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Bakterielle Untermieter

Forschung

in der menschlichen Nase

: Die Nasenhohle ist natiirlicherweise durch eine Vielzahl, teilweise noch unbekannter Mikroorganismen besie-
GenoMik  delt, deren Interaktionen untereinander und mit dem menschlichen Wirt von bisher unverstandener Komple-
xitdt und Dynamik sind. Sie stellt jedoch auch das Habitat fiir Staphylococcus aureus, eines gefiirchteten, oft
multiresistenten Erregers schwerer Infektionen in und auB8erhalb des Krankenhauses, dar. Mittels metagenomischer/
metatranskriptomischer Methodik soll die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft (Mikrobiota) der Nase und
ihre medizinische Bedeutung umfassend analysiert und alternative Interventionsstrategien zur Eliminierung der nasalen
Besiedlung mit Methicillin-resistenten S. aureus-Stammen (MRSA) mittels neuartiger Phagenproteine entwickelt und

tiberpriift werden.

Karsten Becker, Wolfgang Mutter, Rolf Daniel, Claudia Rudack, Andreas Peschel, Dietmar H. Pieper

Die menschliche Haut und die Schleimhdute sind mit komplexen
bakteriellen Gemeinschaften besiedelt, die vor Infektionen schiit-
zen, aber auch selbst zum Problem werden kénnen. In dem vom
Bundesministeriums fiir Bildung und Forschung (BMBF) im Rah-
men der Foérderung ,Medizinische Infektionsgenomik” unter-
stlitzten Projektes MENAGE (Metagenomische Analyse der nasa-
len Habitate) soll die physiologische mikrobielle Gemeinschaft
(Mikrobiota) der Nase des Menschen untersucht werden. Uber
eine einfache Katalogisierung der bakteriellen nasalen Mikrobio-
ta hinausgehend stehen die Rolle der Nasenflora fiir den gesun-
den und erkrankten Menschen sowie die Suche nach Wegen zur
ihrer gezielten Beeinflussung im Zentrum der gemeinsamen For-
schungsarbeit von universitdaren Partnern aus Minster, Braun-
schweig, Gottingen und Tiibingen sowie einer Biotechnologiefir-
ma aus Regensburg.

Die Kombination von drei Hauptforschungsausrichtungen
der Partner, der Infektionsmedizin, der mikrobiellen Okologie und
der Phagenbiologie, flihrte zur Entstehung des gemeinsamen
Forschungsvorhabens,MENAGE".

Schon in den BMBF-geforderten Vorgdngerverbiinden
PathoGenoMik und PathoGenoMik-Plus stand der opportunisti-
sche Erreger Staphylococcus aureus im Zentrum der Forschung
des Minsteraner Projektpartners aus dem Institut fir Medizini-
sche Mikrobiologie des dortigen Universitatsklinikums. S. aureus
ist flr eine Vielzahl pyogener Infektionen von leichten oberflach-
lichen Infektionen der Haut und ihrer Anhangsgebilde (z.B. Haar-
follikel), Infektionen von implantierten Fremdkérpern (z.B. Kathe-
ter, kiinstliche Herzklappen) bis hin zu schweren, lebensbedrohli-
chen Infektionen, wie z.B. Sepsis, Endokarditis, Osteomyelitis,
Meningitis und Pneumonie verantwortlich. Angesichts dieser
schweren, auch heute noch haufig tédlich verlaufenden Infektio-
nen wiegt die in den vergangenen Jahren zu beobachtende,
zunehmende Ausbreitung von multiresistenten Isolaten dieses
Erregers, den sog. Methicillin-resistenten S. aureus (MRSA)-Stam-
men, im Krankenhaus, aber auch auBerhalb des Krankenhauses
und in der Tierzucht besonders schwer, da sie die Palette einsetz-
barer Antibiotika drastisch einschrankt und zu erhéhter Morbi-
ditdt und Mortalitdt fihrt. Hinzu kommen die enormen Kosten
durch zusétzliche HygienemaBnahmen (z.B. Isolierungsmafnah-
men), durch Therapie und Diagnostik, hauptsachlich jedoch
durch verldngerte Liegezeiten der Patienten. Dieses Bakterium
besiedelt zudem dauerhaft die vordere Nasenhéhle von ca. 20-
30% der Menschen (der Rest wird nur zeitweise oder nie besie-
delt), ohne dort vordergriindig als Pathogen in Erscheinung zu
treten. Diese korpereigene (endogene) S. aureus-Population bil-
det die Hauptquelle (ca. 80%) fuir sogenannte nosokomiale, d.h.
im Krankenhaus erworbene Infektionen wie postoperative Wund-
infektionen, Septikdmien, Pneumonien und andere schwere
Infektionen. Somit sind Strategien zum Nachweis und zur Elimi-

nierung des Erregers als vorbeugende MaBnahme zur Verhinde-
rung von Infektionen beim besiedelten Patienten und zur Unter-
bindung von MRSA-Ubertragungen von Patient zu Patient im
Krankenhaus oder pflegerischen Einrichtungen von grof3er
Bedeutung.

Die Nase selbst und ihr angeschlossenes Hohlensystem (z.B.
die Nasenneben- und Stirnhdhlen) kdnnen auch direkt durch S.
aureus in Mitleidenschaft gezogen werden. So untersucht der kli-
nische Partner des Kooperationsprojektes aus der Klinik und Poli-
klinik fir Hals-Nasen-Ohrenkrankheiten des Universitatsklinkums
Munster seit Jahren die Ursache und Pathogenese chronischer
Entziindungen der Nase- und Nasennebenhohlen (Rhinosinusi-
tis). Hier konnte nachgewiesen werden, daf3 S. aureus bei chroni-
schen Rhinosinusitiden mit nasaler Polypenbildung in das respi-
ratorische Epithel eindringt. In vitro Untersuchungen belegen,
dass der Erreger unabhdngig von einer extra- oder intrazelluldren
Lokalisation eine lokale Immunantwort induziert.

Der zweite Ausgangspunkt flir das Vorhaben resultiert aus
der Analyse von mikrobiellen Gemeinschaften durch den Braun-
schweiger Partner vom Helmholtz-Zentrum fir Infektionsfor-
schung. Nicht nur Béden, Gewdsser und Umweltoberflachen, son-
dern auch der Mensch als multizelluldrer Wirtsorganismus stellt
mit seinen inneren und duflleren Oberflachen ein Biotop fiir eine
immense An- und Vielzahl von Mikroorganismen dar. Die Frage
nach der Zusammensetzung dieser den Menschen besiedelnden
Mikroorganismen, ihrer Interaktionen untereinander sowie mit
dem menschlichen Wirt und ihrer Bedeutung furr die menschliche
Gesundheit und Préddisposition fiir Erkrankungen stellt eine der
derzeitigen Topthemen in Medizin und Mikrobiologie dar.

Mit der Verfligbarkeit von Hochdurchsatztechnologien fiir
metagenomische (Analyse der Gesamtheit der genomischen
Information der Mikroorganismen eines Biotops) und metatrans-
kriptomische Studien (Analyse der Gesamtheit der von Mikroor-
ganismen in einem Biotop gebildeten mRNA) an den Partnerstan-
dorten Braunschweig und Goéttingen erdffnet sich zum ersten Mal
die Moglichkeit, die Biodiversitat der den menschlichen Makroor-
ganismus besiedelnden, mikrobiellen Gemeinschaften in ihrer
ganzen Komplexitdt und Dynamik zu untersuchen und nicht - wie
in der Vergangenheit - auf den Bruchteil der im Labor in vitro kul-
tivierbaren Mikroorganismen beschrankt zu bleiben. Zudem kon-
nen hiermit die Aktivitdten und mogliche Interaktionen am Ort
studiert und missen nicht in artifiziellen Laborsystemen charak-
terisiert werden. So konnten die Braunschweiger und Miinstera-
ner Partner kirzlich die Bestandteile der nasalen Mikrobiota von
gesunden Probanden inventarisieren, bisher unbekannte Koloni-
sierungsmuster aufdecken, natirliche Variationen in der Zusam-
mensetzung der Flora belegen und insbesondere erste Riick-
schliisse auf Interaktionen zwischen verschiedenen Arten der
Nasenflora ziehen.
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Der dritte Ausgangspunkt ergab sich durch Forschungen und
Entwicklungen des Partners aus der Wirtschaft, dem Regensbur-
ger Biotechnologieunternehmen Hyglos GmbH. Dieser Partner
entwickelte in der Vergangenheit eine Palette unterschiedlicher
Phagenproteine u.a. zum Nachweis von Bakterien, zur Bindung
und Eliminierung von Toxinen bzw. zur Lyse von Bakterien. Letzte-
res erdffnete Perspektiven zur alternativen Therapie bakterieller
Infektionen bzw. der Eliminierung bakterieller Besiedlungen. Eine
konventionelle antimikrobielle Chemotherapie verursacht — auch
beim Einsatz von ,Schmalband”-Antibiotika — diverse ,Kollateral-
schaden’, beispielsweise Stérungen der Zusammensetzung der
physiologischen Flora und einen Selektionsdruck auf die Entwick-
lung und Verbreitung resistenter Erregerstamme. Im Gegensatz
hierzu kdnnten Phagenproteine nahezu speziesspezifisch wirken
und somit nur den Erreger eliminieren, der potentiell eine Infekti-
on ausldsen konnte. Entsprechend kénnte auch eine unerwiinsch-
te Kolonisierung mit einem bakteriellen Erreger wie mit MRSA
unterbunden werden.Von Hyglos konnte nun ein ganzer,Bausatz”
von mehr als 200 zellwandbindenden und lytischen Phagenpro-
teinen etabliert werden, die modulartig die Zusammensetzung
der unterschiedlichsten Phagenbausteine mit diverser Wirtsspezi-
fitdt und Funktion erlauben.

Die umfangreichen Erfahrungen des Regensburger Projekt-
partners mit Phagenproteinen finden ihre optimale Ergéanzung in
Vorarbeiten des Tiibinger universitaren Partners vom Interfakul-
tdren Institut fir Mikrobiologie und Infektionsmedizin, der grund-
legend zu Erkenntnissen zum Aufbau und zur Zusammensetzung
der Staphylokokken-Zellwand beitragen konnte, wobei im Fokus
die Rolle der Zellwandpolymere und weiterer nicht-proteinarer
Bestandteile steht.

Das gemeinsame Ziel des Verbundprojekts ist, aufbauend auf
oben skizzierten Vorarbeiten, die Charakterisierung und nachfol-
gende gezielte Beeinflussung der Nasen-Mikrobiota zur Ausschal-
tung von S. aureus als Verursacher lokaler und systemischer Infek-
tionen sowie die Verhinderung einer nosokomialen Ausbreitung
von MRSA-Stammen ausgehend von der nasalen Besiedlung.

Von besonderer wissenschaftlicher Bedeutung fiir das Projekt
ist hierbei die anatomische Besonderheit der Nase, histologisch
unterschiedliche Oberflachen auf engstem Raum zu vereinen. So
werden wir im Projekt die Mikrobiota der einzelnen Nasenhabita-
te anhand von Untersuchungsmaterialien von Individuen ohne
Anzeichen von Entziindungen im Nasenbereich bestimmen, um
interindividuelle Gemeinsamkeiten und Unterschiede in der
Zusammensetzung zu erkennen. Zusatzlich wird den bereits in
Vorarbeiten beschriebenen Hinweisen auf bisher unbekannte
bakterielle Spezies der physiologischen Nasenflora nachgegan-
gen werden. Mit praziser anatomischer Zuordnung soll ebenfalls
der Einfluss von Entziindungen der Nasenschleimhaute bei akuter
und chronischer Rhinosinusitis auf die Zusammensetzung der
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Fig. 1: Staphylococcus aureus auf einer
Blutagarplatte mit typischer gelblicher
Pigmentierung und Hdmolysezone
wachsend (grof3es Bild) sowie lichtmi-
kroskopische Aufnahme (x 1.000) von
Furunkeleiter mit namensgebender
Jtraubenartiger” (otaguAn [griech.],
Traube) Lagerung des grampositiven
Erregers in Form von Haufenkokken
(kleines Bild).

nasalen Mikrobiota untersucht und Korrelationen mit der angebo-
renen und erworbenen Immunantwort des Wirtes aufgezeigt wer-
den. Zur Bestimmung der mikrobiellen Gemeinschaften und ihrer
Aktivitat und Interaktionen werden moderne metagenomische
und metatranskriptomische Methoden eingesetzt werden. Hier-
durch kannin einer hohen Auflésung, die fiir die Beschreibung von
Gemeinschaften, die aus einer Vielzahl von bakteriellen Arten
bestehen notwendig ist, deren genaue Zusammensetzung cha-
rakterisiert werden. Da die den menschlichen Kérper besiedeln-
den bakteriellen Gemeinschaften von Umweltfaktoren (z. B. Nah-
rung, Lebensstil) und der genetischen Ausstattung beeinflusst
werden, ist aber auch die Analyse einer Vielzahl von Proben not-
wendig, um den Einfluss einzelner Faktoren auf die Zusammenset-
zung solcher Gemeinschaften zu erkennen. Am bedeutsamsten ist
jedoch, dass diese molekularbiologischen Analysen Aussagen
Uber Aktivitdt und Interaktionen der Mikroorganismen ,vor Ort”
erlauben, ohne dass sie aus ihrer natirlichen Lebensumwelt ent-
nommen werden miissen. Somit kdnnen wir die Unterschiede und
Wechselwirkungen von unterschiedlich angepal3ten, mikrobiellen
Gemeinschaften am gesunden und erkrankten Menschen studie-
ren und ihre Bedeutung fir Krankheitsverldufe und/oder nachfol-
gende Infektionen untersuchen.

Fir Interventions-Studien wird zusatzlich zu in vitro-Ansatzen
mit einem Medium, welches das Milieu der vorderen Nasenhohle
simuliert, ein Tiermodell verwendet. Dieses bereits etablierte Kolo-
nisierungsmodell der Baumwollratte kommt den Verhéltnissen in
der menschlichen Nase sehr nahe. Da es aber bisher keine Daten
zur Nasenflora der Baumwollratte gibt, werden wir deren mikrobi-
elle Gemeinschaften ebenfalls mittels kulturabhdngiger sowie
molekularer Verfahren bestimmen.

Fir die Intervention, d.h. die gezielte, selektive Eliminierung
von einzelnen Kernbestandteilen der nasalen Mikrobiota mit
Fokus auf S. aureus, wird die weitere Entwicklung und der Einsatz
von lytischen Bakteriophagen-Proteinen vorangetrieben. Basie-
rend auf einer bereits existierenden Bibliothek modularer Pha-
genproteine sowie mittels Suche nach weiteren effektiven
Molekilen anhand institutioneller Stammsammlungen sollen
neue Molekiile mit verstarkter Aktivitdt und optimierter Anpas-
sung an die physikochemischen Parameter in der Nasenhdhle
mafgeschneidert und nachfolgend getestet werden. Hierzu wird
neben der Analyse der Wirkstoffe in in vitro- und tierexperimen-
tellen Versuchen eine Kohorte gesunder Probanden etabliert, die
vor und in verschiedenen Abstdanden nach der Applikation der
Phagenproteine kurz-, mittel- und langfristig auf die Zusammen-
setzung und Veranderungen der nasalen Flora und auf die Aus-
wirkungen der Eliminierung einzelner Bestandteile der Mikrobio-
ta untersucht werden.Vergleichend hierzu werden die Effekte bis-
her zur MRSA-Dekolonisierung eingesetzter topischer Antibiotika
(z.B. Mupirocin) analysiert.
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Mittels neuer Methoden zur DNA-Sequenzierung kann die Zusammensetzung mikrobieller Gemeinschaften mit groSer Genauigkeit und an groflen Probenmengen direkt analy-
siert werden, ohne dass die Mikroorganismen vorher in Kultur genommen werden missen. In der Abbildung rechts ist beispielhaft die Zusammensetzung der Mikrobiota der vor-
deren Nasenhéhle von drei Testpersonen angegeben (Farbcode der einzelnen Gemeinschaftsmitglieder ist unten rechts aufgefiihrt), wie sie durch sogenanntes ,Pyrosequenzie-
rung” analysiert wurde. Ist die Zusammensetzung verschiedener Gemeinschaften bekannt, so kénnen diese mittels verschiedener Algorithmen miteinander verglichen werden.
In der Abbildung links ist eine Ahnlichkeitsstrukturanalyse dargestellt, wobei jeder Punkt die gesamte mikrobielle Gemeinschaft der Nasenhéhle einer Testperson darstellt. Je

gréler die Entfernung zwischen zwei Punkten ist, desto groBBer ist der Unterschied zwischen den Gemeinschaften (siehe auch rechts: Die durch einen griinen und einen orange
Punkt reprdsentierten Gemeinschaften sind sehr dhnlich, aber deutlich unterschiedlich von der durch einen blauen Punkt dargestellten Gemeinschaft). Durch einen Vektor ist dar-
gestellt, welche Mikroorganismen in welchen Gemeinschaften vermehrt vorhanden sind (z.B. Staphylococcus aureus vermehrt in Gemeinschaften, die in der Abbildung oben
rechts dargestellt sind). Zeigt der Vektor in entgegengesetzte Richtungen (siehe Finegoldia magna - Staphylococcus aureus), so deutet dieses darauf hin, dass diese Mikroorga-
nismen nicht die gleiche 6kologische Nische teilen. Solchen Hinweisen kann dann mittels weiterer statistischer Analysen und praktischer Versuche nachgegangen werden.

Zusammenfassend bestehen die Ziele des Verbundprojektes
darin, mittels metagenomischer/metatranskriptomischer Ansétze
erstmals die Gesamtheit der mikrobiellen Gemeinschaften der
nasalen Habitate und ihre Metagenome beim gesunden und
erkrankten Menschen sowie im Tiermodell vergleichend undinter-
ventionell zu charakterisieren und damit Mdoglichkeiten einer
gezielten Beeinflussung der Mikrobiota zu er6ffnen. Unter Ein-
schluf3 von Untersuchungen zur Wirtsantwort sollen insbesondere
die Wechselwirkungen und Dynamiken innerhalb der nasalen
mikrobiellen Gemeinschaften geklart werden. Hierbei steht die
Analyse der Auswirkungen einer Gabe von breit wirkenden, topi-
schen Antibiotika im Vergleich zur Verabreichung von neuartigen,
modular zusammengesetzten Phagenproteinen im Fokus. Die
besondere Bedeutung der Bakteriophagenprotein-Wirkstoffe im
Rahmen unseres Verbundprojektes liegen in der Genese und
Testung alternativer Substanzen mit antibiotischer Wirkung, die
im Vergleich zu den herkdmmlichen Antibiotika (1.) hochspezi-
fisch und damit zielgenau nur den zu therapierenden Erreger (z.B.
MRSA) eliminieren; (2.) in kiirzester Zeit, unabhdngig vom Resi-
stenzprofil hochwirksam auch gegen multiresistente Erreger sind;
(3.) weniger EinfluB auf die physiologische, putativ gesundheits-
forderliche Mikroflora haben und (4.) die Entstehung von Kollate-
ralschdden durch die Selektion bzw. Genese von (multi-)resisten-
ten Mikroorganismen vermeiden.
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