B) und WCWO0123 aus W. chondrophila (C). Es wurde keine

spezifische Bindung detektiert. RU: resonance unit; M: mol/l; s: Sekunde.
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Abbildung 31: SPR Analyse Bindung von N,N',N"-Triacetylchitotriose an LysM ll-Proteine (Ct_601) aus
C. trachomatis (A), Cpn0780 aus C. pneumoniae (B) und WCWO0123 aus W. chondrophila (C). Es wurde

keine spezifische Bindung detektiert. RU: resonance unit; M: mol/l; s: Sekunde.
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Abbildung 32: SPR Analyse Bindung von D-(+)-Raffinose an LysM Il-Proteine (Ct_601) aus
C. trachomatis (A), Cpn0780 aus C. pneumoniae (B) und WCWO0123 aus W. chondrophila (C). Es wurde
keine spezifische Bindung detektiert. RU: resonance unit; M: mol/l; s: Sekunde.
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Von besonderem Interesse ist das Ergebnis, dass fur die getesteten chlamydialen
LysM Il-Proteine Ct_601, Cpn0780 und WCWO0123 aus C. trachomatis, C. pneumoniae
und W. chondrophila erstmals eine reversible Bindung an Glykogen, und somit
generell die Maoglichkeit von LysM-Proteinen Glykogen als Substrat zu verwenden,
gezeigt werden konnte (Abbildung 29). Diese Funktion von LysM-Proteinen ist neu, da
bisherige Analysen ergaben, dass LysM-Proteine bei der Substratbindung auf
acetylierte Zucker angewiesen sind, wie das N-Acetylgucosamin in PG oder Chitin
(Buist et al., 2008; Mesnage et al., 2014). AulRerdem konnte in dieser Arbeit keine
Bindung von Maltotriose, als Glykogentrioseuntereinheit, gezeigt werden, was
nahelegt, dass fur eine Bindung der chlamydialen LysM II-Proteine Ketten von mehr
als 3 Untereinheiten bendotigt werden (Abbildung 30). Bekraftigt wird diese Annahme
durch die Beobachtung, dass in der SPR-Analyse keine Bindung von N,N',N"-
Triacetylchitotriose gezeigt werden konnte (Abbildung 31), obwohl im Pulldown-Assay
eine Bindung an Chitin nachweisbar war (Abbildung 28), welches aus langen (-1,4-
glykosidisch verknupften N-Acetylglucosamin-Ketten besteht. Fur das LysM-Protein
AtlA aus Enterococcus faecalis ist bekannt, dass dieses neben der Amidgruppe in der
C2' Position des N-Acetylgucosamin mindestens 3 Saccharid-Untereinheiten fur eine

detektierbare Bindung benétigt (Mesnage et al., 2014).
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6 Diskussion

Das fragile Gleichgewicht von Okosystemen wird seit den beiden vergangenen
Jahrhunderten massiv gestort und die Globalisierung, der anthropogen-verursachte
Klimawandel und Veranderungen im individuellen Lebenswandel stellen uns in der
Infektiologie vor neue Herausforderungen. Zu diesen Herausforderungen zahlt eine
Zunahme von Emerging Infectious Diseases (Baker et al., 2022). Der Klimawandel
beglnstigt das Vorkommen und die Ausbreitung von tropischen Erkrankungen
weltweit (Caminade, Mcintyre and Jones, 2019; Baker et al., 2022). Dies wird am
Beispiel von Denguefieber besonders deutlich. Seit der ersten Erwahnung der
Krankheit in der Jin-Dynastie (in den Jahren 265 — 420 nach Christus) und der
Erstisolation des Erregers im Jahr 1970 ist eine Verbreitung des Dengue-Virus
hauptsachlich durch seinen Vektor Aedes aegypti weltweit zu beobachten,
insbesondere in der Neuen Welt (Vasilakis and Weaver, 2008; Gubler, 2011;
Caminade, Mclintyre and Jones, 2019). Ehemals erregerfreie Habitate werden mehr
und mehr durch den Vektor und den viralen Erreger besiedelt — so gibt es mittlerweile
autochthone Falle von Denguefieber in Sudfrankreich (Guzman et al., 2010; Succo et
al., 2016; ECDC, 2018).

Eine weitere grof3e Herausforderung stellen Antibiotikaresistenzen dar, welche unter
anderem in der westlichen Hemisphare durch die unbedachte Verordnung und
Einnahme von Antibiotika bei vermeintlich bakteriellen Infektionen (Machowska and
Lundborg, 2019) oder in der 6stlichen und sudlichen Hemisphare durch direkten ,,over
the counter* Verkauf eigentlich verschreibungspflichtiger Medikamente zunehmen
(Bilal, 2016; Aslam et al., 2020). Nicht nur im humanmedizinischen Bereich werden
Antibiotika eingesetzt, sondern auch in der Veterinarmedizin und insbesondere in der
Massentierhaltung. In der Massentierhaltung werden Antibiotika nach wie vor auch als
Wachstumsbeschleuniger verfuttert sowie gegen maogliche Infektionen prophylaktisch
eingesetzt (Wegener et al., 1999; Castanon, 2007). Resultierend aus dem massiven
Einsatz von Antibiotika und einer Vernachlassigung der Antibiotikaforschung, verstarkt
sich die Bildung von Resistenzen und so werden therapeutischen Optionen
fortschreitend eingeschrankt (Levy and Marshall, 2004; Murray et al., 2022). Es zeigt
sich immer deutlicher, wie wichtig der verantwortungsvolle Umgang mit Antibiotika

sowie die Entwicklung neuer antibiotischer Substanzen ist (Murray et al., 2022).
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Die Ausbreitung von Krankheitserregern wird durch die Globalisierung und den damit
einhergehenden erhOohten Flug- sowie Warenverkehr sowie eine falschen
Landnutzung begunstigt (Gubler, 2011; Guzman et al., 2016; Brancalion et al., 2020;
Baker et al., 2022). So konnte sich der Covid-19 Ausbruch mit an Sicherheit
grenzender Wahrscheinlichkeit Uber Wuhan (China) uber China, Nordamerika,
Australien und Westeuropa und schliel3lich weltweit ausbreiten (Baker et al., 2022;
Tsiotas and Tselios, 2022).

Durch Abholzung und Urbanisierung naturlicher Lebensrdaume schrumpft der
Lebensraum der Tiere, sodass diese gezwungen werden, sich naher an urbanen
Gebieten aufzuhalten oder auf immer kleineren Flachen zusammenzuleben
(Gubler, 2011; Schwind et al., 2014; Khalil et al., 2016; Brancalion et al., 2020). In
diesem Zusammenhang wurde auch festgestellt, dass sich die Erregerdichte
antiproportional zur Artenvielfalt verhalt, was unter dem Begriff ,dilution effect”
zusammengefasst wird (Khalil et al., 2016). Des Weiteren wurden in den letzten drei
Dekaden Uber 30 neue humane Erreger detektiert, von denen 75 % zoonotischen
Ursprungs waren (Jones et al., 2008).

Diese Punkte zeigen, dass das Monitoring von Emerging Infectious Diseases an der
Schnittstelle zwischen Mensch, Tier und Umwelt bedeutend ist.

Es ist notwendig, dass infektionsrelevante Fragestellungen interdisziplinar bearbeiten
werden, um diese in Ganze zu verstehen (Cunningham, Daszak and Wood, 2017). Als
Oberbegriff verwendet man fur ein solches holistisches Vorgehen den
One Health-Ansatz.
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ONE HEALTH

Human health and animal health are interdependent.
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Abbildung 33: Interdisziplindre Forschung im Rahmen des One Health-Ansatzes. Die Human-, und
Tiergesundheit bilden zusammen mit der Umwelt drei untrennbar miteinander verbundene Saulen, auf

welche wiederum viele einzelne Faktoren Einfluss nehmen (isglobal.org).

Der One Health (Eine Gesundheit)-Ansatz (Abbildung 33) beruht darauf, dass die
Gesundheit von Menschen, Tieren und Okosystemen untrennbar zusammenhangt
und umfasst alle Faktoren wie bspw. Landwirtschaft, medizinische Versorgung/
Forschung und Verhaltensweisen, die auf die Gesundheit direkt oder indirekt einwirken
kénnen (Abbildung 33) und sich wechselseitig beeinflussen (Lerner and Berg, 2015).
Elementar ist, dass nicht nur die einzelnen Fachbereiche betrachtet werden, sondern
insbesondere auch die Schnittmengen dieser miteinander. In der vorliegenden Arbeit
wurden verschiedene zum One Health-Ansatz beitragende Disziplinen und Aspekte
miteinander verbunden und aufgezeigt, wie detailliert One Health betrachtet werden
kann und wie wichtig das Verstandnis der relevanten Faktoren vom kleinen

Einzelbeispiel hin zum globalen Konzept ist.
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6.1 Bakterielle Erreger in Afrika

Die Biodiversitat von Chlamydiales wurde lange massiv unterschatzt und die
Bedeutung dieser Gruppe obligat intrazellularer Bakterien ist noch immer nicht
ganzlich aufgeklart (Horn, 2008). Lange Zeit wurden nur die Vertreter der
Chlamydiaceae als humanpathogene Erreger betrachtet, mit der bekanntesten
Spezies C. trachomatis, welche ausschliellich Menschen infiziert. Studien haben
aufgrund der molekularen Uhr berechnet, dass die Abspaltung von C. frachomatis von
den anderen Chlamydiaceae vor ca. 6 Millionen Jahren stattgefunden hat (Steiper and
Young, 2006; Nunes and Gomes, 2014). Es gibt jedoch neue Hinweise, die ein
pathogenes Potenzial auch fur Chlamydia-ahnliche Bakterien belegen (Corsaro and
Greub, 2006), so beispielsweise fur die Familien der Simkaniaceae und
Parachlamydiaceae. Diese stehen im Verdacht, den Respirationstrakt und
Bronchiolitis zu verursachen (Friedman, Dvoskin and Kahane, 2003; Greub, 2009). Ein
anderes Beispiel ist fur die Familie der Waddliaceae belegt, die zu Fehlgeburten fuhren
konnen und auRerdem im Verdacht stehen, zoonotisch Ubertragen werden zu konnen
(Baud et al., 2007, 2014).

Die in dieser Arbeit durchgefihrte Mutter-Kind-Studie zeigt auf, dass die
Untersuchungen von chlamydialen Infektionen wahrend der Schwangerschaft weiter
erforscht werden sollten. Dabei erhartet sich der Verdacht, dass der gastrointestinale
Trakt des Menschen ein Reservoir fur Chlamydia darstellt (Rank and Yeruva, 2014).
Die Infektion mit Chlamydien oder anderen sexuell Ubertragbaren Erregern stellen im
Rahmen der Reproduktionsgesundheit und insbesondere wahrend der
Schwangerschaft und der Geburt ein hohes Risiko dar. In den Industriestaaten stellt
dies durch Routineuntersuchungen, gute Behandlungsmoglichkeiten und Aufklarung
kein derart eminentes Problem dar, wie in Landern der Entwicklungszusammenarbeit
in Afrika, Sudamerika oder Indien (Korenromp et al., 2017; Joseph Davey, Shull and
Billings, 2020). Die Industriestaaten erleben jedoch ebenfalls eine Zunahme der
sexuell Ubertragbaren Krankheiten, da das Risiko einer Infektion als vernachlassigbar
angesehen wird — eben durch die besseren Fruherkennungs- bzw.
Behandlungsmoglichkeiten im Falle einer Infektion (Marcus, 2002). Dabei gehort die
Infektion mit Chlamydien zu einer der haufigsten, sexuell Ubertragbaren Krankheiten
weltweit (Newman et al., 2015). Auch mehr als 100 Jahre nach der Erstbeschreibung
und nach 70 jahriger Forschungsgeschichte zu diesen Erregern sind diese beim

113



Menschen weiterhin nicht impfvermeidbar und werden konventionell Uber eine
zielgerichtete Antibiose behandelt (Phillips, Quigley and Timms, 2019). Im Gegensatz
zu freilebenden Bakterien hat eine Behandlung mit B-Laktam-Antibiotika bei
Chlamydien keine bakterizide, sondern nur eine bakteriostatische Wirkung, die durch
einen persistierenden, aber nicht infektiosen Zustand gekennzeichnet ist (Skilton et al.,
2009; Shima et al., 2013; Kintner et al., 2014; Elwell et al., 2016). DarUber hinaus
behalten diese intrazellularen Krankheitserreger die Fahigkeit, ihre Infektiositat nach
Abbau bzw. Entfernung der bakteriostatischen Substanz wiederherzustellen (Skilton
et al., 2009; Shima et al., 2013; Kintner et al., 2014). Bereits in den 1960er Jahren
wiesen klinischen Beobachtungen darauf hin, dass [(-Laktam Antibiotika fur
Chlamydien nicht letal sind (Holmes et al., 1967; Richmond et al., 1972). Daher werden
B-Laktam Antibiotika nicht mehr zur Behandlung von Chlamydien-Infektionen bei
Erwachsenen empfohlen. Dennoch werden diese haufig zur Behandlung anderer
bakterieller Infektionen eingesetzt (Kacmar et al., 2001). 75 % der chlamydialen
Infektionen verlaufen asymptomatisch und eine Exposition gegenuber B-Laktamen
wahrend der Behandlung anderer bakterieller Infektionen kann in vivo zu einer
Chlamydien-Persistenz fuhren (Kintner et al., 2014). Eine Studie ergab, dass haufig
verschriebene [3-Laktam Antibiotika in Zellkultur in physiologisch relevanten
Konzentrationen zu einer Persistenz von C. frachomatis fuhren (Kintner et al., 2014).
Das Antibiotikum Ceftriaxon aus der Gruppe der Cephalosporine ist ein Medikament,
welches zur Behandlung von Neisseria gonorrhoeae-Infektionen empfohlen wird. Auch
dieses zeigt eine Persistenz-induzierende Wirkung auf Chlamydien, die haufig in Co-
Infektion mit Neisserien auftreten (Kintner et al., 2014).

Um das Risiko einer Chlamydien-Persistenz fur die oOffentliche Gesundheit
abzuschatzen, ist es wichtig, zu untersuchen, ob dies ein generelles Verhalten von
Chlamydien bei der Behandlung mit 3-Laktamen ist und dieses Phanomen auch auf
molekularer Ebene besser zu verstehen. Bei der therapeutischen Anwendung von
Antibiotika ist es bedeutend, mogliche Co-Infektionen mit verschiedenen sexuell
ubertragbaren Krankheiten zu beachten. Bei der Erforschung neuer Therapeutika, z.B.
gegenuber zunehmend resistenten Gonokokken, ist aulRerdem darauf zu achten, diese
auch in Bezug auf haufige Co-Infektionen zu untersuchen, denn es besteht die Gefahr
eine primare Infektion erfolgreich zu behandeln aber z.B. eine parallel vorliegende

haufig symptomlose chlamydiale Infektion nur ,,pausieren zu lassen.
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Wie schon in der Masterarbeit des Kandidaten im Rahmen von Vorarbeiten zur
ghanaischen Fledermaus-Zecken-Studie gezeigt (Krannich, 2017), konnten in der
vorliegenden Arbeit weitere Individuen der Gattung Nycteris positiv auf Borrelia,
Rickettsia und Chlamydiales getestet werden. So konnten in der Masterarbeit
(Krannich, 2017) und auch in dieser Arbeit erstmals Borrelien im Ausbreitungsgebiet
sudlicher 13° Nord, was der Hohe der Karibikinsel Barbados entspricht, in Zecken,
welche von Fledermausen der Gattung Nycteris gesammelt wurden, detektiert werden
(Pappas et al., 2006; Trape et al., 2013;). In Ghana konnten Zecken bereits auf der
groRen Rohrratte (Thryonomys swinderianus; bekannt als ,,grass cutter”) gefunden
werden (Adenyo et al., 2020). Wie auch Fledermause, wird die grol3e Rohrratte in
West- und Zentralafrika gejagt und dient als Nahrung (,,bush meat”). Somit ist eine
potentielle Ubertragung von Krankheitserregern von diesen Tieren auf den Menschen
moglich (Mickleburgh, Waylen and Racey, 2009; Adenyo et al., 2020). In der oben
genannten Studie konnten weder Borrelien, Chlamydien noch Rickettsien in Zecken
von ghanaischen Rohrratten detektiert werden (Adenyo et al., 2020). Im Gegensatz
dazu, wurden im Rahmen dieser Arbeit in Zecken von ghanaischen Fledermausen
nicht nur alle drei Gruppen von Erregern detektiert, sondern konnten zusatzlich neue
Familien innerhalb der Chlamydiales und Rickettsia durch Sequenzierung identifiziert
werden, was die enorme Bedeutsamkeit von Feldstudien unter Berucksichtigung
unterschiedlicher Tierarten belegt, um das regional vorliegende Erregerspektrum zu
erfassen. Die in dieser Arbeit neu identifizierte Familie innerhalb der Chlamydiales mit
86 %iger Sequenzidentitat zu Neochlamydia hartmannellae ist evolutiv eng verwandt
mit Parachlamydia (Abbildung 34) (Horn et al., 2000).
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Chlamydophila abortus B577
Chlamydophila psittaci 6BC

Chlamydophila caviae GPIC

—— Chlamydophila felis FP Baker

Chlamydophila pecorum ES8

Chlamydophila pneumoniae TW-183
—Ij Chlamydia trachomatis HAR-13
Chlamydia muridarum MoPn

——— Chlamydia suis S45

outgroups  <—

Simkania negevensis 7

AI- Waddlia chondrophila WSU-85-1044

417 Parachlamydia acanthamoebae Bn,

endosymbiont of Acanthamoeba sp. UWE]

endosymbiont of Acanthamoeba sp. UWE25

Neochlamydia hartmannellae

endosymbiont of Acanthamoeba sp. TUMEI

-

L endosymbiont of Acanthamoeba sp. UWC22

0.10

Abbildung 34: 16S rRNA-basierter Stammbaum zur Einordnung von Neochlamydia hartmannellae
(Horn et al., 2000).

Intrazellulare Bakterien wie Chlamydien, Rickettsien oder Borrelien sind noch sehr
unzureichend erforscht, trotz ihrer weltweiten Bedeutung als humanpathogene
Erreger. Dies liegt insbesondere an der Besonderheit ihrer intrazellularen
Lebensweise, welche molekularbiologische Untersuchungen insbesondere an
Chlamydien und Rickettsien in der Vergangenheit stark einschrankte. Die
Abhangigkeit von einer Wirtszelle ist ein groes Problem fur die genetische
Transformation und macht einfache Verfahren, wie beispielsweise das Klonieren,
extrem schwierig. In den letzten Jahren konnten jedoch enorme Fortschritte bei der
genetischen Manipulation von C. trachomatis und Rickettsien erreicht werden (Riley,
Macaluso and Martinez, 2015; Wan et al., 2023).
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Der Covid-19-Ausbruch und die anschliellende Pandemie haben gezeigt, wie schnell
eine Ubertragung vom Tier auf den Menschen eine Kettenreaktion mit verheerenden
Ausmalen auslosen kann (Shereen et al., 2020; Beyer, Manica and Mora, 2021) und
vermutlich sind Fledertiere dafur (mit-) verantwortlich (Beyer, Manica and Mora, 2021).
Beispielhaft fur eine Aufklarung der gesamten Infektionskette bis hin zum Ursprung ist
der Ebola-Ausbruch von 2014 (Saéz et al., 2015). Der Ursprung war ein Kind aus
Meliandou (Guinea), welches sich bei Flughunden, die in einem hohlen Baum lebten,
infizierte (Saéz et al., 2015). Fledertiere stellen daher eine besondere Risikogruppe
dar. Fur die in dieser Arbeit untersuchten Spezies Hipposideros cf. ruber konnte bereits
nachgewiesen werden, dass diese mit Coronaviren infiziert sein konnen (Corman et
al., 2015). Neben den Zecken sollten daher auch die Fledermause beprobt werden,
von denen die analysierten Arthropoden gesammelt wurden, um weiterfUhrend die
Ubertragung von Erregern zwischen den beiden Wirtsorganismen zu untersuchen.
Weiterhin liegt der Schwerpunkt der Zoonosen-Forschung zumeist auf viralen
Erregern. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch, dass auch bakterielle Erreger
nachzuweisen sind, die schwere Krankheiten auslosen konnen (Christou, 2011;
Allocati et al., 2016). Durch die weltweite Zerstérung von Habitaten (beispielsweise
grof¥flachige Abholzung von Waldern) werden Tiere in immer engere Lebensraume
gedrangt, sodass sich die Tiere in den Lebensraum der Menschen fluchten
(Caminade, Mclintyre and Jones, 2019). Durch diese raumliche Nahe steigt die Gefahr
einer Ubertragung vom Tier auf den Menschen beachtlich (Brancalion et al., 2020;
Wong et al., 2020; Baker et al., 2022). Weiterhin fuhrt der Klimawandel mit allen seinen
Effekten dazu, dass Vektoren wie Zecken oder Moskitos, die eher in warmen
Umgebungen vorkommen, sich nun teilweise in nordlicheren Gebieten ausbreiten und
somit Krankheiten wie Gelb-, West-Nil-, Dengue-Fieber und Malaria verstarkt
vorkommen konnen (Wu et al., 2016; Brancalion et al., 2020; Rahman et al., 2020;
Wong et al., 2020). Um gleichzeitig neue und alte Infektionsketten und Erreger zu
bestimmen, ist es wichtig, Menschen, Tiere, Parasiten, Vektoren und Erreger zu
beproben und phylogenetisch zu bestimmen. Durch eine zoonotische ,Kartierung®
konnen mogliche Ausbriuche schneller eingedammt und Beka&mpfungsstrategien
entwickeln werden. Um Ausbriche zu melden und zu verfolgen, gibt es verschiedene
Warnsysteme auf europaischer (European Early Warning and Response System,
EWRS) und auch globaler Ebene (Global Outbreak Alert and Response Network,
GOARN). Fur den Erfolg dieser Warnsysteme ist es wichtig, dass alle Lander ihre
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Informationen teilen (Zinsstag et al., 2018). Ebenso wichtig ist, alle Teildisziplinen der
Mikrobiologie zu involvieren, da wie diese Studie zeigt, auch mehrere Pathogene aus
verschiedenen Erregergruppen in unterschiedlichen Vektoren vorkommen konnen.
Dies impliziert, dass die Durchfihrung von Feldstudien nicht nur sinnvoll, sondern
unumganglich ist, um mogliche neue Gefahren zu erkennen und Risiken der
Verbreitung von neuartigen und bekannten Erregern vorzubeugen. Dies untermauert
auch die auf Madagaskar durchgefuhrte Peststudie, zu der die vorliegende Arbeit
beigetragen hat. Zugleich kann an dieser Studie auch die Bedeutung von
interdisziplinarer Forschung unter der Begrifflichkeit des One Health-Ansatzes gezeigt
werden. Neben dem im Fokus stehenden bakteriellen Erreger der Studie, Yersinia
pestis, konnten in den analysierten Proben beispielsweise auch Chlamydia-ahnliche
Bakterien sowie kritische virale Erreger wie zum Beispiel hamorrhagische Hantaviren
nachgewiesen werden. Die Studie zeigte zudem deutlich auf, wie wichtig es ist, dass
Studien holistisch angelegt sind und nicht nur einzelne biologische Parameter wie
Erregervorkommen und Ubertragungswege betrachtet werden.

Um die Wechselwirkungen des Erregers mit der Umwelt zu verstehen, muissen
beispielsweise die geographischen und soziookonomischen Parameter, wie
Haushaltseinkommen, Bildungsgrad, Zugang zu medizinischen Einrichtungen mit
einzubeziehen und deren Wechselwirkungen zu analysieren (Jones et al., 2008;
Caminade, Mcintyre and Jones, 2019; Redding et al., 2019; Baker et al., 2022).
Wichtig ist also, dass der Erreger oder deren Vektor nicht isoliert betrachtet werden,

sondern immer im holistischen (bspw. lokalen und regionalen) Kontext.

6.2 Testung moglicher neuer antibiotischer Substanzen

Entscheidend fur antimikrobielle Substanzen ist, dass sie eine selektive Aktivitat
gegenuber dem Krankheitserreger aufweisen und nicht toxisch wirken, d.h. den zu
therapierenden Patienten nicht schadigen. Fur die klinische Zulassung dringend
bendtigter neuer antibiotischer Substanzen sowohl in der Human- als auch in der
Tiermedizin, sind die Anforderungen sehr hoch. Unter anderem muss fruhzeitig im
Prozess untersucht werden, ob die Substanzen zytotoxische Effekte auf humane
Zellen auspragen. Hierfur gibt es verschiedene Methoden (Bacskay et al., 2018),
welche, wie der in dieser Arbeit angewendete gangige Assay den Zellmetabolismus
detektieren oder aber auch weitere Experimente, die Uber die Detektion der
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Mitochondrien-Aktivitat, Zellmembranintegritat, Protein/Protease-Aktivitat, DNA-
Replikation oder Zellteilung funktionieren (Adan, Kiraz and Baran, 2016). In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das synthetische DCAP im Vergleich
zu der schwachen ionischen Saure CCCP geringfugig zytotoxischer ist, jedoch
weniger zytotoxisch als die kleinen THCz-Molekule (Reithuber et al., 2021;
Ludwig et al., 2024). Bei den beobachteten Effekten der zytotoxischen Analysen
zeigten sich quantitative Unterschiede in Abhangigkeit der verwendeten Zelllinien und
Medien, die bei verschiedenen Inkubationszeiten unterschiedlich stark ausgepragt
waren. Auf dieser Basis ist es empfehlenswert, nicht nur Daten aus einem einzigen
Testaufbau auszuwerten, sondern verschiedene zu kombinieren, um ein
umfassenderes Bild Uber die Zytotoxizitat zu erhalten.

Die Uberpriifung neuer Substanzen auf einen mdglichen hamolytischen Effekt hin ist
ein weiterer wichtiger Schritt, um Erkenntnisse zur Toxizitat zu gewinnen, bevor
anschlieBende Versuche im Tiermodell in Betracht kommen. Wie schon von
Ramchuran et al. gezeigt, konnte auch in dieser Arbeit keine hamolytische Aktivitat auf
Erythrozyten bei einer bis zu sechsstundiger Inkubation durch Teixobactin und
Hypeptin detektiert werden (Ramchuran et al., 2018; Criusemann et al., 2021). Bei
einer langeren Inkubationszeit zeigt Teixobactin eine starkere Hamolyse als Hypeptin,

der Grund hierfur ist nach aktueller Studienlage unklar.

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um Frau Prof. Dr. Heike Brotz-Oesterhelt
der Universitat Tubingen konnten wir frihere Toxizitatsstudien erweitern, die zeigten,
dass DCAP bei 50 uM (20,7 pg/ml) maRig toxisch fur rote Blutkdrperchen von
Kaninchen ist (Eun et al., 2012; Ludwig et al., 2024). In dieser Arbeit durchgeflhrte
Untersuchung der Hamolyse von menschlichen roten BlutkOrperchen zeigt, dass
DCAP, nicht aber CCCP, bis zu 128 pg/ml inert ist (Ludwig et al., 2024). Bei
menschlichen Hep2-Zellen als auch bei McCoy-Zellen der Maus konnte eine Zeit- und
dosisabhangige zytotoxische Wirkungen fur DCAP beobachtet werden
(Ludwig et al., 2024). Wichtig ist, dass die Toxizitdt nicht durch groRere
Membranlasionen verursacht wurde, da selbst bei einer 4-fachen 1Cso keine Wirkung
von DCAP auf die Membranintegritat eukaryotischer Zellen festgestellt wurde
(Ludwig et al., 2024). Da die Membranintegritat von B. subtilis-Zellen bei der 4-fachen
MHK stark beeintrachtigt war, verdeutlicht dies erneut die Bedeutung der spezifischen

Interaktion mit einem molekularen Ziel, das in Bakterienzellen vorhanden ist, aber in
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menschlichen Plasmamembranen nicht vorkommt (Ludwig et al., 2024). Zu beachten
ist, dass eukaryotische Polyprenyl-Pyrophosphat-Analoga wie Nona- oder
Decaprenyl-Pyrophosphat und Dolichyl-Pyrophosphat in mitochondrialen Membranen
vorhanden bzw. an der N-Glykosylierung von Proteinen im endoplasmatischen
Reticulum beteiligt sind (Ludwig et al., 2024). Es konnte gezeigt werden, dass DCAP
die Mitochondrien in Hep2-Zellen mit einer 4-fachen ICso depolarisiert, was sich
fruheren Beobachtungen deckt, die eine Depolarisierung von Mitochondrien in
menschlichen Epithelnierenzellen (HEK) beschrieben (Ludwig et al., 2024). Ahnlich
wie bei HEK-Zellen war die Viabilitat von Hep2-Zellen bei kurzer Behandlungsdauer
nahezu unbeeinflusst, jedoch verringerte sich diese bei langeren Inkubationszeiten
(Ludwig et al., 2024).

Im nachsten Teil diese Arbeit wurde die antibiotische Substanz Corallopyronin A
(CorA) im Kontext mit chlamydialen Infektionen sowie bezuglich einer moglichen
Wirkung auf Biofilme bei S. aureus untersucht. CorA ist ein a-Pyron Antibiotikum, dass
an die bakterielle DNA-abhangige RNA-Polymerase bindet (Shima et al., 2018). Als
obligat intrazellulare Bakterien sind Chlamydien bereits intrinsisch gegenuber
Substanzen geschutzt, welche initial nicht in die eukaryotische Zelle einzudringen
vermogen (Sandoz and Rockey, 2010). Zusatzlich kdnnen Chlamydien in eine
persistierende, fast inaktive Stoffwechselform Ubergehen, was eine antibiotische
Behandlung noch schwieriger macht. Dieser Zustand der Persistenz wird
beispielsweise unter Behandlung mit Zellwandantibiotika wie Penicillin induziert
(Abbildung 25, PenG). CorA inhibiert die bakterielle DNA-abhangige RNA-Polymerase
(RNAP) (Mukhopadhyay et al., 2008). Isoliert wurde CorA aus dem gramnegativen
Myxobakterium Corallococcus coralloides Cc c127 (Irschik et al., 1985; Bouhired et al.,
2019). Bekannt ist eine antibiotische Wirkung u.a. gegenuber Methicillin-resistenten S.
aureus-Stammen und den obligat intrazellularen Wolbachien (O’Neill et al., 2000;
Schaberle et al., 2014). Letztere sind essentielle Endosymbionten von Filarien (Taylor,
Bandi and Hoerauf, 2005). Wuchereria bancrofti und Brugia spp. losen eine
lymphatische Filariose aus, wahrend Onchocerca volvulus die Onchocersiasis
verursacht (Hoerauf et al., 2011). Die lymphatische Filariose und Onchocersiasis
gehoren zu den vernachlassigten tropischen Erkrankungen (neglected tropical
diseases; NTDs) (Hoerauf et al., 2011), an denen geschatzt 120 Millionen Menschen
in 80 Landern in den Regionen Sub-Sahara Afrika, Indien, Stdostasien, Teile von
Sudamerika, Karibik und im Sudpazifik-Raum erkranken (Pfarr et al., 2009;
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Schaberle et al., 2014). Durch das Abtoten der Wolbachien werden die Filarien indirekt
abgetotet. Dabei wird bei einer Dosierung mit 1 pg/ml CorA in vitro dieselbe Aktivitat
gegenuber Wolbachien erzielt wie bei einer Behandlung mit 4 pg/ml Doxycyclin
(Schiefer et al., 2012).

Far CorA konnte eine antibiotische Wirkung auch gegenuber aktiven Chlamydien-
Infektionen in vitro sowie im human Eileitermodellen festgestellt werden
(Loeper et al., 2019). Ziel dieser Arbeit war es nun, zu analysieren, ob CorA
insbesondere auch gegenuber klinisch relevanteren und schwierig zu behandelnden
persistierenden Chlamydien-Infektionen Aktivitat zeigt. In der Tat gelang es in dieser
Arbeit nachzuweisen, dass Chlamydien, die in einer durch Penicillin induzierten
Persistenz vorlagen, mit CorA abgetotet werden konnten (Tabelle 26). Somit kdnnte
CorA eine Chance fur die Chlamydien-Therapie darstellen. Im weiteren Schritten ware
es lohnenswert, das Interferon-y Persistenz Model als ein weiteres mechanistisch
abweichendes Modell zur chlamydialen Persistenz hinsichtlich eines inhibitorischen
Effekts durch CorA zu untersuchen (Beatty, Byrne and Morrison, 1993;
Beatty ef al., 1994). Chlamydien sind, durch ihr reduziertes Genom, auf intrazellulares
Tryptophan angewiesen. Zu wenig Tryptophan in der Wirtszelle fuhrt bei
C. trachomatis und C. pneumoniae zu einem Stoppen der chlamydialen Zellteilung,
ahnlich der Penicillin-induzierten Persistenz (Wyrick, 2010) In der Wirtszelle wird durch
das proinflammatorische Zytokin Interferon-y das Enzym Indolamin-2,3-Dioxygenase
aktiviert, dass Tryptophan abbaut (Beatty et al, 1994). Durch diesen
proinflammatorischen Mechanismus versucht die Wirtszelle die Infektionserreger zu
schwachen oder durch Rekrutierung zusatzlicher Komponenten der humoralen
Immunantwort auszurotten. Eine Verknappung der Tryptophan-Vorrate in der
Wirtszelle fuhrt nicht zu Eradikation der Chlamydien (Beatty, Byrne and Morrison,
1993; Beatty, Morrison and Byrne, 1995). Obwohl der chlamydiale Stoffwechsel und
die Replikation stark verlangsamt sind und keine infektiosen Chlamydien produziert
werden, bleiben die Zellen lebensfahig und konnen in ein reproduktives Stadium
zuruckkehren, sobald Tryptophan wieder verfugbar ist (Beatty, Byrne and Morrison,
1993; Beatty, Morrison and Byrne, 1995).

Durch die Ausbildung von Biofilmen sind Bakterien in der Lage sich gegen ungunstige
Umweltbedingungen oder die Behandlung mit Antibiotka zu schutzen
(Roy et al., 2018). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass CorA eine gute
Wirkung gegenuber bestehenden und entstehenden Biofilmen aufweisen. Die
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Untersuchungen wurden nur mit dem Biofilmbildner S. aureus ATCC 25923
durchgefuhrt, welcher als potenter Biofilmbildner beschrieben ist (Fallarero et al., 2013;
Manner et al., 2017). Besonders kritisch sind in diesem Fall die Bildung von Biofilmen
an Herzschrittmachern oder anderen Implantaten, die zu Abstof3reaktionen bis hin zur
Sepsis fuhren konnen (Tuon et al, 2023). Es gibt einige bereits bekannte
Wirkungsweisen von Anti-Biofilm Substanzen, die uber die Hemmung bzw. Stérung
der Quorum-Sensing-Pfade, Adhasionsmechanismen, Zerstorung von extrazellularer
DNA, Proteinen, Lipopolysacchariden, Exopolysacchariden und sekundare
Botenstoffe wirken, die an verschiedenen Signalwegen beteiligt sind (Roy et al., 2018).
Es ist moglich, dass CorA, ahnlich zu Rifampicin, die Fahigkeit besitzt Biofilme zu
durchdringen (Ferreira et al., 2024). Biofilme sind fur ca. 50 % der nosokomialen
Infektionen (Krankenhausinfektionen), Uber Kontaminationen an Geraten/ Utensilien,
die in den Korper eingebracht werden, wie beispielsweise Katheter, kunstliche
Gelenke und Herzklappen, verantwortlich (Wu et al., 2015; Roy et al., 2018). Bei einer
Therapie ist zu beachten, dass, wie auch in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, eine
subinhibitorische Konzentration von Antibiotika zu einer verstarkten Bildung von
Biofilm fuhren kann (Kaplan et al., 2012; Howlin et al., 2017; Koo et al., 2017; Ranieri,
Whitchurch and Burrows, 2018). Es konnte gezeigt werden, dass bei 0,25-fach bis
1-fach MHK-Konzentrationen die Bildung des Biofilms in Vergleich zur
Wachstumskontrolle begunstigt wird (Abbildung 22).

6.3 Neuer Einblick in die Funktionen chlamydialer LysM-Proteine

Im Laufe der Koevolution mit ihrem Wirt wurden die Genome von Chlamydien auf ein
Minimum an Genen reduziert, die fur ihren obligatorischen intrazellularen Lebensstil
bendtigt werden (Collingro et al., 2011). In ihrer intrazellularen Nische sind
Chlamydiaceae vor dem extrazellularen osmotischen Druck geschutzt
(Jacquier, Viollier and Greub, 2015; Klockner et al., 2018; Otten et al., 2018). Die
reduktive Anpassung an ihren Wirt spiegelt sich im Verlust einer
energiekostenintensiven Zellwand wider, welche freilebende Bakterien umhullt, um
mechanische Festigkeit und osmotische Stabilisierung zu vermitteln (Jacquier, Viollier
and Greub, 2015; Klockner et al., 2018; Otten et al., 2018). Chlamydiaceae
produzieren jedoch einen transienten PG-Ring, welcher essentiell fur die Zellteilung ist
(Liechti et al., 2016).
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PG ist einzigartig fur Bakterien und besteht aus einem Netzwerk von linearen
Glykanketten, die durch vernetzte Peptide verbunden sind. Die PG-Biosynthese
beginnt im chlamydialen Zytoplasma mit der Bildung von UDP-N-Acetylglucosamin
(UDP-GIcNAc) und UDP-N-Acetylmuramyl (UDP-MurNAc)-Pentapeptid. Die Vorlaufer
UDP-GIcNAc sowie (UDP-MurNAc)-Pentapeptid werden verwendet, um Lipid Il an der
der zytoplasmatischen Membran aufzubauen (Typas et al., 2012). Lipid Il wird
anschlie3end auf die periplasmatische Seite der Membran transferiert und in das PG-
Netzwerk eingebaut (Typas et al., 2012; Zhao et al., 2017). Glykosyltransferasen
polymerisieren die Glykanketten von Lipid Il zu langen Glykanstrangen und
Transpeptidasen vernetzen die Peptidseitenketten miteinander (Typas et al., 2012).
Chlamydiaceae haben eine einzigartige reduzierte Zellteilungsmaschinerie, denn der
zentrale Organisator der Zellteilung in fast allen Bakterien, das Tubulin-Homolog FtsZ
fehlt. Stattdessen wird das Aktin-Homolog MreB verwendet, das typischerweise flur die
Zellverlangerung in stabchenfoérmigen Bakterien verwendet wird (Gaballah et al., 2011;
Ouellette et al., 2012; Frandi et al., 2014; Jacquier et al., 2014; Kemege et al., 2015).
Es ist nicht vollstandig geklart, wie MreB die eng miteinander verbundenen
chlamydialen Maschinerien fur die PG-Ringbiosynthese und Zellteilung organisiert.
Zusatzlich zu MreB und seinem Regulator RodZ (Kemege et al., 2015) haben
Chlamydiaceae einen nahezu vollstandigen Weg fur die Lipid-lI-Biosynthese
konserviert sowie die SEDS-Proteine FtsW und RodA, welche in freilebenden
Bakterien eine Glycosyltransferase-Aktivitat und eine Funktion in der Lipid-ll-
Translokation zugeschrieben wurde. Zusatzlich kodieren Chlamydiaceae mit MurJ ein
weiteres Transmembranprotein, fur das eine Lipid-lI-Flippaseaktivitat in freilebenden
Bakterien beschrieben wurde (De Benedetti et al., 2014; Henrichfreise, Brunke and
Viollier, 2016; Meeske et al., 2016; Klockner et al., 2018). Wie andere intrazellulare
Bakterien mit einer reduzierten PG-Struktur beherbergen Chlamydiaceae eine kleine
Gruppe von Penicillin-bindenden Proteinen (PBP), die zwei Homologe der
monofunktionellen PG-Transpeptidasen aus E. coli, PBP2 und PBP3, umfassen,
welche wahrscheinlich am Einbau von Lipid Il beteiligt sind, sowie die DD-
Carboxypeptidase PBP6 (Otten et al., 2015; Atwal et al., 2021). Daruber hinaus findet
man in den Genom-reduzierten @ Chlamydiaceae @ ein Homolog der
Zellteilungsamidasen, das bifunktionale AmiA (Klockner et al., 2014) und den, die
Zellhdlle durchspannenden, Tol-Pal-Komplex (Jacquier et al, 2015). Der

ungewohnliche Prozess der Zellteilung bei Chlamydiaceae wird durch einen
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Knospungsmechanismus eingeleitet, ahnlich dem der Planctomyceten, welche
ebenso wie Chlamydien kein FtsZ beherbergen (Abdelrahman et al., 2016). Die
asymmetrischen Zellpole reifen anschlieRend zu zwei ungefahr gleich grof3en
Tochterzellen heran, die durch ein MreB-kontrolliertes Septum getrennt sind. Das
Septum enthalt den transienten PG-Ring, der wahrend der Konstriktion kontinuierlich
umgebaut und im Zuge der Trennung der Tochterzellen abgebaut wird (Liechti et al.,
2016; Liechti, 2021). Bis zum heutigen Tag sind noch nicht alle Schritte der PG-
Biosynthese in Chlamydien vollstandig aufgeklart.

In dieser Arbeit sollten die chlamydialen LysM II-Proteine als mogliche neue
Komponente der PG-Biosynthesenmaschinerien in Chlamydien naher beleuchtet
werden. Fur das LysM I-Protein Cpn0902, aus der humanpathogenen Spezies C.
pneumoniae konnte bereits eine Carboxypeptidase-Aktivitat (Klockner et al., 2014) und
fur dessen Homolog aus der Chlamydia-ahnlichen Spezies Waddlia chondrophila
(WCWO01388) eine Endopeptidase-Aktivitat (Frandi et al, 2014) nachgewiesen
werden. Die chlamydialen LysM Il- und LysM llI-Proteine sind bislang diesbezuglich
einer moglichen Funktion im PG-Biosyntheseweg ganzlich unerforscht.
Klassischerweise wird LysM-Domanen eine Funktion in der Bindung von PG und Chitin
zugeschrieben. Die in dieser Arbeit durchgeflhrte Peptidoglykan/ Chitin-Pulldown-
Experimente ergaben fur alle getesteten LysM ll-Proteine aus C. frachomatis (Ct_601),
C. pneumoniae (Cpn0780) und W. chrondrophila (WCW0123) eine Bindung an PG
sowie an Chitin. In den erganzenden SPR-Analysen konnte erstaunlicher Weise
zusatzlich fur alle getesteten Proteine eine Bindung zu Glykogen determiniert werden.
Diese Bindeaktivitat ist vermutlich ebenso den LysM-Doméanen der Testproteine
zuzuordnen, da in dieser Arbeit durchgefuhrte Blast-Analysen keine Hinweise auf das
Vorhandensein von Glykogen-bindenden Domanen, wie z.B.
Kohlenhydratbindungsmodul Familie 2 (Machovi¢ and JaneCek, 2006), ergaben.
Aulerdem zeigte ein Vergleich der Sequenzen der LysM-Domanen der verschiedenen
chlamydialen LysM |l-Proteine mit den 6 eingehend charakterisierten LysM-Domanen
in AtlA aus Enterococcus faecalis (Mesnage et al., 2014), eine Ahnlichkeit zu einander
auf (Abbildung 35).

Die LysM-Domanen in AtlA weisen eine Affinitat gegenuber PG und Chitin, aber nicht
gegenuber Cellulose oder Xylan auf, was darauf zuriuckgefuhrt wird, dass die
charakteristische Amidgruppe an der C2'-Position der GIcNAc-Reste in PG und Chitin
fur die Bindung an das Substrat essentiell ist (Mesnage et al., 2014). Auf dieser Basis
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stellt sich die Frage, welche Unterschiede zwischen den LysM-Doméanen in den
chlamydialen LysM II-Proteinen und den LysM-Domanen aus AtlA bestehen, auf die
eine zusatzliche Glykogen-Bindung zuruckgefluhrt werden konnte. Um Einblicke in
diese Unterschiede zu gewinnen wurden die LysM-Domanen der chlamydialen LysM-
Proteine und E. faecalis AtIA im Folgenden vergleichend in silico untersucht. Fir die
Bindung von PG an AtlA (E. faecalis) sind mehrere Interaktionen identifiziert worden
(Abbildung 35) (Mesnage et al., 2014). Besonders wichtig fur die Bindung von AtlA an
PG sind die Aminosauren L14 sowie N15 (Abbildung 35 A) (Mesnage et al., 2014). Die
Aminosaure L14 ist wichtig fur die Interaktion mit der Amidgruppen in GucNAc und in
allen drei chlamydialen LysM IlI-Domanen, die in dieser Studie analysiert wurden,
konserviert. Die N-Acetylgruppen der GIcNAc-Zuckerreste bilden
Wasserstoffbrickenbindungen zu den Amidgruppen der Ruckgratreste von N15
(Mesnage et al., 2014). Die Aminosaure an Position 15, fur die eine Funktion in der
Unterscheidung von PG und Chitin in AtlA diskutiert wurde (Mesnage et al., 2014)
konnte eine Rolle fur abweichende Substratspezifitat der chlamydialen Proteine, da
diese Aminosaure in den chlamydialen LysM lI-Proteinen anstatt Asparagin (N), wie in
E. faecalis AtlA durch Serin (S) oder Glutaminsaure (E) ersetzt ist. Serin und
Glutaminsaure der chlamydialen LysM Il-Domanen haben untereinander schwach
ahnliche, aber zu Asparagin in E. faecalis AtlA divergente Eigenschaften. Des
Weiteren ware die Aminosaure V41, welche ebenso wie N15 eine Wasserstoffbriicke
mit der Amidgruppe in einer GlucNAc-Untereinheit ausbildet und zusatzlich mit einer
benachbarten MurNAc-Untereinheit 1 interagiert, fur weitere Untersuchungen von
Interesse, nicht zuletzt auch da Valin in dieser Position in den chlamydialen LysM-
Domanen durch Threonin (T) bzw. Alanin (A) oder Isoleucin (I) ersetzt wurde
(Abbildung 35 A). Diese in den Positionen 15 und 41 geschilderten Unterschiede
konnten beispielsweise durch eine Mutagenese der chlamydialen LysM lI-Proteine mit
anschlieBenden SPR-Affinitatsanalysen hinsichtlich ihrer Bedeutung fur die
Substratspezifitat untersucht werden. In der oben genannten Studie wurde gezeigt,
dass AltA fur die Bindung des Substrats die Amidgruppe bendtigt, welche in Glykogen
nicht vorhanden ist, ebenso fehlen diese in Cellulose und Xylan, welche AltA auch
nicht gebunden haben (Abbildung 35 B).
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment
Efl SGTNTYYTVKSGDTLNKIAAQYGVSVANLRSWNGISGDLIFVGOQKLIVKK 50
Ef2 SGTNTYYTVKSGDTLNKIAAQYGVSVANLRSWNGISGDLIFVGQKLIVKK 50
Ef3 SGTNTYYTIKSGDTLNKIAAQYGVSVANLRSWNGISGDLIFAGQKIIVKK 50
Ef4 SGTNTYYTIKSGDTLNKISAQFGVSVANLQAWNNISGSLIFAGQKIIVKK 50
Ef5 GGATTSYTIKSGDTLNKISAQFGVSVANLRSWNGIKGDLIFAGQTIIVKK 50

Ct 601 ETPEHIHIVKQGETLSKIASKYNIPVVELKKLNKLNSDTIFTDQRIRLPK 50
Cpn0780 PVPENIYIVREGDSLSKIAKKYKLSVTELKKINKLDSDATIYAGQRLCLQR 50
Wcw0123 -SEKEQIYEVSGDSLEKIARKHNTTIQKIKELNKLSGDRIYIGQKLKMP- 48

chssk Fhy o, : s * oL, *r

Abbildung 35: A: Fir das Protein AtIA aus E. faecalis konnten innerhalb der LysM-Doméanen bereits
Aminosauren identifiziert werden, welche fir die Bindung von PG wichtig sind (Mesnage et al., 2014).
In der Abbildung 35 B sind diese Aminosauren in gelb hinterlegt.

Abbildung 35: B: Alignment (Madeira et al., 2024) zwischen LysM-Domanen aus E. faecalis AtlA
(EF_0799) und chlamydialen LysM II-Proteinen. Vorhersagen zur Sekundarstruktur wurden fir die
chlamydialen LysM I[I-Domanen mit Psipred angefertigt (Jones, 1999) und fir AtlIA der Studie von
Mesnage et al., 2014 entnommen (Unterstrichen: B-Faltblatt, Fett: a-Helix). Die fur die Bindung von PG
wichtigen Aminosauren in AtIA aus E. faecalis sind gelb markiert (Mesnage et al., 2014).
Ct: C. trachomatis; Cpn: C. pneumoniae, Wcw: W. chondrophila; Ef1-6: E. faecalis AtlA
(Mesnage et al., 2014)

Der Blattschimmelpilz Cladosporium fulvum sondert das LysM-Effektorprotein Ecp6
wahrend der Besiedelung der Tomate ab, um so die Erkennung des Chitins durch
Immunrezeptoren des Wirts zu verhindern (Sanchez-Vallet et al., 2013). Die

chlamydialen LysM II-Proteine zeigen im Vergleich zu Ecp6 im ersten Chitin-
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Bindebereich (gelb) Ahnlichkeiten auf, jedoch weicht die Sequenz im zweiten Chitin-
Bindebereich stark ab (Abbildung 36 B). Der Ecp6 Abschnitt zwischen LysM1 und dem
LysM2—-LysM3-Bereich erlaubt es, GIcNAc-Einheiten eines Chitinoligomers durch
Wasserstoffbrickenbindungen und zahlreiche andere nicht-kovalente
Wechselwirkungen zu binden (Abbildung 36 A) (Sanchez-Vallet et al., 2013).

Die Wechselwirkungen der N,N',N"-Triacetylchitotriose-Trimere mit den chlamydialen
LysM lI-Proteinen waren geringer als die unspezifischen Interaktionen mit der Matrix

der Chips und durften somit nicht von biologischer Relevanz sein.

LysMl 11 ----SNIK}S =12 sGCNIVSWY-K TLRIE 59
LysM2 87 -------8 JISQODIINTRLDSL QIBY:D \IJT - - - 130
LysM3 137 SQCEAVGTpNGAY2 ATY. GORSRENLY - JSKLEJ[e ORIl - 188
- LN NNV _—
B

CLUSTAL ©0(1.2.4) multiple sequence alignment

Ecpé/1 STSNIKYTIVVKGDILTSIARKFKSGICNIVSVNK-LANPNLIELGATLIIPE S1
Ecpé/2 PGLPGSYTIVSGDILTNISQDFNITLDSLIAANTQIENPDAIDVGQIITVEV 52
Ecpé&/3 CEAVGTYNIVAGDLFVDLAATYHTTIGQIKALNN-NVNPSKLKVGQQIILPQ 51
Ct_e601 ETPEHIHIVKQGETLSKIASKYNIPVVELKKLNK-LNSDT-IFTDQRIRLPK S0
Cpn0780 PVPENIYIVREGDSLSKIARKYKLSVTELRKKINK-LDSDA-IYAGQRLCLQR S0

Wcw0123 SEKEQIY-EVSGDSLEKIARKHNTTIQRIKELNK-LSGDR-IYIGQKLKMP- 48
Abbildung 36: A: Clustal-W-Alignment der drei LysM-Domanen von Ecp6 (Sanchez-Vallet et al., 2013).
Dargestellt ist die Verteilung der a-Helices (Helices) und pB-Faltblatter (Pfeile). Die beiden
Chitinbindestellen in LysM1 und LysM3 sind mit einer roten und einer griinen Linie unterlegt (Sanchez-
Vallet et al., 2013).

Abbildung 36 B: Alignment (Madeira et al., 2024) der LysM-Domanen aus Cladosporium fulvum Ecp6
und chlamydialen LysM Il-Proteinen. Die Vorhersagen zur Sekundarstruktur wurden fir die
chlamydialen LysM IlI-Domanen mit Psipred (Jones, 1999) angefertigt und fir C. fulvum Ecp6 von
(Sanchez-Vallet et al., 2013) entnommen (Unterstrichen: 3-Faltblatt, Fett: a-Helix). Die fiir die Bindung
von PG wichtigen Aminosauren in den LysM-Doméanen aus C. fulvum Ecp6 sind gelb markiert
(Sanchez-Vallet et al., 2013). Ct: C. trachomatis; Cpn: C. pneumoniae, Wcw: W. chondrophila; Ecp6/1-
3: C. fulvum Ecp6 (Sanchez-Vallet et al., 2013).

Dasselbe Bild zeigte sich bei den Bindeanalysen mit den chlamydialen LysM-II-
Proteinen und einer weiteren Triose, der aus drei Glukoseeinheiten bestehenden
Maltotriose. Diese nicht-acetylierte Triose wurde als Untereinheit des Glykogens in die

Studien aufgenommen, da in dieser Arbeit Uberraschenderweise nachgewiesen
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werden konnte, dass chlamydiale LysM-Proteine Glykogen binden konnen. In Einklang
mit den Ergebnissen zur N,N',N"-Triacetylchitotriose konnte fur keines der analysierten
chlamydialen LysM II-Proteine eine ausgepragte Bindung gegenuber Maltotriose
nachgewiesen werden, denn auch hier waren die unspezifischen Interaktionen mit der
Matrix starker als mit dem chlamydialen Testproteinen.

Unberuhrt von der Bestimmung des minimalen Bindemotivs innerhalb der Substrate
chlamydialer LysM II-Proteine, bleibt die spannende Frage, welche Rolle die
Doppelfunktion als Bindeproteine von PG und Glykogen fur die Biologie der
Chlamydien haben konnte. Analysen zum genetischen Kontext der LysM II-Proteine in
den pathogenen Spezies C. frachomatis und C. pneumoniae zeigen, dass diese Teil
des Tol/Pal-Operons sind (Brunke, 2018). In gramnegativen Modellorganismus E. coli
ist das Tol/Pal-Operon ein wichtiger Bestandteil der Zellteilungsmaschinerie und
koordiniert die Konstriktion der auReren Membran parallel zum PG-Sacculus (Gerding
et al., 2007). Bei einer Untersuchung der Funktionalitat des Tol/Pal-Komplexes in dem
Chlamydia-ahnlichen Organismus Waddlia chondrophila wurde gezeigt, dass das
Waddlia-Pal-Protein an den restlichen Peptidoglykan-Sacculus von Waddlia bindet
(Jacquier et al., 2015). Anders als im konservierten Tol/Pal-Gen-Cluster von
Chlamydiaceae liegt neben dem LysM II-Gen aus Waddlia chondrophila das Gen der
Glutamat-Racemase murl sowie ein Gen fur Transporterproteine, welches nicht mit
dem Tol/Pal-System assoziiert ist (Brunke, 2018).

Es kdnnte durchaus sein, dass auch LysM lI-Proteine in Chlamydien eine Rolle in der
Zellteilung spielen. Fur diese These sprache zusatzlich der in dieser Arbeit erbrachte
Beweis, dass die chlamydialen LysM-II-Proteine, welche Uber Sec-Signalpeptide fur
den Transport ins Periplasma verfugen, tatsachlich PG zu binden vermdgen. Die
Proteine konnten somit zum ungewoOhnlichen Zellteilungsmechanismus der
intrazellularen Chlamydien beitragen. Dieser wird durch eine minimale Zellteilungs-
und PG-Maschinerie vermittelt und hangt von der Konstriktion eines septalen PG-
Rings ab (Klockner et al., 2018).

Die zusatzlich fur chlamydiale LysM II-Proteine in dieser Arbeit nachgewiesene, fur
LysM-Proteine bislang nicht beschriebene, Bindung von Glykogen konnte in
C. trachomatis und W. chondrophila, zwei chlamydialen Spezies, die den Genitaltrakt
zu infizieren vermogen (Baud et al., 2007; Silveira et al., 2009), eine wichtige
sensorische Aufgabe besitzen. Wahrend des Menstruationszyklus andert sich der

Glykogengehalt im Endometrium in Abhangigkeit des Progesteronspiegels. Wahrend
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der Lutealphase ist der Glykogengehalt in Vorbereitung auf die Einnistung der
Blastozyste am hochsten (Silbernagel and Despopoulos, 2007; Amabebe and
Anumba, 2018). Kommt es nicht zu einer Schwangerschaft, sinken der Ostrogen- und
Progesteronspiegel sowie der Glykogengehalt im Endometrium und es folgt die
Desquamationsphase, in der das Endometrium abgebaut und ausgeschieden wird
(Silbernagel and Despopoulos, 2007; Amabebe and Anumba, 2018). Vor diesem
Hintergrund konnte es sein, dass die LysM Il-Proteine in C. trachomatis und
W. chondrophila als Sensoren fur den Glykogengehalt und somit indirekt als Zeit-
Sensor innerhalb des Menstruationszyklus fungieren. Fir das Uberleben der obligat
intrazellularen Erreger und die Aufrechterhaltung der Infektion in den Zellen des
Endometriums ist es von hochster Bedeutung, dass die Bakterien innerhalb ihres
einzigartigen biphasischen Lebenszyklus noch vor dem Abbau ihrer endometrialen
Wirtszellen aus dem Stadium der sich vermehrenden, auf3erst empfindlichen und nicht
infektiosen Retikularkdrperchen redifferenzieren in die infektiose widerstandsfahigere
Form der Elementarkorperchen. Diese infektiosen Elementarkorperchen koénnen,
wahrend der Auflosung des Endometriums freigesetzt, die darunterliegende neue
Zellschicht infizieren und somit die Infektion Uber die Desquamationsphase des
Menstruationszyklus hinweg aufrechterhalten. In diesem Zusammenhang ist weiterhin
von Interesse, dass C. frachomatis nicht nur Glykogen aus der Wirtszelle aufnehmen
und im Lumen seiner Vakuole als Energiequelle zwischenspeichern kann, sondern
auch, im Gegensatz zu anderen intrazellularen bakteriellen Erregern, einen
Biosyntheseweg fur Glykogen konserviert hat (Lu et al.,, 2013; Gehre et al., 2016).
C. trachomatis produziert Glykogen de novo aus UPD-Glucose der Wirtzelle mittels
der Synthase GIgA, welche der Erreger in die Vakuole sezerniert (Lu et al., 2013;
Gehre et al.,, 2016). Auch fur diesen zellularen Prozess der Bereitstellung von
Glykogen, fur den eine sehr wichtige Rolle in der Energieversorgung der infektiosen
EBs postuliert wird (Colpaert et al., 2021), ware es moglich, dass das LysM |I-Protein
eventuell eine regulatorische Funktion hat und als Glykogen-Sensor dient, um
zwischen der Aufnahme von Glykogen aus der Wirtzelle umzuschalten auf de novo-
Synthese sofern der Glykogen-Wirtzellpool erschopft ist.
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9 Anhang

9.1 Chlamydien und andere intrazelluldare bakterielle Erreger in

Zecken von westafrikanischen Fledermausen

Tabelle 29: Gesamtauswertung aller untersuchten ghanaischen Zecken. Es wurden 199 Zecken von 46
verschiedenen Fledermaus-Individuen auf Rickettsien, Borrelien und Chlamydiales untersucht. Die 51
Zecken der Fledermduse F1- F4 wurden bereits in der Masterarbeit des Kandidaten untersucht
(Krannich, 2017). Insgesamt wurden Borrelia in 67, Chlamydiales in 23 und Rickettsia in 178 Zecken
detektiert. Alle Fledermause, bis auf die Fledermausspezies F3* Hipposideros cf. ruber, gehorten der
Spezies Nycteris macrotis an. Die mit # (Chlamydiales) oder ° (Rickettsia) gekennzeichneten Proben
wurden sequenziert. +: positiv getestete Proben; -: negativ getestete Proben. Farbkodierung (detektierte
Erregerkombinationen): keine Farbe: keine Erreger; schwarz: Chlamydiales, Borrelia und Rickettsia;
grau -> Chlamydiales; gelb -> Rickettsia; dunkel griin -> Chlamydiales und Rickettsia; hell grin: Borrelia

und Ricketftsia.

Fledermaus Zecken positiv befundet gegentiber
[Probennummer] Chlamydiales Borrelia Rickettsia
F1
Z01 - + =
702 - + =
Z03 - + =
Z04 - ¥ =
Z05 - + =
Z06 - + =
Z08 - + =
Z09 - + =
Z10 - + =
Z12 - + =
Z14 - ¥ =
Z16 - + =
Z17 - + =
Z19 - + =
720 - + =
Z21 - + =
722 - + =
723 - + =
224 - ¥ =
725 - + =
726 - = +
Z27 - + =
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F1

728

Z30

732

207

Z11

215

243

244

245

246

249

F5

752

Z53

754

755

F6

756

Z57

F7

758

F8

Z59

Fo

Z60

262

261

F10

263

F11

264

F12

265

266

267

F13

Z70

268

Z69

F14

z72

Z73

+°

Z71

F15

Z74

+°

F16

Z75

+°

F17

Z76

+°
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F18

278

+°

77

Z79

Z80

Z81

F19

Z88

782

783

784

Z85

786

z87

Z89

F20

Z90

F21

Z91

F22

292

+°

F23

Z93

+°

F24

794

295

Z96

297

798

Z99

Z100

F25

Z101

2102

Z103

2104

Z105

2106

F26

2107

Z108

Z109

Z110

Z111

Z112

F27

Z113

Z114

Z115

2116

2117

F28

Z118

F29

2120

Z119

Z121

F30

2122

2123

+°

F31

2124

+°

2125
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F31

2126

F32

2129

2131

2133

+°

2127

+°

2128

Z130

2132

2134

2135

2136

F33

2137

2138

2139

2140

F34

2141

+°

F35

2142

2143

+°

F36

2150

+°

2144

2145

2147

2148

2149

2146

F37

2152

2153

2154

Z155

2156

2157

2159

2160

Z161

2162

2163

2164

2165

2166

2167

2151

2158

F38

2168

+°

2169

F39

2171

+°

2179

+°

Z170

2172

2173

158




F39

2174

2175

2176

2177

2178

F43

Fa4

2186

2187

2188

2189
Z190

2191

2194

2194

Z193

2195

F45

F46

2197

2198

159




