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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Sepsis

Seit 2017 hat die WHO Sepsis zu einer globalen Prioritat im Gesundheitswesen erklart
[1, 2]. Jedes Jahr erkranken weltweit mehr als 19 Mio. Menschen an einer Sepsis, von
denen mindestens 5 Mio. sterben [3]. Die Dunkelziffer liegt dabei aufgrund der
schlechten Dokumentation vermutlich deutlich héher [4]. In Deutschland lag die Inzi-
denz 2013 bei 335 Fallen pro 100.000 Einwohner [5]. Die Mortalitat betragt zwischen
20-50 % und ist damit deutlich héher als bei Herzinfarkten oder Schlaganfallen [6, 7].
Mit Behandlungskosten von lber 8,2 Mrd. € stellt die Sepsis zudem eine enorme Belas-

tung fiir das Gesundheitswesen dar [8].

1.1.1 Sepsisdefinition

Zum ersten Mal aufgetaucht ist die Beschreibung einer Sepsis bereits vor Giber 2700
Jahren in Gedichten Homers [9]. Dennoch wurde die erste offizielle Sepsisdefinition
erst 1991 durch das American College of Chest Physicians und die Society of Critical
Care Medicine formuliert, wobei man davon ausging, dass Sepsis auf das systemische
Entziindungsreaktionssyndrom (SIRS, systemic inflammatory response syndrome) in
Antwort auf eine Infektion zuriickzufihren ist [10]. Seitdem wurde die Sepsisdefinition
regelmallig dem neuesten Wissensstand und dem zunehmenden Verstdandnis der Pa-
thophysiologie der Sepsis angepasst [11]. Nach der liberarbeiteten Sepsisdefinition von
2001 [12] gilt seit 2016 die Sepsis-3-Definition, die Sepsis als lebensbedrohliche Organ-
dysfunktion definiert, die durch eine fehlregulierte Wirtsreaktion auf eine Infektion
verursacht wird [13]. Dabei liegt der Fokus nicht mehr allein auf dem Infektionserreger
und der von ihm ausgelosten Entziindungsreaktion, sondern auch auf signifikanten

Veranderungen der Gerinnung, der Immunsuppression und der Organdysfunktion [11].

Die Sepsis stellt die aggressivste Form einer Infektion dar. Durch Bakterien, Viren oder
Pilze und deren Gifte wird bei systemischer Ausbreitung im Kérper eine Gbermafige

Immunreaktion ausgelost, die nicht nur den Infektionserreger bekdmpft, sondern dar-
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Uber hinaus auch die Organe angreifen kann. Ursache konnen Wund- und Harnwegsin-
fektionen, Lungenentziindungen, eine Bauchfellentziindung oder eine Grippe sein [14].
Die fehlgeleitete Immunantwort beruht auf einer massiven Ausschittung von proin-
flammatorischen Mediatoren mit Aktivierung der Leukozyten, Endothelzellen und des
Komplementsystems. Dadurch kommt es unter anderem zu einer gestérten Hamosta-
se, einer Kapillarleckage mit distributiver Hypovolamie und einer hypoxischen Gewe-
beschadigung durch Hypoperfusion. Diese Erscheinungen kénnen in kiirzester Zeit zu
einem Versagen verschiedener Organe fithren [11, 13]. Besonders gefahrdet sind alte-
re Menschen, sowie Kinder unter einem Jahr und Menschen mit chronischen Erkran-

kungen (z. B. Diabetes) oder Asplenie (Funktionsunfahigkeit der Milz) [15].

Sowohl die weitestgehend unspezifischen Symptome als auch die Vielfalt an sepsisver-
ursachenden Mikroorganismen erschweren die klinische Diagnose und damit auch die
adiquate Therapie [15]. Diese ist jedoch entscheidend fiir das Uberleben des Patien-

ten.

1.1.2 Sepsisdiagnose und —therapie

Eine leitliniengerechte Therapie der Sepsis zeichnet sich durch unterstiitzende und
antibiotische MalRnahmen aus. Dazu gehort einerseits die Volumengabe zur Kreis-
laufstabilisierung sowie andererseits die Fokussanierung und eine Behandlung mit
Breitbandantibiotika innerhalb einer Stunde nach Diagnose [16, 17]. Letztere sollte
sobald der Erreger samt Antibiogramm bekannt ist, umgehend auf eine gezielte Anti-
biotikatherapie umgestellt werden, um einer zunehmenden Resistenzentwicklung ent-
gegenzuwirken. Neben der antimikrobiellen Therapie werden vermehrt Ansatzen zur
personalisierten Therapie erprobt, die darauf abzielen die Immunantwort zu stimulie-
ren. Dazu zdhlen z. B. Substanzen wie Interleukin (IL)-7 [18] oder monoklonale Anti-
korper gegen Immuncheckpoints, z. B. programmed cell death protein 1 (PD1) und
programmed cell death-ligand 1 (PD-L1) [19]. Zudem helfen Biomarker wie PCT (Pro-
calcitonin), CRP (C-reaktives Protein) und IL-6 [20, 21], sowie Scoring-Systeme, wie die
sequentielle Bewertung des Organversagens (SOFA, sequential organ failure assess-
ment) und die Bewertung der akuten Physiologie und chronischen Gesundheit, bei der

Risikostratifizierung von Sepsispatienten [11].

2
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Flir eine gezielte antimikrobielle Therapie ist die friihzeitige Identifizierung des In-
fektionserregers essenziell. Die mikrobielle Erregeranzucht erfolgt standardmalig
durch Anlegen von Blutkulturen, benétigt jedoch groBe Blutvolumina und mehrere
Tage Zeit [22]. Bei 30-50 % der Patienten mit einer Sepsis bzw. einem septischen
Schock bleibt die Blutkultur zudem negativ [23—-25]. Ursachen dafiir konnen z. B. in
einer bereits begonnenen Antibiotikatherapie liegen und der damit verbundenen
Wachstumshemmung der Erreger [26]. Daher wird es empfohlen, Blutkulturen vor der
initialen Antibiotikagabe abzunehmen [27]. Fortschritte wurden aulRerdem bei der
Entwicklung von PCR-basierten Methoden zum Erregernachweis erzielt. Diese kénnen
die Zeit bis zum Ergebnis erheblich verkiirzen und Antibiotika-Resistenz-Gene schneller
identifizieren. Sie bringen jedoch das Risiko falsch positiver Ergebnisse mit sich und

stellen bisher nur eine Erganzung zur Blutkultur dar[28].

1.2 Typische bakterielle Sepsiserreger

Eine Vielzahl von Mikroorganismen kann eine Sepsis verursachen. Je nach Infektions-
fokus liegen oft unterschiedliche Erreger zu Grunde. Am haufigsten sind Harnwegs-
und respiratorische Infektionen, aber auch intraabdominelle Infektionen sowie Haut-
oder Weichteilinfektionen [29]. Die hochste Mortalitat besteht bei Infektionen mit
Gram-positiven Kokken, gefolgt von Gram-negativen Bakterien. Allen gemein ist die
stetige Ausbreitung Antibiotika-resistenter Stamme, die eine adaquate antimikrobielle
Therapie erschweren und immer wieder zu geflirchteten Ausbriichen in Krankenhau-
sern fuhren [11, 14, 30]. Die wichtigsten Informationen zu den 16 in dieser Arbeit ver-

wendeten Bakterienspezies sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

1.2.1 Gram-positive Sepsiserreger

Innerhalb der Gram-positiven Bakterien ist Staphylococcus (S.) aureus der haufigste
Erreger von Sepsis [30, 31]. Etwa 20 % der Bevélkerung sind in der Nase persistent mit
S. aureus besiedelt [32]. Neben seiner Rolle als Kommensale ist dieses Bakterium aber
auch ein haufiger Krankheitserreger. Die Krankheitsbilder reichen von oberflachlichen
Hautinfektionen wie Abszessen zu tief-invasiven Infektionen wie Osteomyelitis, Pneu-

monien, Endokarditis oder Toxin-bedingten Erkrankungen wie dem toxic-shock-
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syndrome (TSS) [33-35]. Implantierte Fremdmaterialen aller Art, wie z. B. orthopa-
dische Prothesen, sind ebenfalls eine prominente Quelle invasiver S. aureus-
Infektionen [36]. Die 90-Tage-Mortalitat einer S. aureus-Sepsis liegt bei 20-30 %, da-
runter am hochsten bei respiratorischen Infektionen [35, 37]. Das vermehrte Auftreten
von Antibiotika-Resistenzen, z. B. bei MRSA (methicillin resistant S. aureus) und VRSA
(vancomycin resistant S. aureus), in den letzten Jahren erschweren zunehmend die
Behandlung von S. aureus-Infektionen [36, 38]. In 40-60 % der durch S. aureus verur-
sachten Krankenhausinfektionen (HAI, hospital-acquired infections) handelte es sich
um MRSA [39]. Aber auch gegen die Reserveantibiotika Linezolid, Daptomycin und

Teicoplanin, steigt das Vorkommen resistenter Stamme.

Neben S. aureus nehmen nosokomiale Infektionen durch Koagulase-negative Staphy-
lokokken (KNS) immer mehr zu. Klinisch relevante KNS sind S. haemolyticus, S. hominis
und S. epidermidis, wobei letzterer der bedeutendste Vertreter ist. S. epidermidis ist
ein wesentlicher Bestandteil der menschlichen Hautflora [40]. Als solcher wird der Er-
reger beim Nachweis in einer positiven Blutkultur haufig als Kontamination angesehen.
Nur wenn der Erreger in mehreren aufeinanderfolgenden Blutkulturflaschen nachge-
wiesen wird, hat der Befund klinische Relevanz [14]. Die durch KNS verursachten Infek-
tionen stehen oft in Zusammenhang mit Biofilmen (Kunststoff-assoziierte Infektionen:
Katheter, Implantate) [41, 42]. Diese konnen die mikrobiologische Erregeranzucht er-
schweren, und schiitzen die Bakterien zudem vor der Behandlung mit Antibiotika. Au-
RBerdem werden 70-80 % der S. epidermidis-Infektionen durch schwer behandelbare

MRSE (methicillin resistant S. epidermidis) verursacht [39].

Enterokokken, vor allem Enterococcus (E.) faecalis und E. faecium sind die dritthdu-
figsten Erreger nosokomialer Bakteridamien [43]. Sie verursachen 10-14 % aller HAls
[44, 45]. In bis zu 80-90 % der Falle handelt es sich bei dem Erreger um E. faecalis. Le-
diglich in 5-10 % der Falle, jedoch mit steigender Tendenz, wird E. faecium diagnosti-
ziert [46]. Enterokokken sind widerstandsfahige, Gram-positive Kokken, die haufig im
Magen-Darm-Trakt des Menschen vorkommen. Sie gehéren zwar zu den Kernmitglie-
dern der menschlichen Dickdarmflora, sind aber auch in der Lage eine Vielzahl schwe-

rer Infektionen zu verursachen. Dazu gehdren Harnwegs-, Weichteil- und Wundinfekti-
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onen, Bakteriamie, intraabdominelle Infektionen und Endokarditis [43, 44]. Enterokok-
ken besitzen eine natirliche Resistenz gegen Cephalosporine und Aminoglykoside, und

auch Penicillin G zeigt nur eine schlechte Wirkung [47-49].

Innerhalb der Streptokokken spielen vor allem Streptococcus (S.) pyogenes und
S. pneumoniae eine wichtige Rolle als Sepsiserreger. Wahrend der Erstere ein zu den
Gruppe-A-Streptokokken (B-hamolysierende Streptokokken) gehdérender Eitererreger
ist [50], gehort Letzterer zu den vergriinenden (a-hamolysierenden) Streptokokken,
und verursacht vorwiegend Lungenerkrankungen. S. pneumoniae kolonisiert bevorzugt
die oberen Atemwege, insbesondere den Nasen-Rachen-Raum. Von S. pneumoniae
existieren mindestens 97 Serotypen [51], wobei die Kolonisierung zumeist asymptoma-
tisch durch unbekapselte Serotypen erfolgt [52]. Dabei sind Kinder unter 3 Jahren zu
20-50 % besiedelt, Erwachsene nur noch zu 5-20 % [53]. Pneumokokken-Erkrankungen
reichen von leichten Schleimhautinfektionen der Atemwege, wie Otitis media und Si-
nusitis, bis hin zu schwereren Erkrankungen wie einer Lungenentziindung, Septikamie
und Meningitis [53]. Sie treten besonders bei Kleinkindern, alteren Menschen und im-
mungeschwachten Personen auf [52, 54, 55], wo sie Mortalitdtsraten von 10-30 %
aufweisen [56, 57]. Auch gegen S. pneumoniae wurde in den letzten Jahren eine Zu-
nahme Antibiotika-resistenter Stamme beobachtet, darunter Resistenzen gegen Peni-

cillin, Erythromycin, Tetracyclin und Chloramphenicol [58].

1.2.2 Gram-negative Sepsiserreger

Gram-negative Bakterien kommen vor allem in der normalen Flora des menschlichen
Darmes vor, kénnen allerdings auch zu Harnwegs-, Wund- und Atemwegsinfektionen
fihren. Dabei sind vor allem invasive medizinische MalRnahmen wie die Anwendung
von Kathetern, Beatmungen oder Operationen die Ausloser [59]. Multiresistente
Stamme nehmen auch unter den Gram-negativen Bakterien stetig zu [59]. Dazu geho-
ren die ESBL (extended spectrum f3-lactamase)-Bildner, die resistent gegen Penicilline,
Cephalosporine der 1. bis 3. Generation und bestimme Monobactame wie Aztreonam
sind, sowie multiresistente Gram-negative Stdbchen, die gegen 3 (3MRGN) bzw. 4

(4MRGN) der vier wichtigsten Antibiotika-Klassen unempfindlich sind [59].
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Tabelle 1: Ubersicht, der in dieser Arbeit verwendeten Bakterien, ihrem Vorkommen, assoziierten Krankheiten und Eigenschaften.

Gruppe Spezies Vorkommen assoziierte Infektionen (Bsp.) Resistente Quelle
Formen
S. aureus Haut und Schleimhdute, obere Atemwege; Pneumonie, Endokarditis, Knochen-und Weichteilinfektionen, Toxin- MRSA; VRSA [32, 38, 60]
~20 % der Bevolkerung vermittelte Infektionen (TSS)
o S. epidermidis Haut und Schleimhdute; ubiquitar Prothesen- und Katheter-assoziierte Infektionen, Endokarditis MRSE [39, 40]
Z% _E, S. haemolyticus Haut; ubiquitar Bakteriamie [42]
$_ E S. hominis Haut; ubiquitar Bakteriamie [42]
E _S:S E. faecalis Darm; ubiquitar Endokarditis, Harnwegsinfektionen, Peritonitis VRE [44, 47]
G E. faecium Darm; ubiquitar Endokarditis, Harnwegsinfektionen, Peritonitis VRE [44, 47]
S. pneumoniae Schleimhdute (Nasenrachen-Raum), obere Pneumonie [53, 61]
Atemwege; 5-20 % der Erwachsenen
E. coli Darm; ubiquitar Harnwegsinfektionen, Pneumonie ESBL [62]
P. mirabilis Darm; ubiquitar Harnwegsinfektionen, Wundinfektion, Pneumonie ESBL [62]
E. cloacae Darm; ubiquitar Harnwegsinfektionen, Pneumonie 3MRGN; 4MRGN [63]
v K. pneumoniae Darm, Umweltkeim respiratorische Infektionen (VAP), Harnwegsinfektionen, Wundin- ESBL; 3MRGN; [62, 64, 65]
E .g fektionen 4MRGN
g § K. oxytoca Darm, Umweltkeim Harnwegsinfektionen, Pneumonie [65]
é § K. aerogenes Darm, Umweltkeim Harnwegsinfektionen, Pneumonie [65]
o] S. marcescens Darm, Umweltkeim Harnwegsinfektionen, Pneumonie, Endokarditis, Meningitis ESBL [66]
P. aeruginosa Umweltkeim: Boden und Wasser respiratorische Infektionen (VAP), Harnwegsinfektionen, 3MRGN; 4MRGN [62,67]
Meningitis
A. baumannii Umweltkeim: Boden und Wasser respiratorische Infektionen (VAP), Bakteridmie, Meningitis 3MRGN; 4MRGN [62, 68]

ESBL, extended spectrum f3-lactamase; MRGN, multidrug-resistant Gram-negative bacteria; MRSA, methicillin-resistant S. aureus; MRSE, methicillin-resistant S. epidermidis;

TSS, toxic shock syndrome; VAP, ventilator-associated pneumonia; VRE, vancomycin-resistant Enterococcus
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Der prominenteste Vertreter der Gram-negativen Enterobakterien ist Escherichia
(E.) coli. Es gibt apathogene, fakultativ pathogene und obligat pathogene Stamme,
wobei die ersten beiden Gruppen die abundantesten Kommensalen im Dickdarm des
Menschen darstellen. Verschiedene Studien deuten darauf hin, dass E. coli mit ESBL als
Darmbesiedler bei ca. 6 % der Menschen in der gesunden Bevélkerung vorhanden ist.
Uber diese asymptomatischen Trager gelangen ESBL-bildende Keime in Krankenhauser
[69], wo sie vor allem Harnwegs- und intraabdominelle Infektionen, aber auch Atem-
wegsinfektionen, verursachen, und héaufigster Erreger von Bakteriamien sind [31].
ESBL-Gene kdnnen im Darm zwischen verschiedenen E. coli-Stammen ausgetauscht
oder auf weitere Enterobacteriaceae-Spezies lbertragen und so weiter verbreitet wer-
den [70]. Seit 2004 wird europaweit ein deutlicher Anstieg der Haufigkeit von Entero-
bakterien mit ESBL in mikrobiologisch-diagnostischen Proben beobachtet. In Deutsch-
land lag 2014 der Anteil ESBL-positiver bzw. Cefotaxim-resistenter E. coli-Isolate aus

Blutkulturen bei Gber 10 % [71].

Weitere Vertreter der Enterobakterien sind Klebsiella spp., Enterobacter spp., Ser-
ratia spp. und Proteus spp.. Vor allem die fakultativ pathogenen Bakterien der Gat-
tung Klebsiella (z. B. K. pneumoniae und K. oxytoca) sind typische nosokomiale Erre-
ger, die bei Immunsupprimierten vor allem zu Infektionen der Atem- und Harnwege
fihren. Weltweit wurde ein enormer Anstieg von Infektionen durch multiresistente
Stamme gemeldet. Das betrifft schatzungsweise 2/3 der durch Klebsiellen verursach-
ten Bakteriamien [64], welche unabhangig von der Infektionsursache oder den Komor-

biditdten mit einer Sterblichkeitsrate von 24-72 % verbunden sind [72].

Neben den Enterobakterien spielen auch Pseudomonas (P.) aeruginosa und Acineto-
bacter (A.) baumannii eine wichtige Rolle als Erreger nosokomialer Infektionen.
P. aeruginosa ist ein begeilleltes, fakultativ pathogenes Stdbchen, das ubiquitar als
Feuchtkeim auftritt. Es ist ein sehr haufiger Erreger von Pneumonien, kann aber auch
Wund- und Harnwegsinfektionen verursachen. Die Sterblichkeit ist dabei mit (ber

20 % relativ hoch [67].

Multiresistente A. baumannii gehoren zu den am weitesten verbreiteten bakteriellen

Krankheitserregern, die mit Trauma-bedingten Wundinfektionen und Bakteridmien in
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Verbindung gebracht werden. Komplikationen, die wahrend der Behandlung auftreten,
sind zum Teil auf das Auftreten multiresistenter A. baumannii-lsolate zurlckzufihren.

Folglich liegt die Sterblichkeitsrate je nach Infektionsweg zwischen 30-75 % [68].

1.3 Die Immunpathologie bei Sepsis

Eine Sepsis zeichnet sich durch ein hochst heterogenes Krankheitsbild aus. Lange Zeit
wurde postuliert, dass eine Sepsis in zwei Phasen abldauft. Demnach folgte einer an-
fanglichen hyperinflammatorischen Phase (SIRS, systemic inflammatory response syn-
drome) eine Kompensationsreaktion (CARS, compensatory anti-inflammatory response
syndrome). Es konnte jedoch nachgewiesen werden, dass bei vielen Sepsispatienten
gleichzeitig mit der proinflammatorischen Reaktion auch entziindungshemmende Re-

aktionen auftreten (Abbildung 1) [70].

In der frithen Phase der Sepsis oder des septischen Schocks werden die invasiven Erre-
ger vom Immunsystem anhand von spezifischen Strukturmotiven erkannt. Wichtige
Vertreter solcher MAMPs (microbial-associated molecular patterns) sind z. B. die Zell-
wandbestandteile Lipopolysaccharide (LPS) bei Gram-negativen Bakterien und Tei-
chonsauren wie die Lipoteichonsdure (LTA, lipoteichoic acid) bei Gram-positiven Bakte-
rien. MAMPs werden von Mustererkennungsrezeptoren (PRR, pattern recognition re-
ceptor) wie z. B. Toll-like-Rezeptoren (TLR) gebunden und l6sen eine Entzindungsreak-
tion aus. An dieser sind vorwiegend Zellen des angeborenen Immunsystems, vor allem
Makrophagen, beteiligt, die durch Stimulation zur Produktion von pro-
inflammatorischen Zytokinen, wie dem Tumornekrosefaktor (TNF), IL-6 und IL-1, ange-
regt werden. Dieser friihe Ausbruch grofler Mengen von Zytokinen wird als Zytokin-

sturm bezeichnet [73].

Gleichzeitig fihren Wirtsmechanismen, die darauf abzielen, diese UiberschieRende Ent-
ziindungsreaktion zu blockieren bei einigen Patienten zu einer ausgepragten Immun-
suppression sowohl des angeborenen als auch des adaptiven Immunsystems. Darunter
zdhlen die Apoptose von Immunzellen, energetisches Versagen (T- und B-Zell-
exhaustion), die Freisetzung antiinflammatorischen Zytokine und epigenetische Regu-

lationsmechanismen. Dieser Effekt wird verstarkt durch den Verlust von Leukozyten
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aufgrund von vaskuldrer Leckage und der Sequestrierung im Gewebe und Thrombus.

Das Immunversagen kann wiederum indirekt durch schlechte Kontrolle des Erregers

und Sekundarinfektionen, aber auch direkt durch Leukozyten, Zytokine, reaktive Sau-

erstoffspezies-vermittelte Endothelschadigung und anhaltende Aktivierung der Blutge-

rinnung, zum Fortbestehen des Organversagens beitragen [74].

Da die adaptive Immunantwort jedoch mehr Zeit bendétigt als die des angeborenen

Immunsystems, ist die Bedeutung von B-Zellen bei Sepsis bislang nur unzureichend

erforscht. Die bisherigen Forschungsergebnisse sind zudem umstritten. Einerseits be-

trifft die vermehrte Apoptose von Immunzellen auch das B-Zell-Kompartiment, ande-

rerseits scheint es zu Beginn einer Sepsis zu einem unspezifischen Anstieg der Antikor-

perkonzentrationen im Blut zu kommen.

Hyperinflammatorische

Immunsuppression

Antwort

Friiher Tod durch eine
uberschieBRende Entziindung

Innate
Immunantwort

-
-
e
-
-

Innate oder

l Adaptive
Immunantwort

Sekundarinfektion

-
~—
-
-
-
i
e

Tage

Tod durch anschlieBende

Infektionsverlauf

v

Abbildung 1: Modell der Immunantwort bei Sepsis, nach welchem es zum gleichzeitigen Ablauf von

pro- und anti-inflammatorischen Immunreaktionen kommt. Die Abbildung wurde adaptiert von Rubio
etal., 2019 [74].
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1.4 Die humorale Immunantwort

1.4.1 B-Zellen und Antikorper

B-Lymphozyten oder B-Zellen gehéren neben den T-Zellen zum adaptiven Immunsys-
tem. Dieses zeichnet sich durch seine Antigenspezifitat, die enorme Anzahl an Rezep-
tor-Spezifitaten, sowie die Fahigkeit ein Immungedachtnis zu bilden aus. B-Zellen wer-
den im Knochenmark gebildet, wo sie dann reifen und als naive B-Zellen zu den sekun-
daren lymphatischen Geweben wie der Milz und den Lymphknoten wandern. Durch
somatische Rekombination (kombinatorische und junktionale Diversitat) entsteht die
groRe Vielfalt (> 10’) der B-Zell-Rezeptoren (BCR, B cell receptor). Neben Protein-
Antigenen konnen B-Zellen mit ihren Rezeptoren auch Lipid- oder Polysaccharid-

Antigene erkennen [73].

Bei der Aktivierung von B-Zellen unterscheidet man den T-Zell-abhangigen und T-Zell-
unabhangigen Weg. Eine B-Zell-Antwort auf Lipid- und Polysaccharid-Antigene ist
meist T-Zell-unabhdngig und IgM-gepragt. Hierbei werden B-Zellen beispielsweise
durch MAMPs, wie Kapselbestandteile von Bakterien, iber TLRs aktiviert. Durch die
Exposition groBer Mengen Antigen kommt es zur Kreuzvernetzung der BCRs. Daraufhin
proliferieren die B-Zellen und differenzieren zu Plasmazellen, welche wiederum Anti-
korper (Immunglobuline, Ig) sezernieren. Bei Protein-Antigenen wird i. d. R. jedoch T-
Zell-Hilfe zur Aktivierung der B-Zellen bendtigt. Dieser Prozess findet in den Keimzen-
tren der Milz oder Lymphknoten statt und fiihrt durch somatische Hypermutation zu
einer Affinitatsreifung der Antikdrper [65]. Durch Klassenwechsel entstehen aulerdem
lgG*- und IgA*-Plasmazellen [75]. Die wichtigsten bei der Erregerabwehr beteiligten

Antikorperklassen sind in Tabelle 2 vorgestellt.

Bei der Abwehr extrazelluldrer Erreger spielt vor allem IgG eine zentrale Rolle. Es wird
hauptsachlich in Antwort auf l6sliche, mikrobielle Antigene gebildet und erfillt eine
Reihe unterschiedlicher Effektorfunktionen. I1gG kann bakterielle Toxine neutralisieren,
aber auch eine Briicke zum innaten Immunsystem bilden. Wichtige Funktionen sind
hierbei die Opsonierung von Erregern fir die Aufnahme durch Phagozyten, sowie die

antikorperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitdit (ADCC, antibody-dependent cell-

10



Einleitung

mediated cytotoxicity), bei der Antikdrperbeladenen Zielzellen durch NK-Zellen zerstort
werden. Aber auch die Aktivierung des Komplementsystems kann durch IgG vermittelt
werden. Protein-Antigene kénnen in intakter bzw. nativer Konformation erkannt wer-
den, aber auch in der linearisierten Form des Antigens. Im Gegensatz zu den meisten
Antikorperklassen ist die Halbwertszeit von IgG mit 23 Tagen deutlich langer. Zusam-
men mit den verschiedenen Effektorfunktionen des IgG und der hohen Serumkonzent-
ration (13,5 mg/mL) erklart sich, warum IgG besonders wichtig bei der Erregerabwehr

ist und dessen Produktion bei der Impfstoff-Entwicklung adressiert wird [73].

Tabelle 2: Eigenschaften wichtiger Antikorperklassen bei der Bekdmpfung extrazellulérer Erreger.

Antikorper- | Sub- Serumkon- Halbwerts- Sezernierte Funktion
Klasse klassen | zentration zeit [Tage] Form
[mg/mL]
1gG 1gG1-4 13,5 23 Monomer Opsonierung, Komplement-

akti-vierung, ADCCl, neona-
tale Immunitat, Feedback-
Inhibition von B-Zellen

IgA IgA1,2 3,5 6 v. a. Dimer; mukosale Immunitat
aber auch
Monomer,
Trimer

IgM keine 1,5 5 Pentamer naiver B-Zell-Rezeptor,

Komplement-aktivierung

'ADCC: Antikérperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitdt (antibody-dependent cell-mediated cyto-

toxicity)

Eine weitere Antikorperklasse, die eine wichtige Barrierefunktion in der Erregerabwehr
Ubernimmt, ist IgA. Krankheitserreger (endogene sowie exogene) werden haufig liber
die Schleimhadute aufgenommen. Das Darm-assoziierte lymphatische Gewebe (GALT)
beherbergt aufgrund der groBen Oberflaiche 70-80 % aller antikérperproduzierden
Zellen [76]. Sekretorisches IgA (slgA) tragt im Zusammenspiel mit regulatorischen T-
Zellen (Treg-Zellen) und anti-inflammatorischen Zytokinen entscheidend zur mukosa-

len Immunitat und peripheren Toleranz (z. B. gegenliber kommensalen Bakterien) bei.
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1.4.2 Das B-Zell-Gedachtnis

Nach Antigenerkennung und Aktivierung kdnnen B-Zellen drei verschiedene Wege ein-
schlagen. Kurzlebige und langlebige Plasmazellen sezernieren Antikorper. Letztere mig-
rieren zuriick ins Knochenmark, wo sie, auch ohne weiteren Antigenstimulus, kontinu-
ierlich Antikorper produzieren und somit einen basalen Antikorperspiegel im Blut auf-
rechterhalten. Es wird geschatzt, dass ca. 50 % der im Blut vorkommenden Antikdrper
(primar IgG) durch langlebige Plasmazellen produziert werden [73]. Langlebige Plasma-
zellen im Knochenmark produzieren vorwiegend IgG, wahrend langlebige Plasmazellen
im mukosalen Epithel des Darm- und Respirationstraktes (MALT) lberwiegend IgA

produzieren.

Neben Plasmazellen kénnen B-Zellen nach ihrer Aktivierung auch zu Gedachtnis-B-
Zellen (Bmem-Zellen, memory B cells) differenzieren. Diese zirkulieren zwischen dem
Blut und den LymphgefalRen auf der Suche nach ihrem Antigen. Sie kdnnen lange Zeit
ohne Antigen-Stimulus tberleben und exprimieren hochaffine BCR (Immunglobuline).
Bei erneutem Antigenkontakt differenzieren Bnem-Zellen schneller zu Plasmazellen als
naive B-Zellen. Diese Aktivierung kann auch Antigen-unabhéangig durch Zytokine von
benachbarten Zellen (bystander-Effekt) oder mikrobielle Produkte erfolgen [77]. Wah-
rend die B-Zell-Antwort bei einer Primarantwort 1-2 Wochen bendtigt, erfolgt die Se-
kundarantwort gegen den gleichen Erreger schneller (4-7 Tage), starker und effizienter
(Klassenwechsel und Affinitatssteigerung) [78, 79]. Die nach Kontraktion der B-Zell-
Antwort zurlickbleibenden langlebigen Plasmazellen und Bm-Zellen tragen zur Auf-

rechterhaltung des Immungedachtnisses bei [73].

1.5 Serologische Assays

Serologische Assays sind in der Forschung und in der Medizin weitverbreitete Tests zur
Bestimmung von Antikérpern im Blut. Die Bestimmung spezifischer Antikérpertiter
kann (1) wichtige Informationen zur Pathophysiologie/Immunreaktion bei einer Er-
krankung liefern, (2) dabei helfen neue Impfstoffkandidaten zu ermitteln [80] und (3)
bei der klinischen Diagnose [81] und Prognose einer Erkrankung helfen [82]. Zur Be-

stimmung von Antikérpern im Blut (Serum/Plasma) konnen verschiedene Methoden
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genutzt werden. Eine konventionelle Methode ist der ELISA. Bei dem indirekten ELISA
wird ein auf einer Assayplatte immobilisiertes Antigen zunachst mit Serum inkubiert,
wobei spezifische Antikorper an das Antigen binden kdnnen. Anschlieend erfolgt der
Nachweis der gebundenen Serumantikorper tber einen markierten Detektionsantikor-
per. Uber die Messung eines Substratumsatzes oder eines Fluoreszenzsignals kann
unter Zuhilfenahme eines Standards die Konzentration der Antikdrper in der Probe
ermittelt werden [83]. Will man die Plasmaantikoérper gegen eine Vielzahl von Bakte-
rien bestimmen, wird diese Methode jedoch schnell sehr kostenintensiv und zeitauf-
wandig. Eine wiinschenswerte Option in der Forschung bzw. im klinischen Umfeld stel-
len daher Hochdurchsatzmethoden wie der Kapillar-basierte Immunoblot-Assay (Pro-
teinSimple) oder Multiplex-Ansatze basierend auf der xMAPE—TechnoIogie (Luminex)

dar.
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1.6 Ziele der Arbeit

Nach Kontakt mit einem Pathogen (Bakterien, Pilze, Viren) reagiert unser Immunsys-
tem mit der Produktion hoch-spezifischer Antikdrper. Wahrend der Immunreaktion
gebildete langlebige Plasmazellen bilden einen Teil des Immungedachtnisses und pro-
duzieren lange Zeit, teils lebenslang, Antikérper, die vor einer erneuten Infektion mit
dem Erreger schiitzen. Wahrend einer Sepsis kommt es bei vielen Patienten zum De-
fekt der Immunantwort. Dariiber, ob und wie trotz dieser fehlregulierten Immunreak-

tion eine humorale Immunantwort stattfindet, ist bisher nur wenig bekannt.

Das Ziel der Arbeit war es daher, einen serologischen Assay zur Untersuchung der Er-
reger-spezifischen Antikdrperantwort zu etablieren. Der Nachweis solcher im Blut zir-
kulierender Antikdrper kénnte Erkenntnisse dariber liefern, wie die Immunantwort
wahrend einer systemischen bakteriellen Infektion, wie z. B. einer Sepsis, ablauft und
wie das adaptive Immunsystem auf verschiedene Pathobionten (Kommensale/ endo-
gen, Umweltkeime/ exogen) reagiert. Weiterhin konnten solche Antikorper nitzliche
Hinweise darauf liefern, ob der entsprechende Erreger eine bestimmte Infektion verur-
sacht hat und somit hypothetisch zur Diagnose des kausativen Pathogens eingesetzt
werden. Neben dem diagnostischen Nutzen kdnnte eine Sepsisserologie auch dabei

helfen die antimikrobielle Therapie zu fokussieren und damit zu optimieren.

Die folgenden Schliisselfragen sollten im Rahmen dieser Arbeit beantwortet werden:

(i) Lasst sich eine Erreger-spezifische Antikorperantwort bei Sepsispatienten bestim-
men? Unterscheidet diese sich von einem moglicherweise bereits bestehenden Im-
mungedachtnisses gesunder Probanden?

(i) Lasst sich ein serologischer Assay entwickeln, der eine gleichzeitige Quantifizierung
der IgG-Antwort gegen ein breites Spektrum typischer bakterieller Sepsiserreger er-
moglicht?

(iii) Kbnnen immunogene Proteine typischer Sepsiserreger identifiziert werden, die sich
als Kandidaten fir die spezifische Erregerdiagnostik und/oder Impfstoffentwicklung

eignen?
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2 Materialien

2.1 Laborgerate

Analysenwaage

Autoklav

Bakterieninkubator
Bakterienschuttler

BioPlex® 200 System
Brutschrank (Trockenschrank)
CO,-Inkubator

Digitalwaagen

DynaMag™-2 Magnet
Eismaschine

Elektronische Pipette E4 XLS+
Feinwaage
FolienschweilRgerat polystar 423
Gefrierschrank, -20 °C

Gefrierschrank, -80 °C

Hoefer™ TE77XP Transfersystem halb-
trocken

IEF-Elektroden

IEF-Kammer (MultiPhor™ I1)
Induktionskochplatte

Kiihlschrank, 4 °C

Laufkammer PROTEAN’ plus Dodeca
cell
Luftschittler

Magnetic 96-Well Separator

Sartorius AG, Gottingen

Systec GmbH, Linden

Binder Labortechnik, Tuttlingen
Sartorius AG, Gottingen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen
Binder Labortechnik, Tuttlingen

Binder Labortechnik, Tuttlingen
Sartorius AG, Gottingen

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
Manitowoc Deutschland GmbH, Herbron
Mettler-Toledo GmbH, GieRRen

Sartorius AG, Gottingen

Allpax, Papenburg
Liebherr-International Deutschland GmbH, Biber-
ach an der Ri3

Heraeus Instruments, Hanau

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

GE Healthcare GmbH, Solingen

GE Healthcare GmbH, Solingen

Imtron GmbH, Ingolstadt

Liebherr-International Deutschland GmbH, Biber-
ach an der Rif§

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen

Sartorius AG, Gottingen
Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
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Mehrkanalpipetten
Mikrowelle

Mini-PROTEAN" Tetrasystem
Netzgerat Consort E835
Octoplus QPLEX Imager
Peggy Sue™

pH-Meter

Pipetten

Pipettierhilfe

Scanner
Schnellkochtopf

Schittler

Simon™ Simple Western™ Assay Sys-
tem
SpeedVac (Concentrator plus)

Sterilwerkbank

Stromversorgungsgerat PowerPac 300
Tecan' Infinite 200 PRO
Thermo-Magnetriihrer

Thermomixer comfort

Ultraschallbad

UV-Photometer

Vortexmischer

Wasseraufbereitungsanlage

Wasserbad (OLS 200; OLS Aqua Pro)
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Eppendorf AG, Hamburg

Bosch, Stuttgart

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen
Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

NH DyeAGNOSTICS GmbH, Halle
ProteinSimple, Bio-Techne GmbH, Wiesbaden
Mettler-Toledo GmbH, GieRen

Eppendorf AG, Hamburg;

Brand, Wertheim

Hirschmann Laborgerdate GmbH & Co. KG, Eber-
stadt

Canon Deutschland GmbH, Krefeld
ELO-Stahlwaren, Spabriicken

Phoenix Instrument GmbH, Garbsen;

Edmund Biihler GmbH, Bodelshausen

ProteinSimple, San Jose (USA)

Eppendorf AG, Hamburg

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA);
Heraeus Instruments, Hanau

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen
Tecan Group AG, Mannedorf (Schweiz)
Phoenix Instrument GmbH, Garbsen
Eppendorf AG, Hamburg

VWR™ International GmbH, Darmstadt
Biometra GmbH, Gottingen

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwab-
ach;

VWR™ International GmbH, Darmstadt
Merck Millipore, Darmstadt

Grant Instruments, Shepreth (GroRbritannien)



Materialien

Zentrifugen

Galaxy Mini
Megafuge™ 16R
Mikro 200R
Multifuge™ X3R

Biofuge fresco / pico

2.2 Verbrauchsmaterialien

Aluminiumfolie

Aluminiumfolie fiir 96-well Platten
Biopsie-Stanze (Durchmesser

2,0 mm)
Columbia-Blutagarplatten
Einmalklvetten
Elektrodenpapier fir IEF
half-well 96-well plate
Handschuhe

IEF-Streifen, Immobiline Dry Strip
11 cm pH 4-7

IEF-Streifen, Immobiline Dry Strip
11 cm pH 6-11

Impfdsen

Kryoréhrchen (1,0 mL)
Mikrotiterplatten (96-well plate)

Pipettenspitzen

PVDF-Transfermembran (Immobi-
Ion®—FL)
Reaktionsgefalle (0,5 mL, 1,5 mL,

VWR™ International GmbH, Darmstadt

Heraeus™ Instruments GmbH, Hanau

Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen

Heraeus™ Instruments GmbH, Hanau

Heraeus™ Instruments GmbH, Hanau

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

pfm medical, Solingen

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
VWR™ International GmbH, Darmstadt
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Paul Hartmann AG, Heidenheim

GE Healthcare GmbH, Solingen

GE Healthcare GmbH, Solingen

Nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe
Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht
Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht
Eppendorf AG, Hamburg;
Mettler-Toledo GmbH, GieRen;
Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht

Merck Millipore, Darmstadt

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht
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2 mL)

ReaktionsgefaRe 1,5 ml, (protein low Eppendorf AG, Hamburg

binding, pyrogenfrei)
ReaktionsgefaRe, Conical Tubes

(15 mL, 50 mL)

SafeSeal Microcentifuge Tubes (0,65

mL), Low Binding PolymerTechnology

Serologische Pipetten (5 mL, 10 mL,
25 mL)

Spritzen (50 mL)
Spritzenvorsatzfilter (0,2 um)
Steritop'™ Filtereinheit (0,22 pum)
WhatmanE—Papier

Zentrifugenréhrchen (15 mL, 50 mL)

Eppendorf AG, Hamburg

Sorenson Bioscience, Salt Lake City (USA)

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

Braun, Melsungen

Sartorius AG,Gottingen

Merck Millipore, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

2.3 Chemikalien und Reagenzien

B-Mercaptoethanol
1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]
carbodiimide hydrochloride (EDC)
2,2'-Bipyridin

Acetonitril (ACN)
Acrylamid/Bisacrylamid 40 % (29:1)
Agarose

Ammoniumbicarbonat
Ammoniumpersulfat (APS)
Ammoniumsulfat
Bradford-Gebrauchslosung
Bromphenolblau

CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)- di-

methylammonio]-1-propansul-fonat)

Coomassie Brillant Blue G250
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Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Thermo Fisher GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Thermo Fisher GmbH, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt

Thermo Fisher GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Merck KGaA, Darmstadt

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Merck KGaA, Darmstadt
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Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

Dry strip cover fluid

Essigsdure (CH;COOH)

Ethanol (EtOH, 96 %)

G-Dye 100

Glycerol 87 %

Glycin (C;HsNO,)

Harnstoff

Hefeextrakt

lodoacetamid (IAA)

Isopropanol

Low cross buffer
Magnesiumchlorid (MgClx6 H,0)
MES-Hydrat

Methanol (100 %)

Milchpulver
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat-
Monohydrat

Natriumlaurylsulfat (sodium dodecyl!
sulfate, SDS)

Natronlauge (NaOH)
ortho-Phosphorsaure (80 %)
Pharmalyte pH 3-10

Pharmalyte pH 8,5-10,5
Phosphatgepufferte Salzlosung
(phosphate-buffered saline, PBS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Thermo Fisher GmbH, Karlsruhe;

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
GE Healthcare GmbH, Solingen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

NH DyeAGNOSTICS GmbH, Halle
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
AppliChem GmbH, Darmstadt

Oxoid Ltd, Hampshire (GroRbritannien)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Merck KGaA, Darmstadt

CANDOR Bioscience GmbH, Wangen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen

GE Healthcare GmbH, Solingen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden

Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
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Phosphorsaure (H3PO,)

ProClin300
Proteaseinhibitorcocktail (cOmple-
te™ Mini, 7x)

Proteinmarker VI (prestained)
Proteinmarker (Precision Plus Protein
— Dual Color Standards
Rinderserumalbumin (bovine serum
albumin, BSA) , pH 7,0

Salzsaure (HCI)

Sheath fluid

sulfo-NHS

T-Rex

Tetanus-Toxoid

Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Thioharnstoff

Todd Hewitt Broth (THB)
Trichloressigsaure (trichloroacetic
acid, TCA)

Tris-Base

Trypsin 10 ng/ulL

Tryptic Soy Broth (TSB)

Tween 20
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Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Merck KGaA, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt
Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen
Thermo Fisher GmbH, Karlsruhe

NH DyeAGNOSTICS GmbH, Halle

Statens Serum Institut, Kopenhagen (Dane-
mark)

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Promega, Madison (USA)

Oxoid Ltd, Hampshire (GroRbritannien)
Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen;
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
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2.4 Medien, Puffer und Loésungen

2.4.1 Mikrobiologische Methoden

2,2-Bipyridin-Stocklésung (30 mM)

2,2"-Bipyridin
TSB-Medium

THY-Medium
THB
Hefeextrakt
A. dest.

TSB-Medium
TSB
A. dest.

2.4.2 Proteinbiochemische Methoden

APS (10 % (w/v))

Ammoniumpersulfat

A. bidest.

Coomassie-Farbelosung

Methanol (100 %)
ortho-Phosphorsaure (80 %)
Ammoniumsulfat

Coomassie brilliant blue G250

A. bidest.

Rehydratisierungspuffer (RHB)

Harnstoff
Thioharnstoff
CHAPS

0,046 g
ad 10 mL

15g
25g
ad 500 mL

15¢g
ad 500 mL

lg
ad 10 mL

200 mL
118 mL
100 g
12¢
ad1l

4,8 g (8 M)
1,52 g (2 M)
0,2g(2% (w/ V)
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A. bidest.

Sammelgel

A. bidest.

0,5 M Tris-HCI (0,4 % SDS; pH 6,8)

Acrylamid/Bis (40 %)
APS (10 %)
TEMED

SDS-Losung (5 % (w/v))

SDS
A. bidest.

SDS-PAGE-Laufpuffer (10x)

Tris-Base
Glycin
SDS

A. dest.

SDS-Probenpuffer (5%), reduzierend

1 M Tris-HCI (pH 6,8)

SDS (10 %)

Glycerol (50 %)
Bromphenolblau (1 %)
B-Mercaptoethanol (= 99 %)
A. bidest.

TCA (100 % (w/ v))

TCA
A. bidest.

Trenngel (12 %)

22

A. bidest.

1,5 M Tris-HCI (0,4 % SDS; pH 8,8)

ad 10 mL

3mL
1,25 mL
650 pL
25 uL
5puL

0,58
ad 10 mL

30g
144 g
10g
ad1l

0,6 mL
2 mL
5mL
1mL
0,5mL
0,9 mL

120 g
ad 120 mL

4,26 mL
3mL
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Acrylamid/Bis (40 %)
APS (10 %)
TEMED

Tris-HCI (0,5 M; pH 6,8; 0,4 % SDS)

Tris-Base
SDS (20 %)
HCI

A. bidest.

Tris-HCI (1,5 M; pH 8,8; 0,4 % SDS)

Tris-Base
SDS (20 %)
HCI

A. bidest.

2.4.3 2D-Immunoblots

30 % Acetonitril (ACN) in 20 mM ABC-Puffer

ACN
20 mM ABC-Puffer

Agarose (0,5 %)

Agarose

1x SDS-PAGE-Puffer

Ammoniumbicarbonat (ABC) —Puffer (20 mM)

ABC
A. bidest.

AP-Puffer, pH 9,5

Tris-Base
NaCl
Magnesiumchlorid (MgCIx6 H,0)

4,8 mL
60 uL
6 uL

60,57 g
20 mL
zum pH einstellen

adll

181,7 g
20 mL
zum pH einstellen

ad 1l

0,9 mL
2,1 mL

0,25¢g
ad 50 mL

20 mg
ad 12,5 mL

12,1g
588
3,3g
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A. dest. ad1ll
Blockpuffer (Immunoblot); S. epidermidis
BSA 40 g (5 %)
TBS/T ad 800 mL
Blockpuffer (Immunoblot); andere Bakterienspezies
Milchpulver 10g (5 %)
TBS/T ad 200 mL
DTT (10x)
DTT 0.0175g
RHB 400 pL
DTT (25 %)
DTT 0,025g
RHB 100 pL
DTT (15 mM)
DTT 0,023g
A. bidest. ad 10 mL
SDS-Agulibrierungslésung
Urea 10,8 g (6 M)
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 7,5 mL (375 mM)
Glycerol (87 %) 6,9 mL (20 %)
SDS (20 %) 6mL( 4 %)
A. bidest. ad 30 mL
Puffer A (1 % (w/v) DTT)
DTT 01lg
SDS-Aquilibrierungslésung ad 10 mL
Puffer B (2,5 % (w/v) 1AA)
IAA 0,25g
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SDS-Aquilibrierungslésung

Bromphenolblau

TBS (10x), pH 7,6

Tris-Base
NaCl

HCI

A. dest.

TBS/T
TBS (1x)

Tween 20

Transferpuffer, pH < 8,5

Tris-Base

Glycin

Methanol (100 %)
HCI

A. dest.

Tris-HCI (1,5 M; pH 8,8)

Tris-Base
HCI
A. bidest.

2.4.4 Infection Array

Aktivierungspuffer

Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PQy,)
A. bidest.

Beadpuffer (mit BSA)

Blocklagerungspuffer ohne ProClin300

ad 10 mL

eine Pipettenspitze

24,2 g
80¢g
zum pH einstellen

adll

1L
1ImL

3,025¢g

15¢g

200 mL

zum pH einstellen

adll

182 ¢
zum pH einstellen

ad 1l

1,2 g (100 mM)
ad 100 mL

auf pH 6,2 einstellen

250 mL
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CANDOR Low cross buffer

Beadpuffer (ohne BSA)

PBS
CANDOR Low cross buffer

Block-Lagerungspuffer mit ProClin300

BSA
ProClin300
PBS

Block-Lagerungspuffer ohne ProClin300

BSA
PBS

EDC Lésung (pro Bead-Region)
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC)
A. bidest.

Kopplungspuffer

2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure (MES)
A. bidest.

sulfo-NHS Losung (pro Bead-Region)

N-Hydroxysulfosuccinimid-Natriumsalz (sulfo-NHS)

DMSO

Waschpuffer
PBS

Tween20

26

250 mL

250 mL
250 mL

12g
60 pL
ad 120 mL

0,1g
ad 10 mL

2,5mg
50 pL

1,066 g (50 mM)
ad 100 mL

auf pH 5,0 einstellen

2,5mg
50 pL

2000 mL
ImL
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2.5 Kits

12-230 kDa Peggy Sue™ or Sally Sue™
Separation Module SM-5001 and DM-003
GE Healthcare 2-D Clean-up Kit

NBT/BCIP Substratlésung

Pierce™ BCA™ Protein Assay Kit

Refraction 2D™-labeling Kit

Simon™ Simple Western™ Master Kit Rabbit
SuperSignal West Femto Maximum Sensitivi-
ty Substrate Kit

T-Rex Protein Labeling Kit
2.6 Antikorper

Peroxidase-conjugated AffiniPure F(ab')2

Fragment Goat Anti-Human IgG

Peroxidase- conjugated Goat anti-Human

IgG (H+L)

Goat anti-Human IgG (H+L) Secondary Anti-
body, AP

ProteinSimple,Bio-Techne GmbH,
Wiesbaden

Thermo Fisher GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen

Thermo Fisher GmbH, Karlsruhe

NH DyeAGNOSTICS GmbH, Halle
ProteinSimple, San Jose (USA)

Thermo Fisher GmbH, Karlsruhe

NH DyeAGNOSTICS GmbH, Halle

Jackson ImmunoResearch, Newmarket
(GroRbritanien)

Katalognummer: 109-036-098
Konzentration: 0,8 mg/mL
Verdiinnung: 1:500; 1:1.000; 1:5.000
(Simon™ Simple Western Assay)
Jackson ImmunoResearch, Newmarket
(GroRbritanien);

Katalognummer: 109-035-088
Konzentration: 0,8 mg/mL
Verdiinnung: 1:1000 (Peggy Sue™ Sim-
ple Western Assay)

Verdiinnung: 1:150.000; 1:200.000 (2D-
IBs)

Thermo Fisher GmbH, Karlsruhe;

Kataloghnummer: 31310
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Konzentration: 0,6 mg/mL

Verdiinnung: 1:20.000 (2D-IBs)
Bovine Serum Albumin Monoclonal Antibody Thermo Fisher GmbH, Karlsruhe;
(3G3A2) Katalognummer: MA5-15238

Konzentration: 1 mg/mL

Verdiinnung: 1:100 (Infection Array)

R-Phycoerythrin-conjugated AffiniPure Jackson ImmunoResearch, Newmarket
F(ab')2 Fragment Goat Anti-Mouse IgG (H+L) (GroRbritanien);
Katalognummer: 115-116-146
Konzentration: 0,5 mg/mL
Verdinnung: 1:100 (Infection Array)
R-Phycoerythrin AffiniPure F(ab'), Fragment  Jackson ImmunoResearch, Newmarket
Goat Anti-Human IgG, Fcy fragment specific ~ (GroBbritanien);
Katalognummer: 109-116-098
Konzentration: 0,5 mg/mL

Verdiinnung: 1:100 (Infection Array)

2.7 Bakterienstamme

Tabelle 3: Verwendete Bakterienstimme und Patientenisolate fiir den Peggy Sue'" Simple Western
Assay.

Spezies Isolat Herkunft' Material’®
E. faecium va34299 Patientenisolat (P01, VYOO-Studie, Greifswald) WA
va35107 Patientenisolat (P02, VYOO-Studie, Greifswald) WA
E. faecalis va05632 Patientenisolat (P28, VYOO-Studie, Greifswald) BK
va05633 Patientenisolat (P28, VYOO-Studie, Greifswald) BK
E. coli va42794 Patientenisolat (P10, VYOO-Studie, Greifswald) BK
S. marcescens val2255 Patientenisolat (P36, VYOO-Studie, Greifswald) BK
P. mirabilis va40600 Patientenisolat (PO11, IMI_Sep-Studie, Greifswald) BK
P. aeruginosa va25626 Patientenisolat (P46, VYOO-Studie, Greifswald) BK
K. pneumoniae va08725 Patientenisolat (P32, VYOO-Studie, Greifswald) BK
K. oxytoca va01257 Patientenisolat (P052, IMI_Sep-Studie, Greifswald) BK
S. pneumoniae va20615 Patientenisolat (P034, IMI_Sep-Studie, Greifswald) BK
S. aureus va35477 Patientenisolat (P03, VYOO-Studie, Greifswald) BK
va44868 Patientenisolat (P11, VYOO-Studie, Greifswald) N
USA300Aspa interner Laborstamm
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S. epidermidis RP62A Laborstamm, AG Ziebuhr (Wrzburg)
S. haemolyticus va34082 Patientenisolat (P01, VYOO-Studie, Greifswald) BK
S. hominis DSM 20328 DSMz

'DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (Braunschweig, Deutschland);
’BK: Blutkultur; N: Nase; WA: Wundabstrich

Tabelle 4: Verwendete Bakterienstamme fiir den Infection Array.

Spezies Abkiirzung Isolat Herkunft
E. coli ECOL MG1655 (K12, ATCC 47076 ) ATCC
E. faecalis ENTFA ATCC” 29212 ATCC
E. faecium ENTFC ATCC  51559" ATCC
E. cloacae ENTC DSM 30054 DSMZ
K. aerogenes KLEA DSM 30053 DSMZ
K. oxytoca KLEO DSM 5175 DSMz
K. pneumoniae KLEP ATCC’ 700721 (MGH 78578) ATCC
P. aeruginosa PSEA PAO1 Laborstamm, AG Hammerschmidt (Universitat
Greifswald)
S. pneumoniae STRP NCTC 7466 (TIGR4Acps) Laborstamm, AG Hammerschmidt (Universitat
Greifswald)
S. aureus STAA USA300Aspa interner Laborstamm
STAA2 302Aspa interner Laborstamm
STAA3 307Aspa interner Laborstamm
S. epidermidis STAE RP62A Laborstamm, AG Ziebuhr (Universitat Wiirzburg)
S. haemolyticus ~ STAHA DSM 20263 (ATCC  29970") DSMZ
S. hominis STAHO DSM 20328 DSMZ
P. mirabilis PROM DSM 4479 DSMz
S. marcescens SERM DSM 30121 DSMZ
A. baumannii ACIB DSM 105126 (ATCC  17978") ATCC

'ATCC: American Type Culture Collection (Wesel, Deutschland); DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikro-
organismen und Zellkulturen (Braunschweig, Deutschland)

Tabelle 5: Verwendete Bakterienstamme fiir den Simple Western Assay und die 2D-IBs.

Spezies Isolat Patient
2D-IBs Simple Western Assay

S. epidermidis RP62A RP62A" VYOO_31

E. faecium va06219 va06219° IMI_Sep_30
va41210 va41210 IMI_Sep_67
va34726 va35107" VYOO 2

E. coli vad2794 va42794" VYOO_10
va46232 va46232? IMI_Sep_45

S. marcescens val2255 va12255 VYOO_36
val2255 va12255" VYOO_41

K. pneumoniae va43516 va43512 IMI_Sep_13

K. oxytoca va01257 va01257? IMI_Sep_52
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P. aeruginosa va25542
va68186

va25626
va68186

VYOO _46
IMI_Sep_23

1Peggy Sue™ Simple Western Assay; *Simon™ Simple Western Assay

2.8 Humanmaterial

Seren von gesunden Probanden wurden im Rahmen von Blutspenden gewonnen.

Tabelle 6: Ubersicht {iber die verwendeten Seren von gesunden Probanden (n = 12) fiir die verschie-

denen Versuche.

Probanden-  Differenz (in Tagen) zwischen Simple Western Infection Array
Nummer Zeitpunkt 1 und Zeitpunkt 2 Assay
1 20 X
2 20 X
4 20 X
5 20 X
6 18 X
7 18 X X
8 20 X X
9 14 X
10 14 X X
11 9 X X
12 20 X
13 14 X
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Tabelle 7: Ubersicht {iber die verwendeten Patientenplasmen der VYOO-Studie (Greifswald, n = 37).

Patientencharakteristika

Mikrobiologische Befunde

PCR-Ergebnis

ID Alter Ge- Infektions- Diagnose3 90-Tage- Blutkultur anderes Material® VYOO *
schlecht! fokus® Uberleben
1 58 m 1A Sepsis+ ja S. haemolyticus Enterokokken"™*; B. fragilis; KNS;
C. albicans™* E. faecium
2 55 m 1A Sepsis nein E. fae(:iumWA KNS; E. faecium
3 76 m nd septischer Schock nein S. aureus S. aureus” S. aureus
7 84 w 1A septischer Schock nein E. fae(:iumWA E. faecium
8 65 m K/W septischer Schock nein S. epidermidisWA; S. aureus
KNS'™; Candida spp.TS
10 81 P septischer Schock nein E. coli C. albicans™" E. coli
11 72 m 1A Sepsis ja S. aureus™"”
12 50 1A septischer Schock ja E. faecalisWA;
C. albicans"*
13 57 w nd septischer Schock ja S. hominis
14 52 w 1A Sepsis nd E. coli™™*
15 40 w P septischer Schock ja S. pneumoniae;
S. hominis
16 28 m 1A Sepsis nd S. haemolyticus; S. aureus™
S. epidermidis
17 78 w 1A septischer Schock ja E. faeciumA
18 72 w P Sepsis nd C. glabrata; A. hydrophila/caviaeWA
S. epidermidis
21 60 m 1A septischer Schock nein E. coli™ E. coli; KNS
22 56 m 1A Sepsis nd S. haemolyticus; S. haemo/yticusK;
E. faecalis E. faeca/isK
24 78 m 1A septischer Schock nd K. pneumoniaeWA;
E. coIiWA; E. faeca/iswA
25 85 w P septischer Schock nein Enterokokken"**
26 77 m K/W Sepsis ja S. schleiferi S. aureus" S. aureus
27 73 m 1A septischer Schock ja E. faecalis E. coli; KNS;
E. faecium

31



Materialien

Fortsetzung Tabelle 7: Ubersicht liber die verwendeten Patientenplasmen der VYOO-Studie (Greifswald, n = 37).

Patientencharakteristika

Mikrobiologische Befunde

PCR-Ergebnis

ID Alter Ge- Infektions- Diagnose3 90-Tage- Blutkultur anderes Material® VYOO !
schlecht! fokus’ Uberleben
28 77 m B septischer Schock ja E. faecalis;
S. epidermidis
29 81 m IA septischer Schock nd E. coli® E. coli: KNS
31 68 P Sepsis ja StreptokokkenTS;
KNS™; E. coli™
32 51 m IA septischer Schock nd K. pneumoniae
34 78 w K/W septischer Schock nein S. aureus™
35 75 m nd Sepsis ja K. pneumoniaeK
36 44 m nd Sepsis+ nd S. marcescens
41 49 m 1A septischer Schock ja E. fcret:iumWA’TS'DF B. fragilis; E. faecium;
P. mirabilis
43 76 P Sepsis nd K. oxyl‘ocaTs'K S. aureus
45 46 w IA septischer Schock ja P. mirabilisWA; E. coli; E. faecium;
Enterokokken" K. oxytoca
46 68 m nd septischer Schock nein P. aeruginosa P. aeruginosaTS B. fragilis;
P. aeruginosa
47 54 m ul septischer Schock ja Enterokokken™**
48 75 m K/W Sepsis ja S. aureus S. aureus™ S. aureus
50 81 w 1A septischer Schock nd EnterokokkenWA'*; Enterokokken*;
P. mirabilis™* P. mirabilis; C. glabrata
51 81 m 1A Sepsis ja S. epidermidis E. faeciumWA; C. freundiiWA;
Bacteroides spp.WA;
C. albicans™*
53 80 m 1A septischer Schock ja P. aeruginosaK
54 70 w 1A septischer Schock ja S. haemolyticus;

E. coli

1m, mannlich; w, weiblich. 2B, primare Bakteramie; IA, intraabdominelle Infektion; K/W, Knochen- und Weichteilinfektionen; P, Pneumonie; Ul, Infektion des Urogenitaltraktes. *die Definition
schwere Sepsis und septischer Schock wurden nach der Konsensdefinition von 2001 getroffen [12]. 4A, Abszess; DF, Drainageflussigkeit; IP, intraperitenoal; K, Katheter; N, Nase; TS, Tracheal-

sekret; WA, Wunde. *E. faecium; E. faecalis. Abkiirzungen: KNS: Koagulase-negative Staphylokokken; nd: unbekannt (not determined).
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Tabelle 8: Ubersicht iiber die verwendeten Patientenplasmen der IMI_Sep-Studie (Greifswald, n = 76).

Patientencharakteristika

Mikrobiologischer Befund

ID Alter Ge- Infektions- Diagnose3 90-Tage- Blutkultur Anderes Material Fokuskeim
schlecht® fokus? Uberleben

1 45 w P septischer Schock nein C. albicans
3 65 m 1A schwere Sepsis ja E. faecium E. faecium
6 80 m FI septischer Schock ja E. coli; S. aureus
7 73 w 1A septischer Schock ja E. faecium; S. epidermidis;

S. lentus;

E. avium

8 76 m 1A septischer Schock nein E. coli; C. albicans; A. fumigatus
9 78 w 1A septischer Schock ja Enterokokken; E. coli;

C. albicans;

C. glabrata
10 84 w K/W septischer Schock ja S. aureus S. aureus
11 55 w ul schwere Sepsis ja E. faecalis; E. faecalis

P. mirabilis
13 84 m ul septischer Schock ja K. pneumoniae Klebsiella spp.,
Citronetobacter spp.
14 76 m P septischer Schock ja S. aureus S. aureus S. aureus
17 58 w 1A septischer Schock ja E. faecium; S. anginosus;
E. coli; E. faecalis
18 63 m IA septischer Schock ja
19 61 m P schwere Sepsis ja E. coli; Enterokokken; E. coli, C. albicans
C. albicans; C. glabrata;
S. agalactiae; P. aeruginosa
20 54 m 1A schwere Sepsis ja
21 57 m 1A schwere Sepsis ja E. faecalis
22 80 w FI septischer Schock ja S. epidermidis S. aureus S. aureus
23 61 m FI schwere Sepsis ja C. tropicalis P. aeruginosa C. albicans
24 50 w 1A septischer Schock ja C. septicum Clostridium spp.
25 60 m nd schwere Sepsis ja S. epidermidis C. albicans; KNS; C. albicans
Streptokokken;

E. faecalis

26 72 m 1A septischer Schock ja
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Fortsetzung Tabelle 8: Ubersicht iiber die verwendeten Patientenplasmen der IMI_Sep-Studie (Greifswald, n = 76).

Patientencharakteristika

Mikrobiologischer Befund

ID Alter Ge- Infektions- Diagnose3 90-Tage- Blutkultur Anderes Material Fokuskeim
schlecht’ fokus® Uberleben
27 64 m nd septischer Schock ja E. coli; Streptokokken;
E. faecium
29 74 m 1A septischer Schock ja E. faecium; E. coli E. coli
30 65 m 1A septischer Schock ja E. faecium E. faecium
32 78 w 1A septischer Schock nein P. aeruginosa; E. faecalis Pseudomonas spp.,
E. faecalis
33 73 m 1A septischer Schock ja E. coli; Enterokokken
34 56 w ZNS schwere Sepsis ja S. pneumoniae S. pneumoniae
35 66 m 1A septischer Schock ja E. faecium; E. coli; E. coli
Streptokokken
36 76 m 1A septischer Schock nein
38 53 w 1A septischer Schock ja E. faecium
39 90 w 1A schwere Sepsis ja
40 62 m 1A septischer Schock nein
41 77 m P septischer Schock ja E. coli; Candida spp.
42 60 w 1A schwere Sepsis ja
43 82 m 1A septischer Schock ja E. coli E. coli; E. faecalis; S. aureus E. coli
44 77 m 1A schwere Sepsis nein E. faecium; S. maltophilia E. faecium
45 56 m 1A septischer Schock ja E. coli; B. stercoris E. faecalis; E. coli E. coli, E. faecalis
46 78 m ul septischer Schock ja E. coli E. coli
47 78 w 1A septischer Schock nein E. coli;
C. perfringens
48 73 m 1A septischer Schock ja
50 70 m P septischer Schock ja E. coli
51 42 w 1A septischer Schock nein S. gallolyticus
52 87 w FI septischer Schock ja K. oxytoca K. oxytoca; E. faecium; KNS Klebsiella spp.
53 72 m ul schwere Sepsis ja E. faecalis; Proteus spp.
54 72 m P septischer Schock ja Klebsiella spp.; Enterobacter spp.;
Proteus spp.; S. maltophilia
55 72 m ul septischer Schock ja P. mirabilis S. aureus; Proteus spp.; Proteus spp.,

Klebsiella spp.

Klebsiella spp.
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Fortsetzung Tabelle 8: Ubersicht iiber die verwendeten Patientenplasmen der IMI_Sep-Studie (Greifswald, n = 76).

Patientencharakteristika

Mikrobiologischer Befund

ID Alter Ge- Infektions- Diagnose3 90-Tage- Blutkultur Anderes Material Fokuskeim
schlecht’ fokus’ Uberleben
56 77 m P schwere Sepsis nein
57 67 m IA septischer Schock nein
60 46 m K/W schwere Sepsis ja S. pyogenes S. pyogenes; E. coli; S. aureus
61 63 m Fl septischer Schock nein S. aureus S. aureus
62 63 m nd septischer Schock ja E. faecium
64 76 w ul septischer Schock ja S. aureus E. coli; K. pneumoniae;
E. faecium
66 67 m Ul septischer Schock ja P. mirabilis
67 59 m 1A septischer Schock nein E. faecium; E. faecium; C. glabrata;
C. glabrata Enterobacter spp.
68 54 m IA septischer Schock ja E. faecium
71 57 m IA septischer Schock ja E. faecalis; C. tropicalis;
Streptokokken
72 61 w nd septischer Schock ja S. angiosus; E. coli;
Bacteroides spp.
73 56 m IA septischer Schock ja C. paraputrificum E. coli; P. mirabilis; E. faecalis;
Bacteroides spp.
75 77 w 1A septischer Schock ja S. aureus; S. vestibularis
76 62 m IA septischer Schock ja E. faecium E. faecium
77 80 w IA schwere Sepsis nd P. mirabilis; S. anginosus
79 52 w ul schwere Sepsis nd E. coli
81 78 m 1A septischer Schock ja E. coli; E. faecium E. coli
82 81 m 1A septischer Schock ja
83 63 m K/W septischer Schock ja S. pyogenes S. pyogenes
84 86 w P septischer Schock ja S. epidermidis E. coli; P. aeruginosa
86 63 m P septischer Schock nd S. epidermidis
87 77 m 1A schwere Sepsis nein C. ramosum E. coli
88 70 m 1A septischer Schock ja S. epidermidis K. pneumoniae; E. faecalis;
E. coli; S. aureus
89 29 w IA septischer Schock ja S. aureus; E. faecalis; C. freundii
90 74 w 1A septischer Schock ja E. coli
93 76 w K/W septischer Schock nein E. coli E. faecalis
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Fortsetzung Tabelle 8: Ubersicht iiber die verwendeten Patientenplasmen der IMI_Sep-Studie (Greifswald, n = 76).

Patientencharakteristika

Mikrobiologischer Befund

ID Alter Infektions- Diagnose3 90-Tage- Blutkultur Anderes Material Fokuskeim
fokus® Uberleben

94 65 1A septischer Schock nd S. epidermidis E. faecium

95 50 1A septischer Schock ja E. faecalis

96 81 ul septischer Schock ja

97 76 1A septischer Schock ja S. liquefaciens E. gallinarum

99 81 FI nd nein S. aureus

lm, mannlich; w, weiblich. ZFI, Fremdkdorper-assoziierte Infektion; IA, intraabdominelle Infektion; K/W, Knochen- und weichteilinfektion; P, Pneumonie; Ul, Infektion des

Urogenitaltraktes; ZNS, Infektion des zentralen Nervensystems. *die Definition schwere Sepsis und septischer Schock wurden nach der Konsensdefinition von 2001 getrof-

fen [12]. Abkirzungen: KNS: Koagulase-negative Staphylokokken; nd: unbekannt (not determined).
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2.9 Software und Datenbanken

2.9.1 Software

BioPlex’ Manager™ 5.0

ChemoStar Imager 0.5.40

Citavi 6.4
Compass 2.2.9
Compass for SW 4.0.0

Delta2D 4.8
Graphpad Prism 6.02
Microsoft Office 2010
RStudio 3.6.1

Tecan’ i-control™ 1.10.4.0

XMAPrApp

2.9.2 Datenbanken

Uniprot
NCBI

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen
(Deutschland)

INTAS Science Imaging Instruments GmbH,
Gottingen (Deutschland)

Swiss Academic Software, Wadenswil (Schweiz)
ProteinSimple, San José (USA)

ProteinSimple, Bio-Techne GmbH, Wiesbaden
(Deutschland)

Decodon GmbH, Greifswald (Deutschland)
GraphPad Software, San Diego (USA)
Microsoft, Redmond (USA)

RStudio Inc., Boston (USA)

Tecan Group AG, Mannerdorf (Schweiz)

zur Verfligung gestellt von Dr. S. Michalik
(Interfakultéres Institut fiir Genetik und funktio-
nelle Genomforschung, Greifswald) [84];

Link: https://github.com/stemicha/xMAPr_app

http://www.uniprot.org/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/
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3 Methoden

3.1 Mikrobiologische und proteinbiochemische Methoden

3.1.1 Bakterienkultivierung

3.1.1.1 Kultivierung auf Blutagarplatten

Mit einer Impfdse wurde aus einem Glycerolstock etwas Material entnommen und im
Drei-Phasen-Ausstrich auf einer Blutagarplatte vereinzelt. Fiir aerobe Bakterien wur-
den die Blutagarplatten anschlieRend tber Nacht ({i. N.) bei 37°C im Brutschrank inku-
biert (16-24 h). Die Blutagarplatten mit Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae)

wurden als einzige Ausnahme . N. bei 37°Cund 5 % CO, inkubiert.

3.1.1.2 Anlegen von Glycerolstocks

Eine Kolonie wurde von einer Blutagarplatte aufgenommen und damit 3 mL TSB-
Medium (tryptic soy broth) in einem 15 mL Reaktionsgefal} inokuliert. Die TSB-Kultur
wurde 4-6 h bei 37°C im Luftschittler inkubiert (200 U/min, zirkuldr). AnschlieBend
wurden 200 pL 70 %iges Glycerol in einem Kryorohrchen vorgelegt und mit 800 uL der

TSB-Kultur vermischt. Die Glycerolstocks wurden bei -80°C gelagert.

Zum Anlegen von Glycerolstocks von S. pneumoniae wurde eine Vorkultur in THY-
Medium (Todd Hewitt Broth mit Hefeextrakt) wie unter 3.1.1.4 beschrieben angelegt

und bis zu einer OD von 0,5-0,6 inkubiert.

3.1.1.3 Aerobe Kultivierung von Bakterien in TSB-Medium

Alle Bakterienspezies (mit Ausnahme von S. pneumoniae) wurden unter aeroben Be-
dingungen kultiviert. Nach Anzucht der Bakterien auf Blutagarplatten (siehe 3.1.1.1)
wurde eine Kolonie in ein 15 mL ReaktionsgefaR mit 3 mL TSB Uberfihrt. Diese Vorkul-
tur wurde 16-18 h bei 37°C im Luftschittler inkubiert (200 U/min, zirkular). Am nachs-
ten Tag erfolgte die Bestimmung der optischen Dichte (OD) am UV-Photometer bei
595 nm. Ein entsprechendes Volumen der Vorkultur wurde genutzt, um die Hauptkul-

tur (100-600 mL) auf eine OD von 0,05 zu inokulieren. Die Hauptkultur wurde im Was-
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serbad bei 37°C fiir 8 h bis zum Erreichen der stationdaren Wachstumsphase inkubiert
(90 shakes/min, linear). Zur Erstellung einer Wachstumskurve wurde alle 30-60 min die

OD gemessen.

Flr Staphylococcus aureus (S. aureus) wurde bereits mehrfach beschrieben, dass die
Produktion und Sekretion von Virulenzfaktoren unter Eisenlimitation erhoht ist [85]. Zu
diesem Zweck wurden alle Hauptkulturen der Staphylokokken-Spezies unter Zugabe

von 2,2‘-Bipyridin (Endkonzentration 600 uM) in TSB-Medium kultiviert.

3.1.1.4 Kultivierung von Streptococcus pneumoniae in THY-Medium

Ein 15 mL ReaktionsgefaR wurde mit 14 mL THY-Medium befiillt und mit Bakterienma-
terial von einer Blutagarplatte angeimpft. Diese Vorkultur wurde bei 37°C und 5 % CO,
ohne Schiitteln bis zu einer OD von 0,5-0,6 inkubiert. AnschlieBend wurde eine 500 mL
Hauptkultur mit einem entsprechenden Volumen Vorkultur auf eine OD von 0,05-0,08
inokuliert und bei 37°C und 5 % CO, fiir 3-4 h bis zu einer OD von 1 kultiviert. Die OD

wurde stiindlich gemessen.

3.1.2 Fallung und Aufreinigung extrazellularer Proteine

Die Fallung der extrazellularen Proteine erfolgte in der stationdaren Wachstumsphase.
Dazu wurden die aerob wachsenden Bakterien wie unter 3.1.1.3 beschrieben fiir insge-
samt 8 h kultiviert. Fir S. pneumoniae wurden die extrazellularen Proteine bei einer
OD von 1 gefallt, da in einer spateren Wachstumsphase vermehrt Autolyse der Bakte-
rien einsetzt und so ein hoher Anteil an zytosolischen Proteinen in den Kulturiber-

stand gelangen wiirde [86].

Zum Zeitpunkt der Ernte wurden die Kulturen in Zentrifugenbecher tberfiihrt und die
Bakterien durch Zentrifugation bei 10.000 xg und 4 °C fiir 10 min pelletiert. Die Pro-
tein-haltigen Uberstinde wurden mittels Wasserstrahlpumpe steril filtriert (0,2 um), in
eine Schottflasche Uberfiihrt und durch Lagerung auf Eis gekihlt. Unter Schwenken
wurde langsam 100 % Trichloressigsaure (TCA, trichloroacetic acid) bis zu einer End-
konzentration von 10 % TCA (v/v) im Kulturiberstand hinzugegeben. Durch Inkubation

flir 48 h bei 4°C erfolgte die Ausfallung der Proteine. Im Anschluss wurden die Kultur-
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Uberstande mit den prazipitierten Proteinen erneut in Zentrifugenbecher gegeben und
die Proteine durch Zentrifugation bei 10.000 xg und 4°C fir 60 min pelletiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Proteinpellet zum vollstindigen Resuspendieren
zunachst mit 1-3 mL 70 %igem, unvergalltem Ethanol in 1,5 mL ReaktionsgefaRe Uber-
fuhrt und dann fiir 30 s im Ultraschallbad inkubiert. Nach Zentrifugation bei 16.060 xg
und 4°C fur 7 min erfolgten sechs Waschschritte mit 70 %igem, unvergalltem Ethanol
sowie ein weiterer mit 96 %igem, unvergilltem Ethanol. Dazu wurde der Uberstand
verworfen und das Proteinpellet jeweils in 1 mL Ethanol resuspendiert und erneut
7 min bei 16.060 xg zentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet fiir 15 min in der SpeedVac (V-AL; Bremse: ON; Temperatur:

30°C) getrocknet.

3.1.2.1 Rehydratisierung der Proteine fir den Simple Western Assay

Fir den Simple Western Assay wurden zu dem Proteinpellet 50 puL Harnstoff-haltiger
Rehydratisierungspuffer (RHB) gegeben. AnschlieBend wurden die Proben 30-60 s ins
Ultraschallbad gestellt und weitere 30 min bei 1.100 rpm und 4°C im Thermoschittler
inkubiert bis das Pellet vollstandig resuspendiert war. Die Proteinlésung wurde 30 min
bei 4°C und 16.060 xg zentrifugieren, um alle nicht |6slichen Bestandteile zu pelletie-
ren. Der klare Uberstand mit den gelésten Proteinen wurde in ein neues 0,5 mL Reak-

tionsgefalk lGberfihrt und bei -80°C gelagert.

3.1.2.2 Rehydratisierung der Proteine fiir den Infection Array

Fiir den Infection Array wurden die Proteinpellets mit 50 pL einer 5 %igen SDS-Losung
versetzt und wie unter 3.1.2.1 beschrieben resuspendiert. Zusatzlich wurden Protease-
inhibitoren (Endkonzentration: 1x) hinzugeben, um nach der Kopplung an die magne-
tischen Beads die Stabilitat der Proteine bei 4°C zu gewahrleisten. Bis zur Kopplung

wurden die Proteine bei -80°C gelagert.
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3.1.3 Proteinkonzentrationsbestimmung

3.1.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Proteinkonzentration der Proben, die in RHB geldst wurden, wurde mit dem Proto-
koll nach Bradford bestimmt [87]. Die Bradford-Methode ist ein photometrischer Test
zur Quantifizierung von Proteinen. Das Testprinzip basiert auf der Verschiebung des
Absorptionsmaximums des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G250, welcher mit
diversen Aminosaureseitenketten Komplexe bildet, von 470 nm auf 595 nm und ist
durch einen Farbumschlag von rot nach blau gekennzeichnet. Um die Protein-
konzentration in unbekannten Proben bestimmen zu kénnen, wurde zunédchst eine
Eichkurve mit dem Proteinstandard BSA (Rinderserumalbumin, bovine serum albumin;

Stock-Konzentration: 0,1 mg/mL) nach dem Schema in Tabelle 9 erstellt.

Tabelle 9: Pipettierschema fiir die BSA-Eichkurve.

BSA [ug] 0 1 2 4 6 8 10 12
BSA-Lsung [uL] 0 10 20 40 60 80 100 120
A. bidest. [L] 800 790 780 760 740 720 700 680

Zu jedem Ansatz wurden anschlieBend 200 uL Bradford-Reagenz hinzugegeben und die
Proben bei RT fiir 7 min im Dunkeln inkubiert. Die Extinktion wurde bei 595 nm pho-
tometrisch bestimmt. Durch Auftragen der Extinktion gegen die Proteinkonzentration
ergab sich eine Standardkurve. Betrug das Bestimmtheitsmal} der linearen Regression
(R?) > 0,98 konnte mit der Messung der Proben begonnen werden. Diese wurden ent-
sprechend dem Standard mit A. bidest. auf ein Volumen von 800 uL aufgefillt (z. B.
10 pL einer 1:10 Verdinnung). Mit dem Leerwert, RHB, wurde ebenso verfahren. Alle
Ansatze wurden mit 200 uL Bradford-Reagenz versetzt, gut durchmischt und nach
7 min die Extinktion bei 595 nm am Photometer bestimmt. Jede Probe wurde in Dop-
pelbestimmung gemessen. Lagen die Messwerte im linearen Bereich der Standardkur-

ve, konnte daraus die Proteinkonzentration in pg/uL berechnet werden.
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3.1.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA-Kit

Um die Konzentration der in 5 %iger SDS-L6sung gelOsten Proteine zu bestimmen,
wurde das Pierce™ BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher) nach Herstellerangaben ver-
wendet. Der BCA-Protein Assay ist ein photometrischer Assay, bei dem die Quantifizie-
rung der Proteine auf zwei zugrundeliegenden Reaktionsschritten basiert. Zuerst
kommt es zur Bildung von Kupfer-Protein-Komplexen unter alkalischen Bedingungen,
gefolgt von einer Komplexierung von Bicinchoninsdure (BCA, bicinchoninic acid) mit
den reduzierten Kupferionen. Das purpurne Reaktionsprodukt zeigt bei 562 nm eine
starke Extinktion, die mit zunehmenden Proteinkonzentrationen Uber einen breiten

Arbeitsbereich (20-2.000 pg/mL) nahezu linear ist [88].

Unter Bezugnahme auf einen Proteinstandard, z. B. BSA, werden die Proteinkonzen-
trationen der Proben bestimmt. Eine Verdliinnungsreihe des BSA in Konzentrationen
von 0-2 mg/mL diente der spateren Erstellung einer Standardkurve (Tabelle 10). Die
Proteinlésungen wurden so in A. bidest. verdiinnt, dass die erwartete Konzentration im
Bereich der Standardkurve lag. Der Standard sowie die verdiinnten Proben
(25 pL/Kavitat) wurden in Doppelbestimmung in eine Mikrotiterplatte pipettiert und
mit 200 uL BCA-Gebrauchslosung versetzt. Nach Inkubation der Platte bei 37°C fir

30 min erfolgte die Messung der Extinktion am Tecan® bei 562 nm.

Tabelle 10: Pipettierschema fiir die BSA-Standardreihe.

Standard uL A. bidest. uL BSA Gesamtvolumen [pL] Endkonz. BSA [pg/mL]

S1 0 75 — stock 75 2.000

S2 30 90 — stock 120 1.500

S3 75 75 — stock 150 1.000

S4 40 40-S2 80 750

S5 75 75-S3 150 500

S6 75 75-S5 150 250

S7 75 75 -S6 150 125

S8 80 20-S7 100 25

S9 75 0 75 0 = Blank

Zur Auswertung wurden die Messwerte des Standards erst leerwertbereinigt, dann

gemittelt und gegen die bekannte Proteinkonzentration aufgetragen. Die Messwerte
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der Proben wurden ebenfalls leerwertbereinigt und gemittelt und die Proteinkonzen-

trationen anhand der Standardkurve abgeleitet.

3.1.4 SDS-PAGE

Zur Uberpriifung der Proteinbanden erfolgte die Auftrennung der gewonnen Proteine
mit Hilfe der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). In
einem 12 %igen Trenngel wurden die Proteine unter reduzierenden Bedingungen ent-
sprechend nach ihrem molekularen Gewicht elektrophoretisch aufgetrennt. Dazu wur-
den die extrazelluldren Proteine mit 5x SDS-Probenpuffer mit B-Mercaptoethanol ver-
setzt und 5 min bei 95°C denaturiert. AnschliefRend wurden je 10 pL Probe mit 10 pg
Protein sowie 5 pL eines vorgefarbten Proteinmarkers (Proteinmarker VI (10-245)
prestained, AppliChem) in die Lauftauschen des Sammelgels pipettiert und die Protei-
ne fir 45-60 min bei 180 V aufgetrennt. Die SDS-Gele wurden im Anschluss mit

Coomassie Brilliant Blue G250 gefarbt.

3.1.4.1 Coomassie-Farbung

Die SDS-Gele wurden mit einer Coomassie Brilliant Blue G250 Farbelosung gefarbt.
Daflir wurden die Gele in eine Farbewanne lberfihrt, kurz mit A. dest. gewaschen und
anschlieend . N. bei RT unter leichtem Schitteln in der Farbelésung inkubiert. Der
Farbstoff bindet dabei an basische und aromatische Aminosduren und farbt so die Pro-
teine blau. Im Anschluss wurden die Gele mit A. dest. so lange gewaschen, bis der Hin-

tergrund die blaue Farbung verlor. Die Gele wurden eingescannt.

3.2 Immunassays

3.2.1 Simple Western Assays

Der Simple Western Assay (ProteinSimple™) ist ein halbautomatisierter eindimen-
sionaler Immunoblot, der zur semi-quantitativen Bestimmung von Antikérpern gegen
bakterielle extrazelluldare Proteine im Serum bzw. Plasma von gesunden Probanden

und Sepsispatienten eingesetzt wurde (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Prinzip des Simple Western Assays. Typische Sepsiserreger wurden kultiviert und extrazel-
luldre Proteine aus der stationdren Wachstumsphase mittels TCA (Trichloressigsdure) gefallt. Die extra-
zellularen Proteine wurden in den Kapillaren elektrophoretisch nach ihrem MW aufgetrennt und durch
UV-Licht immobilisiert. Nach Entfernung der Trenn- und Sammelmatrix wurden freie Bindungsstellen
geblockt, und die Proteine mit verdiinntem Serum bzw. Plasma inkubiert. Es folgte ein Waschschritt mit
anschlieBender Inkubation mit einem POD-konjugiertem Detektionsantikdrper, um gebundenes IgG zu
bestimmen. Nach einem weiteren Waschschritt erfolgte die Signaldetektion mittels Luminol/Peroxid-
Substrat. Die entstandene Chemilumineszenz wurde mit einer CCD-Kamera erfasst und von der Software
Compass for SW zur quantitativen Auswertung in Elektropherogramme umgewandelt. Die Abbildung
wurde modifiziert nach Vorlage von ProteinSimpIeTM.

Der Assay kombiniert das Prinzip der SDS-PAGE und des Western Blots, wobei die ein-
zelnen Schritte automatisiert in einer Kapillare ablaufen. Die extrazelluldaren Proteine
wurden durch das reduzierende Reagenz Dithiothreitol (DTT) sowie durch Aufkochen
linearisiert und zusammen mit den weiteren bendtigten, im Kit enthaltenen, Re-
agenzien in eine Mikrotiterplatte mit 384 Kavitaten pipettiert. Zur Gr6Renbestimmung
der Proteine wurde ein Standard biotinylierter Proteine (biotinylated ladder) mitge-
fihrt. Nach Platzierung der befiillten Mikrotiterplatte, sowie der Kapillaren und be-

notigten Puffer in dem Instrument, wurde der automatische Lauf gestartet. Die Prote-
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ine wurden in die Kapillaren gesaugt und beim Durchlaufen der darin vorhandenen
Sammel- und Trennmatrix entsprechend ihrer molekularen Masse (MW, molecular
weight) aufgetrennt. Durch Bestrahlung mit UV-Licht erfolgte eine photoaktivierte Im-
mobilisierung der Proteine an der Kapillarwand. AnschlieBend wurden die Sammel-
und Trennmatrix aus der Kapillare entfernt und freie Bindungsstellen an der Kapillar-
wand durch Inkubation mit Blockpuffer maskiert. Es folgte die Inkubation mit dem ver-
diinnten Serum bzw. Plasma als Primarantikdrper und anschliefend mit einem Peroxi-
dase-(POD)-konjugierten Detektionsantikorper sowie dem Substrat (Luminol/Peroxid).
Die Chemilumineszenzsignale wurden mit Hilfe der Software Compass for SW (Pro-
teinSimple™) in Elektropherogramme umgewandelt und konnten digital ausgewertet

werden.

3.2.1.1 Simon™ Simple Western Assay

Mit dem Simon™ Simple Western Assay konnen 11 Proben parallel analysiert werden.
Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben mit dem Simon™ Simple Western
Master Kit Rabbit (ProteinSimple™). Von den extrazelluldren Proteinen wurden 5 ug
(Endkonzentration: 1 mg/mL) hitzedenaturiert und nach MW aufgetrennt. Die Plasma-
proben wurden in Blockpuffer (ProteinSimple™) verdiinnt (1:50-1:500). Gebundene
Plasma-Antikérper wurden mittels Chemilumineszenz unter Verwendung eines Peroxi-
dase (POD)-konjugierten Detektionsantikorpers (Ziege-anti-human IgG, Jackson Immu-
noResearch) nachgewiesen (Endkonzentration: 1,6-0,16 pug/mL). Die detaillierten Ein-
stellungen fiir die Probenauftrennung sowie die nachfolgenden Inkubationsschritte

sind in

Tabelle 11 aufgefiihrt. Die Signalintensitaten wurden mit der Compass Software Versi-
on 2.2.9 (ProteinSimple™) berechnet. Die Flichen unter der Kurve (AUC, area under
the curve) manuell ausgewahlter Peaks (baseline: O; area calculation: Gaussian fit)

wurden summiert, um das Gesamtsignal der Antikdrperantwort zu erhalten.
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Tabelle 11: Protokoll des Simon™ Simple Western Assays.

Reaktionsschritt Einstellung
Trennmatrix (Ladezeit) 100s
Sammelmatrix (Ladezeit) 8s
Probe (Ladezeit) 6s
Auftrennung 40 min, 250 V
Entfernung der Matrix 140 s
Anzahl der Waschschritte 3
Waschpuffer (Inkubationszeit) 150s
Blocken 15 min
Priméarantikérper
Inkubationszeit 120 min
Waschschritte 2
Waschpuffer (Inkubationszeit) 150s
Detektionsantikorper
Inkubationszeit 60 min
Waschschritte 2
Waschpuffer (Inkubationszeit) 150s

3.2.1.2 Peggy Sue™ Simple Western Assay

Mit dem Peggy Sue'“-Instrument (ProteinSimple™) ist die Analyse von bis zu 88 Pro-
ben parallel méglich. Zur Durchfiihrung des Peggy Sue™ Simple Western Assays wurde
das Kit 12-230 kDa Peggy Sue™ or Sally Sue™ Separation Module SM-5001 and DM-003
(ProteinSimple™) nach Herstellerangaben verwendet. Es wurden 5 pg (Endkonzentra-
tion: 1 mg/mL) der extrazelluldren Proteine sowie 1 pg (Endkonzentration: 0,2 mg/mL)
Tetanus-Toxoid (TT) eingesetzt. Als Primarantikorper dienten Seren von gesunden Pro-
banden und Plasmaproben von Sepsispatienten. Die verwendeten Verdiinnungen sind
in Tabelle 19 aufgefihrt. Zur Signaldetektion wurde der POD-konjugierte Detektions-
antikorper (Ziege-anti-human 1gG (H+L), Jackson ImmunoResearch) in einer Endkon-
zentration von 0,8 ug/mL eingesetzt und die Chemilumineszenz mittels Lumi-
nol/Peroxid-Substrat erfasst. Fiir die Durchfiihrung des Assays wurden die empfohle-

nen Einstellungen genutzt (Tabelle 12).

Die Software Compass for SW Version 4.0.0 (ProteinSimple) wurde zur Auswertung des
Peggy Sue™ Simple Western Assays verwendet. Erneut erfolgte die Darstellung der

Antikorper-Signale als Peaks in einem Elektropherogramm. Zur Ermittlung der AUCs
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wurden die vorhandenen Peaks manuell markiert, sodass die Flache darunter best-
moglich erfasst werden konnte (Peak fit width: 5; Baseline: O; Area calculation: Gaussi-
an fit). AnschlieBend wurde die Summe der AUCs aller Peaks eines Graphen berechnet,

um das Gesamtsignal der Antikdrperantwort zu erhalten.

Tabelle 12: Einstellungen des Peggy Sue™Simple Western Assays.

Reaktionsschritt Einstellung
Trennmatrix (Ladezeit) 150s
Sammelmatrix (Ladezeit) 15s
Probe (Ladezeit) 9s
Auftrennung 40 min, 250 V
Entfernung der Matrix 230s
Anzahl der Waschschritte 3
Waschpuffer (Inkubationszeit) 150s
Blocken 23 min
Primdrantikorper
Inkubationszeit 30 min
Waschschritte 2
Waschpuffer (Inkubationszeit) 150s
Sekundéarantikérper
Inkubationszeit 30 min
Waschschritte 2
Waschpuffer (Inkubationszeit) 150s

3.2.2 Infection Array

Der Infection Array ist ein Bead-basierter Suspensions-Array und beruht auf der
xMAP®-TechnoIogie (Luminex®). Dabei werden Antigene kovalent an magnetische Par-
tikel (MagPIex® Beads) gekoppelt und dhnlich einem ELISA mit verdiinnten Seren inku-
biert. Die gebundenen Antikorper kénnen anschlielRend mit einem PE-konjugiertem
Detektionsantikorper detektiert und liber das Fluoreszenzsignal quantifiziert werden

(Abbildung 3).

In dieser Arbeit wurde der Infection Array in einem 20-plex Ansatz verwendet, der die
extrazelluldren Proteine von 16 verschiedenen Bakterienspezies (Tabelle 4) sowie die

Kontroll-Antigene BSA und TT enthielt.
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Abbildung 3: Prinzip des Infection Arrays. Zur Bestimmung der Antikérperantwort gegen typische Sep-
siserreger wurde ein Bead-basierter Suspensions Array (xMAP-Technologie, Luminex®) verwendet. (A)
Extrazellulare Proteine typischer Sepsiserreger wurden in der stationdaren Wachstumsphase gewonnen
und an MagPlex®-Beads mit unterschiedlicher Autofluoreszenz gekoppelt. Die Protein-gekoppelten
Beads wurden in BSA-haltigem Lagerungspuffer inkubiert und anschliefend zu einem Mastermix verei-
nigt. Zur Verifizierung der erfolgreichen Kopplung wurde ein anti-BSA-Antikorper genutzt, um die durch
BSA besetzten freien Bindungsstellen auf der Bead-Oberfldche zu ermitteln. Die Bestimmung der Kopp-
lungseffizienz erfolgte mittels PE-konjugiertem Detektionsantikérper. (B) Fir den Antigen/Antikorper-
Bindungs-Assay wurde der Bead-Mastermix mit einer seriellen Serum- oder Plasma-Verdinnung inku-
biert. Gebundenes IgG wurde durch einen PE-konjugierten Detektionsantikérper bestimmt. (C) Die Sig-
naldetektion am BioPlex® 200 erfolgte in zwei Schritten. Zunachst wurde die Autofluoreszenz der Mag-
Plex®-Beads bestimmt, die charakteristisch fiir die einzelnen Bakterienspezies waren. Im zweiten Schritt
wurde die Fluoreszenzintensitdt der gebundenen Detektionsantikérper erfasst.

3.2.2.1 Kopplung der Beads mit extrazelluldren Proteinen

Die kovalente Kopplung der extrazellularen Proteine sowie der Kontroll-Antigene BSA
und TT an die magnetischen Beads (MagP/ex® beads, Luminex) erfolgte bei RT. Um die
Bead-Stocklosung zu homogenisieren und aggregierte Bead-Komplexe aufzuldsen,
wurden die Stocklosungen fiir 30 s gevortext, 3 min ins Ultraschallbad gestellt und er-
neut 30 s gevortext. Von jeder Bead-Region wurden 600 pL Bead-LOosung in je ein

1,5 mL Reaktionsgefal (protein low bind tubes) Gberfihrt und fiir 3 min in einen Mag-
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netstander fur Eppis (DynaMag™-2 Magnet, Thermo Fisher Scientific) gestellt, um die
Adhasion der Beads an der Wand der ReaktionsgefalRe zu ermdglichen. Durch schnelles
Invertieren der ReaktionsgefiaBe samt Magnetstander, wurde die Bead-Lagerungs-
I6sung entfernt. AnschlieRend wurden die Beads von dem Magneten genommen und
dreimal mit jeweils 400 pL Aktivierungspuffer pro Reaktionsgefda gewaschen, um den
bendtigten pH-Wert fir die Aktivierungsreaktion einzustellen. Dabei wurden die Beads
in dem Aktivierungspuffer resuspendiert, fir 3 min erneut in dem Magnetstander in-
kubiert und anschlieend mit dem Stdnder invertiert, um die Flissigkeit zu dekantie-

ren.

Zur Aktivierung der Beads wurden zu jeder Bead-Region 50 pL EDC (1-Ethyl-3-[3-
dimethylaminopropyl] carbodiimide hydrochloride)-Losung und 50 pL Sulfo-NHS (N-
hydroxysulfosuccinimide)-Lésung gegeben und die Reaktionsgefdale im Dunkeln fir
20 min bei RT und 900 rpm geschittelt. Durch die Reaktion von EDC und Sulfo-NHS
werden die Carboxyl-Gruppen der Beads aktiviert und es bildet sich ein sulfo-NHS-
Ester Intermediat. Dieses semi-stabile Intermediat wird im nachfolgenden Kopplungs-
schritt mit primaren Aminen der extrazelluldaren Proteine ersetzt, welche dann eine

kovalente Amidbindung mit den Beads bilden [89].

Im Anschluss an die Aktivierung wurden die Beads wie zuvor beschrieben dreimal mit
je 500 uL Kopplungspuffer gewaschen. Die Proteine fiir die Kopplung (extrazellulare
Proteine, TT und BSA) wurden in Kopplungspuffer verdiinnt. Die gewaschenen Beads
wurden mit 1 mL Proteinlésung (Endkonzentration: 0,3 mg/mL fiir extrazelluldre Pro-
teine; 0,15 mg/mL fur TT; 0,3 mg/mL und 0,6 mg/mL fir BSA) fur 2 h bei 900 rpm und
RT im Dunkeln inkubiert. Es folgten sechs Waschschritte mit je 1 mL Waschpuffer, um
das SDS vollstindig aus den Proben zu entfernen, bevor die Beads anschlieRend in
6 mL Block-Lagerungspuffer mit ProClin300 resuspendiert und in 15 mL Reaktionsgefa-
Re (protein low bind 15 ml tubes, Eppendorf) Uberfihrt wurden. Die Protein-

gekoppelten Beads inkubierten (. N. bei 4°C.
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3.2.2.2 Kopplungskontrolle mit BSA

Um die erfolgreiche Kopplung der Proteine an die Beads uberprifen zu kénnen, wurde
eine indirekte Kopplungskontrolle durchgefiihrt. Neben den extrazellularen Proteinen
und TT wurde eine Bead-Region mit BSA gekoppelt. BSA ist ebenfalls im Block-
Lagerungspuffer enthalten und blockiert freie Bindungsstellen auf der Beadoberflache.
Mit Hilfe eines anti-BSA Antikdrpers kann so nachgewiesen werden, wie viel der Bead-
Flache mit extrazelluldren Proteinen oder TT gekoppelt ist. Die BSA-Beads dienen als

Referenzwert fiir eine 100 %ige Kopplungseffizienz.

Die gekoppelten Beads wurden zunachst 30 s gevortext, flir 3 min im Ultraschallbad
inkubiert und erneut 30 s gevortext, um die Losung gut zu resuspendieren. Fiir die
Kopplungskontrolle wurden 9 uL jeder Bead-Region benétigt und zu einem Mastermix
zusammengefiihrt. Dieser wurde anschlieBend mit Bead-Puffer ohne BSA auf ein End-

volumen von 450 L aufgefullt.

Von dem Bead-Mastermix wurden je 50 pL in acht Kavitdten einer Assay-Platte (half-
well 96-well plate, Greiner Bio-One GmbH) gegeben und fir 3 min auf einem Magnet-
block (Magnetic 96-Well Separator, Thermo Fisher Scientific) platziert. AnschlieRend
wurde die Flissigkeit dekantiert und die Beads wie zuvor beschrieben einmal mit Be-
ad-Puffer ohne BSA gewaschen, um ungebundenes BSA zu entfernen. In vier Kavitaten
der Mikrotiterplatte wurden je 50 uL des anti-BSA Antikorpers (Endkonzentration =
10 pg/mL) gegeben, die anderen vier Kavitaten wurden fiir den Leerwert mit je 50 pL
Bead-Puffer ohne BSA befillt. Die Mikrotiterplatte wurde mit Aluminiumfolie versie-
gelt und auf dem Schiittler fiir 45 min bei 900 rpm und RT inkubiert. Die Mikrotiter-
platte wurde erneut auf den Magnetblock gestellt und es folgten drei Waschschritte
mit je 100 pL Waschpuffer ohne BSA pro Kavitdt. Im Anschluss wurden in jede Kavitat
50 uL PE-konjugierter Detektionsantikorper (Endkonzentration: 5 pg/mL) gegeben und
die Platte erneut mit Aluminiumfolie versiegelt fir 30 min bei 900 rpm und RT inku-
biert. Nach weiteren drei Waschschritten mit je 100 mL Waschpuffer, wurden 100 puL
Sheath fluid in jede Kavitat gegeben, die Platte fir mindestens 1 min bei 900 rpm ge-

schittelt und anschliefend die Antikdrpersignale am Bioplex® 200 (BioRad) ermittelt
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(Messeinstellungen: Bead-Typ: I\/IagPlex® Beads; Beads: 100 pro Bead-Region; Proben-
Timeout: 75 s; Probenvolumen: 80 pL; Gate-Einstellungen: 8.000-20.000).

3.2.2.3 Antigen/Antikdrper-Bindungs-Assay

Fiir den Bindungs-Assay wurden die gekoppelten Beads zunachst wie zuvor beschrie-
ben grindlich resuspendiert. Pro Kavitat wurde 1 plL jeder Bead-Region eingesetzt und
in einem Mastermix zusammengefiihrt. Der Mastermix wurde anschlieend mit Bead-
Puffer mit BSA aufgefillt, sodass ein Gesamtvolumen von 50 uL Bead-Mastermix pro
Kavitat erhalten wurde. Der Mastermix wurde aliquotiert und bis zum Gebrauch bei

4°C gelagert.

Die Verdiinnungsreihen der Seren und Plasmaproben erfolgten in Mikrotiterplatten
beginnend mit einer 1:20 Verdlinnung in Bead-Puffer mit BSA und einer anschlieBen-
den 1:5-fachen seriellen Verdiinnung. In jede Kavitat einer Assay-Patte wurden 50 plL
des angesetzten Bead-Mastermixes, welcher vorher griindlich resuspendiert wurde,
gegeben, die Mikrotiterplatte flir 3 min auf dem Magnetblock platziert und anschlie-
Rend die Flussigkeit entfernt. Nach Transfer von je 50 ulL der verdiinnten Serum- und
Plasma-Proben in die Assay-Platte wurde diese mit Aluminiumfolie versiegelt und G. N.
im Dunkeln bei 4°C und 900 rpm inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Beads dreimal
mit jeweils 100 uL Waschpuffer pro Kavitat gewaschen. Von dem Detektionsantikérper
(Endkonzentration: 5 ug/mL) wurden 50 ulL in jede Kavitat gegeben und die Mikrotiter-
platte fiir 1 h bei RT und 900 rpm inkubiert. Danach wurden die Beads erneut dreimal
mit je 100 uL Waschpuffer gewaschen. Zuletzt wurden die Beads in 100 pL Sheath-
FlUssigkeit resuspendiert und die Assay-Platte fir mindestens 1 min geschiittelt. Die
Messung erfolgte am BioPlex 200 (Messeinstellungen: Bead-Typ: MagPlex® Beads;
Beads: 100 pro Bead-Region; Proben-Timeout: 60 s; Probenvolumen: 80 pL; Gate-
Einstellungen: 8.000-20.000).
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3.2.2.4 Auswertung der Infection Array-Daten

Die Auswertung der Daten des Infection Arrays erfolgte durch S. Michalik (Interfakul-
tares Institut fir Genetik und funktionelle Genomforschung, Greifswald) mit der
xMAPr App [84]. Aus den Kurven der Signalintensitaten gegen den Verdiinnungsfaktor
wurde nach der folgenden Formel der Antikorperspiegel berechnet.

- . MFImax . MFImax
Antikorperspiegel = — X Verdinnungsfaktor (T

Zur Ermittlung der Antigen-spezifischen Antikdrperanstiege eines Patienten, wurde der
Quotient aus dem Antikorperspiegel der friihesten und der spatesten verfiigbaren

Plasmaproben gebildet.

Antikorperspiegel (nach Diagnose)

lativer Anstieg der Antiko egel =
retattver Ansticg der Antikorperspiege Antikorperspiegel (vor Diagnose)

3.3 Identifizierung immunogener Proteine

3.3.1 Zweidimensionale Gelelektrophorese (2D-GE)

Zur Auftrennung komplexer Proteingemische wird haufig die 2D-GE eingesetzt. Dieses
Verfahren kombiniert eine isoelektrische Fokussierung (isoelectric focussing; |EF) der
Proteine, d.h. sie werden aufgrund ihres isoelektrischen Punktes (pl) aufgetrennt, mit
einer anschlielRenden SDS-PAGE, wobei die Proteine nach ihrem Molekulargewicht

(MW) aufgetrennt werden.

Die extrazelluldaren Proteine typischer Sepsiserreger (Tabelle 5) wurden wie unter
3.1.1.3 und 3.1.1.4 beschrieben gewonnen, aufgetaut und bei 16.060 xg fir 5 min
zentrifugiert. Je 100 pug der Proteine wurden fiir die 2D-GE eingesetzt. S. epidermidis-
Proteine wurden zuvor zu einem Viertel mit dem Fluoreszenzfarbstoff G-Dyel00
(NH DyeAGNOSTICS) nach Herstellerangaben markiert. Die Proteine der restlichen Bak-

terienspezies wurden zunachst nach Herstellerangaben mit dem GE 2D Clean-up Kit
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gereinigt und anschlieBend ein Viertel mit dem Fluoreszenzfarbstoff T-Rex (NH

DyeAGNOSTICS) markiert.

Die IEF erfolgte mit 11-cm IPG-Streifen fiir die pH-Bereiche 4-7 und 6-11. Fiir die Auf-
trennung im pH-Bereich 4-7 wurden die Streifen 4. N. in 200 pyL Rehydratisierungs-
[6sung mit 100 pg Protein (75 pug unmarkiert + 25 pg markiert) rehydratisiert (Tabel-
le 13), fur die Auftrennung im pH-Bereich 6-11 in Rehydratisierungslésung ohne Pro-
tein (Tabelle 14). Die Rehydratisierungslésungen wurden zum Schluss mit einer kleinen
Menge Bromphenolblau versetzt, um die Vollstandigkeit der Rehydratisierung besser
Uberprifen zu kénnen. Die Streifen wurden in der IEF-Kammer entsprechend ihrer
Pole platziert. Die Gelenden der IPG-Streifen wurden mit eingeweichten IEF-
Elektrodenstreifen bedeckt und am anodischen Ende wurde zusatzlich ein in 15 mM
DTT-Losung getrankter Streifen platziert. Auf die wassergetrankten Streifen wurden
die Elektroden aufgesetzt und die IPG-Streifen mit Mineral6l tberschichtet, um ein
Austrocknen zu verhindern. Fir die IPG Streifen im pH-Bereich 6-11 wurden die Protei-
ne (75 pg unmarkiert + 25 pug markiert) mit Hilfe von Proben-cups nach der Rehydrati-
sierung im Bereich der Anode aufgetragen (Tabelle 15). Die Auftrennung der Proteine
entsprechend ihres pl erfolgte bei 20°C und maximal 2 mA sowie 5 W pro Streifen

(Tabelle 16 und Tabelle 17).

Nach der IEF wurden die Streifen fiir jeweils 15 min erst in Aquilibrierungslésung A und
dann in Aquilibrierungslésung B inkubiert, um in der zweiten Dimension die Wirkung
der Proteineigenladung zu maskieren. Anschliefend wurden die IPG-Streifen auf den
12,5 %-igen Trenngelen mit 0,5 %iger Agarose fixiert und es erfolgte die Auftrennung
nach MW . N. unter Verwendung von Borosilikatglasplatten (low fluorescent glass
plates, GE Healthcare) und dem Dodeca system (Bio-Rad) bei 2 W pro Gel. Zur Uber-
prifung der Proteinauftrennung wurden die Gele im Anschluss am Octoplus QPLEX
Imager (NH DyeAGNOSTICS) bei 427-536 nm (blauer Laser) fiir S. epidermidis-Proteine
und 650-665 nm (roter Laser) fir die restlichen Bakterien gescannt und die Fluores-

zenz-markierten Proteine visualisiert.
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Tabelle 13: Rehydratisierungslosung fiir die Immobiline dry strips in dem pH-Bereich 4-7, 11 cm.

Komponente Volumen / Endkonzentration
RHB ad 200 pL

Extrazelluldre Proteine 100 pg

DTT 28 mM

Pharmalyte pH 3-10 2%

Bromphenolblau eine Pipettenspitze

DTT: Dithiothreitol; RHB: Rehydratisierungslésung mit 8 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 2 % 3-[(3-
cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate (CHAPS)

Tabelle 14: Rehydratisierungslosung fiir die Immobiline dry strips in dem pH-Bereich 6-11, 11 cm.

Komponente Volumen / Endkonzentration
RHB ad 200 pL

Isopropanol 10%

Glycerol 50 % in RHB 5%

DTT 25% in RHB 162 mM

Pharmalyte pH 3-10 1%

Pharmalyte pH 8,5-10,5 1%

Bromphenolblau eine Pipettenspitze

DTT: Dithiothreitol; RHB: Rehydratisierungslosung mit 8 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 2 % 3-[(3-
cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate (CHAPS)

Tabelle 15: Probenzusammensetzung fiir die Immobiline dry strips in dem pH-Bereich 6-11, 11 cm.

Komponente Volumen / Endkonzentration
RHB ad 150 pL

Extrazelluldre Proteine 100 pg

Isopropanol 10%

Glycerol 50 % in RHB 5%

DTT 25 % in RHB 2,5%

Pharmalyte pH 3-10 1%

Pharmalyte pH 8,5-10,5 1%

Bromphenolblau eine Pipettenspitze

DTT: Dithiothreitol; RHB: Rehydratisierungslésung mit 8 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 2 % 3-[(3-
cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate (CHAPS)
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Tabelle 16: Multiphore EPS 3501XL, 2mA, 5W, Gradient, 20°C, pH 4-7, 11 cm.

Schritt Spannung (V) Voltstunden (Vh) Zeit (h:min)
1 300 1 0:01
2 3500 2900 1:30
3 3500 9200 3:30
Gesamt 12.100 5:01

Tabelle 17: Multiphore EPS 3501XL, 2mA, 5W, Gradient, 20°C, pH 6-11, 11 cm.

Schritt Spannung (V) Voltstunden (Vh) Zeit (h:min)
1 300 1 0:01
2 3500 2900 1:30
3 3500 6200 2:30
Gesamt 9.100 4:01

3.3.2 2D-Immunoblots (IB)

Die Untersuchung der Immunogenitdt der Proteine erfolgte mit Hilfe von Plasmapro-
ben von Sepsispatienten mit einer mikrobiologischen Diagnose fir den entsprechen-
den Erreger (Tabelle 26). Dabei wurden von jedem Patienten zwei Proben untersucht,
eine friihe Probe (vor Diagnose) und eine spatere Probe (nach Diagnose). Im Anschluss
an die 2D-GE wurden die extrazelluldaren Proteine mittels Semi-Dry Transfersystem
nach Herstellerangaben auf eine Transfermembran (Immobilon®-FL PVDF Membran,
Merck Millipore) transferiert. Diese wurde zundchst fiir 15 s mit 100 %igem Methanol
aktiviert, fiir 1 min mit A. dest. gespiilt und einige Minuten in Transferpuffer dquilib-
riert. Whatman-Papier, das auf GelgréRe zugeschnitten wurde, wurde ebenfalls 5 min
in Transferpuffer eingeweicht. Fiir den Protein-Transfer auf die Membran wurde der
Blot von der Anode ausgehend folgendermalien geschichtet: drei Lagen Whatman-
Papier, Membran, Gel, drei Lagen Whatman-Papier. Der Proteintransfer erfolgte fir
1 h 40 min bei 1,76 mA/cm?. Durch Scannen am Octoplus QPLEX Imager konnte der
erfolgreiche Transfer anhand der fluoreszenz-markierten Proteine lberprift werden.
Um freie Bindungsstellen auf den Membranen zu blockieren, wurden die Immunoblots
fur 1,5 h bei RT in Blockpuffer (fiir S. epidermidis 5 % BSA in TBS/T; fir die anderen
Bakterien 5 % Milchpulver in TBS/T) inkubiert. Es folgte die Inkubation der Membranen
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0. N. mit den Plasmaproben (1:2.000 Verdinnung) bei 4°C. AnschlieBend wurden die
Membranen dreimal mit TBS/T gewaschen und gebundenes humanes IgG durch ein-
stiindige Inkubation bei RT mit einem POD-konjugierten Detektionsantikorper (Ziege-
anti-human IgG (H+L); Endkonzentration: 4 ng/mL fir S. epidermidis und 5 ng/mL fir
die anderen Bakterien) detektiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die
Membranen fir 5 min mit dem Super Signal West Femto maximum-sensitivity substra-
te (Thermo Fisher Scientific) inkubiert und die Chemilumineszenzbilder am Octoplus

QPLEX Imager aufgenommen.

Zur Proteinidentifizierung wurde das gesamte Immunoblot-Verfahren (einschlieRlich
Blocken, Primarantikoérper, Waschen und Detektionsantikorper) auf denselben Memb-
ranen wiederholt, jedoch unter Anwendung einer kolorimetrischen Detektions-
methode. Hierfiir wurde ein mit alkalischer Phosphatase (AP) konjugierter Detektions-
antikorper (Ziege-anti-human 1gG (H+L); Endkonzentration: 30 ng/mL) verwendet. Die
Membranen wurden anschlieBend fir 10 min in AP-Puffer inkubiert, gefolgt von einer
15-minltigen Inkubation mit dem NBT/BCIP-Substrat zur Antikdrperdetektion. Die
Membranen wurden getrocknet und die Bilder mit einem LiDE-Scanner (CanoScan LiDE

110, Canon, Krefeld, Deutschland) aufgenommen.

3.3.3 2D-IB Spot-Detektion und -Quantifizierung

Die 2D-IB-Bilder wurden mit der Software Delta-2D, Version 4.8 (Decodon GmbH,
Greifswald, Deutschland) analysiert. Die Spot-Intensitdaten vor und nach der klinischen
Sepsisdiagnose wurden verglichen und Veranderungen der Antikorpersignale bewertet
(Zunahme: +; Abnahme: -). Dazu wurden die beiden 2D-IB-Bilder des frithen und des
spaten Zeitpunkts gewarpt und mit der Option union fuse zu einem zweifarbigen Fusi-
onsbild verschmolzen. Um infektionsbedingte Verdanderungen der Spot-Intensitaten
sichtbar zu machen, wurden die Blot-Bilder vor und nach der Diagnose zu einem Fusi-

onsbild zusammengeflgt.

3.3.4 Identifizierung immunogener Proteine mittels ESI-LC-MS/MS

Proteinspots wurden mit einer Biopsiestanze von 2 mm Durchmesser aus den PVDF-FL-

Membranen geschnitten und fiir die Massenspektrometrie (MS) in 1,5 mL Reaktionsge-
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faBe Uberfiihrt. Die Proteinspots wurden fir 30 min mit 50 %igem Methanol bei RT
inkubiert. Anschliefend wurde das Methanol entfernt, und die Proteine mit 30 % Ace-
tonitril (ACN) in 20 mM Ammoniumbicarbonat (ABC)-Puffer inkubiert. Zur Peptidex-
traktion wurden die Proteine i. N. bei 37°C mit Trypsin (Promega, Madison, WI, USA)
in einer Endkonzentration von 0,2 ng/mL verdaut. Der peptidhaltige Uberstand wurde
fur die MS in eine Glasmikroampulle Uberfiihrt. In einem zweiten Peptidextraktions-
schritt wurden die Spots erneut fiir 30 min bei RT in 80 %iger ACN-L6sung inkubiert.
Beide Uberstinde wurden vereint und in einem Vakuumkonzentrator (SpeedVac Va-
cuum Concentrator, Thermo Fisher Scientific) fir 90 min bei RT getrocknet. Die ge-
trockneten Peptide wurden in 0,1 % Essigsaure und 2 % ACN resuspendiert und bis zur

MS-Analyse bei -20°C gelagert.

Die MS-Analyse zur ldentifizierung der immunogenen Proteine wurde von Dr. Vishnu
M. Dhople am Interfakultdren Institut fir Genetik und Funktionelle Genomforschung
(Universitat Greifswald) durchgefihrt. In Kirze wurde die ESI-LC-MS/MS-Analyse mit
dem nanoACQUITY UPLC (Waters Corporation, USA) gekoppelt an eine LTQ-Orbitrap
Velos MS (Thermo Electron Corporation, Deutschland), die mit einer nano-ESI Quelle

und eingebautem PicoTip Emitter (New Objective, USA) ausgestattet ist, durchgefihrt.

Die Proteinidentifizierung wurde tiber den Mascot Daemon Version 2.6.2 (Matrix Sci-
ence, London, GroRbritanien) durchgefiihrt. Fiir die S. epidermidis-Proteine wurde eine
FASTA-Datenbank mit Proteinsequenzen der S. epidermidis-Stamme RP62A und
ATCC12228 (www.uniprot.org, Okt 2019, 4955 Proteineintrage) erstellt und die fol-
genden Suchparameter angewandt: (i) Carbamidomethylierung (C) und Oxidation (M)
wurden als fixe bzw. variable Modifikation betrachtet; (ii) Peptidmassentoleranz von
10 ppm und Fragmentmassentoleranz von 0,5 Da waren erforderlich; (iii) die Hochst-
zahl der versdumten Trypsinspaltungen wurde auf 2 festgelegt. Proteinidentifikationen
wurden als statistisch signifikant betrachtet, wenn mindestens 2 Peptide mit lokalen
Scores Uber einem Wert von 14 berichtet wurden, was einem p-Wert von 0,05 ent-

spricht.

Fir die restlichen Bakterienspezies erfolgte die Proteinidentifizierung entsprechend
mit Scaffold (Version Scaffold 4.7.2, Proteome Software Inc., Portland) und wurde
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durch C. Scharf (HNO-Forschungslabor, Universitatsmedizin Greifswald) durchgefiihrt.
Da keine Sequenzdaten der verwendeten Bakterien-Stamme vorlagen, wurde die Su-
che gegen alle Eintrdge zu der jeweiligen Bakterienspezies (www.ncbi.nlm.gov; Stand:

01-2017) durchgefiihrt.

3.3.5 Analyse der Genomsequenz von S. epidermidis

Die Analyse der Genomsequenz wurde von Dr. Katharina Hoff am Institut fir Mathe-
matik und Informatik (Universitat Greifswald) durchgefiihrt. In Kirze wurden die Ge-
nomsequenzen (einschliellich Plasmide) von 419 S. aqureus-Stammen und 17
S. epidermidis-Stammen vom FTP-Server des NCBI (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/
genomes; 18.10.2019) abgerufen. Damit ein Genom ausgewahlt werden konnte, muss-
te es entweder als "vollstandig" gekennzeichnet sein oder zu einem der folgenden
Stamme gehoren: ATCC12228 und RP62A im Falle von S. epidermidis, oder MRSA252,
NCTC8325, NRS384, Newman, COL und N315 im Falle von S. aureus. Die Genomse-
guenzen von S. aureus- und S. epidermidis-Stammen wurden zu einer Datei verkettet.
Die Sequenzen der Proteine wurden von Uniprot (https://www.uniprot.org/uniprot/;
18. Oktober 2019) abgerufen. Fir die Sequenzadhnlichkeitssuche zwischen S. epider-
midis- und S. aureus-Proteinen wurde die Software NCBI-BLAST 2.6.0+ verwendet. Mit
diesem genomischen Datensatz wurde eine BLAST-Datenbank aufgebaut, und eine
Suche nach interessanten Proteinen wurde gegen eine six frame translation der BLAST-
Datenbank (tblastn) durchgefiihrt. Nur BLAST-Treffer mit einem E-Wert von < 0,05
wurden weiter analysiert, wobei ein Sequenz-ldentitatsschwellenwert von 0,8 ange-

wandt wurde.

3.4 Statistik

Die statistische Auswertung der Simple Western Assay- und Infection Array-Daten er-
folgte mit GraphPad Prism 6. Flr den Vergleich der Antikérperanstiege von gesunden
Probanden und Sepsispatienten wurde ein ungepaarter t-Test verwendet. p-Werte
< 0,05 wurden als signifikant angesehen. Um den Zusammenhang zwischen den Anti-
korperanstiegen fiir die einzelnen Bakterienspezies im Infection Array zu untersuchen,

wurde eine Korrelationsmatrix erstellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Bestimmung der Erreger-spezifischen Antikoérperprofile bei

Sepsispatienten mittels Simple Western Assay

Um zu prifen, ob Sepsispatienten eine Antikdrperantwort gegen ihren invasiven Erre-
ger entwickeln, wurde in einer Pilotstudie mit 37 Sepsispatienten ein serologischer
Ansatz (Simple Western Assay) zur Erregerdiagnose erprobt und dessen Ergebnisse mit
den Befunden der mikrobiologischen Erregeranzucht und eines PCR-basierten diagnos-

tischen Tests (VYOO®) verglichen.

Die 13 in der VYOO-Studie am haufigsten mikrobiologisch nachgewiesenen Bakterien-
spezies sind in Tabelle 3 aufgelistet und wurden fiir den Simple Western Assay ver-
wendet. Zur Praparation extrazelluldarer Proteine der genannten Erreger wurden 3 La-
borstamme und 14 invasive Patientenisolate aus dieser Studie verwendet. Im Vergleich
der SDS-PAGE-Bilder zeigten sich zum Teil deutliche Unterschiede in der Komplexitat
der Proteinproben, wobei vor allem Staphylococcus aureus (S. aureus)-Stamme ein

komplexes Proteinmuster zeigten (Abbildung Al).

Der Simple Western Assay wurde in der Arbeitsgruppe bereits erfolgreich fiir die Quan-
tifizierung von S. aureus-spezifischem Plasma-IgG verwendet [82]. In dieser Arbeit soll-
te die Methode fiir die Antikérperbestimmung gegen neun typische Sepsiserreger be-

nutzt werden.

4.1.1 Optimierung des Simple Western Assays fir verschiedene Sepsis-

erreger

Der Peggy Sue'™ Simple Western Assay ist ein Kapillar-basierter halbautomatisierter
Immunassay, der auf dem Prinzip eines herkdmmlichen Western Blots basiert. Die ext-
razelluldaren bakteriellen Proteine dienen als Antigen und werden zundchst nach ihrem
Molekulargewicht elektrophoretisch aufgetrennt, immobilisiert und anschlieRend mit
einem Primarantikérper (Plasma/Serum) inkubiert. Die gebundenen Antikorper wer-
den durch einen POD-konjugierten Detektionsantikdrper und Chemilumineszenz be-
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stimmt. Diese Schritte finden automatisch im Instrument in kleinen Glaskapillaren statt
und die Signalintensitaten konnen anschlieRend in Form von Elektropherogrammen
dargestellt werden, wodurch eine semi-quantitative Auswertung ermoglicht wird. Um
die Antikdrperantwort an extrazellulare Proteine verschiedener Sepsiserreger messen
zu kénnen, mussten die Assay-Bedingungen fiir die einzelnen Bakterienspezies opti-

miert werden.

Daher wurden zunachst verschiedene Proteinkonzentrationen (0,5 mg/mL, 1 mg/mL
und 2 mg/mL) sowie verschiedenen Serum- und Plasmaverdinnungen (1:1.000 bis
1:8.000) getestet, um eine Messung der Antikorpersignale fiir moglichst viele Proben
im linearen Bereich zu gewahrleisten (Tabelle 18). Fiir die Etablierung des Assays wur-
den die Bakterien S. aureus, Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis), Escherichia
coli (E. coli) und Enterococcus faecium (E. faecium) ausgewahlt, um Bakterien zu erfas-
sen, gegen die starke (z. B. S. aureus) sowie schwache (z. B. E. coli) Antikérperantwor-
ten erwartet wurden. Als Antikdrperquellen dienten ein Serumpool von fiinf gesunden
Probanden sowie vier Plasmaproben von Patienten, die fiir jeweils einen dieser Erreger
eine positive Blutkultur hatten. Wie in Vorversuchen gezeigt werden konnte, unter-
scheiden sich die Antikdrpersignale in Serum und Plasma nicht signifikant voneinander

[90].

Tabelle 18: Testbedingungen fiir die Optimierung des Simple Western Assays.

Spezies Isolat Proteinkon- Proband/ Serum-/Plasma- Detektions-
zentration Patient* verdiinnung antikorper
5-aureus | USA300Aspa S 1:1.000; 1:2.000;
S. epidermidis RP62A 0,5 mg/mL, VYOO_02, 1:4.000; 1:8.000 Anti-human-IgG
1 mg/mL, VYOO_10, (H+L)
E. coli va42794 2 mg/mL VYOO _26, 1:500; 1:1.000; POD, 1:1.000
E. faecium va34299 VYOO_51 | 1:2.000; 1:4.000

*SP01, Serumpool von fiinf gesunden Probanden; VYOO_02: Plasma von Patient 02, d14, Erregerver-
dacht: E. faecium; VYOO_10: Plasma von Patient 10, d9, Erregerverdacht: E. coli; VYOO_26: Plasma von
Patient 26, d14, Erregerverdacht: S. aureus; VYOO_51: Plasma von Patient 51, d13, Erregerverdacht:
S. epidermidis
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Eine Konzentration der extrazelluldren Proteine von 1 mg/mL zeigte sich in allen Mes-
sungen als ausreichend, da auch mit 2 mg/mL keine deutlich héheren Antikérpersigna-
le erreicht wurden. Wie erwartet, wurden die hochsten Antikdrpersignale in allen Pro-
ben fir S. aureus-Proteine erreicht. Selbst mit der hochsten getesteten Verdiinnung
von 1:8.000, kam es zu einem raschen Abfall der Signale bei Expositionszeiten von
mehr als 5 s. Eine Plasmaverdiinnung von 1:10.000 wurde daher nachfolgend fiir Anti-
korpermessungen gegen S. aureus gewahlt. Die niedrigsten Antikorpersignale wurden
bei E. coli-Proteinen detektiert, wobei die Plasmaprobe des Patienten mit einer mikro-
biologisch diagnostizierten E. coli-Sepsis deutlich hohere Antikorpersignale im Ver-
gleich zu den anderen Proben aufwiesen. Insgesamt erwies sich fiir E. coli-Proteine
eine Plasmaverdinnung von 1:2.000 als am besten geeignet. Fir E. faecium zeigte sich
ein ahnliches Bild wie fur E. coli. Hier war ebenfalls eine Plasmaverdinnung von
1:2.000 optimal. Fir S. epidermidis-Proteine lagen die Antikdrpersignale zwischen de-
nen von S. aureus und E. coli, hier wurde eine Verdiinnung von 1:4.000 ausgewahlt

(Abbildung A2).

Auf Grundlage dieser Daten sowie vorherigen Ergebnissen aus ELISA-Messungen [90]
wurden die folgenden Assay-Bedingungen fiir die nachfolgenden Versuche mit dem
Simple Western Assay festgelegt (Tabelle 19): Die Verdinnung fiir S. epidermidis wurde
auf die anderen Koagulase-negativen Staphylokokken (KNS) Ubertragen, die Verdiin-
nung von E. coli und E. faecium auf die restlichen Spezies (Pneumokokken, Gram-
negative Bakterien). In Fallen von sehr geringen Antikdrpersignalen, wie bei Staphy-
lococcus hominis (S. hominis), Enterococcus faecalis (E. faecalis), Proteus mirabilis
(P. mirabilis) und den Klebsiellen, musste zum Teil eine 1:1.000-Verdiinnung gemessen
werden, um Signale bestimmen zu konnen. Fir das Kontroll-Antigen Tetanus-Toxoid
(TT) hat sich eine Konzentration von 0,2 mg/mL bei einer Plasmaverdiinnung von

1:4.000 als optimal erwiesen.

Die maximale Signalintensitdt wurde unter diesen Bedingungen bei einer Expositions-
zeit zwischen 15 s und 60 s erwartet [91]. Um in jedem Fall eine Messung im linearen
Bereich zu gewihrleisten und somit eine mégliche Uber- oder Unterschitzung der Sig-

nale zu verhindern, wurde die Expositionszeit in diesem Rahmen fiir jede Patien-
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ten/Erreger-Kombination individuell festgelegt. Dadurch waren zwar keine direkten
Vergleiche der Absolutwerte zwischen den Patienten méglich, jedoch wurde die Prazi-
sion des Vergleichs der Antikoérpersignale eines Patienten liber den Infektionszeitraum

optimiert.

Tabelle 19: Ubersicht der Messbedingungen fiir den Simple Western Assay. Gruppe 1-
Bakterien sind die am haufigsten in dieser Studie aufgetretenen Sepsiserreger. Gruppe 2-
Bakterien wurden fir einen personalisierten Ansatz in ausgewahlten Fallen verwendet.

Probe Verdiinnung
Extrazelluldre Proteine der folgenden Primarantikorper Detektionsantikérper
Bakterien (finale Konz.: 1 mg/mL) (Serum/Plasma) (Anti-human 1gG (H+L) POD)
> Gruppe 1
E. faecium 1:2.000
E. coli 1:2.000
S. marcescens 1:2.000
P. aeruginosa 1:2.000
K. pneumoniae 1:2.000
1:1.000
S. pneumoniae 1:2.000
S. aureus 1:10.000
S. epidermidis 1:4.000 1:1.000
S. haemolyticus 1:4.000
> Gruppe 2
S. hominis 1:1000
E. faecalis 1:1000
1:2000
P. mirabilis 1:2000
1:1000
K. oxytoca 1:1000
Tetanus-Toxoid (finale Konz.: 0,2 mg/mL) 1:4000

4.1.2 Die basale Antikdrperantwort gegen haufige Sepsiserreger

Um die basale Antikorperantwort gegen haufige Sepsiserreger sowie deren zeitliche
Schwankungen in Abwesenheit einer Infektion zu untersuchen, wurden zunachst Se-
rumproben von acht gesunden Blutspendern gemessen. Alle Probanden besaRen
messbare Serumantikorper gegen alle getesteten Bakterienspezies. Generell wurden
die starksten Antikorper-Signale gegen S. aureus-Proteine gemessen, gefolgt von den
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KNS, Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) und Serratia marcescens
(S. marcescens). Die niedrigsten Antikdrpersignale wurden fir Klebsiella pneumoniae
(K. pneumoniae), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) und E. faecium bestimmt
(Abbildung 4). Innerhalb einer Bakterienspezies sieht man auerdem starke individuel-
le Schwankungen. Die gemessenen Antikdrpersignale weisen Unterschiede von bis zu
zwei log-Stufen auf. Auch die AntikorpergréBenprofile im Immunoblot zeigen teilweise
deutliche Unterschiede zwischen den Erregerspezies, andererseits aber auch Konsis-

tenz innerhalb einer Spezies (Abbildung A3).
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Abbildung 4: Basale Erreger-spezifische Antikérpersignale bei gesunden Probanden. Die Bindung von
Serum-Antikorpern an extrazelluldre Proteine von haufigen Sepsiserregern wurde mit Hilfe eines Simple
Western Assays quantifiziert. Die Seren wurden zwischen 1:2.000 und 1:10.000 verdiinnt, um eine Mes-
sung innerhalb des linearen Bereichs des Assays zu gewahrleisten (Tabelle 19). Die Flache unter der
Kurve von manuell gesetzten Peaks wurde mit der Software Compass SW Version 3.1.7 berechnet. Die
Signale wurden addiert, um das Gesamtsignal der Antikdrperbindung zu erhalten und mit dem Verdiin-
nungsfaktor/1.000 multipliziert. Mittelwerte sind dargestellt, wobei Quadrate die Mittelwerte von zwei
Replikaten zeigen.

Weil fir jeden Probanden und jedes Bakterium individuelle Assay-Bedingungen (Se-

rum-/Plasmaverdinnung, Expositionszeit) benotigt wurden, wurden im Folgenden
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guantitative Vergleiche nur innerhalb des Zeitverlaufes der Antikorperantwort eines

Patienten (bzw. gesunden Probanden) gegen einen bakteriellen Erreger durchgefiihrt.

4.1.3 Die Antikérperkinetik bei gesunden Probanden und Sepsispatienten

Von jedem gesunden Probanden wurden zwei Serumproben untersucht, die im Ab-
stand von durchschnittlich 18 Tagen gewonnen wurden. Aus den Antikorpersignalen
zum frithen und zum spateren Zeitpunkt wurde ein Quotient berechnet, der die Ver-
anderungen im Zeitverlauf reflektiert. Diese Veranderungen in der spezifischen Anti-
korperantwort lassen sich zwischen Individuen vergleichen. Bei gesunden Probanden
blieben die Erreger-spezifischen Antikorpersignale fiir alle getesteten Bakterienspezies
sowie flr TT Uber den betrachteten Zeitraum nahezu konstant. Anhand der Werte der
gesunden Probenden wurde ein Schwellenwert fiir einen signifikanten Anstieg berech-

net (Mittelwert + 3x SD) (Abbildung 5).

Nachdem sich bei gesunden Probanden die Erreger-spezifischen Antikérpersignale als
stabil erwiesen hatten, wurde die Antikdrperkinetik von Sepsispatienten untersucht.
Bei 37/52 in der VYOO-Studie eingeschlossenen Patienten (71 %) (24 mannliche und 13
weibliche; Altersgruppe: 28-85 Jahre; Median: 72 Jahre) wurden ein oder mehrere Er-
reger mikrobiologisch und/oder durch PCR identifiziert. 17 Patienten hatten eine Erre-
gerdiagnose auf Basis einer positiven Blutkultur, bei den anderen 20 Patienten wurden
ein oder mehrere Erreger in Material der entsprechenden Infektionsstelle nachgewie-
sen. Ergebnisse des Multiplex-PCR-Tests (VYOO®) [92] zum Nachweis von Krankheits-
erregern in Blut, das zum Zeitpunkt der Sepsis-Diagnose entnommen wurde, lagen fir
16 der 37 untersuchten Patienten vor. Von diesen 16 Patienten zeigten 81 % (n = 13)
eine Ubereinstimmung mit den mikrobiologischen Befunden. Dariiber hinaus wurden
bei 35 % bzw. 24 % der Patienten mittels Mikrobiologie bzw. PCR polymikrobielle In-

fektionen nachgewiesen (far weitere Patienteninformationen siehe

Tabelle 7).
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Abbildung 5: Antikorperkinetik bei gesunden Probanden und Sepsispatienten. Die Antikdrperantwort
gegen das Recall-Antigen Tetanus-Toxoid (TT) sowie die extrazelluldren Proteine von haufigen Sepsiser-
regern wurde mittels Simple Western Assay quantifiziert. Bei Patienten wurde die Verdanderung der
Erreger-spezifischen Antikorpersignale, hervorgerufen durch eine systemische Infektion (Sepsis), unter-
sucht. Dabei lag zwischen den beiden Probenzeitpunkten (vor der klinischen Diagnose und wahrend der
Infektion) ein Zeitraum von durchschnittlich 16 Tagen. Bei gesunden Probanden wurden Proben in ei-
nem vergleichbaren zeitlichen Abstand gewonnen (AT = 18 d). Bei gesunden Probanden blieben die
Erreger-spezifischen Antikorpersignale fiir alle getesteten Bakterienspezies iber den betrachteten Zeit-
raum nahezu konstant. Dasselbe gilt fiir die TT-spezifischen Antikdrpersignale bei Sepsispatienten. Im
Gegensatz dazu zeigten viele Sepsispatienten eine signifikante Zunahme der gegen den diagnostizierten
Erreger gerichteten Antikorpersignale. Rote Linien markieren den Schwellenwert eines signifikanten
Anstiegs (Mittelwert + 3xSD; Werte von gesunden Probanden). Einzelne Quadrate (gesunde Probanden)
und Punkte (Sepsispatienten) zeigen die Mittelwerte von zwei Replikaten; Die arithmetischen Mittelwer-
te der Gruppen sind markiert. Gesunde Probanden und Sepsispatienten wurden mit dem ungepaarten t-
Test verglichen; ***, p < 0,001.

Von jedem Patienten wurde eine Plasmaprobe vor der klinischen Diagnose sowie eine
zweite Probe im Infektionsverlauf untersucht. Wie zuvor fiir die gesunden Probanden
wurde der Anstieg der Erreger-spezifischen Antikdrpersignale berechnet. Im Gegensatz
zu den gesunden Probanden sieht man bei Sepsispatienten haufig starke Anstiege der
Antikorperspiegel, die spezifisch fiir den mikrobiologisch diagnostizierten Erreger sind
(Abbildung 5). Von 37 Patienten kam es bei 20 Patienten (54 %) zu einem signifikanten
Anstieg der Antikorpersignale Gber den zuvor festgelegten Schwellenwert von 1,6. Die

TT-spezifischen Antikorpersignale blieben hingegen konstant. Eine Ausnahme stellte
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i)

i)

Patient 28 dar. Hier kam es zu einem auffillig starken Anstieg der anti-TT-

Antikorperspiegel (Abbildung 5).

Um die Spezifitat der Antikorperantwort zu beurteilen, wurden Patienten, die eine

Zunahme der Erreger-spezifischen Antikorperspiegel zeigten (n = 20), weiter auf ihre

Antikorperreaktionen gegen die neun am haufigsten diagnostizierten Bakterienspezies

untersucht (Tabelle 19, Gruppe 1). Dabei konnten drei Patientengruppen unterschie-

den werden.
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Bei 4 Patienten stiegen die Antikdrpersignale gegen Proteine eines einzelnen Erre-
gers signifikant an (9- bis 37-facher Anstieg). Dieser Erreger wurde in der Blutkultur
nachgewiesen und in zwei Fallen, Patient 10 und 46, zusatzlich durch die PCR be-
statigt (Abbildung 6A und Tabelle 20). Zusammen mit dem Fehlen signifikanter Ver-
anderungen der TT-spezifischen Antikorperspiegel implizieren die Ergebnisse, dass
die Antikérperreaktionen spezifisch durch die invasiven Bakterien verursacht wur-
den.

Bei 15 Patienten, von denen die meisten unter intraabdominellen Infektionen lit-
ten, wurden zusatzlich Antikorperantworten gegen weitere, nicht diagnostizierte
Erreger beobachtet. Fiinf dieser Patienten wiesen einen schwachen Anstieg der An-
tikorpersignale auf (1,6- bis 5-fach). Bei neun Patienten war der starkste Anstieg
der Antikorpersignale gegen den mikrobiologisch diagnostizierten Erreger gerichtet
(Abbildung 6B und Tabelle 20). In den Ubrigen sechs Fallen wurden starkere Anti-
korperanstiege gegen nicht diagnostizierte Erreger beobachtet (Abbildung 6C und
Tabelle 20). Bei Patient 41 wurde z. B. E. faecium sowohl| mikrobiologisch als auch
mittels PCR nachgewiesen, wobei die Zunahme der IgG-Bindung gegen
S. marcescens die Zunahme gegen E. faecium um mehr als das 10-fache Uberstieg.
Bei einem Patienten Uiberstieg ein ausgepragter Anstieg der TT-spezifischen Anti-
korperspiegel die Erreger-spezifischen Antikdrperantworten. Die zusatzlichen ge-
ringfligigen Erhohungen gegen Enterokokken und S. epidermidis waren jedoch im-

mer noch konsistent mit den mikrobiologischen Befunden (Patient 28, Tabelle 20).
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Abbildung 6: Erreger-spezifische Antikorperreaktionen bei Sepsispatienten. Die Antikdrperantwort von
Patienten gegen extrazellulare Proteine von typischen Sepsiserregern wurde mit Hilfe eines Simple Wes-
tern Assays bestimmt. Tetanus-Toxoid (TT) diente als Kontrollantigen. Die Antikorpersignale wahrend
der Infektion wurden mit denen vor der klinischen Diagnose der Sepsis verglichen. Bei Patienten, die
einen Anstieg der gegen den diagnostizierten Erreger gerichteten Antikorpersignale zeigten, wurden die
Antikorperspiegel gegen alle neun Sepsiserreger bestimmt. Es werden drei typische Fille gezeigt, bei
denen die Serologie mit der mikrobiologischen Kultur und der PCR konsistent war. (A) Die Antikorper-
bindung war selektiv flr einen einzigen Erreger erhoht; (B) weitere Erreger wurden serologisch identifi-
ziert; (C) die starkste Antikérperreaktion wurde durch andere Bakterien als die mikrobiologisch diagnos-
tizierten verursacht. Rote Linien markieren den Schwellenwert eines signifikanten Anstiegs (Mittel-
wert + 3x SD; Werte von gesunden Probanden, Abbildung 5). Balken stellen individuelle Werte dar. Far-
ben zeigen an, ob Krankheitserreger durch eine mikrobiologische Kultur diagnostiziert wurden [grin,
Blutkultur (BK); orange, andere mikrobiologische Kultur]; Farbe in Kombination mit Schraffierung zeigt
die Ubereinstimmung von mikrobiologischen und PCR-Ergebnissen an; der graue Bereich zeigt die Reak-
tion auf das Kontrollantigen TT. STAA, S. aureus; STAE, S. epidermidis; STAHA, S. haemolyticus; STRP,
S. pneumoniae; ENTFC, E. faecium; ECOL, E. coli; SERM, S. marcescens; KLEP, K. pneumoniae; PSEA,
P. aeruginosa.

Bei neun Patienten konnte aullerdem personalisiert, d.h. gegen die bakteriellen Prote-
ine des zugehorigen Patientenisolates getestet werden (Tabelle 20, unterstrichen).
Dadurch kénnte die Sensitivitat des Assays erhoht werden, da auch Antigene oder Va-
rianten einzelner Proteine vorhanden sein kénnen, die bei anderen Isolaten fehlen. Bei

vier Patienten lag die Vervielfachung des Antikorpersignals deutlich tiber 10 (16- bis
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44-fach), bei einem knapp unter 10 (9-fach) und bei einem weiteren knapp tGber dem
Grenzwert (1,7-fach). Drei Patienten zeigten keinen Antikorperanstieg gegen Proteine

ihres personlichen Isolats.

Bei 21 der 37 untersuchten Patienten konnte mittels PCR kein Erreger identifiziert
werden. Interessanterweise wurden von diesen 21 Patienten bei 17 auch nur geringe
Antikoérperanstiege (< 5-fach) beobachtet. Von den 16 Patienten mit positiven PCR-
Ergebnissen stimmte das Ergebnis der Erregerdiagnose in 11 Fallen (69 %) mit dem
beobachteten Antikorperanstieg tiberein (Tabelle 20). Auch hier wurden mit dem sero-
logischen Ansatz oft Antikorperreaktionen gegen andere als die mittels PCR nachge-
wiesenen Erreger beobachtet. Darliber hinaus wurden bei vier PCR-negativen Patien-
ten (Patienten 14, 15, 36 und 51; Tabelle 7) Erreger-spezifische Antikbrperantworten

bestimmt.

Unsere Hypothese, dass Sepsispatienten eine hoch-spezifische Antikdrperantwort ge-
gen den invasiven Erreger entwickeln, konnte mit dem Simple Western Assay fir einen
GroRteil der Patienten bestatigt werden. Darliber hinaus lassen die haufig beobachte-
ten Anstiege der Antikorperspiegel flir mehrere Erreger vermuten, dass es haufig zu
einer polymikrobiellen Infektion kommt, die jedoch selten mikrobiologisch diagnosti-

ziert wird.

Tabelle 20: Heatmap zur Visualisierung der Erreger-spezifischen und TT-spezifischen Antikorperant-
worten aller 20 Sepsispatienten, die einen Anstieg gegen den mikrobiologisch diagnostizierten Erreger
zeigten. Fir jeden Patienten werden die beiden Zeitpunkte der Plasma-Probennahme, zu denen die
Erreger-spezifische Antikdrperantwort bestimmt wurde, dargestellt. Weiterhin werden der Anstieg der
Antikorperantwort, die mikrobiologische Diagnose (fett umrandet) und der Infektionsfokus aufgelistet.
Der Unterstrich markiert Erreger, gegen die personalisiert getestet wurde. Die Patienten wurden nach
den 3 typischen Fallen gruppiert, die im Text erwahnt sind. STAA, S. aureus; STAE, S. epidermidis; STAHA,
S. haemolyticus; STAHO, S. hominis; STRP, S. pneumoniae; ENTFA, E. faecalis; ENTFC, E. faecium; ECOL,
E. coli; SERM, S. marcescens; KLEO, K. oxytoca; KLEP, K. pneumoniae; PROM, P. mirabilis; PSEA,
P. aeruginosa; TT, Tetanus-Toxoid; B, primare Bakteridmie; IA, intraabdominelle Infektion; K/W, Kno-
chen- und Weichteilinfektionen; P, Pneumonie; nd, nicht bestimmt.
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Tag der
Proben- Erreger-Diagnose Erreger-Diagnose Infektions-
Gruppe | Patienten ID nahme STAA STAE STAHA STAHO STRP ENTFC ENTFA ECOL SERM KLEO KLEP PSEA | PROM T durch Mirkobiologie durch PCR fokus
d-2 ) )
10 dia 0,7 1,2 2,1 nd 1,1 1,6 nd 30,3 2,0 nd 2,3 2,2 nd 1,0 E. coli E. coli P
15 do 2,1 1.2 1,7 3,8 17,9 2.2 nd 2,7 13 nd 2,4 1,0 nd | 1,7 S. hominis; / P
) di4 S. pneumoniae
)
36 :; 0,9 1,0 1,0 nd 1,0 11 nd 22 | 369 | nd 0,9 1.2 nd | 09 S. marcescens / nd
a6 d-1 1,9 13 0,9 nd 07 1,0 nd 13 16 nd 2,0 2.0 nd | 1,0 P. aeruginosa B. fragilis; nd
di4 P. aeruginosa
-1 E. ium; o .
1 d 133 | 384 nd 79 | aa3 nd 33 3,0 nd 41 | 127 | nd | 62 faecium B. fragilis; E. faecium; KNS A
d15 S. haemolyticus
2 :;i 1,3 8,0 8,0 nd 3,1 164 nd 3,5 2,2 nd 2,9 43 nd 2,2 E. faecium E. faecium; KNS 1A
14 :;Z 1.3 2,4 15 nd 4,0 54 nd - 33 nd 8,9 nd | 26 E. coli / A
24 d-3 0,9 2,1 13 nd 1,0 21 15 25 1,7 nd 3.8 22 nd | 13 E. coli; E. faecalis; / 1A
di4 K. pneumoniae
31 d-6 15 1,8 2,1 nd 15 0,5 nd 11 1,2 nd 13 1,7 nd | 12 E. coli; KNS; / P
di4 S. pneumoniae
-2
43 :14 2,7 9,2 18,4 nd 4,3 6,8 nd 7,6 9,9 26,4 5,0 8,8 nd 33 K. oxytoca S. aureus P
a5 d-3 30 | 22 26 nd 18 | 478 | na 590 | 17 | nd | 62 | 12 | 28 | 18 E. faecium; E: coli; . faecium; 1A
di4 P. mirabilis K. oxytoca
ii) 48 :: 12,5 58 4,3 nd 1,5 3,6 nd 1,4 2,8 nd 1,1 1,5 nd 0,9 S. aureus S. aureus K/W
50 d-3 07 07 07 nd 1,0 17,5 nd 137 | a2 nd 115 | 14 | 133 | 16 E. faecium; C. glabrata; Enterokokken; 1A
di4 P. mirabilis P. mirabilis
16 d-2 15 31 26 nd 17 3.1 nd 2,8 34 nd 3,7 37 nd | 34 S. aureus; / 1A
d14 KNS
21 :;11; 1,2 2,0 11 nd 3,6 5,9 nd 9,5 73 nd a5 | 399 nd | 33 E. coli E. coli; KNS 1A
29 :]-.i 4,3 2,1 1,8 nd 1,1 2,0 nd 1,8 2,2 nd 2,4 4,3 nd 1,0 E. coli E. coli; KNS 1A
35 :; 1,3 23 2,0 nd 1,4 3,3 nd 1,5 1,9 nd 1,6 2,0 nd 1,1 K. pneumoniae / nd
a1 d-1 2,0 1.2 2,4 nd 5.9 28,2 nd nd 144 | 33 nd | 25 E. faecium B. fragilis; E. faecium; IA
di4 P. mirabilis
51 d-2 24 3,0 3.1 nd 3,1 12,7 nd 158 | 19 nd 85 2,7 nd | 16 E. faecium; / 1A
di3 S. epidermidis
N E. lis;
i) 28 d-5 14 2,2 1,8 nd 0,9 25 17 1,4 1,2 nd 1,0 15 nd faecalis; / B
di4 S. epidermidis
[cos <1 [<16 ue [>5 [0 [son
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4.2 Bestimmung der Antikérpersignaturen von Sepsispatienten

mittels Bead-basiertem Suspensions-Array

Nachdem im ersten Teil gezeigt werden konnte, dass Sepsispatienten haufig eine Anti-
korperantwort gegen den mikrobiologisch diagnostizierten Erreger, aber oft auch noch
gegen weitere nicht-diagnostizierte Bakterien entwickeln, wurde in einer zweiten Pati-
entenkohorte ein Multiplex-Assay erprobt, der die Antikdrperantwort gegen eine Viel-
zahl von Bakterien gleichzeitig misst. Hierbei wurde speziell IgG bestimmt, da diese die

dominante Antikorperklasse im Blut ist.

Obwohl das Peggy Sue™-Gerit ein Hochdurchsatz-Instrument ist, mit dem 88 Proben
parallel und in kurzer Zeit analysiert werden kdénnen, bringt der Assay den Nachteil mit
sich, dass pro Kapillare nur Antikorper gegen jeweils einen Erreger gemessen werden
konnen. Der Bead-basierte Suspensions-Array beruht auf der xMAP®—TechnoIogie (Lu-
minex®) und bietet eine Material- und Zeit-sparende Alternative [89]. In unserem An-
satz, dem Infection Array, wurden die extrazelluldren Proteine (Abbildung A4) von 18
verschiedenen Bakterienspezies (Tabelle 4) kovalent an magnetische Beads gebunden
und anschlieRend die IgG-Bindung der Patienten mittels PE-konjugiertem Detektions-
antikorper bestimmt. Durch Verwendung der Plasmaproben in 7 Stufen einer seriellen
Verdiinnung (von 1:20 bis 1:312.500) war es zudem moglich, die Antikdrpersignale
Uber einen groRRen dynamischen Bereich zu detektieren. Anhand der Bindungskurve
Uber alle verwendeten Verdiinnungen wurden die Antikorperspiegel, die spezifisch fir

einen Erreger sind, quantifiziert [84].

4.2.1 Etablierung des Infection Arrays fiir den Einsatz extrazellularer bak-

terieller Proteine

Bead-basierte Immunassays werden bereits vielfach als serologische Assays fir die
Diagnostik oder Impfstoffentwicklung verwendet. Dabei dienen in der Regel rekombi-
nante Proteine als Antigene. Im Infection Array wurden stattdessen extrazelluldre Pro-
teine verschiedener Bakterien verwendet. Diese Herangehensweise hat den Vorteil,

dass zum einen eine groRere Anzahl potenzieller Antigene pro Spezies prasentiert
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werden kann, und zum anderen die Gewinnung extrazelluldrer bakterieller Proteine

vergleichsweise schnell und einfach moglich ist.

Um zu Uberprifen, ob und wie viel Protein an die Beads gebunden hat, wurde das
AusmaB der Proteinbindung indirekt quantifiziert (,indirekte Kopplungskontrolle®).
Nach Kopplung der Proteine an die Beads wurden diese iber Nacht in einem BSA-
haltigen Blockpuffer (0,2 mg/mL) inkubiert, sodass freie Bindungsstellen von BSA ge-
bunden wurden. Mit einem anti-BSA-Antikérper wurde die Menge an BSA auf den
Beads detektiert, wobei sich diese invers zur Menge der gebundenen bakteriellen Pro-
teine verhalt. Durch den Vergleich mit ausschlieRlich BSA-gekoppelten Beads konnte

die Kopplungseffizienz bestimmt werden.

Es zeigte sich, dass, um eine verlassliche Kopplungseffizienz berechnen zu kénnen, die
Kontroll-Beads aktiv mit einer hoheren Konzentration BSA gekoppelt werden missen,
als in dem Blockpuffer enthalten ist. Wahrend sich die Fluoreszenzintensitaten (Fl) fir
die Protein-gekoppelten Beads in beiden Diagrammen kaum unterscheiden, sind die
Signale bei einer BSA-Konzentration von 0,2 mg/mL (Abbildung 7A) deutlich niedriger
als bei 0,4 mg/mL (Abbildung 7B).

Beads, die mit TT gekoppelt wurden, zeigten die groRte Kopplungseffizienz (~90 %). Fir
die anderen Bakterienspezies lag die Kopplungseffizienz zwischen 30 % und 80 % (Ab-
bildung 7B). Da es jedoch teilweise starke Schwankungen der anti-BSA-Signale zwi-
schen einzelnen Messungen gab und BSA sich auch an die bakteriellen Proteine anla-
gern konnte, wurde die indirekte Kopplungskontrolle im Weiteren nicht mehr verwen-

det.

Stattdessen wurde fiir die gesamte Messreihe einmalig ein Bead-Mastermix angesetzt
und fur die einzelnen Messtage aliquotiert sowie auf jeder Assay-Platte ein Standard,
welcher gepooltes Plasma aller Sepsispatienten war, mitgefiihrt. Es zeigten sich zwi-
schen verschiedenen Assay-Platten sowohl innerhalb eines Messtages als auch zwi-
schen den Messtagen leichte Schwankungen. Der Variationskoeffizient tiber alle Mess-
tage lag fiir die einzelnen Bakterien zwischen 16,5 % und 36 % (MW: 23,8 %; Median:

23,3 %). Dabei war die Schwankung innerhalb eines Tages deutlich geringer als die zwi-
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schen den einzelnen Messtagen (Abbildung A5). Die Antikérpersignale des Standards
wurden verwendet, um die Messwerte zwischen den einzelnen Assay-Platten zu nor-

malisieren und so Messunterschiede auszugleichen.

A anti-BSA Antikorpersignal B anti-BSA Antikorpersignal
(0,2 mg/mL BSA) (0,4 mg/mL BSA)

% Kopplungseffizienz

Abbildung 7: Indirekte Kopplungskontrolle mittels Anti-BSA-Antikérper. Extrazellulare Proteine
(0,2 mg/mL), TT (0,1 mg/mL) und BSA (0,2 mg/mL (A) bzw. 0,4 mg/mL (B)) wurden an MagPIer-Beads
gekoppelt. Die Beads wurden zu einem Bead-Mastermix zusammengefiigt und in einem BSA-haltigen
Blockpuffer . N. gelagert. Der Anteil der Bead-Oberfldche, die nicht mit bakteriellen Proteinen bzw. TT
gekoppelt wurde, wurde mit einem PE-konjugierten Anti-BSA-Antikérper bestimmt. Dargestellt sind die
Fluoreszenzintensitat (oben) sowie die Kopplungseffizienz bezogen auf BSA (unten). Fiir letztere wurden
die Antikorpersignale der in BSA inkubierten Beads als maximale Kopplungseffizienz (100 %) angesehen.
Von diesem Wert wurden fiir die anderen Bakterienspezies die Antikdrpersignale abgezogen. Der erhal-
tene Wert ist die Kopplungseffizienz der jeweiligen Spezies/Bead-Region. STAA, S. aureus; STAE,
S. epidermidis; STAHA, S. haemolyticus; STAHO, S. hominis; STRP, S. pneumoniae; ENTFC, E. faecium;
ENTFA, E. faecalis; ECOL, E. coli; ENTC, E. cloacae; ACIB, A. baumannii; SERM, S. marcescens; KLEO,
K. oxytoca; KLEA, K. aerogenes; KLEP, K. pneumoniae; PSEA, P. aeruginosa; PROM, P. mirabilis; TT, Teta-
nus-Toxoid; BSA, Rinderserumalbumin.
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4.2.2 Gegenlberstellung der Ergebnisse des Simple Western Assays und des

Infection Arrays

Obwohl mit beiden Methoden die Erreger-spezifischen Antikdrperantworten bestimmt
wurden, beruhen der Infection Array und der Simple Western Assay auf unterschiedli-
chen Testprinzipien. Um zu Uberprifen, ob sich die Ergebnisse beider Assays verglei-
chen lassen, wurden exemplarisch Proben in beiden Assays gemessen (siehe auch

Bachelorarbeit C. Drechsler) [93].

Um einen Schwellenwert fir einen signifikanten Anstieg im Infection Array zu bestim-
men, wurden erneut Serumproben von 8 gesunden Probanden (Tabelle 6) zu verschie-
denen Zeitpunkten gemessen. Es ergab sich ein dhnliches Bild wie zuvor im Simple
Western Assay. In Abwesenheit einer Infektion anderten sich die Antikérpersignale
unwesentlich, sodass flir den Infection Array ein Antikérperanstieg von 1,5 (MW +
3x SD, Werte gesunder Probanden) als signifikant betrachtet wurde. Dies ist vergleich-

bar mit dem zuvor ermittelten Wert von 1,6 (siehe Kapitel 4.1.3).

Betrachtet man die TT-spezifische Antikorperantwort, zeigen sich dhnliche Ergebnisse
mit beiden Methoden (Abbildung 8). Sowohl bei gesunden Probanden als auch bei der
Mehrheit der Sepsispatienten blieben die Antikdrpersignale stabil. Die Ausnahme bil-
deten vier Patienten, bei denen sich die Menge der TT-spezifischen Antikdrperspiegel
teilweise verhundertfachten. Interessanterweise wurden fir diese vier Patienten auch
die niedrigsten basalen anti-TT-Antikorpersignale detektiert, wodurch kleine Verande-

rungen besonders groRe Auswirkungen haben kénnen.

Zuletzt wurden Plasmaproben von 15 Patienten aus der ersten Kohorte, die einen Er-
reger-spezifischen Anstieg der Plasmaantikdrper zeigten, ebenfalls im Infection Array
gemessen. Ein Anstieg gegen den/die mikrobiologisch diagnostizierten Erreger wurde
bei 13 Patienten (87 %) in beiden Assays detektiert, wenn auch in unterschiedlichem
Ausmal’ (Tabelle 21). In einer friiheren Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass Un-
terschiede in den Antikérperantworten zwischen den Methoden zumindest teilweise
durch die Verwendung unterschiedlicher Bakterienisolate erklart werden konnten [93].

Statt extrazelluldren Proteinen von Patientenisolaten wurden fiir den Infection Array
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Proteine von Laborstimmen (sequenzierte Referenzstamme) gewonnen. Trotz metho-
discher Unterschiede beider Immunassays sind deren Ergebnisse jedoch weitest-

gehend konkordant.

A Simple Western Assay B Infection Array
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Abbildung 8: Vergleich der mittels Simple Western Assay und Infection Array bestimmten Antikorper-
antworten bei gesunden Probanden und Sepsispatienten. In zwei unabhéngigen Patientenkohorten
wurden die Antikorpersignale gegen extrazelluldre Proteine von typischen Sepsiserregern sowie an das
Recall-Antigen TT quantifiziert. Bei Patienten (Kreise) wurde der Anstieg der Antikorperspiegel gegen
den/die mikrobiologisch diagnostizierten Erreger bestimmt. Bei gesunden Probanden (Quadrate) wurde
der Anstieg gegen alle im Assay enthaltenen Bakterien ermittelt. (A) Im Simple Western Assay wurden
die Antikorperreaktionen von 8 gesunden Probanden {iber einen durchschnittlichen Zeitraum von 18
Tagen beobachtet sowie von 20 Sepsispatienten im Vergleich vor und nach Diagnose (AT = 16 d, VYOO-
Studie). (B) Im Infection Array wurden die Antikorperreaktionen von weiteren 8 gesunden Probanden
Uber einen durchschnittlichen Zeitraum von 16 Tagen ermittelt sowie von 64 Sepsispatienten (AT = 15 d;
IM|_Sep-Studie) Mit beiden Methoden sieht man, dass die Antikérpersignale bei gesunden Probanden
tiber den Untersuchungszeitraum stabil blieben. Hinsichtlich des TT galt dies auch fiir Sepsispatienten.
Im Gegensatz dazu zeigten viele Sepsispatienten in beiden Assays eine signifikante Zunahme der gegen
den diagnostizierten Erreger gerichteten Antikdérperantwort. Rote Linien markieren die Schwelle des
Anstiegs (Mittelwert + 3x SD; Werte von gesunden Probanden). Mittelwerte sind dargestellt. Gesunde
Probanden und Sepsispatienten wurden mit dem ungepaarten t-Test verglichen; ***, p < 0.001.

Tabelle 21: Vergleich der mittels Simple Western Assay (links) und dem Infection Array (rechts) be-
rechneten Anstiege der Erreger-spezifischen Antikérperantworten von VYOO-Patienten (n = 15). Der
mikrobiologisch diagnostizierte Erreger ist hervorgehoben (fett umrandet). STAA, S. aureus; STAE,
S. epidermidis; STAHA, S. haemolyticus; STRP, S. pneumoniae; ENTFC, E. faecium; ECOL, E. coli; SERM,
S. marcescens; KLEP, K. pneumoniae; PSEA, P. aeruginosa; PROM, P. mirabilis.
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4.2.3 Erfassung der Antikérpersignaturen von Sepsispatienten mittels

Infection Array

Die Patientenkohorte, die mit dem Infection Array untersucht wurde umfasste insge-
samt 76 Patienten (51 mannliche und 25 weibliche; Altersgruppe: 29-90 Jahre; Median:
70 Jahre) mit schwerer Sepsis (23 %) oder septischem Schock (77 %) [12]. Von allen
Patienten standen Plasmaproben vor und nach Diagnose zur Verfiigung, um die Anti-
korpersignale gegen extrazellulare Proteine von 16 Bakterienspezies sowie TT zu be-
stimmen. Zundchst wurden die 1gG-Spiegel in den Plasmaproben der Patienten zum
Zeitpunkt vor der Sepsisdiagnose bestimmt. Die Erreger-spezifischen |gG-Spiegel zeig-
ten keine signifikanten Unterschiede zu den IgG-Spiegeln von 8 gesunden Probanden
und werden im Weiteren als Basalwerte angesehen. Allerdings sah man bei Patienten
eine deutlich hohere Schwankung in den Erreger-spezifischen Antikorpersignalen (Ab-

bildung 9).
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Abbildung 9: Basale Antikdrperspiegel von gesunden Probanden und Sepsispatienen gegen 16 Sepsis-
erreger. Die Antikorperantwort gegen extrazelluldre Proteine von haufigen Sepsiserregern und TT wurde
mit dem Infection Array quantifiziert. Die basalen IgG-Spiegel wurden fiir 8 gesunde Probanden sowie in
Plasmaproben von 76 Sepsispatienten, die zum Zeitpunkt der klinischen Diagnose entnommen wurden,
bestimmt. Die Proben wurden in 7 Verdinnungsschritten gemessen und daraus die IgG-Spiegel mit Hilfe
der xMAPr App berechnet. STAA, S. aureus; STAE, S. epidermidis; STAHA, S. haemolyticus; STAHO,
S. hominis; STRP, S. pneumoniae; ENTFC, E. faecium; ENTFA, E. faecalis; ECOL, E. coli; ENTC, E. cloacae;
ACIB, A. baumannii; SERM, S. marcescens; KLEO, K. oxytoca; KLEA, K. aerogenes; KLEP, K. pneumoniae;
PSEA, P. aeruginosa;, PROM, P. mirabilis; TT, Tetanus-Toxoid; VF, Verdinnungsfaktor. Pro Erreger wur-
den die gesunden Probenden und Sepsispatienten mit dem ungepaarten t-Test verglichen (ns, p > 0.05).
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Im Gegensatz zur ersten Patientenkohorte wurden die 76 Patienten unabhangig von
ihrer mikrobiologischen Erregerdiagnose untersucht. Bei 64 Patienten (84 %) lag eine
Erregerdiagnose vor. Von diesen Patienten hatten 33 eine positive Blutkultur, bei den
restlichen 31 Patienten konnten ein oder mehrere Erreger aus einem anderen Unter-
suchungsmaterial isoliert werden. In 12 Fallen (16 %) war die mikrobiologische Diagno-

se negativ.

Insgesamt konnten mit dem Infection Array bei 64/76 Patienten Erreger-spezifische
Antikorperantworten ermittelt werden. In 62 % der Falle (40/64) stimmten die be-
obachteten Antikorperreaktionen mit dem mikrobiologisch nachgewiesenen Erreger
Uberein. Nur in 12 Fallen wurden keine Anstiege der IgG-Spiegel gegen die getesteten
Erreger beobachtet. Entsprechend ihrer Antikdrpersignaturen wurden die Patienten

nachfolgend in drei Gruppen eingeteilt.

Gruppe 1 umfasst 20 Patienten, die eine AntikOrperreaktion gegen einzelne Erreger
zeigten (Tabelle 22). Bei 12 Patienten stimmte der beobachtete Anstieg der IgG-Spiegel
mit der mikrobiologischen Diagnose Uberein (Tabelle 22, Gruppe a). Patient 34 hatte
eine Infektion des Zentralen Nervensystems (ZNS) und zeigte einen fast 50-fachen An-
stieg der S. pneumoniae-spezifischen IgG-Spiegel. Hier wurde das Bakterium auch
durch die Blutkultur identifiziert. Fiir die weiteren getesteten Erreger konnten bei die-
sem Patienten maximal Anstiege um den Faktor 2 bestimmt werden. Kaum Verande-
rungen sah man aullerdem in den TT-spezifischen Antikorpersignalen. Patient 99 hatte
als Infektionsfokus eine Endokarditis. Hier wurden Anstiege der IgG-Spiegel fir alle drei
getesteten S. agureus-Stamme ermittelt. Dieser Erreger wurde auch in der Blutkultur
gefunden. Neben der friihesten und spatesten verfligbaren Plasmaprobe wurden die
lgG-Spiegel auch in zusatzlichen Proben im Infektionsverlauf bestimmt. Dabei zeigte
sich, dass die Erreger-spezifischen 1gG-Spiegel zwischen Tag 0 und Tag 8 stiegen (Abbil-
dung A6).

Bei 6 Patienten wurden Anstiege gegen Erreger beobachtet, die nicht mikrobiologisch
diagnostiziert wurden (Tabelle 22, Gruppe b). In drei Fallen waren jedoch nicht alle
mikrobiologisch diagnostizierten Erreger im Panel des Infection Arrays enthalten. Bei
Patient 25 sah man einen signifikanten 1gG-Anstieg gegen E. faecium. Mikrobiologisch
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nachgewiesen wurden hingegen C. albicans und E. faecalis. Ein Anstieg der 1gG-Spiegel
wurde auch bei zwei Patienten beobachtet, bei denen die mikrobiologische Diagnose

negativ blieb (Tabelle 22, Gruppe c).

In Gruppe 2 sind 44 Patienten zusammengefasst, die Anstiege der IgG-Spiegel gegen
mehrere Erreger zeigten (Tabelle 23). Von den 44 Patienten hatte 29 (66 %) eine intra-
abdominelle Infektion als Infektionsfokus. Die bestimmten Anstiege der IgG-Spiegel
konzentrierten sich lGberwiegend auf Enterokokken-Spezies und Vertreter der Entero-
bacteriaceae. Die Patienten 29, 38 und 81 hatten beispielsweise eine intraabdominelle
Infektion und zeigten u. a. starke Anstiege gegen E. faecium und E. coli. Interessant ist
auch Patient 61. Hier wurde in der Blutkultur S. aureus identifiziert. In Ubereinstim-
mung damit konnten auch starke Anstiege der S. aureus-spezifischen 1gG-Spiegel be-
stimmt werden. Dariiber hinaus gab es aber auch signifikante Anstiege gegen Gram-
negative Bakterien wie E. coli. Wie bereits zuvor in Gruppe 1, wurden auch hier weite-
re Plasmaproben der Patienten im Infektionsverlauf untersucht. Dabei zeigte sich, dass
die beobachteten Anstiege der IgG-Spiegel innerhalb eines Patienten nicht alle gleich-
zeitig erscheinen. Bei Patient 11 und 62 sah man Anstiege gegen einige Bakterien be-

reits ab Tag O (Abbildung A6 A), gegen andere erst ab Tag 7 (Abbildung A6 B).

Tabelle 22: Heatmap zur Visualisierung der Erreger-spezifischen und TT-spezifischen Antikdrperant-
worten von Sepsispatienten, bei denen Anstiege nur fiir einzelne Erreger beobachtet wurden (Gruppe
1). Fur jeden Patienten werden die beiden Zeitpunkte der Probennahme, zu denen die Erreger-
spezifische Antikoérperantwort bestimmt wurde, genannt. Weiterhin werden die Veranderungen der
Antikorperspiegel, die mikrobiologische Diagnose (fett umrandet) und der Infektionsfokus aufgelistet.
Die Patienten sind unterteilt in Falle, in denen das serologische Ergebnis mit dem mikrobiologischen
Erregernachweis Gbereinstimmt (a), Félle, in denen beide Methoden diskordant sind (b) und Fille, in
denen ein mikrobiologischer Erregerverdacht fehlte (c). STAA, S. aureus; STAE, S. epidermidis; STAHA,
S. haemolyticus; STAHO, S. hominis; STRP, S. pneumoniae; ENTFC, E. faecium; ENTFA, E. faecalis; ECOL,
E. coli; ENTC, E. cloacae; ACIB, A. baumannii; SERM, S. marcescens; KLEO, K. oxytoca; KLEA, K. aerogenes;
KLEP, K. pneumoniae; PSEA, P. aeruginosa; PROM, P. mirabilis; TT, Tetanus-Toxoid. BK, Blutkultur; *,
klinisch bewerteter Fokuskeim; 1A, intraabdominelle Infektion; K/W, Knochen- und Weichteilinfektionen;
FlI, Fremdkorper-assoziierte Infektion; P, Pneumonie; Ul, Infektion des Intestinaltraktes; ZNS, zentrales
Nervensystem; nd, nicht bestimmt.
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Gruppe | Patienten- | Tag der STAA | STAA2 | STAA3 [ STAE [ STAHA [ STAHO | STRP [ ENTFC| ENTFA | ECOL | ENTC [ACIB| SERM| KLEO [ KLEA | KLEP | PSEA [PROM| TT Erregerdiagnose Infektions-
ID Probennahme durch Mikrobiologie fokus
3 :: 045 | 0,50 | 0,52 (0,56 | 0,68 | 0,49 [0,46] 2,29 | 3,00 | 1,49 | 2,07 [0,47| 1,06 | 1,80 | 1,26 | 1,32 | 1,07 | 1,28 | 0,73 E. faecium* 1A
7 do 044 | 0,41 | 0,84 Jo,47| 0,42 | 036 |086] 252 | 563 | 2,44 | 1,11 |0,91| 1,44 | 1,33 | 1,49 | 1,19 | 1,20 | 0,95 | 0,77 E. faecium; S. epidermidis; 1A
di4 S. lentus; E. avium
10 :;i 506 | 631 | 3,53 |8,75( 0,74 | 23,53 (0551 0,34 | NA [ 040 [ NA | NA [ NA [ 047 [ NA | 0,55 | 0,26 | 0,55 [ 0,95 S. aureus® k/w
. Pk .
19 d-3 095 | 0,36 | 0,89 |0,72| 0,82 | 0,65 | 1,06 1,36 | 3,34 | 1,05 | 0,89 |1,01| 2,06 | 1,17 | 1,04 | 1,00 | 0,91 | 0,89 | 1,07 E. coli”; Enterokokken; P
di5 P. aeruginosa; Candida spp.*
2 :1(:) 1,09 [ 0,96 | 1,10 |0,95| 1,6 | 0,90 | 097 | 1,74 | 2,12 | 1,83 | 1,26 [1,76| 0,86 | 1,07 | 1,22 | 0,94 | 1,24 | 1,25 | 2,22 E. faecalis ™ 1A
3 a1s 199 | 187 | 148 [086| 1,15 | 0,92 |4697| 1,31 | 1,90 | 1,00 | 0,54 [1,31] 1,51 | 1,03 | 2,00 | 1,47 | 1,03 | 094 | 1,88 . pneumoniae ™ 2Ns
a) ) e .
35 d-1 0,90 [ 091 | 1,72 |0,47 | 2,98 | 0,42 | 1,79] 0550 | 0,52 | 1,00 | 0,38 |1,21]| 0,93 | 1,23 | 1,14 | 0,67 | 0,47 | 0,96 | 1,70 E. faecium; E. coli”; 1A
di5 Streptokokken
d-6 E. faecium; KNS;
52 1,15 | 1,01 | 1,42 |1,09]| 1,76 | 1,25 | 1,29 051 | 0,33 | 1,62 | 1,28 [0,49]| 0,51 | 1,44 | 0,58 | 1,26 | 0,68 | 0,75 | 1,40 o Fl
di4 Klebsiella spp.®**
d-5 . £ oofis
64 1,48 | 1,24 | 1,40 |1,76 | 0,73 | 1,40 | 1,15] 1,85 | 27,06 1,35 | 1,05 [1,35] 1,00 | 1,34 | 1,24 | 1,22 | 0,86 | 0,86 [ 1,29 S. aureus = E. coli; ul
di5 E. faecium; K. pneumoniae
87 ‘;’: 041 | 0,46 | 0,40 (0,26 | 4,78 | 0,26 [ 0,73 | 0,29 | 0,32 | 2,07 | 0,84 0,53 0,57 | 0,98 | 1,20 | 0,90 | 0,76 | 0,88 | 0,62 E. coli; C. ramosum ™ A
94 :;: 1,03 | 1,08 ( 0,56 J1,06| 0,87 | 0,89 | 0,74 2,22 | 0,94 | 0,80 | 0,87 (0,83 0,72 | 0,87 ( 1,31 | 0,83 | 0,86 | 0,89 | 4,58 S. epidermidis ®; E. faecium IA
99 :; 621 | 3,60 | 6,62 |0,84| 1,05 | 064 [080 095 [ 025 | 1,01 | 1,03 |1,14| 098 | 1,15 | 1,11 | 1,08 | 0,78 | 0,92 [ 0,50 S. aureus™ Fl
d-5 . .. BK, .
25 1,29 | 141 | 1,36 |o,83| 1,12 | 1,08 | 1,13| 226 | 1,49 | 1,20 | 1,44 [08a| 0,97 | 1,11 | 1,05 | 1,05 | 1,50 | 1,46 | 1,36 | S epidermidis™; E. faecalis; nd
di4 C. albicans*; Streptokokken
27 do 1,04 | 097 | 0,96 |1,34| 091 | 1,52 | 1,03| 091 | 0,90 | 0,82 | 0,93 [0,75| 2,87 | 1,28 | 1,03 | 0,87 | 0,83 | 0,94 | 1,14 E. coli; E. faecium; nd
dia Streptokokken
46 ‘:; 0,68 | 1,04 | 0,63 [3,35| 1,08 | 2,52 [0,79]| 050 | NA | 0,77 | 1,14 [1,05( 1,20 | 0,75 | 0,91 | 0,78 | 0,97 | 0,98 | 0,67 E. coli* ul
b)
51 Z’; 0,92 | 0,96 | 0,93 [0,95| 1,21 | 1,02 [ 1,08| 1,06 | 1,86 | 1,41 | 0,99 [1,37| 1,14 | 1,13 | 1,08 | 1,13 | 1,05 | 1,04 | 1,37 s. gallolyticus A
93 ‘:"65 1,00 | 0,94 | 1,21 (2,28 1,33 | 155 053 | 069 | NA | 0,66 | 0,49 | NA | NA | 064 | NA | 0,72 | 0,37 | 048 | 0,97 E. coli®; E. faecalis K/W
95 i’: 051 | 0,52 | 0,48 (0,42 | 0,79 | 0,40 [0,47 | 0,79 | 0,87 | 1,92 | 1,05 [0,64| 1,19 | 1,06 | 1,57 | 1,31 | 0,63 | 0,59 | 0,67 E. faecalis A
d-1
18 414 1,12 | 1,00 | 1,21 |092| 1,23 | 1,03 1,17 | 1,37 | 1,42 | 1,28 | 0,90 |2,24| 1,38 | 1,51 | 1,34 | 1,38 | 1,32 | 1,04 | 1,85 / 1A
c)
36 dd103 151 | 099 | 518 |134 436 | 051 |1,26| 1,36 | 1,14 | 048 | 1,00 |0,77| 0,96 | 1,01 | 0,50 | 0,56 | 0,97 | 0,95 | 2,09 / "
<05 <1 [<15]215] >5 [>10] 550 ]
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Insgesamt stimmten in 28 Fallen die polymikrobiellen Anstiege mit der mikrobiolo-
gischen Diagnose Uberein (Tabelle 23, Gruppe d). In lediglich 9 Fallen wurden Anstiege
gegen Erreger beobachtet, die nicht mikrobiologisch diagnostiziert wurden (Tabelle 23,
Gruppe e). In 7 weiteren Fallen gab es Anstiege der IgG-Spiegel, aber keine mikrobiolo-

gische Diagnose (Tabelle 23, Gruppe f).

Gruppe 3 umfasst Patienten, bei denen keine Erreger-spezifischen IgG-Anstiege be-
obachtet werden konnten (Tabelle 24, Gruppe g). Bei 3 der 12 Patienten gab es auch
keine mikrobiologische Diagnose. Bei Patient 41 wurde mikrobiologisch der Pilz C. albi-
cans identifiziert. Dieser Erreger war nicht im Panel des Infection Arrays enthalten,
sodass folglich auch keine IgG-Spiegel bestimmt werden konnten. Interessanterweise

verstarb keiner der Patienten aus Gruppe 3.

Tabelle 23: Heatmap zur Visualisierung der Erreger-spezifischen und TT-spezifischen Antikorperant-
worten von Sepsispatienten, bei denen Anstiege gegen mehrere Erreger beobachtet wurden (Grup-
pe 2). Aufgelistet sind die beiden Zeitpunkte der Probennahme, zu denen die Erreger-spezifische Anti-
korperantwort bestimmt wurde, die Veranderungen der Antikérperspiegel, die mikrobiologische Diag-
nose (fett umrandet) und der Infektionsfokus. Die Patienten sind unterteilt in Falle, in denen das serolo-
gische Ergebnis mit dem mikrobiologischen Erregernachweis libereinstimmt (d), Félle, in denen beide
Methoden diskordant sind (e) und Falle, in denen ein mikrobiologischer Erregerverdacht fehlte (f). STAA,
S. aureus; STAE, S. epidermidis; STAHA, S. haemolyticus; STAHO, S. hominis; STRP, S. pneumoniae;
ENTFC, E. faecium; ENTFA, E. faecalis; ECOL, E. coli; ENTC, E. cloacae; ACIB, A. baumannii; SERM,
S. marcescens; KLEO, K. oxytoca; KLEA, K. aerogenes; KLEP, K. pneumoniae; PSEA, P. aeruginosa; PROM,
P. mirabilis; TT, Tetanus-Toxoid. BK, Blutkultur; *, klinisch bewerteter Fokuskeim; IA, intraabdominelle
Infektion; K/W, Knochen- und Weichteilinfektionen; Fl, Fremdkorper-assoziierte Infektion; P, Pneumo-
nie; Ul, Infektion des Intestinaltraktes; nd, nicht bestimmt.
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Gruppe | Patienten- Tag der STAA | STAA2 | STAA3 | STAE | STAHA | STAHO | STRP | ENTFC | ENTFA | ECOL | ENTC [ ACIB | SERM | KLEO | KLEA | KLEP | PSEA | PROM T Erregerdiagnose Infektions-
ID Probennahme durch Mikrobiologie fokus
6 do 139 | 239 | 092 |1,32 1,07 | 1,79 | 501 | 1,64 | 1,22 | 260 | 4,24 |1,24 1,03 | 1,44 | 2,20 | 1,55 [ 3,03 [ 298 | 1,21 E. coli; Fl

d7 S. aureus
8 d3 0,53 | 032 | 0,57 |0,49| 0,84 | 0,83 [059| 0,68 | 061 | 2,30 | 1,24 [1,00] NA | 1,58 | 1,73 | 1,34 | 1,40 | 1,62 | 0,46 E. coli; C. albicans; A
di3 A. fumigatus
- BK,
11 do 1,25 | 1,40 | 1,00 [1,62| 1,62 | 1,20 | 1,00 1,33 | 3,56 | 1,42 13,71 1,30 2,60 | 1,77 | 4,52 | 4,65 | 2,86 | 3556 | 2,76 E. faecalls 4 ul
d10 P. mirabilis
14 :;i 2,08 | 2,82 | 2,23 |6,07| 1,04 | 335 [ 1,27 2,29 | 1,95 | 1,44 | 1,27 [2,17| 1,60 | 1,29 | 1,66 | 1,66 | 1,79 | 1,39 | 2,86 s. aureus®™” P
17 do 1,81 | 1,62 | 1,60 [1,86| 1,20 | 1,40 | 1,96 | 10,47 5,06 | 2,96 | 2,40 | 3,46 3,18 | 3,40 | 3,84 | 361 | 1,87 | 1,88 | 0,96 Enterokokken; IA
di4 E. coli; S. anginosus
d-2 P. aeruginosa;
23 1,29 | 1,71 | 1,06 |1,48| 0,90 | 1,96 | 1,20 0,97 | 1,19 | 1,33 | 1,03 |1,64]| 1,30 | 1,41 | 1,59 | 1,44 | 1,55 | 1,27 | 1,15 e FI
di4 Candida spp.”™
29 :;21 1,01 | 1,36 | 1,10 |1,85| 0,95 | 1,22 | 1,07 | 13,04 ] 19,08 3,06 | 1,35 |1,30|14,73| 2,11 | 1,72 | 1,35 | 1,57 | 1,56 | 1,52 E. faecium; E. coli* A
d) 30 dd& 1,70 | 0,97 | 3,21 |o0,85| 2,88 | 1,22 [0,26] 3,63 | 1,50 | 0,86 | 0,96 |1,10| 1,03 | 1,28 | 0,96 | 1,06 | 1,24 | 1,02 | 1,35 E. faecium ™ A
- i *.
32 d-2 1,29 | 1,55 | 0,92 0,70 | 0,85 | 1,29 | 1,89 | 3,27 | 1,63 2,71 (0,49 1,57 | 9,85 | 4,86 | 9,75 | 1,17 | 1,22 | 050 P. aeruginosa’; 1A
di4 E. faecalis*
33 do 0,85 | 0,72 | 0,85 [0,96| 0,73 | 2,60 | 1,08 | 1,30 | 1,20 | 2,27 | 35,64 [ 4,42 12,66 1,36 |[16,00| 1,74 | 26,22 23,23 | 1,36 E. coli; A
dia Enterokokken
38 dd& 0,70 | 0,78 | 0,60 | 1,94 | 0,67 | 2,02 0,84 ]1229]| 622 | 0,48 | 0,80 [1,10| 1,00 | 0,56 | 0,62 | 0,60 | 0,83 | 0,76 | 0,94 E. faecium 1A
d-3 E. faecium*;
a4 141 | 1,19 | 0,96 |0,80| 1,67 | 1,09 [1,23] 633 | NA | 3,51 | 1,48 |1,69]| 1,24 | 2,78 | 2,32 | 2,46 | 1,78 | 1,95 [ 0,90 K 7y
di4 S. maltophilia
- -BK*, ok,
45 d-4 094 | 096 | 1,17 |0,85| 1,22 | 0,73 [ 0,83 | 1,18 | 1,26 |25,77] 5,34 |2,15| 6,47 | 10,64 | 16,20 | 10,35 | 2,84 | 2,06 | 0,91 E. coli 'E'faem":K’ 1A
di15 Bacteroides spp.
do
a7 d1a 097 | 0,72 | 1,71 |1,06 | 1,66 | 0,88 | 1,46 | 1,36 | 1,20 |14,39] 2,58 0,79 3,32 | 4,37 |13,07 | 5,18 | 1,15 | 0,96 | 1,87 E. coli®; C. perfringens ™ 1A
50 :;i 0,70 | 1,33 | 0,40 |1,23| 1,07 | 3,41 | 1,61 553 | 3,80 | 7,65 | 5,11 [3,88| 6,56 | 6,72 | 4,13 | 7,07 | 4,14 | 341 | 2,42 E. coli® P
<05 <1 [<15[=15] >5 [>10]0=500]
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Fortsetzung Tabelle 23: Heatmap zur Visualisierung der Erreger-spezifischen und TT-spezifischen Antikdrperantworten von Sepsispatienten, bei denen Anstiege gegen
mehrere Erreger beobachtet wurden (Gruppe 2).

Gruppe | Patienten- Tag der STAA | STAA2 | STAA3 | STAE | STAHA | STAHO | STRP | ENTFC | ENTFA | ECOL | ENTC [ ACIB | SERM | KLEO | KLEA | KLEP | PSEA | PROM T Erregerdiagnose Infektions-

ID Probennahme durch Mikrobiologie fokus
d-5 . b, mirabilis B

55 0,98 | 0,98 | 0,76 |1,08| 1,06 | 1,51 |1,15| 1,48 | 1,82 | 1,02 | 1,06 |1,61 1,92 1,52 | 1,19 | 1,00 | 1,09 | 1,28 | 1,58 S. aureus; P. mirabilis ™ ; ul
dis Klebsiella spp.*
di S. aureus; E. coli;

60 0,33 | 087 | 095 J0,77| 1,02 | 0,46 | 0,56 | 1,42 | 2,75 | 1,67 | 1,00 | 2,28 1,21 | 1,38 | 1,90 | 1,49 | 0,85 | 0,87 | 1,15 o K/W
di5 S. pyogenes

o s 42’56- 1148893 | 063 | 7,18 | 1,50 [ 292 | 1,96 | 6,60 | 0,63 |135| 1,51 | 1,76 | 489 | 4,83 | 1,05 | 1,08 | 262 s. aureus® i

62 :;Z 1,18 | 1,42 | 1,02 (1,44 1,16 | 3,23 | 2,96 - 34,99 | 1,39 | 1,54 |1,65| 1,22 | 1,53 | 1,56 | 1,22 | 1,66 | 1,30 | 19,68 E. faecium nd
d-1 BK, . BK,

67 1,05 | 0,92 | 1,20 (059 | 1,33 | 070 | 1,23 ] 4,36 | 7,00 [106a] 1,27 |1,33| 3,24 | 6,79 | 464 | 634 | 1,36 | 1,79 | 1,38 | © 9glabrata™; E faecium™; 1A
di5 Enterobacter spp.

68 :'75 1,32 | 1,49 | 1,36 |1,83| 0,67 | 1,07 |1,29] 484 | 3,16 | 1,78 [ 512 | NA | NA | 1,69 | NA | 1,94 | 432 | 3,48 | 1,72 E. faecium A

71 d-6 1,39 | 2,00 | 1,23 |1,28| 0,87 | 2,37 | 1,81 24,92| 1,54 | 1,31 | 0,91 |3,67| 1,48 | 1,24 | 1,46 | 1,56 | 0,62 | 1,05 | 4,65 E. faecalis; C. tropicalis; A

d) d15 Streptokokken

do C. paraputrificum®; E. coli;

73 0,75 | 0,69 | 0,73 |0,82| 0,80 081 | 084 | 1,09 1,47 | 10,87 2,03 |1,07| 6,02 | 3,82 | 569 | 2,67 | 1,17 | 1,39 1,22 P. mirabilis; E. faecalis; 1A
Bacteroides spp.

76 :::; 1,28 | 1,37 | 1,17 (1,14 512 | 1,53 | 1,08| 9,72 | NA |17,28| 9,95 | NA | 8,38 | 7,80 [12,89 [ 9,30 | 2,29 | 1,68 | 1,29 E. faecium ™ 1A

79 dd113 1,13 | 1,34 | 0,92 |1,22| 0,63 | 1,30 | 1,71 2,16 | 3,28 | 1,62 | 6,08 |2,97| 4,95 | 1,72 | 1,65 | 1,72 | 3,43 | 3,47 | 10,84 E. coli ™ u
d-5

81 d1s 1,24 | 1,29 | 1,19 |1,23| 1,12 | 0,74 | 1,58 | 18,61|20,79 | 8,70 | 2,57 |1,65| 4,24 | 3,61 | 4,91 | 2,85 | 3,50 | 3,51 | 0,99 E. coli*; E. faecium 1A
da S. epidermidis ®;

88 d1a 1,75 | 1,05 | 452 |1,49] 4,85 | 3,26 | 1,20| 0,77 | 0553 | 2,81 | 1,58 |1,16| 1,30 | 1,56 | 1,84 | 1,62 | 1,45 | 1,37 | 0,82 K. pneumoniae; E. faecalis; A

E. coli; S. aureus

89 s 1,25 | 1,20 | 3,60 | 7,94 20,87 | 1,69 | 1,17 | 1,65 | 19,30 | 29,60 | 3,81 |1,42| 2,95 | 5,94 | 18,39 612 | 2,92 | 1,47 | 233 - aureus; E. faecalis; A

di4 C. freundii

[ <05 ] <1 [<15[=215] >5 [>10]0=500]
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Fortsetzung Tabelle 23: Heatmap zur Visualisierung der Erreger-spezifischen und TT-spezifischen Antikérperantworten von Sepsispatienten, bei denen Anstiege gegen

mehrere Erreger beobachtet wurden (Gruppe 2).

Gruppe | Patienten- Tag der STAA | STAA2 | STAA3 | STAE | STAHA | STAHO | STRP | ENTFC | ENTFA | ECOL | ENTC | ACIB | SERM | KLEO | KLEA | KLEP | PSEA | PROM T Erregerdiagnose Infektions-
ID Probennahme durch Mikrobiologie fokus
d-1
1 d14 0,70 | 0,70 | 0,82 |1,40| 2,34 | 1,18 | 1,84 | 0,82 | 1,07 | 1,03 | 0,80 | 1,36 0,88 | 1,06 | 1,00 | 0,96 | 1,94 | 0,65 | 2,30 C. albicans P
9 do 1,46 | 1,59 | 1,48 |068| 1,32 | 252 | 222 1,28 | 1,21 | 1,41 | 1,51 |1,30| 024 | 095 | 1,29 | 1,37 | 1,23 | 1,21 | 2,12 E. coli; Enterokokken; A
d7 Candida. spp.
24 :;i 0,98 [ 0,79 | 1,07 (1,36 0,59 | 1,14 | 1,31 1,18 | 2,13 | 5,52 |38,92|0,97| 2,64 | 2,92 | 8,20 | 1,70 |17,75 | 15,38 | 3,10 C. septicum®™" A
72 d-5 0,51 | 0,36 | 0,65 |0,61| 0,45 | 0,51 056 0,69 | 094 | 1,31 | 7,15 | 0,63| 2,28 | 1,09 | 2,47 | 0,82 | 5,60 | 581 | 0,40 E. coli; S. angiosus; nd
d15 Bacteroides spp.
do
e) 75 d14 134 | 1,25 | 1,09 J1,30| 1,55 | 1,21 | 3,36 1,46 | 1,69 | 1,22 | 1,16 [1,59| NA | 1,56 | 1,17 | 1,23 | 1,49 | 1,48 | 1,23 S. aureus; S. vestibularis A
77 :;; 1,15 | 1,24 | 0,97 |1,34| 0,73 | 1,68 | 0,79 | 1,35 | 0,83 | 1,54 | 1,02 |1,33|13,22 1,96 | 1,85 | 1,64 | 1,02 | 1,15 | 1,63 P. mirabilis; S. anginosus A
83 :3 560 | 7,18 | 3,57 |6,63| 3,89 | 668 |564| 203 | NA | 1,97 | 2,34 |2,87| NA | 2,72 | 3,74 | 2,93 | 1,40 | 1,63 | 37,38 S. pyogenes* K/W
d-Z . . ge BK. .
84 234 | 1,99 | 2,22 |1,28] 429 | 1,53 |21 1,40 | 1,51 | 1,23 | 1,40 [1,88]| NA | 1,41 | 1,72 | 1,78 | 1,19 | 1,17 S. epidermidis '; E. coli P
d1is P. aeruginosa
d-5
97 413 013 [ 021 | 023 | NA| 030 | NA [066| NA | NA [ 050 [ 1,69 [ NA | 1,27 | 0,52 | 1,06 | 0,93 | 3,28 | 2,64 | 0,06 | s.liquefaciens® E. gallinarum A
20 :101 1,77 | 2,09 | 2,32 (1,44 3,98 | 1,51 | 1,76 [ 1,59 | 3,44 | 2,38 | 1,49 [3,08| 1,07 | 2,39 | 2,42 | 2,53 | 1,27 | 1,39 | 1,48 / A
26 :;i 0,76 | 0,86 | 0,58 |0,60| 0,32 | 0,65 | 1,09 1,08 | 1,70 | 3,22 | 2,22 |2,85| 2,67 | 1,95 | 2,72 | 4,07 | 5,03 | 558 | 5,55 / A
40 d"114 0,95 [ 0,59 | 1,33 0,92 0,76 | 0,93 | 1,02 0,97 | 1,57 |41,08| 3,80 | 0,81 27,21 12,10 (17,72 | 7,58 | 1,97 | 2,47 | 2,20 / 1A
f) a8 dd1(:s 1,11 | 1,21 | 1,50 |092| 1,23 | 2,65 | 1,01 | 2,72 | 1,87 | 1,69 | 1,4 [5,23| 1,37 [ 1,31 | 1,51 | 1,69 | 1,94 | 1,38 | 1,77 / A
56 :3' 0,70 | 0,49 | 0,91 |0,77| 4,07 | 0,73 | 1,68 | 091 | 1,74 | 0,91 | 13,56 |0,39|10,98| 0,94 20,99 | 0,55 | 8,25 | 8,45 | 1,11 / p
57 d“& 2,35 | 1,27 | 2,02 |1,00| 0,98 | 1,08 | 054 | 0,85 | 1,10 | 2,18 | 2,73 [1,02]| 1,08 | 2,27 | 1,82 | 2,05 | 1,68 | 1,50 | 1,01 / 1A
82 dd105 0,95 [ 0,89 | 0,99 |0,93| 1,65 | 1,07 (093 | 1,19 | 0,45 | 7,28 | 1,71 |1,09| 5,23 | 3,68 | 2,36 | 4,40 | 2,06 | 1,99 | 1,01 / 1A
<05 <1 [<15[=15] >5 [>10]0=500]
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Tabelle 24: Heatmap zur Visualisierung der Erreger-spezifischen und TT-spezifischen Antikdrperantworten von Sepsispatienten, bei denen keine Anstiege der IgG-Spiegel
gegen die getesteten Bakterien bestimmt wurden (Gruppe 3). Aufgelistet sind die beiden Zeitpunkte der Probennahme, zu denen die Erreger-spezifische Antikdrperant-
wort bestimmt wurde, die Veranderungen der Antikorperspiegel, die mikrobiologische Diagnose (fett umrandet) und der Infektionsfokus (g). STAA, S. aureus; STAE,
S. epidermidis; STAHA, S. haemolyticus; STAHO, S. hominis; STRP, S. pneumoniae; ENTFC, E. faecium; ENTFA, E. faecalis; ECOL, E. coli; ENTC, E. cloacae; ACIB, A. baumannii;
SERM, S. marcescens; KLEO, K. oxytoca; KLEA, K. aerogenes; KLEP, K. pneumoniae; PSEA, P. aeruginosa; PROM, P. mirabilis; TT, Tetanus-Toxoid. BK, Blutkultur; *, klinisch
bewerteter Fokuskeim; IA, intraabdominelle Infektion; FI, Fremdkérper-assoziierte Infektion; P, Pneumonie; Ul, Infektion des Intestinaltraktes.

Gruppe | Patienten- Tag der STAA | STAA2 | STAA3 | STAE | STAHA | STAHO | STRP | ENTFC | ENTFA | ECOL | ENTC | ACIB [ SERM | KLEO | KLEA | KLEP | PSEA [PROM| TT Erregerdiagnose Infektions-
ID Probennahme durch Mikrobiologie fokus
13 :"71 032 | 034 | 085 |08 094 | 1,17 | 0,86 | 1,09 | 1,20 | 1,05 | 1,02 |1,08| 1,21 | 1,06 | 1,02 | 1,32 | 1,08 | 1,13 | 0,86 K. pneumoniae ®™* ul

d-4 S. aureus*;
22 0,74 | 057 | 0,95 J0,77| 0,40 | 1,26 | 0,62 | 0,33 | 0,37 | 0,29 | 0,24 |0,28]| 0,45 | 0,26 | 0,35 | 0,29 | 0,31 | 0,30 | 0,48 T FI
dis S. epidermidis
39 :;i 055 | 062 | 052 |0,80| 0,78 | 0,82 | 0,47 | 0,61 | 0,89 | 0,63 | 0,80 [0,98] 1,13 | 0,98 | 0,79 | 1,20 | 0,55 | 0,63 | 1,15 / A
41 :-51 0,67 | 0,84 | 0,91 |0,89| 0,63 | 0,81 | 0,83| 0,68 | 0,86 | 0,91 | 0,80 |0,71]| 0,79 | 0,77 | 0,81 | 0,87 | 0,90 | 0,81 | 0,88 E. coli; Candida spp. P
42 :;; 1,30 | 1,30 | 1,30 (1,20 1,22 | 1,21 | 1,04 1,28 | 1,29 | 1,03 | 1,02 [1,42| 1,22 | 1,2 | 1,25 | 1,15 | 1,04 | 1,09 [ 1,55 / 1A
d-5 <BK,*, .
43 0,46 | 0,73 | 0,41 |1,01| 0,89 | 1,22 | 0,99 1,16 | 0,65 ] 1,09 | 0,99 [0,90| 0,84 | 0,93 | 0,82 | 1,12 | 0,83 | 1,10 | 0,74 Ecoli™;s. aureus; A
g di4 E. faecalis
53 dd110 1,13 | 1,04 | 1,05 [1,09| 0,74 | 1,18 | 1,07 | 0,87 | 0,96 | 0,91 | 0,94 |1,07| 0,86 | 0,81 | 0,94 | 0,92 | 1,03 | 0,99 | 1,08 E. faecalis; P. mirabilis ul
54 do 0,63 | 0,68 | 0,65 |0,79| 0,81 | 0,90 | 0,60| 0,94 | 0,82 | 1,06 | 1,20 |1,39| 0,86 | 1,27 | 1,06 | 161 | 1,10 | 1,28 | 0,00 | Klebsiella sp; Proteus spp; P
dia Enterobacter spp.
66 :l-: 093 | 0,70 | 0,93 (1,42| 0,81 | 1,18 [ 0,75| 0,72 | 0,71 | 0,84 | 0,66 (0,64| 0,72 | 0,76 | 0,75 | 0,78 | 0,59 | 0,62 | 0,66 P. mirabilis ™ U
26 tss 0,97 | 095 | 0,89 |1,10| 0,75 | 1,30 | 0,80 | 1,05 | 0,94 | 0,77 | 0,94 |0,61| 0,47 | 0,91 | 0,49 | 1,06 | 0,85 | 1,02 | 1,06 S. epidermidis ® P
20 gg 094 | 0,79 | 0,81 |0,82| 0,91 | 0,79 | 0,79 | 0,77 | 0,74 | 0,80 | 0,79 |0,81| 0,84 | 0,82 | 0,83 | 0,77 | 0,84 | 0,82 | 0,69 E. coli A
d-2
9 a 0,73 | 0,72 | 0,75 |0,89| 0,92 | 0,77 | 0,89 | 0,84 | 0,91 | 0,92 | 0,75 |0,78| 0,80 | 0,84 | 0,35 | 0,90 | 0,84 | 0,84 | 0,70 / ul
<05 <1 [<15]=215] >5 [>10] 550
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Da besonders bei nahe verwandten Bakterienarten wie z. B. bei Vertretern der Staphy-
lokokken, der Enterokokken oder auch Klebsiellen die Mdéglichkeit besteht, dass sie
dhnliche oder gar identische Virulenzfaktoren produzieren, konnten bei der Verwen-
dung extrazellularer Proteinextrakten kreuzreaktive Antikdrper auftreten, die die Spe-
zifitat des Infection Arrays beeintrachtigen wiirden. Die Korrelationsmatrix der Erreger-
spezifischen Antikorperanstiege der 76 untersuchten Sepsispatienten ist in Tabelle 25
dargestellt. Ein Wert nahe 1 (rot) deutet darauf hin, dass ein linearer Zusammenhang
besteht und mit hoher Wahrscheinlichkeit Kreuzreaktivitaten der Antikérperantworten
vorliegen. Eine hohe positive Korrelation ist z. B. zwischen den drei S. aureus-Stammen
zu sehen, aber auch zwischen S. aureus und S. epidermidis. Zwischen den Entero-
kokken-Spezies E. faecium und E. faecalis zeigt sich ebenfalls eine hohe positive Korre-
lation. Hier ist der Assay vermutlich nur begrenzt in der Lage, zwischen einer Infektion
mit den beiden Spezies zu unterscheiden. Auch innerhalb der Gram-negativen Bakte-
rien sieht man teilweise eine hohe positive Korrelation, so z. B. zwischen den Klebsiel-

len, wie auch zwischen P. aeruginosa und P. mirabilis.

Tabelle 25: Korrelationsmatrix zur Untersuchung von Kreuzreaktivititen in den Erreger-spezifischen
Antikérperantworten.

STAA|STAA2 [STAA3|STAE [STAHA|STAHO [STRP |[ENTFC |[ENTFA[ECOL [ENTC |ACIB [SERM |KLEO |[KLEA|KLEP |PSEA|PROM
STAA 1,00, 0,82 058 -0,02 0,33 0,02 -0,01] -0,03f 0,02 -0,06] 0,02 -0,05 -0,02| 0,03 0,14]| -0,06] -0,05
STAA2 | 1,00 0,78 0,59| -0,03 0,33 0,02 0,00f -0,02| 0,02 -0,05[ 0,03 -0,05 -0,02 0,03] 0,14 -0,05| -0,05
STAA3 | 0,82 0,78 0,61 0,23 0,36 0,02 -0,05| 0,000 0,04 -0,08 0,02 -0,08] -0,01] 0,07 0,10| -0,10| -0,10
STAE 058 059 0,61 0,41 0,71] -0,01 0,00, 0,24 0,07 -0,03] 0,214 -0,02[ 0,00{ 0,20 0,11} -0,05| -0,07
STAHA | -0,02) -0,03] 0,23 0,41 -0,01 -0,01| -0,03f 0,27 029 0,01 000f 0,01} 0,20 042] 0,23 0,00{ -0,04
STAHO| 0,33 0,33] 036 0,71 -0,01 -0,01 0,05 0,14| -0,06] 0,03[ 0,38 0,00{ -0,08 0,03] -0,02| -0,03] -0,03
STRP 0,02 0,02 0,02 -001] -001f -0,01 0,01 0,00, -0,03| -0,04[ 0,03 -0,04[ -0,04| -0,02| -0,02| -0,03] -0,03
ENTFC| -0,01] 0,00 -0,05/ 0,00 -0,03 0,05 0,01 0,70 -0,01| -0,04| 0,17 0,02 0,04| -0,03] 0,03] -0,02| -0,03
ENTFA | -0,03] -0,02 0,00 0,24 0,27 0,14 0,00 0,70 0,08/ -0,03f 0,07 0,08 0,10 0,10 0,07 -0,01] -0,03
ECOL 0,02 0,02 0,04 007 029 -006/ -003] -001f 0,08 0,08(-0,08) 042 087 056] 081 0,02 0,01
ENTC | -0,06] -0,05[ -0,08] -0,03] 0,01 0,03| -0,04| -0,04] -0,03 0,08 0,20 0,30 0,13| 0/52| 0,13] 0,93 0,93
ACIB 0,02| 0,03 0,02 014 0,00 0,38/ 0,03 0,17 0,07| -0,08] 0,20 0,11) 0,09] 0,10, 0,18] 0,32] 0,30
SERM | -0,05] -0,05] -0,08[ -0,02[ 0,01 0,00[ -0,04 0,02 0,08 042 0,30 0,11 0,56| 0,63 0,41 0,31 0,33
KLEO | -0,02| -0,02 -0,01] 0,00f 0,20 -0,08f -0,04 0,04 0,0, 087 0,13[ 0,09] 0,56 0,63 0,93 0,06 0,05
KLEA 0,03 0,03 007 020 042 0,03 -0,02| -0,03] 0,10 056 0552| 0,10 0,63 0,63 0,60/ 0,49 0,49
KLEP 0,14/ 04| 0,J0[ 0,11} 0,23 -0,02| -0,02 0,03 0,07 081 0,13 0,18 041f 0,93 0,60 0,06| 0,05
PSEA | -0,06] -0,05 -0,10| -0,05( 0,00 -0,03f -0,03) -0,02] -0,01f 0,02 093] 0,32 0,31 0,06 0/49| 0,06 0,99
PROM | -0,05] -0,05 -0,10| -0,07f -0,04| -0,03| -0,03) -0,03] -0,03f 0,01f 0,93| 0,30 0,33] 0,05 0,49 0,05| 0,99

Obwohl der Infection Array eine hohe Sensitivitdit aufweist und komplexe Protein-
gemische eine Vielzahl an verschiedenen Antigenen enthalten, sollten langfristig re-
kombinante Proteine als Antigene eingesetzt werden, um die Spezifitdt des Assays wei-
ter zu steigern und damit mogliche Kreuzreaktivitaten zu vermindern.
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4.3 |dentifizierung immunogener Proteine typischer Sepsiserreger

Proteine, die eine starke Zunahme der 1gG-Bindung im Infektionsverlauf zeigen, kdnn-
ten gute Kandidaten sein, um die Spezifitdt eines serologischen Tests zur Erregerdiag-
nose zu verbessern. Bei der Auswahl moglicher Kandidaten sollten zwei Kriterien gel-
ten: (i) die Proteine sind innerhalb ihrer Spezies konserviert und (ii) die Proteine sind
selektiv fur eine Spezies. Zur ldentifizierung geeigneter immunogener Proteinkandida-
ten wurden Plasmaproben von Patienten verwendet, die zuvor im Simple Western As-
say sowie im Infection Array einen Anstieg gegen ihren mikrobiologisch diagnostizier-
ten Erreger zeigten (Tabelle 26). Die Unterschiede in der Hohe der bestimmten Anti-
korperanstiege sind auf die methodischen Unterschiede der beiden Assays, aber auch

auf die Verwendung unterschiedlicher Bakterienstimme zurtickzufiihren.

Tabelle 26: Ubersicht der fiir die 2D-Immunoblots verwendeten Bakterien und Patientenplasmen.

Spezies Patient Zeitpunkt der relativer Anstieg der Anzahl
Plasmanahme Antikorper-Signale Spots
vor nach Simple Western  Infection 2D-IBs
Diagnose Diagnose Assay Array
S. epidermidis VYOO_31 d-3 d17 1,8 3,2 56
IMI_Sep_30 do di4 3,8 3,6 23
E. faecium IMI_Sep_67 d-1 di5 >* 4,4 42
VYOO_2 d-3 di6 16 11,6 39
. VYOO_10 d-1 d7 30 nd 24
E. coli -
IMI_Sep_45 d-5 di4 4,3 25,8 32
VYOO_36 do di7 37 1,6 30
S. marcescens
VYOO0_41 do d15 344 4,4 22
K. pneumoniae IMI_Sep_13 d-1 d7 3,5 1,3 28
. VYOO_46 do d15 9 2,3 34
P. aeruginosa
IMI_Sep_23 d-2 di4 1,2 1,5 57

*zum frihen Zeitpunkt waren kaum Antikérper messbar, daher konnte kein Anstieg berechnet werden,
obwohl es zu einer deutlichen Zunahme der Antikorperspiegel kam.

Die extrazelluldaren Proteine ausgewahlter Bakterien wurden 2D-gelelektrophoretisch
aufgetrennt und die 2D-Blots anschliefRend mit einer friihen Plasmaprobe (vor Diagno-

se) sowie mit einer Verlaufsprobe (nach Diagnose) inkubiert. Die gebundenen Plasma-

86



Ergebnisse

antikérper wurden zunachst mit Chemilumineszenz detektiert. Da die Muster der 1gG-
Bindung jedoch nicht gut mit denen der Proteinfarbung lGbereinstimmten, wurden die
2D-IBs anschlieBend erneut kolorimetrisch gefarbt und Spots von Proteinen mit Anti-
korperbindung direkt von der Membran tryptisch verdaut und massenspektrometrisch

analysiert.

Exemplarisch sind die 1D- und 2D-IBs fiir fiinf Bakterienspezies (Tabelle 26, fett mar-
kiert) gezeigt (Abbildung 10). Die weiteren 2D-IB-Bilder sind im Anhang aufgefiihrt
(Abbildung A7). Generell unterscheiden sich sowohl die Anzahl Spots als auch deren

Verteilung in den 2D-IBs stark zwischen den einzelnen Spezies.

Im Fall von S. epidermidis wurden extrazelluldare Proteine des Referenzstammes RP62A
verwendet, was anschliefend eine gute MS-Analyse und die ldentifizierung von Pro-
teinen in 42 der verdauten 56 Spots (29 aus dem pH-Bereich 4-7 und 27 aus dem pH-
Bereich 6-11) ermoglichte (Abbildung A8). Wahrend in 12 Fallen mehr als ein Protein
an einem einzigen Spot auftrat, wurden insgesamt 27 einzigartige Proteine identifiziert
(Tabelle 27). Etwa 60 % der Proteine waren zytosolische oder sezernierte Proteine und
15 % membrangebunden. Zwei Drittel (18/27) der identifizierten Proteine waren klei-
ner als 50 kDa und wiesen, mit Ausnahme von drei Fallen, einen sauren isoelektrischen
Punkt auf. Mit Hilfe der Delta2D-Software wurden die Punktintensitaten vor und wah-
rend der Infektion verglichen. EIf Proteine zeigten eine Zunahme der 1gG-Bindung im
Verlauf der Infektion. Der starkste Anstieg der IgG-Spiegel wurde fiir die ATP synthase
subunit beta (AtpB), das accumulation associated protein (Q5HKE8 oder Aap) und den

elongation factor Tu (EF-Tu) beobachtet (siehe auch Bachelorarbeit G. Czoske [94]).
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Simple Western Assay
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Abbildung 10: Antikorperreaktionen gegen extrazellulare Proteine des mikrobiologisch diagnosti-
zierten Erregers bei Sepsispatienten, wie durch den Simple Western Assay und 2D-IBs gezeigt. Exemp-
larisch dargestellt sind die Antikorperprofile fir finf Sepsiserreger. Extrazellulare Proteine von
S. epidermidis (A), E. faecium (B), E. coli (C), S. marcescens (D) und P. aeruginosa (E) wurden mittels
Simple Western Assay (links) und 2D-IBs (rechts) aufgetrennt und mit Plasma von Patienten, die gegen
diese Bakterien eine Antikérperantwort zeigten (Tabelle 26, fett markiert) inkubiert. Die Antikdrperspie-
gel vor und nach der klinischen Diagnose wurden gegeniibergestellt.
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Tabelle 27: Immunogene Proteine von S. epidermidis identifiziert durch 2D-IBs und anschlieBender ESI-LC-MS/MS.

Spot-ID1 Accession- Beschreibung / Funktion* plz’* MW * Lokali- 1gG- Referenz®
Nummer* sation®* Bindung5

Gruppe 1
17;19-24;42;51;56  ISAA_STAEQ Probable transglycosylase IsaA 5,79 24,53 S +/- [95]
18; 42-45 SLE1_STAEQ N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase Slel 9,86 35,11 s;m +/-
36; 38 ATL_STAEQ Bifunctional autolysin 9,44 148,18 S [1) [96]
Gruppe 2
3;5;30 ATPB_STAEQ ATP synthase subunit beta 4,62 51,52 m ++
8;9;11-13; 31 Q5HKE8_STAEQ  Accumulation associated protein (Aap) 4,68 255,45 s;m ++ [97]
16; 39 EFTU_STAEQ Elongation factor Tu 4,72 43,18 z ++ [95, 98]
17 G3P1_STAEQ Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1 4,83 36,28 z + [99]
17 ODPA_STAEQ Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha 4,79 41,30 z +
17 PGK_STAEQ Phosphoglycerate kinase 4,76 42,82 z + [98]
18 HSLO_STAEQ 33 kDa chaperonin 4,85 31,79 z +
19 Q5HMIJ2_STAEQ Uncharacterized protein 4,99 28,57 nd -
19-21;42; 52 Q5HMJ9_STAEQ Uncharacterized protein 5,34 36,69 nd -
20 Y1270_STAEQ UPF0173 metal-dependent hydrolase SERP1270 4,84 25,33 nd @
21 SODM_STAEQ Superoxide dismutase [Mn/Fe] 5,05 22,70 nd @
26; 27 LIP_STAEQ Lipase 5,75 77,36 s @
28 RL25_STAEQ 50S ribosomal protein L25 4,23 24,02 z -
30; 38 ATPA_STAEQ ATP synthase subunit alpha 4,8 54,76 m +
37 CH60_STAEQ 60 kDa chaperonin 4,6 57,71 z [1) [98]
37 GLMS_STAEQ Glutamine--fructose-6-phosphate aminotransferase 4,99 66,31 z @
37 TKT_STAEQ Transketolase 4,93 72,89 nd 1) [95]
38 AHPF_STAEQ Alkyl hydroperoxide reductase subunit F 4,59 54,88 nd @
39 PUR8_STAEQ Adenylosuccinate lyase 5,55 49,73 nd @
39; 47 ENO_STAEQ Enolase 4,58 47,27 z;s;m 0] [95]
39; 47 G6PI_STAEQ Glucose-6-phosphate isomerase 4,96 49,73 z [1)
42 RL2_STAEQ 50S ribosomal protein L2 10,9 30,25 z -
42:52; 53 SSAA_STAEQ Staphylococcal secretory antigen SsaA 8,4 27,95 s +/- [98]
50 ODPB_STAEQ Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta 4,69 35,27 nd -
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'Spot-ID gemald Abbildung A8

’isoelektrischer Punkt

3Molekulargewicht in kDa

4m, membranstdndig; nd, unbekannt; s, sezerniert; z, zytosolisch

*Verhiltnis der IgG-Bindung nach/vor der Sepsisdiagnose; -, Abnahme der Spotintensitat; +/-, teilweise
Zunahme und Abnahme der Spotintensitat flr das entsprechende Protein in verschiedenen Spots; +,
méaRige Zunahme der Spotintensitat; ++, starke Zunahme der Spotintensitit; @, keine Veranderung
SVerweis auf Publikationen, in denen das Protein bereits beschrieben wurde

*die Informationen stammen von der Datenbank www.uniprot.de [abgerufen Méarz 2020]
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Neben der Immunogenitat der identifizierten Proteinkandidaten spielt ihre Spezifitat
fir eine Bakterienart eine entscheidende Rolle fiir einen moglichen Einsatz in der Dif-
ferentialdiagnose, insbesondere bei nahe verwandten Organismen. Daher wurden die
Gensequenzen der 27 identifizierten S. epidermidis-Proteine mit einer speziell ange-
fertigten Datenbank abgeglichen, die die Genome von 419 S. aureus- und 17
S. epidermidis-Stammen enthalt, die aus den NCBI-Datenbanken abgeleitet wurden.
Von allen in Tabelle 27 aufgefiihrten immunogenen Proteinen waren drei extrazellu-
lare Proteine (IsaA, Slel und Atl) in 16/17 S. epidermidis-Stammen, aber in keinem der
419 analysierten S. aureus-Stamme vorhanden (Tabelle Al). Von diesen Proteinen zeig-
ten allerdings nur IsaA und Slel eine leichte Zunahme der Antikérperbindung wahrend
der Infektion. Darliber hinaus wurde ein weiteres immunogenes Protein, Lip, in allen
S. epidermidis-Stammen gefunden, jedoch nur in weniger als 1 % (3/419) der S. aureus-
Stamme. Bei diesem Protein konnte aber kein Antikdrperanstieg im Infektionsverlauf

beobachtet werden.

Zur Identifizierung von Proteinkandidaten der anderen Bakterienspezies wurden extra-
zellulare Proteine von Patientenisolaten verwendet. Da von diesen Stammen jedoch
keine Sequenzdaten vorlagen, wurden die MS-Analyse und die darauffolgende Identifi-
zierung immunogener Proteine dieser Bakterien erschwert. Insgesamt wurden 30 im-
munogene Proteine identifiziert, die wenigsten davon fiir E. coli (Tabelle 28) sowie
S. marcescens und K. pneumoniae (Tabelle 29). Unter den identifizierten Proteinen
fanden sich haufig Strukturproteine wie Flagellin oder das outer membrane lipoprotein.
Aber auch zytosolische Proteine konnten, wie bereits zuvor bei S. epidermidis, identifi-

ziert werden.
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Tabelle 28: Immunogene Proteine von E. faecium und E. coli identifiziert durch 2D-IB und anschlieRender ESI-LC-MS/MS.

Spot-ID* Accession-Nummer* Beschreibung / Funktion* plz’** MW ** Lokalisation® IgG-Bindung’
E. faecium

64;97; 139 ANB94846.1 Protein P54; hypothetical protein 4,74 52 m +/-
71,72;114;148;149 APJ07828.1 Muramidase 9,4 65,2 S [1)
77;98; 156 AOT78671.1 Lipoteichoic acid synthase 1 5,2 80 s, m ++
98; 156 ANB94907.1 Mannosyl-glycoprotein endo-beta-N-acetylglucosamidase 4,8 46,8 z +
98 APJ07521.1 Translation elongation factor Tu 4,8 43 z +
98 AMP61521.1 6-phosphogluconate dehydrogenase 5 52,7 z +
101; 159 APJ06472.1 Peptidase M23 4,2 22,5 nd [1)
E. coli

56 CuU94074.1 Flagellin 4,4-5 68 s +
18 AAA23975.1 Hemolysin, chromosomal 5,5 109,9 s, m +
55 1EQ7_A Murein lipoprotein 8,3 8 m +
55 CUU93793.1 Outer membrane lipoprotein slyb 8,12 13,8 m +

1Spot-ID gemal Abbildung A9

’isoelektrischer Punkt

3Molekulargewicht in kDa

4m, membranstandig; nd, unbekannt; s, sezerniert; z, zytosolisch

*Verhiltnis der IgG-Bindung nach/vor der Sepsisdiagnose; -, Abnahme der Spotintensitit; +/-, teilweise Zunahme und Abnahme der Spotintensitit fiir das entsprechende

Protein in verschiedenen Spots; +, miRige Zunahme der Spotintensitat; ++, starke Zunahme der Spotintensitat; @, keine Verianderung

*die Informationen stammen von der Datenbank www.ncbi.nlm.gov [abgerufen Juli 2020]

**die Informationen stammen von der Datenbank https://web.expasy.org/compute_pi/ [abgerufen Juli 2020]
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Tabelle 29: Immunogene Proteine von S. marcescens, K. pneumoniae und P. aeruginosa identifiziert durch 2D-IB und anschlieBender ESI-LC-MS/MS.

Spot-ID* Accession-Nummer* Beschreibung / Funktion* plz’** MW ** Lokalisation® IgG-Bindung’
S. marcescens

4;8;29 ALD46384.1 Flagellar biosynthesis protein flgk 4,77 58,2 S ++
5;28 AlA48821.1 Protease C / serralysin 4,5 57,7 S ++
31;9; 10 ALE9S6704.1 Flagellin 4,9 43,3 s +
K. pneumoniae

72 AHI35335.2 Outer membrane protein A precursor 6 38 m +
80 AHI36588.1 Major outer membrane lipoprotein Lpp precursor 6,7-9 8,4 m -
P. aeruginosa

116 NP_249940.1 Alkaline metalloproteinase 4,3 50,4 s ++
119-121 AAG04481.1 Flagellin type B 5,4 49,2 s (1)
162 ERF08150.1 Flagellin 4,9 40 s (1)
119 AAG06327.1 Probable aminopeptidase 5 57,5 s (1)}
152,151, 122 NP_253075.1 Molecular chaperone groel 5 57 z +/-
126-129, 137 NP_249543.1 Chitin-binding protein cbpd 6,4 41,9 s

128,129, 138,170 KGD97387.1 Peptidase M4 6,3 51,3 s -
130 AAG07562.1 Protease IV 6,45 48 s -
146 ERF08854.1 Wall-associated protein 5,2 96,8 m +
147 NP_252956.1 Elongation factor G 5 77,8 z [1)
160 NP_254241.1 ATP synthase subunit beta 5 49,5 m, z [1)
161 NP_064722.1 DNA polymerase Il subunit beta 51 40,7 z [1)
161 KGD87083.1 Isocitrate dehydrogenase 51 45,6 s [1)
166 AAG03812.1 Hypothetical protein / pasp 6 20,8 nd -

'Spot-ID gemiR Abbildung A10
%isoelektrischer Punkt

3Molekulargewicht in kDa

4 . . . .
m, membranstandig; nd, unbekannt; s, sezerniert; z, zytosolisch

*Verhiltnis der IgG-Bindung nach/vor der Sepsisdiagnose; -, Abnahme der Spotintensitat; +/-, teilweise Zunahme und Abnahme der Spotintensitat fur das entsprechende

Protein in verschiedenen Spots; +, maRige Zunahme der Spotintensitit; ++, starke Zunahme der Spotintensitit; @, keine Veranderung

*die Informationen stammen von der Datenbank www.ncbi.nlm.gov [abgerufen Juli 2020]

**die Informationen stammen von der Datenbank https://web.expasy.org/compute_pi/ [abgerufen Juli 2020]
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5 Diskussion

Die Sepsis ist eine schwere Form der Infektion, die durch eine fehlgeleitete Immunre-
aktion verursacht wird und schatzungsweise jahrlich iber 48 Mio. Tote weltweit for-
dert [4]. Trotz intensiver Forschung in den letzten Jahren sind noch viele Mechanismen
der zugrunde liegenden Pathophysiologie unvollstandig verstanden. Darunter zahlt

auch die Rolle der B-Zellen [100, 101].

B-Zellen sind wichtige Akteure in der Erregerabwehr [102]. Neben der Zytokinproduk-
tion und Funktion als antigenprasentierende Zelle (APC) stellt die Produktion von Anti-
korpern eine wichtige Effektorfunktion dar. Antikorper kénnen bakterielle Produkte
neutralisieren, das Komplementsystem aktivieren, oder zur Opsonophagozytose von
Krankheitserregern fiihren [103]. Wahrend einer Sepsis kommt es jedoch zur massiven
Apoptose von Lymphozyten, wodurch die Immunreaktion beeintrachtigt wird [104—
108]. Innerhalb der B-Zellen sind davon besonders Bem-Zellen betroffen [100]. Zudem
verandert sich der Phanotyp der B-Zellen, und sie zeigen verstarkt Anzeichen fir B-Zell-
Erschopfung (B cell exhaustion) [109]. Dazu zahlt eine verminderte MHC-Klasse-II-
Expression, eine Zunahme von CD21"" und CD95"&" B-Zellen sowie eine erhohte Pro-
duktion des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 [110]. Dieser veranderte Phanotyp
verhindert ebenfalls eine wirksame humorale Immunantwort. Im Widerspruch dazu
wurde jedoch sowohl im Mausmodell als auch beim Menschen eine polyklonale B-
Zellaktivierung in der frilhen Phase einer Sepsis beobachtet, welche mit einem Anstieg

der Plasma-IgM- und -IgG-Spiegel einhergeht [111-114].

In dieser Arbeit sollte die Erreger-spezifische Antikorperantwort bei Sepsispatienten
untersucht werden, um neue Erkenntnisse tiber die humorale Immunantwort im Infek-
tionsverlauf (einer Sepsis) zu erlangen. Da viele Erkenntnisse bisher auf Ergebnissen
aus Mausmodellen fiir Sepsis beruhen, diese aber nur begrenzt auf den Menschen
Ubertragbar sind, wurden hier Patienten aus zwei prospektiven Studien untersucht.
Das ermoglichte den Vergleich der Antikorperspiegel vor und nach der klinischen Sep-
sisdiagnose. Im Hinblick auf den Infektionsfokus und die am haufigsten auftretenden
Infektionserreger spiegeln die beiden Studien gut die aktuelle Literatur wider. In den
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meisten Fallen ging die Sepsis von Infektionen des Bauchraums, der Atemwege oder
des Urogenitaltraktes aus [14, 29]. Neben E. coli wurden haufig S. aureus und KNS so-
wie Enterokokken, aber auch Pneumokokken und verschiedene Gram-negative Bakte-

rien mikrobiologisch nachgewiesen (Tabelle 7 und Tabelle 8) [14, 115].
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5.1 Anwendung und Vergleichbarkeit des Simple Western Assays

und des Infection Arrays

Um die humorale Immunantwort zu untersuchen, werden in der Forschung und Klinik
verschiedene Methoden eingesetzt. Eine Standardmethode zur Bestimmung von Anti-
korpertitern im Blut ist der ELISA [116-118]. Er ist einfach in der Anwendung und mit
geringen Kosten verbunden. Fir klinische Studien wird jedoch zunehmend nach alter-
nativen Methoden gesucht, die zum einen weniger Probenmaterial benétigen und zum
anderen einen hoheren Probendurchsatz erlauben [119]. Zwei solcher Methoden wur-
den in dieser Arbeit flir die Bestimmung von Erreger-spezifischen Antikorperspiegeln

aufgebaut und verwendet: Ein Simple Western Assay und ein Infection Array.

Der Simple Western Assay ist ein halbautomatischer Immunoblot-Assay, mit dem bis zu
88 Proben gleichzeitig gemessen werden konnen. Aullerdem bendétigt der Assay nur
wenig manuelle Vorbereitungszeit (hands-on time). Die anschlieRende Messung der
Proben erfolgt automatisch, wodurch Fehlerquellen minimiert und eine gewisse Stan-
dardisierung und Reproduzierbarkeit erreicht werden [91, 120]. Die erhaltenen Anti-
korperbindungsprofile ermoglichen eine semi-quantitative Bestimmung der Plasmaan-
tikorper und geben zusatzlich Informationen lUber das Molekulargewicht (MW) der

gebundenen Proteine (Abbildung A3).

Der Simple Western Assay stellt damit eine schnelle und effektive Methode dar, um die
Antikorperantwort gegen ausgewadhlte Bakterienspezies zu bestimmen; dennoch
bringt der Assay einige Einschrankungen mit sich. Die bei verschiedenen Bakterienspe-
zies natirlicherweise vorkommende und durch eine potenzielle Infektion zusatzlich
erhohte Varianz der Antikérperkonzentrationen im Plasma von gesunden und kranken
Individuen flhrt dazu, dass die spezifischen Antikérperspiegel mehrere Log-Stufen um-
spannen. Diese Varianz libersteigt bei einer festgelegten Verdiinnung teilweise den
dynamischen Messbereich des Gerates. Infolgedessen miissen fir die unterschied-

lichen Bakterienspezies Parameter wie die Plasmaverdinnungen und Expositionszeiten
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bei der Messung individuell angepasst werden, um Messungen Uber bzw. unter der
Nachweisgrenze moglichst zu vermeiden. Folglich kénnen nur relative Veranderungen
der Antikorpersignale einzelner Individuen miteinander verglichen werden, nicht aber
die absoluten Messwerte. Ein weiterer Nachteil ist, dass pro Kapillare nur die Antikor-
perantwort gemessen werden kann, die sich gegen einen definierten Erreger richtet.
Mochte man Antikérperspiegel gegen verschiedene Erreger bestimmen, muissen die
Anzahl bendtigter Kapillaren entsprechend mit der Erregeranzahl multipliziert werden,
wodurch Probenbedarf, Zeitaufwand und Kosten mit zunehmender Erregerzahl pro-

portional steigen.

Um bei einer Infektion den zeitlichen Verlauf der Antikdrperantwort gegen eine Viel-
zahl von Erregern zu bestimmen, wurde der Infection Array entwickelt und verwendet
[121]. Er erlaubt die simultane Messung von Antikorperspiegeln gegen bis zu 100 ver-
schiedene Analyten in einer Probe. Im Vergleich zum Simple Western Assay wird die
Sensitivitat und der dynamische Bereich des Assays durch zwei Aspekte gesteigert.
Erstens erfolgt die Signaldetektion durch Fluoreszenz statt durch Chemilumineszenz,
zweitens werden alle Plasmaproben in serieller Verdliinnung Uber sieben Verdiin-
nungsstufen (je 1:5) gemessen [84]. Durch Verwendung eines Standardserums auf je-
der Platte kénnen die Messwerte normalisiert und untereinander verglichen werden.
Mit Hilfe der xMAPr-Anwendung kann anschlieRend ein Sattigungskurvenmodell ge-
nutzt werden, um den Mittelpunkt des linearen Bereichs (ECso bzw. halbmaximaler
MFI-Wert) abzuschatzen [84]. Das Produkt aus der halbmaximalen MFI und der Ver-
diinnung bei halbmaximaler MFI ergeben den Antikérperspiegel, wodurch sich mit
dem Infection Array sowohl die Absolutwerte als auch die relativen Verdanderungen in

der Antikorperantwort vergleichen lieBen.

Mit beiden Assays liel’ sich in dieser Arbeit die Erreger-spezifische Antikdrperantwort
in gesunden Probanden und Sepsispatienten bestimmen. Generell zeigten sich mit
beiden Methoden vergleichbare Ergebnisse hinsichtlich der ermittelten Antikorpersig-
naturen (Tabelle 21). Die berechneten Antikorperanstiege wiesen jedoch teilweise
leichte Abweichungen auf, die sich groBtenteils auf die in Tabelle 30 genannten expe-

rimentellen Unterschiede zurickfiihren lassen. Dazu zdhlen die Spezifitat des Detek-
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tionsantikorpers und die verwendeten Bakterienstimme. Im Simple Western Assay
wurden alle Immunglobulin-Klassen (Gesamt-Ig) gemessen. Da I1gG mit 70-85 % die in
normalem Humanserum am haufigsten vorkommende Antikérperklasse, und die wich-
tigste fur die Erregerabwehr ist, wurde im Infection Array nur 1gG bestimmt [122]. Die
extrazelluldren Proteine wurden im Simple Western Assay von Patientenisolaten der
Studie gewonnen; es wurde also wo immer moglich, eine personalisierte Analyse
durchgefihrt. Da dieses Vorgehen fir groRere Studien nicht praktikabel ist, wurden im
Infection Array hingegen gut charakterisierte Referenzstimme verwendet. Weitere
methodische Unterschiede sind ebenfalls in Tabelle 30 aufgefiihrt und wurden aus-
fuhrlich in der Bachelorarbeit von C. Drechsler diskutiert [93]. Diese beinhalten u. a.
die Aufbereitung und Prasentation der Proteinextrakte sowie die Art der Signaldetekti-
on und Datenauswertung. Die Auswahl des richtigen Assays sollte je nach Fragestel-
lung getroffen werden. Der Simple Western Assay liefert neben den quantitativen Er-
gebnissen auch qualitative Aussagen, welche bei der Suche nach interessanten Protei-
nen nitzlich sein kénnen. Der Infection Array ermoglicht die Bestimmung von Antikor-
perspiegeln gegen eine Vielzahl an Erregern und ist damit eine wertvolle Screening-

Methode.

Tabelle 30: Gegeniiberstellung der wichtigsten methodischen und experimentellen Unterschiede des
Simple Western Assays und des Infection Arrays.

Eigenschaften/Parameter Simple Western Assay Infection Array

Methodisch

Antigenprdsentation

Multiplexing
Serumverdiinnungen

Assay-Durchfiihrung
Signaldetektion

elektrophoretische Auftren-
nung nach MW

nein

1 (je nach Spezies 1:1.000 bis
1:10.000 Verdinnung)
automatisch/einfach
Chemilumineszenz

kovalente Kopplung an magnetische
Beads liber primare Amine

ja (bis zu 100 Analyten/Messung)

7 (serielle Verdiinnung von 1:20 bis
1:312.500)

manuell/schwieriger

Fluoreszenz

Experimentell
Detektionsantikorper

Bakterienstamme

Datenauswertung

Ziege-anti-human IgG (H+L)
POD

Patientenisolate

(z. T. personalisiert)
Compass for SW
(ProteinSimple)

Ziege-anti-human IgG (Fc-spezifisch)
PE
Referenzstamme

XMAPr App [84]
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5.2 Die Antikérperantwort gegen bakterielle Sepsiserreger

Viele Sepsiserreger sind Kommensale. Durch die permanente Exposition stellen Kom-
mensale ein erhohtes Risiko fiir Infektionen dar [123]. Schatzungsweise entsteht die
Mehrzahl (2/3) der Infektionen endogen durch Bakterien des korpereigenen Mikrobi-
oms. Andererseits ist die wiederholte Exposition gegentber einem Erreger wichtig, um
ein schitzendes Immungedachtnis auszubilden [124]. Untersuchungen zur Antikorper-
antwort gegen solche Bakterien sind jedoch rar. Es stellt sich daher die Frage, ob die
Besiedlung zu einer ausreichenden Immunisierung fihrt, dadurch ein Immungedacht-
nis gebildet wird und dieses einen Einfluss auf eine spatere Infektion und den Verlauf

der Sepsis hat.

5.2.1 Die basale Antikérperantwort

Um zu priifen, ob es basale Antikorperspiegel gegen typische bakterielle Sepsiserreger
im Blut gibt, wurden Seren von gesunden Probanden sowie Plasmaproben von Patien-
ten vor klinischer Sepsisdiagnose untersucht. Antikorper lieRen sich gegen jede getes-
tete Bakterienspezies sowohl im Simple Western Assay als auch im Infection Array
nachweisen, jedoch variiert die Starke der Antikorpersignale stark (Abbildung 4 und

Abbildung 9).

Die hochsten Antikorpersignale wurden gegen S. aureus-Proteine gemessen. Es wird
vermutet, dass die Bildung von S. aureus-spezifischem 1gG durch wiederholte Expositi-
on und kleinere subklinische Infektionen zustande kommt [125]. Unsere Beobachtung
bestatigt die Ergebnisse anderer Studien, die bereits zeigten, dass anti-S. aureus Anti-
korper bei fast allen S. aureus-Carriern und -Nicht-Carriern vorkommen [60]. Obwohl
nur etwa 20 % der Bevolkerung persistent mit dem Bakterium besiedelt sind, finden
sich Antikorper in nahezu 100 % der Individuen [126]. Weitere Studien zeigten auller-
dem, dass diese Antikorperspiegel lber einen langen Zeitraum stabil bleiben und dass
sie bei S. aureus-Carriern tendenziell héher sind als bei nicht besiedelten Individuen

[126—129]. Die Besiedlung erfolgt dabei oft schon in den ersten Lebenstagen [130].
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Es konnten auch gegen S. pneumoniae und S. epidermidis Antikorpersignale bestimmt
werden. Das spricht dafiir, dass das Immunsystem regelmaRig mit diesen Erregern in
Kontakt kommt bzw. in jungen Jahren ein solides Immungedachtnis ausgebildet wurde,
sodass langlebige Plasmazellen und Byem-Zellen einen basalen Antikérperspiegel auf-
rechterhalten [78]. Fir Pneumokokken wurde ebenfalls gezeigt, dass zirkulierende an-
ti-S. pneumoniae Antikorperspiegel bei Carriern und Nicht-Carriern vorkommen [123].
Wahrend bis zu 65 % der Kleinkinder dieses Bakterium im Nasenrachenraum tragen,
sind nur noch etwa 10 % der Erwachsenen besiedelt [53, 131]. Im Gegensatz zu
S. aureus und S. pneumoniae kommen KNS, wie S. epidermidis ubiquitar auf der
menschlichen Haut vor. Interessanterweise waren die gegen S. epidermidis gemesse-
nen Antikorperspiegel jedoch deutlich niedriger als die gegen S. aureus. Daflir kdnnte
es zwei Erklarungen geben. Zum einen gilt S. epidermidis als weniger virulent als
S. aureus, zum anderen konnte der Besiedlungsort eine Einfluss auf die Hohe der Anti-
korperantwort haben [39]. Wahrend S. aureus den Nasenvorhof besiedelt und so tiber
die Schleimhaute eindringen kann, bildet die Epidermis der Haut eine zusatzliche Bar-

rierefunktion zum Schutz vor Krankheitserregern.

Die niedrigsten Antikorpersignale wurden bei Vertretern der Darmflora wie den
Enterokokken und Enterobacteriaceae, wie E. coli, gemessen, weiterhin bei dem
ubiquitdr in der Umwelt vorkommenden Gram-negativen Bakterium P. aeruginosa.
Dies lasst vermuten, dass milde invasive Episoden mit diesem Bakterium in gesunden
Menschen entweder nicht vorkommen oder nur eine maRige Antigen-spezifische 1gG-
Produktion zur Folge haben. Im Darm schitzt das Darm-assoziierte Immunsystem
(GALT, gut-associated lymphoid tissue) die Schleimhaut vor dem Eindringen von
Krankheitserregern. Dort gebildetes sekretorisches IgA stellt zusammen mit Zellen des
angeborenen Immunsystems die erste Instanz bei der Erregerabwehr dar und verhin-
dert die Translokation von Darmbakterien ins Blut [132]. Dadurch wird eine proin-
flammatorische Immunreaktion mit der Produktion von IgG unterbunden. In Uberein-
stimmung mit dieser Annahme konnte in Mausen gezeigt werden, dass die Hemmung
der angeborenen Immunantwort die Darmpermeabilitdt fiir Bakterien steigert. Nach
Kolonisierung mit E. coli und E. faecalis konnten, infolge der erleichterten Translokati-

on dieser Erreger in den Blutkreislauf, im Blut spezifische 1gG-Spiegel gegen diese Bak-

101



Diskussion

terien nachgewiesen werden [133]. P. aeruginosa, das nicht zu den klassischen Kom-
mensalen zahlt, rief bei Gesunden ebenfalls keine starke 1gG-Produktion hervor, was
entweder auf mangelnden Kontakt oder die eben beschriebenen Mechanismen zu-

rickzufthren ist.

Zwischen den Gesunden (n = 8) und den Patienten vor Infektion (n = 76) zeigten sich
im Infection Array keine signifikanten Unterschiede in den gemessenen Antikorper-
spiegeln. Fir die Patienten wurde der friiheste verfligbare Zeitpunkt fir die Messung
gewahlt (MW: d-2; Min/Max: d-6/d1). Die fehlenden Unterschiede in den Antikorper-
spiegeln lassen darauf schlielen, dass die Signale zu diesem Zeitpunkt dem Grundzu-
stand, d. h. den basalen Antikoérperspiegeln der gesunden Probanden entsprechen und
somit als Ausgangswerte flr die nachfolgende Untersuchung der Antikérperanstiege

genutzt werden kdnnen.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass gegen alle untersuchten Bakterienspe-
zies ein Antikdrpergedachtnis besteht, welches auf Priming infolge der Kolonisierung
oder durch wiederkehrende Exposition mit Umweltkeimen erklart werden kann. Mit
Hilfe der basalen Antikorperspiegel der Patienten kann nachfolgend Gberpriift werden,
ob es wahrend der Sepsis zu einem Anstieg der Antikorperspiegel kommt und ob die-
ser Erreger-spezifisch ist und somit auf eine Immunreaktion gegen die Infektionserre-

ger zuriickgefiihrt werden kann.
5.2.2 Antikdérpersignaturen bei Sepsispatienten

In der ersten prospektiven klinischen Studie wurde mit Hilfe des Simple Western As-
says die Antikorperantwort von Sepsispatienten untersucht, bei denen mikrobiolo-
gisch, und teilweise zusatzlich durch PCR, ein Erreger identifiziert wurde. Gegen diese
Erreger wurden die Antikorperspiegel wahrend der Sepsis mit denen vor der Diagnose
verglichen. Zwei wesentliche Beobachtungen konnten dabei gemacht werden. Zum
einen zeigte ein GroRteil der Patienten (20/37) einen Anstieg der Antikorperspiegel,
wohingegen die Antikoérperspiegel der gesunden Spender Uber einen vergleichbaren

Zeitraum stabil blieben. Zum anderen war dieser Anstieg spezifisch fir einen oder
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mehrere Erreger; er fehlte meist auch in den Tetanus-Toxoid (TT)-spezifischen Antikor-

perspiegeln [134].

Diese Ergebnisse zeigen, dass trotz fehlregulierter Immunantwort bei Sepsis eine Anti-
korperantwort gebildet werden kann. Die hohe Apoptoserate und verminderte Akti-
vierbarkeit der B-Zellen scheint zumindest in der friihen Phase der Sepsis eine humora-
le Immunantwort nicht vollstandig zu unterdriicken. Hinsichtlich der Spezifitat der An-
tikorperantwort widersprechen unsere Ergebnisse der Hypothese einer polyklonalen
B-Zell-Aktivierung. In der Arbeit von Potschke et al. wurde beobachtet, dass es bei Pa-
tienten nach einem Trauma oder einer Operation zu leichten Anstiegen der TT-
spezifischen Antikorperspiegel kommt [135]. In unserer Studie blieben diese hingegen
sowohl in gesunden Individuen als auch in Sepsispatienten weitgehend stabil. Auch bei
septischen Madusen wurde in friiheren Arbeiten der Arbeitsgruppe ein Anstieg der 1gG-
und IgM-Spiegel im Blut beobachtet [111, 113]. Ein gangiges Sepsismodell ist dabei
CASP (colon ascendens stent peritonitis), ein chirurgisches Modell, bei dem die Darm-
barriere zerstort und so die intraabdominelle Invasion endogener Bakterien erméglicht
wird [136, 137]. Die genaue Zusammensetzung des dabei injizierten Caecum-Inhalts ist
jedoch nicht bekannt. Die Bestimmung spezifischer Antikorperspiegel erweist sich da-
mit als schwierig, weswegen oft nur die Gesamtkonzentrationen der Antikérper im Blut

bestimmt werden.

Um die Spezifitat und die Kinetik der Antikorperantwort besser verstehen zu kénnen,
wurde eine zweite Patientenkohorte untersucht. In Ubereinstimmung mit der ersten
Studie konnten erneut haufig (64/76) Erreger-spezifische Antikorperreaktionen beo-
bachtet werden. In wenigen Féillen zeigte sich zudem ein starker Anstieg der TT-
spezifischen Antikdrperspiegel. Diese Patienten hatten dabei aulRergewdhnlich niedri-
ge basale IgG-Level gegen TT, wodurch der Anstieg schwerer ins Gewicht fallt. Auch
kommt es vor, dass Patienten eine prophylaktische TT-Impfung erhalten, die zu einem
Anstieg der Antikorperkonzentration im Blut geflihrt haben konnten. Im Gegensatz zur
ersten Studie wurde in der zweiten speziell die IgG-Antwort gemessen. Die Antikorper-
spiegel wurden von allen Patienten unabhdngig von der mikrobiologischen Diagnose

gegen die 16 haufigsten bakteriellen Sepsiserreger in dieser Studie bestimmt (Tabelle
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4). Bei 12 von 76 Patienten konnte mikrobiologisch kein Erreger nachgewiesen wer-
den. Pro Patient wurden diesmal Plasmaproben von mehreren Zeitpunkten im Infekti-
onsverlauf untersucht. Anhand der Antikdrpersignaturen lassen sich die Patienten in

drei Gruppen einteilen.
5.2.2.1 Gruppe 1-1gG-Anstieg gegen einzelne Erreger

Die erste Gruppe umfasst Patienten, bei denen ein starker Anstieg der Antikdrperspie-
gel gegen nur einen oder zwei Erreger ermittelt wurde (Tabelle 22). Dies war z. B. bei
Patient 34 der Fall, bei dem es zum Anstieg der S. pneumoniae-spezifischen 1gG-Spiegel
kam, und bei Patient 99, bei dem ein IgG-Anstieg gegen S. aureus gemessen wurde. In
beiden Fallen stimmt der Anstieg mit der mikrobiologischen Diagnose (iberein und
passt zum Infektionsfokus. Patient 34 hatte eine Infektion des ZNS und Patient 99 eine

Endokarditis.

Insgesamt waren die Ergebnisse in 12/20 Fillen dieser Gruppe in Ubereinstimmung mit
dem mikrobiologischen Befund. Zusammen mit den fehlenden Anstiegen der TT-
spezifischen IgG-Spiegel spricht das fir die Eignung eines serologischen Tests. Die An-
stiege waren bereits zwischen Tag 0 und Tag 8 nach der klinischen Sepsisdiagnose zu
sehen (Abbildung A6 A und B). Zusammen mit der Tatsache, dass zuvor basale Antikor-
perspiegel gegen diese Erreger gemessen werden konnten und die Anstiege in den I1gG-
Spiegeln zu sehen sind, deuten die Ergebnisse auf eine Erreger-spezifische Memorya-
ntwort hin. Naive B-Zellen exprimieren nur Antikorper der Klasse IgM. Um zu hoch-
affinen 1gG* Plasmazellen zu differenzieren ist die Keimzentrumsreaktion und Klassen-
wechsel notig. Dieser Prozess bendtigt bei einer Primarinfektion 1-2 Wochen, bei ei-
nem erneuten Erregerkontakt kénnen B.m-Zellen hingegen schneller zu Plasmazellen
differenzieren, sodass IgG bereits nach wenigen Tagen gemessen werden kann [75,

138, 139].

Bei 6 Patienten wurde ein Anstieg der IgG-Spiegel gegen einen anderen als den mikro-
biologisch nachgewiesenen Erreger gemessen. Bei drei dieser Patienten waren aller-
dings nicht alle mikrobiologisch diagnostizierten Erreger im Panel des Infection Arrays

enthalten. Bei Patient 25 wurde beispielsweise der Pilz C. albicans mikrobiologisch
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identifiziert. Die stattdessen gemessenen Anstiege gegen andere Bakterienspezies
konnten zweierlei bedeuten. Einerseits konnten neben dem mikrobiologisch nachge-
wiesenen Erreger noch weitere Erreger an der Infektion beteiligt gewesen sein und
eine Immunreaktion ausgeldst haben, andererseits konnte der mikrobiologische Be-
fund falsch positiv gewesen sein. So kdnnen z. B. Kontaminationen durch Kommensale
des Patienten oder des Pflegepersonals auftreten und zur Diskordanz der Ergebnisse

beider Methoden fiihren. [140, 141].

Bei zwei Patienten der ersten Gruppe konnte mikrobiologisch kein Erreger diagnosti-
ziert werden. Trotzdem zeigte sich bei Patient 18 ein Anstieg der IgG-Spiegel gegen
A. baumannii und K. oxytoca und bei Patient 36 gegen S. aureus und S. haemolyticus.
Moglicherweise war die Serologie hier sensitiver als die Mikrobiologie. Eine Blutkultur
ist nur in ca. 30 % der Sepsisfalle positiv [23, 25, 142]. Das kann auf Faktoren wie eine
bereits begonnene Antibiotikatherapie, das langsame/schwierige Wachstum der Bak-

terien in Kultur oder eine niedrige bakterielle Last im Blut zurlickzufiihren sein.

5.2.2.2 Gruppe 2 —IgG-Anstiege gegen mehrere Erreger

Bei 44/76 Patienten wurden Anstiege gegen mehrere Erreger ermittelt (Tabelle 23).
Die bisherigen Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, dass die beobachteten Anstiege
auch in diesen Fallen auf Reaktionen des Immunsystems mit invasiven Erregern zu-
riickzufiihren sind. Fiir die beobachteten polybakteriellen Antikérperanstiege gibt es

verschiedene Erklarungsmodelle:

(i) Darmruptur: Operative Eingriffe im Bauchraum kénnen zur Darmruptur fiihren und
so den Austritt von Darmbakterien erméglichen [143, 144]. In Ubereinstimmung damit
traten Anstiege der IgG-Spiegel gegen mehrere Erreger vorwiegend bei Patienten mit
intraabdominellen Infektionen auf (29/44). Erreger, fur die hier haufig starke 1gG-
Anstiege verzeichnet wurden, sind prominente Vertreter des Darmmikrobioms. So sah
man beispielsweise bei Patient 29, 38, 81 signifikante Anstiege gegen Enterokokken

und E. coli.

(ii) Leaky gut: Polymikrobielle Anstiege der IgG-Spiegel traten auch bei Patienten mit
Infektionen ausgehend von anderen Organen als dem Abdomen auf. Patient 11 hatte
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eine Urosepsis mit einem starken Anstieg gegen E. faecalis und E. cloacae und Patient
61 eine Fremdkorper-assoziierte Infektion mit einer starken Antikérperreaktion gegen
S. aureus. Aullerdem wurden allerdings Anstiege der 1gG-Spiegel gegen Enterokokken
und Enterobacteriaceae beobachtet. Interessanterweise traten nicht alle Anstiege zur
gleichen Zeit auf (Abbildung A6 C und D). Die spateren Anstiege sind vermutlich auf
Sekundarinfektionen infolge der Sepsis zurlickzufihren. Erklart werden konnen diese
durch das Konzept des leaky gut (Syndrom des durchlassigen Darms) [145]. Dieses
Konzept besagt, dass starke systemische Entziindungsreaktionen die Darmbarriere
beeintrachtigen — z. B. durch Stérung der Mikrozirkulation — und die Translokation von
Darmbakterien beglinstigen. Dies kann zu sekundaren Infektionen mit intestinalen
Bakterien fuhren. Zu den Faktoren, die daran beteiligt sind, zdhlen die vermehrte
Apoptose von Immunzellen im GALT sowie von Epithelzellen, Veranderungen der
Epithelschleimhaut, eine Fehlregulation des intestinalen GefaRtonus oder auch die
veranderte Zusammensetzung des Darmmikrobioms z. B. durch die Antibiotika-

Einnahme oder eine Dysbiose anderer Ursache [109, 146, 147].

(iii) T-Zell-unabhangige B-Zell-Aktivierung: Obwohl die Ergebnisse dieser Arbeit stark
fir eine Antigen-spezifische IgG-Antwort sprechen, ldsst sich eine polyklonale B-Zell-
Antwort nicht vollstandig ausschlielen. Der Klassenwechsel zu IgG erfordert klassi-
scherweise T-Zell-Hilfe [138]. Es ist aber auch beschrieben, dass IgG infolge einer T-
Zell-unabhangigen B-Zell-Aktivierung gebildet werden kann [79]. So kdnnen Bmem-
Zellen durch mikrobielle Strukturen (MAMPs) tiber den TLR-Signalweg aktiviert werden
und zu lgG-produzierenden Plasmazellen differenzieren [78, 102, 148]. Wichtige
MAMPs sind Zellwand- und Kapselbestandteile wie das LPS von Gram-negativen Bakte-
rien, Flagellin oder CpG DNA [148]. Durch diese Antigen-spezifische, aber T-Zell-
unabhingige Aktivierung kénnten 1gG" Brnem-Zellen mit Spezifititen fiir verschiedene
Bakterien gleichzeitig aktiviert werden und dadurch polyklonale Anstiege der IgG-Level

verursachen.

(iv) Kreuzreaktivitaten der Antikorper: Neben den physiologischen Ursachen fiir die
beobachteten IgG-Antworten gegen mehrere Erreger gibt es auch eine technische Er-

klarung. Um die Antikdrperreaktionen gegen moglichst viele Erreger gleichzeitig mit
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einer hohen Sensitivitdit messen zu kénnen, ohne einzelne immunogene Proteine zu
kennen, wurden die extrazelluldren Proteine der Erreger extrahiert und als Antigene-
eingesetzt. Diese Extrakte enthalten eine Vielzahl von Antigenen. Besonders bei nahe-
verwandten Spezies besteht dabei die Moglichkeit von Antikérper-Kreuzreaktivitaten,
da Bakterien verschiedener Spezies teilweise gleiche oder sehr dhnliche Proteine pro-
duzieren kénnen. Des Weiteren kénnen sowohl Staphylokokken als auch einige Gram-
negative Bakterien Virulenzgene Uber horizontalen Gentransfer untereinander austau-
schen [70, 149, 150]. Wie erwartet sieht man anhand der Korrelationsmatrix, dass
Kreuzreaktivitaten der Antikorper oft zwischen S. aureus und den KNS auftraten, aber
auch bei den beiden Enterokokken-Spezies und einigen Gram-negativen Bakterien wie
den Klebsiellen oder P.aeruginosa und P. mirabilis beobachtet werden konnten

(Tabelle 25).

Wie zuvor in Gruppe 1 gab es auch in der zweiten Gruppe einen geringen Teil der Pati-
enten, bei denen die gemessenen Anstiege nicht mit der mikrobiologischen Diagnose
konkordant waren (9/44) oder es keinen mikrobiologisch begriindeten Erregerverdacht
(7/44) gab. Bei den letztgenannten hatten interessanterweise 6/7 Patienten eine intra-
abdominelle Infektion, was gut zu den gemessenen polymikrobiellen Anstiegen passt.
Die Griinde flr Antikorperreaktionen trotz fehlender oder widerspriichlicher mikrobio-

logischer Befunde wurden bereits unter 5.2.2.1 diskutiert.

5.2.2.3 Gruppe 3 —keine Erreger-spezifischen IgG-Anstiege

Nur in wenigen Fallen (12/76) konnten tUberhaupt keine Anstiege in den IgG-Spiegeln
gegen die getesteten Erreger beobachtet werden (Tabelle 24). Fir eine ausbleibende

Immunantwort kann es verschiedene Erklarungen geben:

(i) Es konnte sein, dass der Infektionserreger im Panel fehlte. Allerdings konnte das in
dieser Arbeit nur bei einem Patienten zweifelsfrei gezeigt werden. Bei Patient 41 wur-
de der Pilz Candida spp. mikrobiologisch nachgewiesen, der bisher nicht in den Infec-
tion Array aufgenommen wurde. Es ware dennoch denkbar, dass der Infektionserreger
weder mikrobiologisch identifiziert werden konnte noch im Panel des Infection Arrays

enthalten war. Eine attraktive Hypothese ist, dass es sich um eine der zahlreichen
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nicht/schwer kultivierbaren Arten im Mikrobiom handelte, deren Rolle als Infektions-

erreger bisher weitgehend ungeklart ist.

(ii) Eine weitere Ursache fir einen fehlenden Anstieg in den IgG-Spiegeln ist, dass der
Patient aufgrund einer bestehenden Immunsuppression nicht fahig war eine Immun-
antwort gegen den/die invasiven Erreger zu entwickeln. Risikofaktoren fur eine Im-
munparalyse sind u. a. hohes Alter, die Einnahme bestimmter Medikamente infolge
von Komorbiditaten, oder auch Traumata wie z. B. Operationen [7, 115]. Diese Risiko-

faktoren treten auch haufig bei Sepsispatienten auf.

(iii) Dartber hinaus ist es moglich, dass der Zeitraum bzw. die Zeitspanne fiir die Anti-
korpermessungen falsch gewahlt waren. Bei Patient 90 gab es beispielsweise nur Pro-
ben von Tag 0 bis Tag 9 nach klinischer Diagnose. Aufgrund der Serokonversionszeit
kdonnte diese Zeitspanne zu kurz gewesen sein, um einen signifikanten Anstieg messen
zu kénnen. Zudem ist bei Patienten die Festlegung des initialen Zeitpunktes der Infek-
tion schwierig. Nicht selten vergehen je nach Kondition des Patienten mehrere Tage,
bis sich die Sepsis klinisch manifestiert und diagnostiziert wird. Bei bereits langer zu-
riickliegendem, zunachst asymptomatischem Infektionsbeginn ware es denkbar, dass
bereits Antikorper gebildet wurden, die bis zum Zeitpunkt der ersten Probe bereits ein
Plateau erreicht hatten, wodurch kein Anstieg in nachfolgenden Proben mehr gesehen
werden konnte. Auch war es nicht moglich, von allen Patienten Proben von Tagen vor

der klinischen Sepsisdiagnose zu bekommen.

(iv) In drei Féllen gab es weder Erreger-spezifische Antikorperanstiege noch eine mik-
robiologische Diagnose. Hier stellt sich die Frage, ob tatsachlich eine bakterielle Infek-
tion vorlag, oder die Sepsis moglicherweise aufgrund der unspezifischen Symptomatik
einer Sepsis fehldiagnostiziert wurde. Dieses Problem kommt nicht selten vor und hat
durch die unnotige Antibiotikatherapie bei Falschdiagnose nicht selten schadliche Fol-

gen fiir den Patienten [151].

Insgesamt konnten mit dem Infection Array bei 64/76 (84 %) Patienten mit klinischer
Sepsisdiagnose Erreger-spezifische Antikorpersignaturen ermittelt werden. In 40 Fallen

stimmten die beobachteten Antikdrperreaktionen mit der Mikrobiologie Gberein. Die
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Sepsis-Serologie lasst damit Riickschliisse auf den Infektionserreger zu, vermutlich auf-
grund einer Memoryantwort. Die in dieser Arbeit gewonnen Daten bieten auch eine
wichtige Erkenntnis fir zukiinftige Tiermodelle. Besonders bei der Sepsis ist die Trans-
lation von Ergebnissen aus Mausmodellen auf den Patienten oft durch zwei Aspekte
erschwert [152]. Erstens zeichnen Sepsispatienten sich durch eine enorme Heterogeni-
tat aus. Fur Tiermodelle werden hingegen oft genetisch identische Tiere genutzt [153,
154]. Zweitens werden haufig keimfreie (SPF, specific-pathogen-free)-Mause verwen-
det. Wie unsere Daten implizieren, kann das Mikrobiom bei Menschen ein Immunge-
dachtnis induzieren, welches wiederum Einfluss auf die humorale Immunantwort bei
Sepsis haben kann. In Ubereinstimmung damit haben Studien mit ,schmutzigen” La-
bormausen (dirty lab mice) gezeigt, dass die Antibiotikatherapie bei Tieren mit vorhan-
denem Immungedachtnis wirksamer war, wenn diese mit der Reaktivierung der Me-
mory-Zellen kombiniert wurde [155]. Die Verwendung von Mausen, deren Mikrobiom
dem des Menschen dhnelt, kénnte dazu beitragen, die Ubertragbarkeit der Ergebnisse

von Tierversuchen auf den Menschen zukiinftig zu verbessern [156].
5.3 Translation der Ergebnisse in die Klinik

Die Messung von Erreger-spezifischen Antikoérperspiegeln ist nicht nur wichtig, um die
Pathophysiologie von Krankheiten besser zu verstehen, sondern kann auch diagnos-

tisch und therapeutisch genutzt werden.

Die Antikorperantwort, die infolge einer Infektion gebildet wird, ist oft hoch-spezifisch.
Das wurde z. B. in der Arbeit von Kolata et al. beobachtet. Patienten mit einer
S. aureus-Bakteriamie (SAB) entwickelten dabei im Krankheitsverlauf nicht nur eine
lgG-Antwort gegen S. aureus, diese war darliber hinaus spezifisch gegen den invasiven
Stamm gerichtet [127]. Auch fir Sepsispatienten konnte in dieser Arbeit eine solche

Erreger-spezifische IgG-Antwort beobachtet werden [134].

Aufgrund der Spezifitdt werden serologische Tests bereits vielfach zur Diagnose von
Krankheitserregern genutzt. In einer Studie mit Patienten, die an einer Protheseninfek-
tion (PJI, prosthetic joint infection) litten, wurde eine Auswahl von 16 rekombinanten

Proteinen aus insgesamt funf verschiedenen Bakterienspezies — darunter S. aureus,
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KNS und Streptokokken — verwendet, um spezifisches Serum-lgG zu bestimmen.
Staphylokokken-Infektionen wurden mit einer Sensitivitdt und Spezifitdt von 72,3 %
bzw. 80,7 % identifiziert [157]. In einer weiteren Studie von Nishitani et al., wurden 14
S. aureus-Proteine getestet. Die Antigene IsdB und Hla zeigten das hochste diagnosti-
sche Potenzial bei Patienten mit einer kulturbestatigten muskuloskelettalen Infektio-

nen durch S. aureus [81].

Bei solchen Studien, die sich vorwiegend auf Patienten mit chronischen oder Biofilm-
assoziierten Infektionen konzentrieren, ware der Einsatz des Infection Arrays zur Ein-
punktmessung denkbar [116, 158]. Solche Infektionen bestehen haufig schon lange
asymptomatisch oder mit geringen Symptomen, bevor sie klinisch auffallig werden.
Durch die Zeitverzogerung sind daher bei Diagnose oft bereits hohe Serum-IgG-Spiegel
messbar. Die Serologie bietet hier gegeniiber der konventionellen Diagnose durch
Blutkulturen gleich mehrere Vorteile. Zum einen ist es oft schwierig, Krankheitserreger
aus Biofilmen zu isolieren und zu kultivieren, zum anderen erfordern kulturbasierte
Methoden bei Patienten mit PJIs haufig einen invasiven chirurgischen Eingriff, um an

die Erreger heranzukommen [116].

Dariber hinaus ist die Auslesung serologischer Assays robust gegenliber einer bereits
begonnenen Antibiotikabehandlung und kann dabei helfen, immunologisch relevante
Infektionen von Probenkontaminationen zu unterscheiden, z. B. im Fall von KNS wie
S. epidermidis. Im Gegensatz zum Anlegen von Blutkulturen wiirden zudem nur geringe
Mengen an Blut bzw. Serum benétigt, was eine geringere Belastung fiir die Patienten
bedeutet [24, 159]. Das Erregerspektrum des Assays ldsst sich leicht durch sogenannte
emerging pathogens wie C. difficile oder auch Pilze wie C. albicans ergdnzen, kdnnte
aber ebenso fiir sogenannte nicht-kultivierbare Erreger interessant sein [160-162].
Potenzielle Antigene solcher Keime kdnnten beispielsweise mit Hilfe von mathemati-
schen Modellen anhand von Sequenzhomologien zu bekannten Virulenzfaktoren aus-

gewadhlt und rekombinant hergestellt werden [163, 164].

Der in dieser Arbeit gewdhlte Ansatz beruhte jedoch nicht auf der Einpunktmessung,
sondern auf der Untersuchung der Verdanderungen der Antikdrperspiegel im Infekti-

onsverlauf. Besonders bei Sepsis wird die Infektion oft durch endogene Erreger verur-
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sacht. Wie wir zeigen konnten, gibt es basale Antikorperspiegel, die jedoch stark zwi-
schen Individuen variieren kdnnen. Zwar gibt es Studien, die zeigen, dass Patienten mit
S. aureus-Infektionen hohere S. aureus-spezifische IgG-Titer besitzen als gesunde Indi-
viduen [116], jedoch zeigen andere Studien auch, dass die enorme Variabilitat der indi-
viduellen Antikorperspiegel die Definition eines diagnostischen Schwellenwertes er-
schwert [127, 129]. So ist die Messung der Veranderungen der Erreger-spezifischen
IgG-Spiegel im Infektionsverlauf zwar fiir eine Frihdiagnostik ungeeignet, da sie meh-
rere Tage benotigt, trotzdem zeigte die Studie deutlich, dass eine Betrachtung der im-
munologischen Wirtsantwort auf Sepsis-verursachende Erreger wertvolle Informatio-
nen in Erganzung zur konventionellen Diagnostik liefern kann. Das betrifft zum einen
die Identifizierung haufig auftretender, aber moglicherweise unterschatzter Erreger
wie KNS und Enterokokken, aber auch die Bedeutung von polymikrobiellen Infektio-
nen. Beides kann im Hinblick auf die Wahl der Antibiotikatherapie Einfluss auf den Be-
handlungserfolg haben. Wie eine post-mortem Studie von Hotchkiss et al. zeigte, ver-
stirbt ein Grolteil der Sepsispatienten an einer voranschreitenden Infektion, da der

Infektionserreger in 80 % der Falle nicht diagnostiziert wurde [18].

Neben dem diagnostischen Nutzen kann die Bestimmung von Antikdrpern auch thera-
peutisch wertvoll sein. Nicht zuletzt verursacht durch die Antibiotikakrise, wird seit
langerem intensiv an Impfstoffen gegen nosokomiale Erreger geforscht. Hierbei kom-
men zwei Ansatze in Frage. Eine aktive Immunisierung kdnnte praventiv bei Risiko-
gruppen eingesetzt werden, um Infektionen vorzubeugen. Eine passive Immunisierung
kénnte zudem auch therapeutisch wertvoll sein. Gegen Pneumokokken werden Imp-
fungen bereits bei Kleinkindern und &dlteren Menschen eingesetzt [58, 165, 166]. Fir
C. difficile und S. aureus wird intensiv an Impfstoffen geforscht [167, 168]. Die basalen
Antikorperspiegel, die in dieser Arbeit gemessen werden konnten, lassen vermuten,
dass auch gegen andere Kommensale ein schiitzendes Immungedachtnis aufgebaut
werden kann. Wichtige Kommensale, bei denen derzeit an der Entwicklung von Impf-

stoffen geforscht wird, sind K. pneumoniae, P. aeruginosa und E. coli [124, 169-173].

Der Impferfolg hdngt oft stark von der Bildung spezifischer Antikérper ab. In Uberein-

stimmung damit, wurde gezeigt, dass hohe S. aureus-spezifische Antikorpertiter mit
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Schutz assoziiert sind [82, 174, 175]. So haben Carrier zwar ein erhdhtes Risiko fiir en-
dogene S. aureus-Infektionen, zeigen jedoch auch oft mildere Verldufe [60]. Ahnliche
Beobachtungen konnten ebenfalls bei S. aureus-Bakteriamie-Patienten gemacht wer-
den. Patienten mit hohen anti-S. aureus Antikorpertitern zeigten ein geringeres Risiko
eine Sepsis zu entwickeln, als solche mit niedrigeren Antikorperspiegeln [82]. Neben
S. aureus liegen solche Untersuchungen auch fir C. difficile vor. Hier konnte gezeigt
werden, dass niedrige oder fehlende Titer mit Erkrankung und Rezidiven korrelieren,

wahrend hohe Antikorpertiter schiitzend wirken [176, 177].

Bei Sepsis deuten Studien daraufhin, dass niedrige Konzentrationen von Immunglobu-
linen (IgG, IgM und IgA) mit einer erhéhten Letalitat assoziiert sind [178], was gut zu
den zuvor beschriebenen Studien passt. Ein Nutzen einer supportiven Gabe von intra-
venodsen Immunglobulin (IVIG)-Praparaten bei Sepsis konnte jedoch bisher nicht ein-
deutig gezeigt werden [179]. Die Bestimmung der basalen Antikdrperspiegel konnte
hier moglicherweise helfen, Patienten zu identifizieren, bei denen sich die 1VIG-Gabe

positiv auf den Krankheitsverlauf auswirken kénnte.

5.4 Immunogene Proteine

In dieser Arbeit wurden zur Bestimmung Erreger-spezifischer Antikdrperspiegel extra-
zellulare Proteine der Bakterien verwendet. Das hatte zwei Vorteile. Einerseits lieRen
sich die Proteinextrakte leicht und schnell gewinnen, andererseits weisen viele Bakte-
rien innerhalb der Spezies eine hohe genetische Variabilitat auf. Bei S. aureus gehoren
z. B. nur 75 % der Gene zum core genome, welches definitionsgemal} zu 95 % konser-
viert ist [180]. Der Hauptteil der Virulenzfaktoren ist hingegen auf dem variablen Ge-
nom kodiert. Bei anderen Bakterien sind zudem bislang nur wenige Virulenzfaktoren
bekannt. Es ist somit nicht leicht, geeignete Antigenkandidaten fiir einen serologischen
Assay auszuwahlen. Dennoch ist langfristig die Verwendung rekombinanter Proteine
empfehlenswert, um so die Spezifitat des Infection Arrays zu steigern, seine Standardi-
sierung und damit die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu verbessern und das Erre-
gerpanel auch um nicht-kultivierbare Erreger erweitern zu kénnen. Kriterien fiir geeig-

nete Proteine sind, (a) dass das Protein innerhalb einer Spezies konserviert ist, (b) es
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spezifisch fur die jeweilige Spezies ist und (c) es wahrend der Infektion eine Antikor-

perantwort auslost.

Um geeignete Proteine zu identifizieren, wurden 2D-IBs genutzt. Zwei Blots wurden
parallel angefertigt und einmal mit einer Plasmaprobe vor Diagnose und einer zweiten
ca. 2 Wochen nach Diagnose inkubiert. Durch Vergleich der IgG-Bindung auf beiden
Blots konnten immunogene Proteine identifiziert werden, die relevant im Infektions-

verlauf zu sein scheinen.

5.4.1 S. epidermidis

S. epidermidis ist klinisch besonders interessant. Einerseits ist das Bakterium ein wich-
tiger Hautkommensale und dadurch eine der haufigsten Kontaminanten von Blutkultu-
ren [40, 181]. Andererseits verursacht S. epidermidis zunehmend nosokomiale Infekti-
onen, die oft mit einer hohen Antibiotika-Resistenz und hoher Morbiditdt und Letalitat
einhergehen [41]. Anhand der Korrelationsmatrix konnte die erwartete hohe Wahr-
scheinlichkeit flir das Auftreten von Kreuzreaktivitdten zu S. aureus-Proteinen bestatigt
werden. Das ist nicht verwunderlich, wenn man bedenkt, dass die beiden Erreger in ca.

50 % ihrer Genome Ubereinstimmen [150].

Fiir S. epidermidis wurden 27 immunogene Proteine identifiziert (Tabelle 27) und de-
ren Funktion ausfiihrlich in der Bachelorarbeit von G. Czoske diskutiert [94]. 10 Protei-
ne wurden bereits von anderen Gruppen beschrieben. Die Lipasen GehD und AtIE sind
bekannte Virulenzfaktoren, die eine Rolle bei der Oberflaichenadhasion und Kolonisati-
on spielen [40, 95]. Weitere Proteine wie probable transglycosylase (lsaA), staphy-
lococcal secretory antigen (SsaA), auto-lysin type E (AtIE), lipase (GehD) und elongation
factor Tu (EF-Tu) wurden zudem auch von anderen Forschungsgruppen als immunogen
beschrieben [95, 96, 98]. Pourmand et al. analysierten dabei Plasmaproben von Pati-
enten mit einer bestatigten S. epidermidis-Infektion. In dieser Arbeit wurden hohere
IgG-Titer gegen die autolysin amidase, autolysin repeat sequence, GehD und staphy-
lococcal conserved antigen (Sca) B in der Patientenkohorte im Vergleich zu gesunden
Spendern beobachtet. Interessanterweise zeigt ScaB, dessen Immunogenitat bisher

nicht untersucht wurde [182], eine 45 %ige Sequenziibereinstimmung mit Slel (ScaA),
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einem bekannten Virulenzfaktor von S. epidermidis. Dieser hat sich in unserer Untersu-
chung als immunogen erwiesen [96]. Die hochsten Anstiege der IgG-Spiegel wurden
gegen die Proteine AtpB, Aap und EF-Tu beobachtet, was sie zu interessanten Kandida-
ten fur den Infection Array macht. Interessanterweise wurde die Immunogenitat von

AtpB zuvor noch nicht beschrieben.

Zusatzlich zur Beurteilung ihrer Immunogenitat, wurden die identifizierten Proteine
hinsichtlich ihres Vorkommens in den Genomen von S. epidermidis und S. aureus un-
tersucht. Von den identifizierten Proteinen konnten drei (IsaA, Slel und Atl) aus-
schlieBlich in den Genomen von S. epidermidis gefunden werden, und ein viertes Pro-
tein (Lip) kam in allen S. epidermidis-Stammen, jedoch in weniger als 1 % der S. aureus-

Stamme vor.

Unter den identifizierten Proteinen befanden sich neben sezernierten Proteinen auch
ein geringer Teil zytosolischer Proteine. Diese konnten bei der Kultivierung durch Bak-
terienlyse freigesetzt worden sein. Es wurde fir S. epidermidis jedoch auch von ande-
ren Gruppen beschrieben, dass zytosolische Proteine ins extrazelluldare Milieu trans-
portiert werden. Der zugrundeliegende Mechanismus ist jedoch noch nicht vollstandig
aufgeklart. Neben extrazellularen Proteinen, die aufgrund ihrer Exposition leicht fir
Immunzellen zuganglich sind, und damit gute Antigen-Kandidaten darstellen, ware es
sinnvoll, die Untersuchung auch auf membranstandige und Biofilm-assoziierten Protei-

ne zu erweitern.

5.4.2 Weitere Sepsiserreger

Auch fur finf weitere Bakterienspezies - S. marcescens, P. aeruginosa, K. pneumoniae,
E. coli und E. faecium - wurden 2D-IBs angefertigt. Hier war die Identifizierung immu-
nogener Proteine jedoch aus mehreren Grinden erschwert: (1) Im Gegensatz zu
S. aureus und S. epidermidis zeigten diese Bakterien eine deutlich weniger komplexe
Zusammensetzung der extrazellularen Proteine und damit auch weniger 1gG-Bindung
im 2D-IB; (2) Im Gegensatz zu S. epidermidis wurden fir die anderen Bakterien Patien-
tenisolate verwendet. Von diesen lagen keine Sequenzdaten vor, wodurch die Auswer-

tung der MS-Daten erschwert wurde. Dieses Problem wurde noch verstarkt, da fiir die
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meisten Spezies (besonders K. pneumoniae und S. marcescens) insgesamt nur wenige
Sequenzdaten verfligbar waren und damit nur vergleichsweise wenige Proteine be-

kannt sind.

Trotzdem konnten mit dem gewahlten Ansatz insgesamt 30 immunogene Proteine
identifiziert werden (Tabelle 28 und Tabelle 29). Bei diesen handelte es sich erneut
Uberwiegend um sezernierte Proteine, aber auch membranstandige und zytosolische
Proteine wurden identifiziert. Fir die Enterokokken-Spezies E. faecium wurden dhnli-
che Proteine, wie zuvor fir S. epidermidis, gefunden. Darunter der elongation factor
Tu. Bei den Gram-negativen Bakterien (E. coli, S. marcescens, P. aeruginosa und
K. pneumoniae) wurden u. a. Flagellin (FIiC) nachgewiesen, ein globulares Protein und
Hauptbestandteil des Filaments in bakteriellen Geilleln. Flagellin ist ein bekannter Viru-
lenzfaktor und wird auch als H-Antigen bezeichnet, liber das verschiedene Erreger se-
rologisch typisiert werden konnen. Flagellin wird von verschiedenen PRRs (z.B. Toll-like
Rezeptoren wie TLR5) erkannt und induziert so eine unspezifische Immunreaktion
[183, 184]. Weiterhin wurden Membranproteine wie das outer membrane lipoprotein
von E. coli oder das outer membrane protein A von K. pneumoniae gefunden. Solche
Proteine, die wichtige Oberflachenproteine Gram-negativer Bakterien sind, sind i. d. R.
essenziell fir die Bakterien und gleichzeitig leicht zuganglich fir Immunzellen. Sie wa-
ren damit gute Kandidaten fiir diagnostische Test oder die Impfstoffentwicklung. Aller-
dings bleibt zu klaren, ob sich diese Proteine zwischen verwandten Spezies genligend
unterscheiden, um fir die Differentialdiagnostik geeignet zu sein, oder ob sie zu Kreuz-
reaktivitaten fiihren, wie es in dieser Arbeit oft zwischen Gram-negativen Bakterien

beobachtet wurde.

Ebenso wie bereits bei S. epidermidis sollte die Suche nach geeigneten immunogenen
Proteinen in der Zukunft durch die Analyse von Biofilm-assoziierten Proteinen oder
membran-standigen Proteinen ergdnzt werden. Bei Gram-negativen Bakterien spielen
auBerdem &duBere Membranvesikel (OMV, outer membrane vesicles) eine wichtige
Rolle als Virulenzfaktor [185]. Dabei handelt es sich um Vesikel, die von den duRReren
Membranen Gram-negativer Bakterien abgegeben werden und unterschiedliche Sub-

stanzen, wie DNA, Proteine oder Lipopolysaccharide, enthalten kdnnen. Alternativen
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zu den 2D-lbs, wie computerbasierte (peptid prediction; peptide libraries) und se-
quenzbasierte (Genomanalysen) Methoden oder pull-down Assays, konnten die Suche

zusatzlich gewinnbringend ergdnzen.
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6 Zusammenfassung

Sepsis ist die dritthdufigste Todesursache in Deutschland und verursacht jahrliche
Krankenhauskosten von mehr als 8 Mrd. €. Uber die Pathophysiologie ist noch immer
vieles unbekannt. Bei der Bekampfung von extrazellularen Infektionserregern spielt vor
allem das humorale Immunsystem eine wichtige Rolle, da die von B-Zellen/ Plasmazel-
len gebildeten Antikdrper wichtige antiinfektive Agentien darstellen. Dennoch ist die
Rolle der B-Zellen bei einer Sepsis nicht gut verstanden. Ergebnisse aus Mausmodellen,
aber auch aus klinischen Studien mit Sepsispatienten zeigen einerseits die vermehrte
Apoptose von B-Zellen, anderseits wurde auch eine polyklonale B-Zellaktivierung be-
schrieben, die mit einem unspezifischen Anstieg der Antikérperkonzentrationen im

Blut einhergeht.

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob wahrend einer systemischen bakteriellen
Infektion, wie der Sepsis, auch eine Erreger-spezifische Antikérperantwort ausgebildet
wird. Mit Hilfe von zwei serologischen Assays wurde die Antikdrperantwort von Sep-
sispatienten gegen extrazelluldre Proteine von 16 typischen Sepsiserregern bestimmt.
Anhand von Plasmaproben aus zwei prospektiven Studien konnte die Antikorperkinetik
von einem Zeitpunkt vor der klinischen Diagnose bis maximal 16 Tage nach Diagnose

ermittelt werden.

Mittels eines Simple Western Assays - einem semi-quantitativen Immunoblot-Assay -
wurde zunachst die Erreger-spezifische Antikdrperantwort von Patienten mit einer
vorliegenden mikrobiologischen Erregerdiagnose untersucht. 54 % der Patienten zeig-
ten eine spezifische humorale Immunantwort gegen den mikrobiologisch diagnostizier-
ten Erreger, wohingegen die Antikorperspiegel fir das Kontrollantigen TT unverandert

blieben.

Zur Untersuchung der zweiten Patientenkohorte wurde ein Bead-basierter Suspensi-
ons-Array auf Grundlage der xMAP-Technologie (Luminex®) entwickelt. Der Infection
Array ermoglichte die gleichzeitige Quantifizierung der spezifischen Antikorperantwort

gegen 16 verschiedene Erreger. Bei 64 der 76 untersuchten Patienten wurden Anstiege
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der IgG-Antikorper gegen einen oder mehrere dieser Erreger beobachtet. In 62,5 % der
Falle stimmten diese Anstiege mit der mikrobiologischen Diagnose lberein. Bei 20/64
Patienten wurden signifikante Anstiege der IgG-Spiegel spezifisch fiir einen oder zwei
Erreger nachgewiesen, in 44/64 Fallen wurden Anstiege gegen mehr als zwei Erreger
beobachtet. Bei Letzteren richtete sich die Antikorperantwort hauptsachlich gegen
Enterokokken und Enterobacteriaceae, was primar auf zwei Ursachen zurlickgefiihrt
werden kann: (i) Ein Grofiteil dieser Patienten hatte einen intraabdominellen Infekti-
onsfokus. Polymikrobielle Infektionen durch endogene Darmbakterien, typischerweise
verursacht durch eine Darmruptur oder die Insuffizienz einer chirurgischen Darmnaht,
sind hierbei ein plausibler Befund, der der mikrobiologischen Diagnostik offenbar hau-
fig entgeht. (ii) AuBerdem kénnen Sepsis-bedingte Organstorungen zu einer gesteiger-
ten Darmpermeabilitat fiihren, die wiederum die Translokation intestinaler Bakterien

erleichtert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen den Schluss zu, dass die beobachteten Antikorper-
reaktionen auf eine Antigen-spezifische Memoryantwort zurickzufihren sind. In etwa
2/3 der Félle wird eine Sepsis endogen durch Bakterien des eigenen Mikrobioms verur-
sacht. Entsprechend war es nicht tiberraschend, dass gegen alle untersuchten Erreger
bereits vor der Infektion und auch bei gesunden Kontrollpersonen basale antibakteri-
elle IgG-Spiegel gemessen wurden. Zudem waren die IgG-Anstiege oft bereits zwischen
Tag 0 und Tag 8 zu beobachten. Bei einer Primadrantwort mit dem Erreger wiirde die
Aktivierung der Zellen und der Klassenwechsel der Antikérper deutlich mehr Zeit er-

fordern.

Die Untersuchung der Erreger-spezifischen Antikdrperantwort hat gezeigt, dass ein
serologischer Assay Rickschlisse auf den Infektionserreger zuldsst. AuBerdem zeigen
die Daten, dass auch Kommensale wie Darmbakterien das Immunsystem pragen, was
wiederum Einfluss auf die humorale Immunantwort wahrend einer Infektion haben
kann. Dieser Aspekt wird bei Mausmodellen oft vernachlassigt, kann aber entschei-
dend flr die Translation der Ergebnisse aus Tierversuchen auf den Menschen sein.
Aber auch diagnostisch bietet der Infection Array Einsatzmoglichkeiten. Im Gegensatz

zur konventionellen Erregerdiagnostik ist die Serologie robust gegeniiber einer bereits
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begonnenen Antibiotikagabe, und sie konnte dabei helfen, zwischen einer Kontamina-
tion und dem Infektionserreger zu unterscheiden, z. B. im Fall von KNS wie S. epider-
midis. Ebenso ware der Einsatz bei Biofilm-assoziierten Infektionen wie z. B. Prothe-
seninfektionen oder Endokarditis denkbar. Hier besteht die Infektion oft bereits lange
asymptomatisch, bevor sie klinisch diagnostiziert wird. Bei Diagnose bestehen meist
bereits erhohte Antikodrperspiegel, die sich von denen gesunder Individuen unterschei-
den. Ein serologischer Test konnte hier invasive Eingriffe, um an Material flr die mik-
robiologische Diagnose heranzukommen, reduzieren und die Sensitivitdt der Erreger-
diagnostik erhéhen. Durch den Einsatz rekombinanter Proteine kann die Spezifitat des
Assays in der Zukunft erhoht werden. Zu diesem Zweck wurden in dieser Arbeit bereits
erste immunogene Proteine identifiziert. Durch die Verwendung rekombinanter Prote-
ine ware zudem zukiinftig die Erweiterung des Erregerpanels um typische, aber wo-
moglich schwer-kultivierbare Erreger moglich. Damit kénnte die Sepsisforschung Neu-

land betreten.

119



Summary

7 Summary

Sepsis is the third leading cause of death in Germany with annual hospital costs of
more than 8 Billion Euros. However, much about the pathophysiology is still unknown.
The humoral immune system plays an important role in the fight against extracellular
infectious agents, as the antibodies produced by B-cells/plasma cells are important
anti-infective agents. Nevertheless, the role of B cells in sepsis is not well understood.
Results from mouse models and clinical studies with sepsis patients show on the one
hand an increased apoptosis of B cells, on the other hand a polyclonal B cell activation
has been described, which is accompanied by an unspecific increase of antibody con-

centrations in the blood.

The aim of this study was to investigate whether during a systemic bacterial infection,
such as sepsis, a pathogen-specific antibody response is also generated. Using two
serological assays, the antibody response of sepsis patients against extracellular pro-
teins of 16 typical sepsis pathogens was determined. Using plasma samples from two
prospective studies, the antibody kinetics could be determined from a time prior to

clinical diagnosis to a maximum of 16 days after diagnosis.

Using a Simple Western Assay - a semi-quantitative immunoblot assay - the pathogen-
specific antibody response of patients with a previous microbiological pathogen diag-
nosis was investigated. 54 % of the patients showed a specific humoral immune res-
ponse against the microbiologically diagnosed pathogen, whereas the antibody levels

for the control antigen TT remained unchanged.

A bead-based suspensions array based on the xMAP technology (Luminex®) was de-
veloped to examine the second patient cohort. The Infection Array allowed the quanti-
fication of the specific antibody response against 16 different pathogens simultaneous-
ly. Increases in IgG antibodies against one or more of these pathogens were observed
in 64 of the 76 patients examined. In 62.5 % of cases, these increases were consistent
with the microbiological diagnosis. In 20/64 patients, significant increases in 1gG levels

were detected specifically for one or two pathogens, in 44/64 cases, increases against
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more than two pathogens were observed. In the latter, the antibody response was
mainly directed against Enterococci and Enterobacteriaceae, which can be primarily
explained by two reasons: (i) The majority of these patients had an intraabdominal
infection focus. Polymicrobial infections caused by endogenous intestinal bacteria,
typically caused by an intestinal rupture or the insufficiency of a surgical suture, are a
plausible finding that often seems to be missed by microbiological diagnostics. (ii) In
addition, sepsis-related organ dysfunction can lead to increased intestinal permea-

bility, which in turn facilitates the translocation of intestinal bacteria.

The results of this work suggest that the observed antibody reactions are due to an
antigen-specific memory response. In about 2/3 of the cases sepsis is caused by en-
dogenous bacteria of the own microbiome. Therefore, it was not surprising that basal
anti-bacterial 1gG levels were measured against all investigated pathogens before in-
fection as well as in healthy controls. In addition, 1gG increases were often observed
between day 0 and day 8. In case of a primary response with the pathogen, the activa-
tion of the B cells and the class switch of the antibodies would require significantly

more time.

The examination of the pathogen-specific antibody response has shown that a serolo-
gical assay can provide information about the infectious agent. In addition, the data
show that commensals such as intestinal bacteria also shape the immune system,
which in turn can influence the humoral immune response during an infection. This
aspect is often neglected in mouse models, but can be crucial for the translation of the
results from animal experiments to humans. In addition, the Infection Array offers
diagnostic potential. In contrast to conventional pathogen diagnostics, serology is ro-
bust against antibiotic administration that has been already initiated, and it could help
to differentiate between contamination and the infectious agent, e.g. in the case of
CNS such as S. epidermidis. It could also be used for biofilm-associated infections such
as prosthesis infections or endocarditis. In such cases, the infection is often asympto-
matic long before it is clinically diagnosed. At the time of diagnosis, elevated antibody
levels, which differ from those of healthy individuals, are usually already present. A

serological test could reduce invasive procedures to obtain material for microbiological
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diagnosis and increase the sensitivity of pathogen diagnostics. By using recombinant
proteins, the specificity of the assay can be increased in the future. For this purpose,
first immunogenic proteins have already been identified in this thesis. Furthermore,
the use of recombinant proteins would allow the extension of the pathogen panel by
typical, but possibly difficult to cultivate pathogens. Thus, sepsis research could enter

new territory.
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Abbildung Al: Extrazellulare Proteine typischer bakterieller Sepsiserreger die fiir den Simple Western
Assay verwendet wurden. S. pneumoniae wurde 4 h in THY-Medium kultiviert. Die restlichen Bakterien
wurden fir 8 h in TSB-Medium kultiviert. Dabei wurde das TSB-Medium fiir die Staphylokokken zusatz-
lich mit 2,2°-Bipyridin (Endkonzentration: 600 uM) versetzt. Im Anschluss an die Kultivierung wurden die
extrazelluldren Proteine mittels Trichloressigsdure gefallt und die gereinigten Proteine in Harnstoff-
haltigem Rehydratisierungspuffer (RHB) resuspendiert. Pro Tasche eines 12 %igen SDS-Gels wurden 10
pg Protein aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Die SDS-Gele wurden anschlieRend mit
Coomassie-Brillantblau G-250 gefarbt. STAA, S. aureus; STAE, S. epidermidis; STAHA, S. haemolyticus;
STAHO, S. hominis; STRP, S. pneumoniae; ENTFC, E. faecium; ENTFA, E. faecalis; ECOL, E. coli; SERM,
S. marcescens; KLEO, K. aerogenes; KLEP, K. pneumoniae; PSEA, P. aeruginosa; PROM, P. mirabilis.
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Anhang

Abbildung A2: Titration des Peggy sue™ Simple Western Assays. Mit dem Simple Western Assay wurde die Antikérperbindung an extrazelluldre Proteine von vier ver-
schiedenen Sepsiserregern gemessen. Um zu gewabhrleisten, dass die Messung im linearen Bereich des Assays erfolgt, wurden zunachst die optimalen Serumverdiinnen
identifiziert. Dazu wurden Fiir jede Bakterienspezies jeweils vier verschiedene Serumverdiinnungen getestet. Aullerdem wurde jeweils ein Serumpool von gesunden Pro-
banden sowie Plasmaproben von Sepsispatienten, bei denen der jeweilige Erreger mikrobiologisch identifiziert wurde verwendet. Die Signalintensitdt wurde gegen die
Expositionszeit aufgetragen. Die Signalintensitat verhalt sich dabei proportional zur Zeit. Sinkt die AUC (area under the curve) bei langerer Belichtung, liegt eine Signalsatti-
gung vor, die Antikdrperkonzentration (Serumkonzentration) ist zu hoch. Bleibt die AUC (iber die Zeit stabil, misst man im linearen Bereich des Assays (rote Linie).
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Abbildung A3: AntikérpergroBenprofile im Peggy sue™ Simple Western Assay. Die Antikorperspiegel

gesunder Spender sowie von Sepsispatienten gegen extrazelluldre Proteine haufiger Sepsiserreger wur-

den mittels Kapillar-basiertem Immunoblot-Assay bestimmt. Dargestellt sind jeweils die Antikorperbin-
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dungsprofile ausgewahlter Spender bzw. Patienten, bei denen der entsprechende Erreger mikrobiolo-
gisch nachgewiesen wurde. Zwischen den Bakterienspezies sieht man teilweise starke Unterschiede in
den Antikdrperbindungsmustern. Fir den gleichen Erreger sieht man hingegen oft gleiche oder ahnliche
Signal-Peaks zwischen dem gesunden Spender und dem Patienten, wenn auch die Signalintensitat bei

den Patienten in den meisten Fallen hoher ist.
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Abbildung A4: Extrazelluldre Proteine typischer bakterieller Sepsiserreger die fiir den Infection Array
verwendet wurden. S. pneumoniae wurde 4 h in THY-Medium kultiviert. Die restlichen Bakterien wur-
den fir 8 h in TSB-Medium kultiviert. Dabei wurde das TSB-Medium fiir die Staphylokokken zusatzlich
mit 2,2°-Bipyridin (Endkonzentration: 600 uM) versetzt. Im Anschluss an die Kultivierung wurden die
extrazelluldren Proteine mittels Trichloressigsdure gefallt und die gereinigten Proteine in 5 %iger SDS-
Losung resuspendiert. Pro Tasche eines 12 %igen SDS-Gels wurden 10 pg Protein aufgetragen und elekt-
rophoretisch aufgetrennt. Die SDS-Gele wurden anschlieBend mit Coomassie-Brillantblau G-250 gefarbt.
STAA, S. aureus; STAE, S. epidermidis; STAHA, S. haemolyticus; STAHO, S. hominis; STRP, S. pneumoniae;
ENTFC, E. faecium; ENTFA, E. faecalis; ECOL, E. coli; ENTC, E. cloacae; ACIB, A. baumannii; SERM,
S. marcescens; KLEO, K. oxytoca; KLEA, K. aerogenes; KLEP, K. pneumoniae; PSEA, P. aeruginosa; PROM,
P. mirabilis.
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Abbildung A5: Schwankungen der Erreger-spezifischen Antikorperspiegel im Standard-Sepsispool.
Mittels Infection Array wurde die Antikorperspiegel gegen 16 verschiedene Bakterienspezies sowie TT
quantifiziert. Auf jeder Assay-Platte wurde gepooltes Plasma aller Sepsispatienten zum Normalisieren
mitgefiihrt. Die Messreihe umfasste 15 Tage, wobei pro Tag 3 bis 4 Assay-Platten gemessen wurden.
Jeder Punkt stellt die Messwerte einer Assay-Platte dar. Gezeigt sind Mittelwert und Standardabwei-
chung. Die Antikorperspiegel wurden ausgehen von einer seriellen Verdiinnung tiber 7 Verdiinnungsstu-
fen als Produkt aus der halbmaximalen MFI und der entsprechenden Verdiinnung berechnet. STAA,
S. aureus; STAE, S. epidermidis; STAHA, S. haemolyticus; STAHO, S. hominis; STRP, S. pneumoniae;
ENTFC, E. faecium; ENTFA, E. faecalis; ECOL, E. coli; ENTC, E. cloacae; ACIB, A. baumannii; SERM,
S. marcescens; KLEO, K. oxytoca; KLEA, K. aerogenes; KLEP, K. pneumoniae; PSEA, P. aeruginosa;, PROM,
P. mirabilis; TT, Tetanus-Toxoid.
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Abbildung A6: Kinetik der Erreger-spezifischen IgG-Antwort von ausgewahlten Sepsispatienten. Mit-
tels Infection Array wurden die Antikdrperantworten von Sepsispatienten gegen extrazelluldre Proteine
haufiger Sepsiserreger quantifiziert. Dazu wurden die IgG-Spiegel zu verschiedenen Zeitpunkten im In-
fektionsverlauf bestimmt. Dargestellt sind exemplarisch die Antikorperkinetiken von vier Patienten. Bei
zwei Patienten stiegen die IgG-Spiegel spezifisch fiir einen einzelnen Erreger an. Dabei erfolgt der An-
stieg in einem Fall ab Tag 1 (A) und in einem Fall ab Tag 7 (B). Bei zwei weiteren Patienten wurden An-
stiege gegen mehrere Erreger beobachtet. Dabei erfolgten einige Anstiege ab Tag 0 und andere erst ein
paar Tage spater (C, D). STAA, S. aureus; STRP, S. pneumoniae; ENTFC, E. faecium; ENTFA, E. faecalis;
ENTC, E. cloacae; KLEP, K. pneumoniae; PROM, P. mirabilis; TT, Tetanus-Toxoid; grin, Blutkultur-Erreger;
orange, Erreger wurde aus einem anderen Untersuchungsmaterial isoliert.
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Abbildung A7: Plasma-lgG-Bindung an extrazelluldre Proteine des mikrobiologisch diagnostizierten

Erregers bei Sepsispatienten, wie durch den Simple Western Assay und 2D-IBs gezeigt. Extrazelluldre

Proteine von E. faecium (A,B), E. coli (C), S. marcescens (D) und K. pneumoniae (E) und P. aeruginosa (F)

wurden mittels Simple Western Assay (links) und 2D-IBs (rechts) aufgetrennt und mit Plasma von Patien-

ten, die gegen diese Bakterien eine AntikGrperantwort zeigten (Tabelle 26) inkubiert. Die Antikorperpro-

file vor und nach der Sepsisdiagnose sind gegenibergestellt.
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Abbildung A8: Vergleich der Antikorperbindung an extrazelluldre Proteine von S. epidermidis RP62A vor und wahrend der Sepsisdiagnose. Die 2D-IBs in den pH-
Bereichen pH 4-7 (A) und pH 6-11 (B) der beiden Zeitpunkte der Plasmaentnahme (Patient 31, VYOO-Studie) Tag -3 (blau) und Tag 17 (orange) wurden jeweils im Pro-
gramm Delta2D (bereinandergelegt. So wurde die Zu- bzw. Abnahme von Spot-Intensitdten im Sepsisverlauf visualisiert. Angezeigt (Pfeil) ist die Position des Proteins, zu-

sammen mit der Spot-ID.
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E. faecium — Pat. VYO0-02
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Abbildung A9: Vergleich der Antikdrperbindung an extrazelluldre Proteine von E. coli und E. faecium vor und wahrend der Sepsisdiagnose. Die 2D-IBs wurden mit Plas-
maproben von Sepsispatienten inkubiert, die zuvor eine Zunahme der Erreger-spezifischen Antikérperspiegel im Simple Western Assay gezeigt haben (Tabelle 26). Fir die
pH-Bereiche pH 4-7 (A,C,E,G,l) und pH 6-11 (B,D,F,H,J) wurden jeweils die beiden Bilder der Blots vor (blau) und nach (orange) Sepsisdiagnose mit dem Programm Delta2D

libereinandergelegt, um so die Zu- bzw. Abnahme von Spot-Intensitdten im Sepsisverlauf zu visualisieren. Angezeigt (Pfeil) ist die Position der mittels MS untersuchten Pro-
teine, zusammen mit der Spot-ID.
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K. pneumoniae — Pat. IMI_Sep-13
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Abbildung A10: Vergleich der Antikdrperbindung an extrazellulare Proteine von S. marcescens, P. aeruginosa und K. pneumoniae vor und wahrend der Sepsisdiagnose.
Die 2D-IBs wurden mit Plasmaproben von Sepsispatienten inkubiert, die zuvor eine Zunahme der Erreger-spezifischen Antikérperspiegel im Simple Western Assay gezeigt
haben (Tabelle 26). Fiir die pH-Bereiche pH 4-7 (A,C,E,G,l) und pH 6-11 (B,D,F,H,J) wurden jeweils die beiden Bilder der Blots vor (blau) und nach (orange) Sepsisdiagnose

mit dem Programm Delta2D libereinandergelegt, um so die Zu- bzw. Abnahme von Spot-Intensitdten im Sepsisverlauf zu visualisieren. Angezeigt (Pfeil) ist die Position der
mittels MS untersuchten Proteine, zusammen mit der Spot-ID.
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Tabelle 31: Liste der immunogenen S. epidermidis-Proteine, die in dieser Arbeit von den 2D-IBs identi-
fiziert wurden, und deren Vorkommen in den Genomen von 419 S. aureus- sowie 17 S. epidermidis-
Stammen (Sequenzidentitdts-Cut-off > 80 %).

Protein* Anzahl S. aureus-Stamme | Anzahl S. epidermidis-Stamme
ISAA_STAEQ 0 16
SLE1_STAEQ 0 16
ATL_STAEQ 0 16
LIP_STAEQ 3 16
Q5HKE8_STAEQ 2 12
Q5HMIJ2_STAEQ 10

Q5HMI9_STAEQ 10

SSAA_STAEQ 415 16
HSLO_STAEQ 417 17
AHPF_STAEQ 418 17
CH60_STAEQ 418 17
PUR8_STAEQ 418 17
RL25_STAEQ 418 17
TKT_STAEQ 418 17
Y1270_STAEQ 418 17
ATPA_STAEQ 419 17
ATPB_STAEQ 419 17
EFTU_STAEQ 419 17
ENO_STAEQ 419 17
G3P1_STAEQ 419 17
GLMS_STAEQ 419 17
ODPA_STAEQ 419 17
ODPB_STAEQ 419 17
PGK_STAEQ 419 17
RL2_STAEQ 419 17
SODM_STAEQ 420 17
G6PI_STAEQ 424 18

*Accession-Nummer abgerufen von der Datenbank www.uniprot.org
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