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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie invasiver Pneumokokkenerkrankungen

Streptococcus pneumoniae ist eines der bedeutendsten humanpathogenen Bakterien weltweit.
Nach Schitzungen der Weltgesundheitsorganisation sterben jedes Jahr etwa 2 Millionen Men-
schen an den Folgen einer Pneumokokkeninfektion (WHO, 1998). Lebensbedrohliche klini-
sche Manifestationen einer Pneumokokkeninfektion sind Pneumonie, Sepsis und Meningitis.
Die Sterblichkeitsrate hingt dabei entscheidend von der klinischen Manifestation ab. So ver-
sterben in den USA {iber 20 %, in den Niederlanden sogar 30 % der erwachsenen Patienten,
die an einer Pneumokokkenmeningitis erkranken (Schuchat et al. 1997; van De Beek et al.
2004), wihrend die Letalitdt bei der Pneumokokkenpneumonie im Erwachsenenalter unter
8 % liegt (Robinson et al. 2001). Noch deutlicher werden die prognostischen Unterschiede
zwischen Pneumonie und Meningitis, wenn man zuriick in die Zeit vor Einfilhrung des
Penicillins blickt. Pneumokokkenmeningitiden verliefen damals fast ausnahmslos todlich
(Tripoli 1936), wihrend eine Pneumokokkenpneumonie von zwei Drittel der Patienten
tiberlebt wurde.

Neben der hohen Letalitét stellt die hohe Rate neurologischer Folgeschdden nach tiberstande-
ner Pneumokokkenmeningitis (durchschnittlich 30-50 %) ein grof8es medizinisches Problem
dar. Zentrale neurologische Residuen sind beispielsweise fokalneurologische oder neuropsy-
chologische Defizite, Horschaden oder Hydrozephalus (Bohr et al. 1984; Auburtin et al. 2002;
Kastenbauer und Pfister 2003). Diese Befunde machen deutlich, dass eine Infektion des
Leptomeningealraumes mit Streptococcus pneumoniae weit gefahrlicher fiir den Wirtsorga-
nismus ist als eine periphere Infektion wie z. B. die der Lunge. Erwéhnenswert ist ferner, dass
die Pneumokokkenmeningitis heute mit 1,1 Erkrankten/100 000 Einwohnern die hdufigste
und gleichzeitig die gefdhrlichste Form der endemischen bakteriellen Meningitis im Erwach-

senenalter ist (Schuchat et al. 1997; van De Beek et al. 2004).

1.2 Klinische Komplikationen der Pneumokokkenmeningitis

Fiir die ungiinstige Prognose der Pneumokokkenmeningitis werden in erster Linie die in der
Akutphase auftretenden intrakraniellen Komplikationen verantwortlich gemacht. Aber auch
systemische meningitisassoziierte Komplikationen wie septischer Schock, disseminierte
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intravasale Gerinnung, ARDS (acute respiratory distress syndrome) und dialysepflichtiges
Nierenversagen sind flir die hohe Letalitdt verantwortlich. Die hdufigsten intrakraniellen
Komplikationen sind zerebrovaskuldre Veranderungen, Hydrozephalus und Hirnédem.

In einer Studie zur Pneumokokkenmeningitis von Kastenbauer und Pfister (2003), die durch
konsequentes intensivmedizinisches Monitoring und neuroradiologische Untersuchung fiir die
Diagnostik zentralnervoser Komplikationen sehr sensitiv war, zeigten sich folgende Befunde:
zerebrovaskulidre Komplikationen traten in 21,8 % als arterielle und in 10,3 % als vendse
Verianderungen auf. Bei 28,7 % der Patienten trat ein diffuses Hirnddem auf, bei 16,1 % ein
Hydrozephalus, Krampfanfille in 27,6 % und intrakranielle Blutungen in 9,2 % der Fille.
25,8 % erlitten einen meningitisassoziierten Horverlust. Seltene Komplikationen waren Mye-
litis und Cerebritis. Insgesamt erlitten in dieser Studie 75 % der Patienten intrakranielle und
38 % systemische Komplikationen. 24,1 % der Patienten verstarben und nur 48 % konnten in

gutem Gesundheitszustand entlassen werden.

1.3 Modelle der experimentellen Pneumokokkenmeningitis

Um die Pathomechanismen der Pneumokokkenmeningitis besser verstehen zu koénnen, wur-
den verschiedene Tiermodelle entwickelt.

Prinzipiell kann man, abhdngig von dem Ort der bakteriellen Inokulation, zwei Systeme von
Tiermodellen unterscheiden (Tduber und Zwahlen 1994; Koedel und Pfister 1999a). Einmal
wird der Keim intranasal (Zwijnenburg et al. 2001) oder intraperitoneal (Rodriguez et al.
1991) verabreicht. Diese Modelle sind gut geeignet die Pathogenese des hdmatogenen
Infektionsweges zu studieren. Die Stirke dieses Versuchsansatzes liegt in der Untersuchung
der Interaktion zwischen Pathogen und Wirt hinsichtlich Kolonisierung des Nasopharyngeal-
raumes (bei intranasaler Inokulation), Eindringen und Uberleben des Erregers in der Blutbahn
sowie hinsichtlich des Erregereintritts in das ZNS (Zentralnervensystem). Die Probleme die-
ses Ansatzes liegen darin, dass in der Regel nur rund die Hélfte der Tiere eine Meningitis
entwickeln, das Zeitintervall bis zur Erkrankung variiert und die Tiere iiberwiegend an septi-
schem Schock versterben (Rodriguez et al. 1991; Quagliarello et al. 1986; Koedel und Pfister
1999a). Somit sind diese Modelle wenig geeignet, um Aussagen iiber die Pathophysiologie
der Pneumokokkenmeningitis treffen zu konnen. Das zweite Modellsystem, bei dem die
Keime direkt in den Liquorraum eingebracht werden, ist dazu weit besser geeignet (Tauber

und Sande 1984; Quagliarello et al. 1986; Koedel et al. 2001). Dieses Modell entspricht im



weitesten dem haufigsten Infektionsweg bei Pneumokokkenmeningitis, der Infektion per
continuitatem, wie sie im Rahmen ZNS-naher Entziindungen (z. B. Otitis media und Sinusi-
tis), neurochirurgischer Eingriffe und Schidel-Hirn-Traumata mit Liquorleckage vorkommt.
Eine Bakteridmie entwickelt sich in diesem Modell sekundér zur ZNS-Infektion und die Ver-
suchstiere sterben sowohl an neurologischen als auch an systemischen Komplikationen. Die-
ses Modell ist ungeeignet um die Vorginge bis zum Eindringen des Erregers in das ZNS zu
untersuchen. Doch lassen sich in diesem System die Induktion der meningealen Inflammation
sowie die daraus resultierenden Komplikationen gut untersuchen. Zudem sind diese Modelle
auch geeignet die Wirkung potentieller Therapeutika zu priifen, da hier reproduzierbar eine
unbehandelt letal verlaufende Erkrankung mit vorhersehbarem Zeitverlauf verursacht wird.
Momentan werden hauptsdchlich zwei Modelle der Pneumokokkenmeningitis mit direkter
Pathogeninokulation verwendet: das adulte Ratten- und das adulte Mausmodell. Zusétzlich
exsistiert das 1974 von Dacey und Sande etablierte adulte Kaninchenmodell.

1986 fiihrten Quagliarello et al. ein Modell der bakteriellen Meningitis an adulten Ratten ein,
das die Grundlage vieler Experimente bildete und seit seiner Einfithrung vielféltig modifiziert
wurde. Das aktuell in unserem Labor verwendete Modell ist ausfiihrlich unter 3.2. beschrie-
ben. Die Vorteile liegen: (i) in der relativ groen KorpergroBe der Tiere, die es erlaubt, Li-
quor- und Blutproben in fiir Mehrfachbestimmungen ausreichender Menge zu gewinnen. (ii)
in der Moglichkeit zahlreiche pathophysiologische Parameter zu bestimmen wie z. B.
intrakraniellen Druck, zerebrovaskuldre Autoregulation und Kohlendioxidreagibilitit sowie
Blutdruck und Blutgasanalysen.

Um zusitzlich die Moglichkeiten genetisch verdnderter Tiere nutzen zu kdnnen, wurde von
Koedel et al. (2001) ein Mausmodell der Pneumokokkenmeningitis entwickelt (vgl. Abschnitt
3.6). Die Verwendung von transgenen bzw. knockout Mausen bietet Vorteile fiir die Untersu-
chung inflammatorischer Wirtsfaktoren, die an den komplexen pathophysiologischen Abliu-
fen bei bakterieller Meningitis beteiligt sind: (i) Probleme pharmakologischer Eingriffe, wie
unzureichende Spezifitit, fehlende ZNS-Géngigkeit oder Nebenwirkungen von Pharmaka,
entfallen. (i1) Fiir viele molekularbiologische Untersuchungen stehen fiir Méusegewebe kom-
merziell erhéltliche Materialen wie Antikorper oder DNA-Arrays zur Verfiigung. (iii) Der
Versuchsaufbau ist weniger aufwendig und somit rascher durchzufiihren. Probleme ergeben
sich vor allem durch die kleine Korpergrofie: (i) Man erhélt lediglich geringe Probenvolu-
mina, Liquoruntersuchungen sind dadurch auf die Zellzahlbestimmung begrenzt. (ii) Die Un-
tersuchung pathophysiologischer Parameter wie zerebrovaskuldre Autoregulation und Koh-

lendioxidreagibilitidt sowie Monitoring von Vitalparametern wére nur unter grolem Aufwand



durchfiihrbar. Neben dem Problem der KorpergroBle ergibt sich aufgrund der genetischen
Verdnderung die Problematik flankierender Gene und des genetischen Hintergrundes, die die

Befundinterpretation in manchen Fillen erschweren kann.

14 Pathophysiologie der intrakraniellen Komplikationen

Wihrend der akuten Phase der bakteriellen Meningitis kommt es u. a. durch Proteasen und
Oxidantien zu einer Endotheldysfunktion, die zu einem Verlust der zerebralen Autoregula-
tion, der CO,-Reaktivitit der HirngefdBe und der Integritét der Bluthirnschranke fiithrt und
somit eine Schliisselrolle in der Entwicklung der intrakraniellen Komplikationen bei bakteri-

eller Meningitis spielt.

1.4.1 Hirnéodem und Steigerung des intrakraniellen Druckes

In der Regel ist der Hauptanteil des zerebralen Odems bei Pneumokokkenmeningitis durch
ein vasogenes Odem verursacht. Hierbei treten im Rahmen der Bluthirnschran-
ken(BBB)storung osmotisch wirksame Plasmabestandteile in das ZNS iiber (Fishman 1975;
Koedel et al. 1994). Doch auch zytotoxisches und interstitelles Odem konnen eine Rolle spie-
len. Das zytotoxische Odem wird durch eine Stdérung des zelluliren Energiestoffwechsels
aufgrund bakterieller und granulozytdrer Toxine sowie durch Ischdmie ausgelost. Ein
interstitielles Odem entsteht durch transependymale Liquorverschiebung von den Liquorriu-
men ins Parenchym, ausgeldst durch eine Liquorresorptionsstorung im Bereich der Arachnoi-
dalzotten oder durch einen obstruktiven Hydrozephalus (Pfister et al. 1993; Scheld et al. 1980;
Quagliarello und Scheld 1992). Alle drei Mechanismen konnen zu einem Anstieg des
intrakraniellen Drucks (ICP) fiihren. Experimentell zeigte sich allerdings, dass Odem und ICP
nicht immer gekoppelt sind; so verminderte eine Therapie mit Methylprednisolon zwar das
Hirnddem, konnte aber den ICP nicht senken (Téauber et al. 1985). Des weiteren kann der ICP
aufgrund erhohten intrakraniellen Blutvolumens ansteigen, ausgeldst durch gestorte zerebrale
Autoregulation, entziindliche Hyperdmie (Tureen et al. 1990) oder im Rahmen einer

AbfluBstorung bei septischer Sinusvenenthrombose (Pfister et al. 1993).
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Abbildung 1 Circulus vitiosus der ZNS-Komplikationen bei bakterieller Meningitis. CBV: zerebrales
Blutvolumen. ICP: intrakranieller Druck (nach Pfister 1989).

1.4.2 Meningitisassoziierte Gefalkomplikationen und Verinderungen
des zerebralen Blutflusses

Die zerebralen Gefdfle sind bei der bakteriellen Meningitis in vielfdltiger Weise betroffen.
Neben der oben beschriebenen Erhohung der Kapillarpermeabilitit, kann es zu Arteriitiden
und Thrombophlebitiden kommen, wie in Autopsiestudien gezeigt wurde (Cairns et al. 1946;
Dodge et al. 1965). Angiographisch und dopplersonographisch konnte man Wandunregelma-
Bigkeiten, Vasospasmen, arterielle Gefd3verschliisse, kortikale Venenthrombosen und Sinus-
thrombosen nachweisen (Pfister et al. 1992; Ries et al. 1997).

In Tiermodellen der Pneumokokkenmeningitis ldsst sich schon nach 6 Stunden ein Anstieg
des regionalen zerebralen Blutflusses (rCBF) und eine Erweiterung der pialen Arteriolen
(Pfister et al. 1995; Pfister et al. 1990; Koedel et al. 1995) feststellen, in fortgeschrittenen

Stadien der Erkrankung kann es zu einem Verlust der zerebrovaskulidren Autoregulation und



CO;-Reaktivitit sowie zu zerebraler Ischdmie kommen (Tureen et al. 1990; Koedel und
Pfister 1997).

Durch die Autoregulation wird unter physiologischen Bedingungen der zerebrale Blutfluss
unabhéngig vom arteriellen Mitteldruck in einem Bereich von 50 bis 150 mmHg konstant
gehalten. Wird dieser Mechanismus gestort, ist die Hirnperfusion direkt vom Blutdruck ab-
hiangig. Blutdruckschwankungen kénnen daher sowohl zu vermehrtem CBF und daraus resul-
tierend zu steigendem ICP fiihren, als auch zu einer Minderperfusion und damit zu Unterver-
sorgung des Gewebes bis hin zur zerebralen Ischdmie. Auch beim Menschen konnte man eine
Autoregulationsstorung wihrend eitriger Meningitis nachweisen (Paulson et al. 1974).

Die CO;-Reaktivitit, ein weiterer Regulationsmechanismus der zerebralen Durchblutung,
dient der Konstanthaltung des pH-Wertes zerebraler Fliissigkeiten. Ein Anstieg des arteriellen
CO;-Partialdrucks [Paco;] fiihrt iiber Kohlenséurebildung zu erhohter Protonenkonzentration,
die eine Vasodilatation auslost. Auch andere Sduren wie Laktat oder Pyruvat fiihren iiber die-

sen Mechanismus zu einem Anstieg des zerebralen Blutflusses (Jones et al. 1989).

1.5 Pathophysiologie der Entziindungskaskade der Pneumokokken-
meningitis
1.5.1 Immunaktivierung und Signaltransduktion

Damit eine Entziindungsreaktion im Liquorraum in Gang gesetzt wird, ist ein betridchtliches
bakterielles Wachstum im Liquor notwendig, da die Akutphaseantwort des Wirts erst bei ei-
ner bakteriellen Konzentration von mehr als 10° koloniebildenden Einheiten (KBE)/ml Liquor
beginnt (Tuomanen 1996). Allerdings konnen sich Pneumokokken im Liquorraum ziemlich
ungestort vom Immunsystem des Wirtes vermehren. Die Mechanismen dafiir sind noch weit-
gehend unklar. Man geht davon aus, dass im Liquorraum ein Defekt der Phagozytose besteht,
bedingt durch unzureichende Funktion zelluldrer und humoraler Abwehrmechanismen, insbe-
sondere von Neutrophilen, Antikérpern und Komplement (Quagliarello und Scheld 1992;
Koedel et al. 2002a).

Als Folge der hohen Pneumokokkenkonzentrationen konnen bei der bakteriellen Autolyse
und/oder der Antibiotika-induzierten Lyse groBe Mengen an subkapsuldren bakteriellen
Komponenten freigesetzt werden.

Obwohl man davon ausgeht, dass diese Pneumokokkenzellwandbestandteile, v. a. Pepti-

doglykan (PGN) und Teichonséure, die Entziindungsreaktion des Wirtes ausldsen, sind die



Rezeptoren fiir S. pneumoniae und seine Bestandteile auf der Wirtsseite und die nachfolgende
membranassoziierte Signaltransduktionskaskade noch weitgehend unbekannt.

Ein sehr frither bekannter Schritt in der Immunaktivierung ist die Bindung von PGN und Tei-
chonsdure an membranstindiges CD14 (mCD14), einem Mustererkennungsrezeptor (pattern
recognition receptor); allerdings besitzt mCD14 nur eine extrazelluldre Doméne und kann das
Signal allein nicht in die Zelle weiterleiten. Aufgrund von in vitro Studien kam TLR (toll-like
receptor)-2 als potentieller Kandidat fiir die Signalweiterleitung in Frage, auch eine tierexpe-
rimentelle Studie spricht fiir eine TLR-2-abhdngige zelluldire Erkennung von S. pneumoniae,
doch scheinen daneben auch andere Rezeptoren wie z. B. TLR-4, allein oder im Zusammen-
spiel, die bakterielle Erkennung zu vermitteln (Koedel et al. 2003).

Hinsichtlich der intrazelluldren Signaltransduktion liegen in vitro-Studien vor. Die bei Ent-
zlindungen héufig aktivierten Signaltransduktionskaskaden, der IKK-NF-kB-Weg (IKK: Ki-
nasen der NF-xB Inhibitoren IxB; NF-xB: nukledrer Faktor kB) und die Signaltransduktion
iber mitogenaktivierte Proteinkinasen (MAP-Kinasen) scheinen durch Pneumokokken in ver-
schiedenen Zelltypen aktiviert zu werden. Pneumokokkenzellwandbestandteile konnten in
Mausmakrophagen die MAP-Kinasen ERK (extrazelluldre signalregulierte Kinase)-1, ERK-2
und in geringem Mall p38 aktivieren (Schumann et al. 1998). Die Zyto- und
Chemokinausschiittung mit Pneumokokkenzellwandbestandteilen stimulierter Mikroglia ist
von p38 und ERK-2/ERK-1 MAP-Kinase-Aktivierung abhingig (Hanisch et al. 2001).
Spellerberg et al. zeigten, dass Pneumokokken NF-kB in undifferenzierten humanen und

differenzierten Mausmonozyten aktivieren konnen (Spellerberg et al. 1996).

1.5.2 Zytokine und Chemokine

Zytokine sind wichtige Koordinatoren der Entziindungsreaktion; ihre Schliisselrolle in der
Pathophysiologie der bakteriellen Meningitis wurde in zahlreichen Studien belegt (Koedel et
al. 2002a). Nach Inokulation von Pneumokokken kann man innerhalb kurzer Zeit die
Zytokine der frithen Immunantwort — Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin(IL)-13 und
IL-6 - im Liquor nachweisen, die der Einwanderung von Entziindungszellen und der Bluthirn-
schrankenstorung vorangehen (Saukkonen et al. 1990). Produziert werden diese Zytokine im
ZNS u. a. von Astrozyten, Mikroglia und Endothelzellen. In Liquorproben von Patienten mit

bakterieller Meningitis konnten erhohte TNF-a-, IL-13- und IL-6-Spiegel nachgewiesen wer-



den, wobei allerdings allein die Hohe des IL-1B-Spiegels mit der Schwere der Erkrankung
korrelierte (van Furth et al. 1996; Tauber und Moser 1999).

Eine wichtige Rolle in der Initiierung und der Verstirkung der Entziindungsreaktion bei einer
Pneumokokkenmeningitis scheint das IL-1B-Converting-Enzyme (ICE oder Caspase 1) zu
spielen, das die inaktiven Vorldufer von IL-13 und IL-18 in ihre aktive Form umwandelt.
Moglicherweise fiihrt es iiber NF-kB-Aktivierung zur Aufrechterhaltung der Entziindung.
Eine pharmakologische Blockierung dieses Enzyms im Tiermodell und Versuche an Caspase-
1-defizienten Mdusen zeigten einen starken antiinflammatorischen Effekt, der mit Verringe-
rung der meningitisassoziierten Komplikationen und besserem klinischen Status der Tiere
einherging (Koedel et al. 2002b).

IL-1B und TNF-a stimulieren die Expression von Chemokinen und Adhédsionsmolekiilen, die
die Leukozytenmigration in den Liquorraum begiinstigen.

Chemokine sind eine grofle Familie chemotaktischer Zytokine, die bei der Rekrutierung und
Aktivierung von Leukozyten eine wichtige Rolle spielen. Die stirkste chemotaktische Wir-
kung im Rahmen der bakteriellen Meningitis besitzen IL-8 und MCP-1 (monocyte chemo-
attractant protein) (Spanaus et al. 1997; Sprenger et al. 1996) sowie die funktionellen Homo-
loge des menschlichen IL-8 in der Maus: MIP-(macrophage inflammatory protein)-2 und KC

(keratinocyte-derived cytokine).

153 Mechanismen der Gewebeschiadigung

Im Rahmen der Abwehrreaktion setzen aktivierte Effektorzellen eine Reihe von Substanzen
frei, u. a. Oxidantien und Proteasen, die neben den Krankheitserregern auch gesundes Gewebe
zerstoren konnen.

Matrixmetalloproteasen (MMPs), zinkabhdngige Endoproteasen, kdnnen Bestandteile der
Extrazellularmatrix degradieren. In Tierversuchen der bakteriellen Meningitis zeigte sich,
dass insbesondere MMP-9 zu BBB-Stérung und neuronaler Zellschdadigung beitrdgt (Paul et
al. 1998; Leib et al. 2000). Auch bei Patienten mit hohen MMP-9 Liquorspiegeln entwickel-
ten sich haufiger neurologische Spétschidden (Leppert et al. 2000).
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Abbildung 2 Mechanismen der Hirnschidigung bei der experimentellen Pneumokokkenmeningitis.
Ausgelost durch subkapsulire Komponenten der Pneumokokken kommt es zur Induktion zentraler
Wirtsfaktoren, wie Zytokine, Chemokine und Adhisionsmolekiile. Die inaktiven Vorliufer der
proinflammatorischen Zytokine IL-13 und TNF-a werden durch die Proteasen Caspase 1 (Casp 1) und
TNF-a konvertierendes Enzym (TACE) aktiviert. IL-1f und TNF-a in ihrer Wirkform sind potente NF-
kB Aktivatoren, dieser Weg konnte durch iiberschiefende NF-kB-Aktivierung zu einer unkontrollierten
Expression von Entziindungsmediatoren fiihren. Chemokine und Adhisionsmolekiile sind entscheidend
an der massiven neutrophilen Liquorpleozyose beteiligt. Aktivierte Neutrophile schiitten zahlreiche poten-
tiell zytotoxische Substanzen aus, darunter Oxidantien wie Peroxynitrit und proteolytische Enzyme wie
MMP. MMP konnen iiber Degradierung der Extrazellulirmatrix zur Bluthirnschrankenstérung beitra-
gen. Die Peroxidation ungesittigter Fette der Zellmembran durch Peroxynitrit kann zu einem Verlust der
Membranintegritit fiihren. Oxidantieninduzierte DNA-Schidigung kann zur Aktivierung von PARP
(Poly-ADP-Ribose-Polymerase) und in der Folge zu intrazelluliirem Energiemangel fithren (nach Koedel
et al. 2002a).



Neben den Proteasen sind reaktive Sauerstoffabkdmmlinge [ROS] und reaktive Stickstoffin-
termedidrverbindungen [RNI] wie Stickstoffmonoxid wichtige Effektormolekiile der Abwehr-
zellen. Experimente der letzten Jahre zeigen, dass sie zu den Schliisselmediatoren der pa-
thophysiologischen Verdnderungen der bakteriellen Meningitis gehoren (Koedel und Pfister
1999b; Koedel et al. 1995; Buster et al. 1995; Koedel und Pfister 1997; Kastenbauer et al.
1999b). ROS konnten im Tiermodell der Pneumokokkenmeningitis detektiert werden und
Antioxidantien reduzierten oder verhinderten meningitisassoziierte Komplikationen (Leib et
al. 1996; Dirnagl et al. 1993; Koedel und Pfister 1997; Klein et al. 2003). Bekannte Mechanis-
men der oxidativen Schiadigung im Rahmen der Pneumokokkenmeningitis umfassen z. B. die
Peroxidation ungesittigter Fette der Zellmembran durch Peroxynitrit mit folgendem Verlust
der Membranintegritit (Kastenbauer et al. 2002) oder oxidantieninduzierte DNA-Schéidigung,
die iiber Aktivierung von PARP (Poly-ADP-Ribose-Polymerase) zu einem intrazelluléren
Energiemangel mit resultierender Zelldysfunktion und Nekrose fiihrt (Koedel et al. 2002c).

Verschiedene experimentelle Daten weisen darauf hin, dass NF-kB in bestimmten Zelltypen
sowohl durch oxidativen Stress aktiviert wird, als auch eine funktionelle Assoziation zwi-
schen PARP und NF-kB besteht. Dies konnte durch Aufrechterhalten der Entziindungsreak-
tion einen weiteren moglichen Schidigungsmechanismus von ROS und RNS darstellen (Li

und Karin 1999; Janssen-Heininger et al. ; Oliver et al. 1999) (siche Abbildung 2).

1.6 Der Transkriptionsfaktor NF-kB

Transkriptionsfaktoren sind ein wichtiges Bindeglied zwischen extrazelluldren Signalen und
Verdnderungen der Genexpression. Sie sind genspezifisch und regulieren die Transkription
der Zielgene indem sie an spezifische Erkennungselemente der DNA binden. Meist erh6hen
sie die Transkriptionsrate und damit die Proteinsynthese. Einige davon sind zellspezifisch und
wichtig fiir Zelldifferenzierung und zelluldre Prozesse, wie z. B. Proliferation. Andere kom-
men ubiquitér vor und kénnen damit Wirkung auf ein ganzes System, wie z. B. die Immun-
antwort, entfalten.

NF-xB wurde 1986 erstmals beschrieben und zwar als nukledrer Faktor, daher NF, der die
Expression des k-Leichtkettengenes in B-Lymphozyten der Maus reguliert, daher kB (Sen
und Baltimore 1986). Dieser Name ist allerdings irrefiihrend, da NF-kB in einer Vielzahl von

Zellen, wie zum Beispiel in Lymphozyten, Granulozyten und Zellen des ZNS exprimiert wird,
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an der Transkription zahlreicher Gene beteiligt ist und im inaktiven Zustand in der Regel im
Zytoplasma und nicht im Kern vorliegt.

Mittlerweile kennt man verschiedene NF-kB Proteine. Der Prototyp der induzierbaren Form
von NF-kB ist ein Heterodimer aus zwei Proteinen: die p65 Untereinheit (auch relA genannt)
und die p5S0 Untereinheit. Andere Untereinheiten wie rel, relB, v-rel und p52 konnen auch
Teil des aktivierten NF-kB sein und es ist wahrscheinlich, dass die verschiedenen Formen von
NF-kB unterschiedliche Gruppen von Zielgenen aktivieren (Baeuerle und Baltimore 1996;

Siebenlist et al. 1994; Li und Verma 2002).

NF-xB wird durch eine Vielzahl von Stimuli, die auch bei der bakteriellen Meningitis von
Bedeutung sind, sehr schnell (innerhalb von Minuten) aktiviert; so z. B. durch Bakterien oder
Zytokine und ROS. Anders als die meisten anderen Transkriptionsfaktoren liegt NF-kB in
seiner inaktiven Form nicht im Zellkern an DNA gebunden vor, sondern befindet sich im Zy-
toplasma unstimulierter Zellen. Er ist dort an zytoplasmatische inhibitorische Proteine, so-
genannte [kBs, gebunden (Baldwin 1996). Mindestens sechs verschiedene IxB Proteine
kontrollieren die Aktivitidt der NF-kB Dimere; IkBa, -B, und —¢ sind stimulusabhéingige Re-
gulatoren (Ghosh et al. 1998). IxB Molekiile maskieren das nukledre Lokalisierungssignal
von NF-kB und verhindern die nukledre Translokation des Faktors. Als Antwort auf
proinflammatorische Stimuli wird IkB zuerst an seiner N-terminalen Doméne durch den IxB-
Kinase-Komplex IKK zweifach phosphoryliert. Im Rahmen der Entziindung ist die Unterein-
heit IKK-f3 hauptverantwortlich fiir IKK- und NF-kB-Aktivierung. Danach wird IkB poly-
ubiquitinyliert und zuletzt durch 26S Proteasomen degradiert (Baeuerle und Henkel 1994;
Karin und Ben Neriah 2000). Die Degradierung von IkB durch das Proteasom ist essentiell
fiir die NF-xB-Aktivierung, da 26S Proteasominhibitoren die nukledre Translokation von NF-
kB effizient blockieren, was darauf hinweist, dass weder Phosphorylierung noch
Ubiquitinylierung allein fiir die Dissoziation von kB und NF-kB ausreichen.

Nach der Losung von IkB gelangt NF-kB sehr schnell in den Zellkern und somit kdnnen be-
stimmte durch NF-kB regulierte Gene innerhalb von Minuten nach Zellstimulation transkrip-
tionell aktiviert werden. Im Kern initiiert NF-kB schnell eine Transkription von mRNA der
Gene, die hochaffine Bindungsmotive fiir NF-kB in ihren Enhancer- oder Promotorregionen
besitzen (Konsensussequenz: 5’-GGGRNNYYCC-3’) (Grimm und Baeuerle 1993). Fiir mehr
als 60 proinflammatorische Gene, die an der Kontrolle von Zelladhdsion, Immunstimulation,

Apoptose, Chemoattraktion, Differenzierung, Degradierung extrazelluldrer Matrix, Redox-
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metabolismus und Mediatorproduktion beteiligt sind, konnte gezeigt werden, dass sie durch

NF-«B reguliert werden (Barnes und Karin 1997; Tak und Firestein 2001).

Inflammatorische Stimuli
Zytokine

Bakterien
Oxidantien
Positive Rickkopplung

@ Inflammatorische Proteine
Pt @@ Rezeptoren
’ Zyto- und Chemokine
Adhasionsmolekiile
Akutphaseproteine
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E NF-xB reguliertes Gen —/

mRNA

« v
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Proteine der NF-xB
Antwort

Abbildung 3 Schematische Darstellung von NF-kB als Schaltstelle in der Entziindungsreaktion

Im Rahmen der Aktivierung von NF-xB kommt es zu einer Phosphorylierung, Ubiquitinylierung und
einem proteolytischen Abbau des inhibitorischen Proteins IikB durch IkxB-Kinasen und 26 S Proteasomen.
Freies NF-xB (p50/p65) dringt dann in den Kern ein und initiiert die Transkription von Genen mit ent-
sprechender Konsensussequenz in ihrer Promotorregion. Die Aktivierung von NF-kB kann durch eine
Vielzahl von Entziindungsmediatoren erfolgen und fiihrt in der Folge zur Genexpression zahlreicher in-
flammatorischer Proteine. Da einige dieser Proteine — wie hier fiir IL-1p und IL-6 gezeigt — sowohl NF-xB
aktivieren als auch durch NF-xB reguliert sind, kann es zu einer positiven Riickkopplung auf die
Transkription fiir Entziindungsmediatoren kodierender Gene kommen. Eine Regulierung der NF-xB-
Antwort kann durch die NF-kB-abhingige Expression von IkB erfolgen.

Warum ist es sinnvoll Transkriptionsfaktoren, im besonderen die Rolle von NF-kB im Rah-
men der experimentellen Pneumokokkenmeningitis zu untersuchen?

Bei der Pneumokokkenmeningitis kommt es schnell zu einer starken entziindlichen Reaktion,
wihrend dieser man einen deutlichen Anstieg inflammatorischer Zyto- und Chemokine (z. B.

IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8) sowie reaktiver Sauerstoffspezies beobachten kann (Koedel et al.
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2002a; Koedel und Pfister 1999b). NF-kB ist sowohl an der Initiierung der Genexpression
dieser Faktoren und damit der Entziindungsinitiierung beteiligt, als auch an der
Aufrechterhaltung und Verstarkung ihrer Synthese, da einige Mediatoren, vor allem TNF-a
und IL-1B zu einer positiven Riickkopplung auf die NF-kB Aktivierung fithren. Damit kann
NF-kB eine Schliisselrolle in diesem Entziindungsgeschehen spielen.

Wihrend der letzten zehn Jahre fanden sich zahlreiche Hinweise darauf, dass eine ibermafige
Aktivierung von NF-kB zur unkontrollierten Expression proinflammatorischer Mediatoren
fiihren kann und damit zur Pathogenese entziindlicher Krankheiten beitrdgt. Untersuchte
Beispiele sind rheumatoide Arthritis, Streptokokkenzellwand-induzierte Arthritis, experi-
mentelle Kolitis sowie septischer Schock. Auch bei Erkrankungen des ZNS einschlieBlich
Morbus Alzheimer, Multipler Sklerose, traumatischer ZNS-Schidigung und zerebraler
Ischimie konnte eine NF-kB-Aktivierung gezeigt werden. Wie oben erwihnt, weill man be-
reits, dass Pneumokokken NF-kB in undifferenzierten humanen und differenzierten Mausmo-
nozyten aktivieren konnen (Spellerberg et al. 1996). Aulerdem konnten Ichiyama et al. NF-
kB-Aktivierung in Zellen aus dem Liquor an Pneumokokkenmeningitis erkrankter Patienten
nachweisen (Ichiyama et al. 2002).

Daher scheint die Kontrolle der NF-kB-Aktivierung ein interessanter therapeutischer An-
griffspunkt im Rahmen der eitrigen Meningitis zu sein, um die durch exzessive Ausschiittung

von Entziindungsmediatoren entstehende Gewebeschiadigung zu verringern.

1.7 Mastzellen und bakterielle Infektion

Wihrend der kaiserlichen Herrschaft war die chinesische Mauer leicht {iberwunden und sie
war an und fiir sich keine gute Wehreinrichtung gegen resolute Angreifer. Es war mehr eine
Kommunikationsroute weit entfernt vom Zentrum des Kaiserreiches. Eine Kette von einsa-
men Wichtern, die die Eindringlinge schnell angriffen und ihr Fortschreiten bremsten, wéh-
rend sie stirkere Unterstiitzung anforderten (Benoist und Mathis 2002).

Mastzellen, an Grenzflaichen zwischen Korper und Umwelt angesiedelt, scheinen eine dhnli-
che Aufgabe zu erfiillen (Galli et al. 1999). Bekannt sind sie als die essentiellen ortsstdndigen
Effektorzellen der allergischen Immunantwort. Doch die strategische Lage von Mastzellen
und zahlreiche ihrer Féhigkeiten, darunter Phagozytose, Antigenprasentation sowie Produk-

tion und Sekretion eines breiten Spektrums von Entziindungsmediatoren, weisen auf eine
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potentielle Rolle von Mastzellen in der angeborenen und adaptiven Immunantwort auf Bakte-
rien hin.

Mit Hilfe des Vergleichs zwischen mastzelldefizienten Méusen, entsprechenden Kontrolltie-
ren und initial mastzelldefizienten, mit kultivierten Mastzellen selektiv rekonstituierten Tie-
ren, konnte auch in vivo die Beteiligung von Mastzellen an verschiedenen Entziindungsreak-
tionen evaluiert werden.

So konnte zum Beispiel in Tiermodellen zur Peritonitis gezeigt werden, dass mastzelldefi-
ziente Mduse gegeniiber Kontrolltieren und mastzellrekonstituierten Méusen eine deutlich
hohere Mortalitit sowie geringere Neutrophilen- und hohere Bakteriendichte am Entziin-
dungsort aufweisen. Da man diese Unterschiede durch Injektion mastzellkompetenter Tiere
mit Antikorpern gegen TNF-a teilweise autheben konnte, geht man davon aus, dass von
Mastzellen sezerniertes TNF-a eine wichtige Rolle in der Neutrophilenrekrutierung spielt
(Malaviya et al. 1996; Echtenacher et al. 1996; Prodeus et al. 1997).

Zudem fand man heraus, dass zahlreiche Entziindungsmediatoren, darunter bakterielle Be-
standteile, Komplement, Zytokine wie IL-1f3, Kinine oder Substanz P zu einer Mastzellakti-
vierung und -degranulierung fiihren konnen (Malaviya und Abraham 2001; Mekori und Met-
calfe 2000). Zu den zahlreichen Mediatoren, die von Mastzellen synthetisiert bzw. sezerniert
werden konnen, gehoren neben Histamin, Prostaglandinen und Leukotrienen auch Zytokine,
Chemokine, Stickstoffmonoxid und reaktive Sauerstoffspezies. Zudem konnen sie spezifische
Proteasen — Chymasen und Tryptasen - freisetzen, die Endotheline und Matrixmetalloprotei-
nasen aktivieren konnen (Krishnaswamy et al. 2001).

Aufgrund ihres Potentials auf u. a. oben angefiihrte Stimuli multiple Mediatoren freizusetzen,
nimmt man an, dass Mastzellen essentielle Regulatoren des Gefafltonus, der GefaBintegritat
und der Leukozytenrekrutierung sind (Theoharides 1990).

Intrakraniell findet man Mastzellen bei Sdugetieren an Grenzflichen zwischen ZNS und Peri-
pherie: in den weichen und harten Hirnhduten, im Plexus choroideus und im Hirnparenchym
vorwiegend perivaskulédr (Kiernan 1976; Dropp 1976; Dropp 1979). Zur ihrer Bedeutung bei
Entziindungen des ZNS gibt es nur wenige Untersuchungen, die sich vorwiegend mit ihrer
Rolle bei der experimentellen allergischen Enzephalomyelitis und bei ZNS-Parasitosen be-
schiftigen (Secor et al. 2000; Masliniska et al. 2001; Tanzola et al. 2003). Zu bakteriellen

Erkrankungen des ZNS liegen noch keine Befunde vor.
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2 Fragestellungen

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei unterschiedliche Fragestellungen zur Pathophysiolo-
gie der experimentellen Pneumokokkenmeningitis bearbeitet.
Der erste Teil befasst sich mit der Rolle des Transkriptionsfaktors NF-kB (I), der zweite mit

der Bedeutung der Mastzelle (IT) im Rahmen dieser Erkrankung.

2.1 Fragestellung I

Experimentelle und klinische Studien hatten, wie im vorangehenden Abschnitt (1.6, Seite 10)
ausfiihrlich beschrieben, gezeigt, dass eine Reihe proinflammatorischer Faktoren, die in der
Pathophysiologie der bakteriellen Meningitis und ihrer Komplikationen eine wichtige Rolle
spielen, unter der Kontrolle von NF-kB stehen und NF-«B daher wahrscheinlich ein zentraler
Transkriptionsfaktor in der Pathogenese dieser Erkrankung ist. Daher sollten in der vorlie-

genden Arbeit folgende Fragen untersucht werden:

1) Kommt es wihrend der experimentellen Pneumokokkenmeningitis zur Aktivierung von
NF-xB im Gehirn von Versuchstieren? In welchen makro- und mikroanatomischen Struk-

turen findet diese Aktivierung statt?

2) Da wir eine deutliche meningitisassoziierte Zunahme der NF-kB-Aktivitit zeigen konn-
ten, versuchten wir die Aktivierung von NF-kB wihrend einer Pneumokokkenmeningitis
durch pharmakologischen Eingriff zu unterdriicken. Wir untersuchten dazu zwei an unter-
schiedlichen Stellen in die Aktivierung eingreifende Substanzen: einen Inhibitor der IkB-
Phosphorylierung BAY 11-7085 und den Proteasominhibitor N-Acetyl-Leucinyl-Leuci-
nyl-Norleucinal (ALLN) (siche Abbildung 5, Seite 25).

2a) Kann man durch pharmakologischen Eingriff die NF-kB-Aktivierung wahrend der.
experimentellen Pneumokokkenmeningitis im Gehirn hemmen?

2b) Wirkt sich diese Inhibierung auf die wirtseigene Entziindungsreaktion aus?

3) Werden klinische Symptome und ZNS-Komplikationen der experimentellen Pneumokok-

kenmeningitis durch pharmakologischen Eingriff in die NF-kB-Aktivierung moduliert?
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Die experimentellen Untersuchungen wurden an einem Rattenmodell mit einem Beobach-
tungszeitraum von 24 Stunden durchgefiihrt, die Meningitis wurde durch die intrazisternale
Injektion von Pneumokokken induziert. Die Messparameter umfassten neben dem klinischen
Status, Vitalparameter, intrakraniellen Druck, Autoregulation und Kohlendioxidreagibilitét
der zerebralen Gefille, Bluthirnschrankenstérung und Liquorzellzahl. An Hirnschnitten und
Hirnhomogenat wurden verschiedene immunchemische Untersuchungen durchgefiihrt (siehe

Abschnitt 3.5, Seite 26).

2.2 Fragestellung 11

Uber die Bedeutung von Mastzellen bei der bakteriellen Meningitis existieren bisher keine
Daten, doch es sprechen verschiedene Befunde fiir eine Beteiligung der Mastzellen und ihrer
Produkte in der Pathophysiologie bakterieller Meningitiden: (1) die Lage von Mastzellen im
ZNS an den priméren Orten des Entziindungsgeschehens. (2) zu den Stimuli der Mastzell-
degranulierung gehoren bakterielle Toxine, Komplement und Zytokine wie IL-1f, bekannte
Mediatoren bakterieller Meningitiden. (3) aktivierte Mastzellen produzieren zahlreiche
Substanzen, die im Rahmen der meningitisassoziierten iiberschieBenden Immunreaktion und
der ZNS-Komplikationen eine wichtige Rolle spielen, darunter Zytokine, Proteasen und re-
aktive Sauerstoffspezies (vergleiche Abschnitt 1.7, Seite 13).

In der vorliegenden Arbeit sollte die Rolle von Mastzellen im Rahmen der experimentellen

Pneumokokkenmeningitis untersucht werden. Dabei stellten sich folgende Fragen:

1) Kommt es wihrend der experimentellen Pneumokokkenmeningitis im ZNS zu einer

Aktivierung von Mastzellen?

2) Bestehen Unterschiede in der meningitisassoziierten Entziindungsantwort zwischen mast-

zelldefizienten Méusen und Wildtyptieren?

3) Hat die Mastzelldefizienz einen Einfluss auf die meningitisassoziierten intrakraniellen und

systemischen Komplikationen sowie den klinischen Status der Tiere?
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4) Da wir signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen feststellten, untersuch-

ten wir die Auswirkung einer Mastzellrekonstitution.

5) In den bisherigen Studien zu bakteriellen Infektionen fiihrte die Mastzelldefizienz generell
zu einem Defekt der Neutrophilenrekrutierung. Wir fanden jedoch eine signifikante Zu-
nahme der Liquorpleozytose bei mastzelldefizienten Tieren zu verschiedenen Zeitpunkten

der Erkrankung.

5a) Es stellte sich die Frage, ob dieser Befund ZNS-spezifisch ist oder erreger-
beziehungsweise modellbedingt. Da es in unserem Modell der Pneumokokkenmenin-
gitis regelhaft zu einer begleitenden Pneumonie kommt, hatten wir die Mdglichkeit,
die Leukozytenmigration in ein anderes Organsystem bei unseren Versuchstieren zu

untersuchen.

5b) Ausgehend von einer ZNS-spezifischen Situation stellte sich die Frage, inwieweit sich
die Proteinexpression und Aktivitit von Mediatoren der Leukozytenrekrutierung im

Hirngewebe der einzelnen Versuchsgruppen unterscheiden.

Die experimentellen Untersuchungen wurden an einem Mausmodell mit Beobachtungszeit-
rdumen von 4 und 24 Stunden durchgefiihrt; die Meningitis wurde durch die intrazisternale
Injektion von Pneumokokken induziert. Wir verwendeten dazu die mastzelldefizienten
WBB6F 1/1-KitV/Kit"™" (kurz W/W™) Miuse, die dazu gehorigen Wildtyptiere und mastzellre-
konstituierte W/W™-Mause, die uns freundlicherweise von Dr. L. Hiiltner (GSF, Miinchen)
zur Verfiigung gestellt wurden.

Die Messparameter umfassten neben klinischem Status, intrakraniellen Druck, Bluthirn-
schrankenstorung, Liquorzellzahl sowie Bakterientiter in Kleinhirnhomogenat und Blut. An
Hirnschnitten und Hirnhomogenat sowie am Lungengewebe wurden verschiedene histoche-

mische und molekularbiologische Untersuchungen durchgefiihrt (siche Abschnitt 3.8 sowie

3.10 bis 3.14, Seite 32 und 33 bis 36).
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3 Material und Methoden

3.1 Rattenmodell der Pneumokokkenmeningitis

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob NF-xkB eine Rolle in der
Pathophysiologie der Pneumokokkenmeningitis spielt und ob ein pharmakologischer Eingriff
in die Regulierung dieses Transkriptionsfaktors eine therapeutische Strategie sein konnte.
Daher wurde ein Tiermodell gewihlt, bei dem sowohl Pathophysiologie als auch Klinik in
einem fortgeschrittenen Stadium der experimentellen Pneumokokkenmeningitis untersucht
werden kann.

Das Modell basiert auf einem von Pfister et al. entwickelten, gut etablierten Rattenmodell der
Frithphase der experimentellen bakteriellen Meningitis (Pfister et al. 1990). Dieses Modell
wurde von Koedel und Pfister (1997) zu einem Modell fiir ein fortgeschrittenes Stadium der
Meningitis weiterentwickelt. Aufgrund der groBeren Néhe zur klinischen Situation, in der eine
Therapie meist auch erst im fortgeschrittenen Stadium erfolgt, ist dieser Versuchsansatz bes-

ser zur Untersuchung moglicher adjuvanter Therapien geeignet.

3.2 Versuchsaufbau

Die Experimente wurden an erwachsenen, minnlichen Wistar-Ratten (Charles River
Deutschland, Sulzfeld) mit einem Gewicht zwischen 300 und 350 g durchgefiihrt.

Zur Induktion einer Meningitis wurden den Tieren unter Kurzzeit-Halothan-Narkose (Hoechst
AG, Frankfurt, Deutschland) 150 pl einer Pneumokokkensuspension transkutan in die
Cisterna magna injiziert. Die Suspension enthielt 10’ KBE Streptococcus pneumoniae
Serotyp 3/ml. Danach wurden die Tiere in Einzelkédfigen untergebracht, wo sie aufwachen
durften und mit Standardfutter und Wasser ad libitum versorgt waren.

24 Stunden nach Infektion wurden die Tiere klinisch beurteilt. Die klinische Bewertung setzte
sich aus folgenden Kriterien zusammen: a) Gewichtsverlust (> 5%/d = 1 Punkt); b) Wasser-
aufnahme (< 20 ml = 1 Punkt); c¢) Futteraufnahme (< 12 g/d = 1 Punkt); d) Auftreten von
Tremor und Piloerektion (jeweils 1 Punkt); e) Vigilanz (von wach = 0 Punkte bis zu komatos
= 4 Punkte); f) Motorik (Balancieren auf Balken zunehmenden Durchmessers: auf diinnstem

Balken balancieren = 0 Punkte bis zu kein Balancieren moglich = 3 Punkte); g) motorische
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Aktivitdt (Nestbau aus Papier (,,paper crunching®) = 0 - 2 Punkte); h) mittlerer arterieller
Blutdruck ( MABP < 80 mmHg = 1 Punkt und i) K&rpertemperatur (> 37.5 °C = 1 Punkt).
Die Punktzahl in der klinischen Bewertung liegt somit zwischen 0 Punkten bei gesunden und
16 Punkten bei schwer erkrankten Tieren.

Die Narkose erfolgte unter Kurzzeitbetiubung mit Halothan durch intraperitoneale Injektion
von 100 mg/kg Korpergewicht Thiopental-Natrium (Trapanal®, Byk Gulden, Konstanz,
Deutschland). Die Narkosetiefe wurde regelméfig durch Reaktion auf Schmerzreize (Mus-
kelzucken, Blutdruckanstieg) kontrolliert und bei Bedarf wurde Thiopental nachinjiziert.

Zur mechanischen Ventilation wurden die Tiere tracheotomiert und ein Polyéthylenschlauch
(PE 240) als endotrachealer Tubus gelegt. Beatmet wurden die Tiere durch einen frequenz-
und volumenverstellbaren Kleintierventilator (Modell AP-10, Effenberger, Pfaffing,
Deutschland), der die Tiere mit sauerstoffangereicherter Raumluft versorgte und Anschluss
fiir den Zustrom anderer Gase (z. B. CO,) besitzt.

In die linke Arteria femoralis wurde zur kontinuierlichen Blutdruckmessung und fiir Blutgas-
und Héamatokritanalysen ein Polyéthylenschlauch (PE 50) gelegt und mit einem Druckab-
nehmer (DT-XX Ohmeda (Singapore) Pte Ltd, Singapur) verbunden.

Ebenso wurde die linke Vena femoralis kaniiliert um Evans-Blau und Noradrenalin infundie-
ren zu konnen. Beide Gefille wurden wihrend der gesamten Versuchszeit mit physiologischer
Kochsalzldsung gespiilt (1 ml/h; Infusomat ED2, Braun Melsungen, Deutschland).

Fiir die weitere Priparation wurden die Tiere in einem stereotaktischen Rahmen fixiert und
das Os occipitale und die Ossa parietalia nach Lokalanésthesie mit Lidocainhydrochlorid
(Xylocain® 1%, Astra, Wedel, Deutschland) freiprapariert. Zur Messung des intrakraniellen
Druckes sowie zur Entnahme von Liquorproben wurde ein Katheter durch ein median im Os
occipitale gelegenes Bohrloch in die Cisterna magna eingefiihrt, mit Sekundenkleber fixiert
und dann mit Zweikomponentenklebstoff (Paladur®, Kulzer, Wehrheim, Deutschland) dau-
erhaft befestigt.

Fiir die Platzierung der Laserdopplersonde zur Messung des regionalen zerebralen Blutflusses
wurde eine 2 x 3 mm groB3e Kraniotomie des Parietalknochens {iber der rechten Hemisphére
unter Belassung der Dura durchgefiihrt (Koedel und Pfister 1997). Die Laserdopplersonde
(Modell BPM 403 a, Vasamedics, St. Paul, Mn, USA) wurde mittels eines Mikromanipulators
iiber einer Stelle ohne groBere sichtbare piale Gefa3e positioniert.

Am Ende des Experimentes wurden die Tiere mit Thiopental in eine tiefe Narkose versetzt
und nach Er6ffnung des Brustkorbes transkardial mit 100 ml eisgekiihlter phosphatgepufferter
Kochsalzlosung (PBS) und Heparin-Natrium (Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutsch-
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land) 10 IU/ml PBS perfundiert. Der Perfusionsdruck wurde mittels eines Druckabnehmers

uberwacht.

Nach Perfusion wurden die Gehirne entnommen und sofort in Einbettmedium (Leica Instru-

ments GmbH, Nussloch, Deutschland) bei —80 °C tiefgefroren.

Kohlendioxidreaktivitat

Zerebrovaskulare Autoregulation

Liquorzellzahl
Evansblaukonzentration

Transkutane Injektion von
S.pneumoniae
in die Cisterna magna

—>

Kurzzeitanasthesie
mit Halothan

Oh

ICP o
Sonde Katheter

Physiologisches Monitoring

Blutdruck
Blutgase
Narkotisierte, | Hamatokrit
tracheotomierte, | Temperatur
kinstlich “
beatmete Ratte

Heizdecke Klinischer Score

24 h

Abbildung 4
meningitis

Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus des Rattenmodells der Pneumokokken-

Abkiirzungen: ICP intrakranieller Druck, LD Laserdopplersonde
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3.3 Messverfahren

3.3.1 Vitalparameter

Die Korpertemperatur wurde mit einer rektalen Temperatursonde kontinuierlich gemessen
und mittels eines Heizkissens zwischen 37,0 °C und 38,0 °C gehalten.

Die Beatmungssituation wurde durch stiindliche arterielle Blutgasanalysen (pH, pOa, pCO,
Baseniiberschuss) iiberwacht (278 Blood Gas System, Bayer Diagnostics, Fernwald,
Deutschland).

Der mittlere arterielle Blutdruck wurde wie oben beschrieben fortlaufend {iber einen Druck-

wandler registriert.

3.3.2 Intrakranieller Druck

Die Messung des intrakraniellen Druckes (ICP) erfolgte kontinuierlich iliber den in der
Cisterna magna liegenden Katheter mittels eines Druckwandlers (DT-XX Ohmeda (Singa-

pore) Pte Ltd, Singapur).

333 Messung des regionalen zerebralen Blutflusses

Zur Messung des regionalen zerebralen Blutflusses (rCBF) in der kapilldren Mikrozirkulation
wurde die Laser-Doppler-Blutflussmethode angewandt. Sie basiert auf dem Dopplereffekt
bewegter Teilchen, z. B. Blutzellen. Der auf die Hirnoberfliche geleitete Strahl eines 5 mW
Diodenlasers dringt in das Gewebe ein und erfasst ein Volumen von ca. | mm’. Falls er auf
bewegte Zellen trifft, so erfahrt das reflektierte Licht eine zur Geschwindigkeit proportionale
Frequenzverschiebung geméil des Dopplereffektes. Das reflektierte Licht wird in ein elektri-
sches Signal umgewandelt und analysiert. Das Signal entspricht der Durchschnittsgeschwin-
digkeit in dem vorgegebenen konstanten Volumen. Da Blutvolumenverschiebung pro Zeit
dem Blutfluss entspricht, kann man mit dieser Methode den Nettoblutfluss der Mikrozirkula-
tion in dem betrachteten Bereich messen. Allerdings liefert diese Methode nur relative Werte,
d. h. prozentuale Abweichungen von einem stabilen Ausgangswert, der gleich 100 % gesetzt

wurde (Dirnagl et al. 1989).
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Die Daten iiber rCBF, Vitalparameter und Hirndruck wurden iiber ein PC-System mit dem
Prozessdatenerfassungsprogramm Asyst 2.1 (Asyst program, MacMillan Software, New

York, USA) aufgezeichnet.

3.34 Messung der Kohlendioxidreaktivitit der zerebralen Gefile

Um die CO,-Reaktivitit der zerebralen Gefille zu messen, wurde bei den Versuchstieren eine
fiinfmintitige Hyperkapnie durch Beatmung mit einem Gasgemisch aus 10 % CO,, 21 % O,
und 69 % N, erzeugt. Vor und fiinf Minuten nach Beginn der Hyperkapnie wurden arterielle
Blutgase und pH bestimmt. Zu diesem Zeitpunkt wurden {iberdies rCBF, ICP und MABP
kontinuierlich registriert. Als intakt wurde die Gefal3funktion bei einem Anstieg des rCBF um
mehr als 2 % pro mmHg Zunahme des arteriellen CO,-Partialdruckes gewertet (Jones et al.

1989; Sha et al. 1995).

CO,-Reaktivitit = ArCBF[%]/APaco:[mmHg]

3.3.5 Autoregulationskapazitit der zerebralen Gefifle

Die Kapazitit der zerebralen GefiBle zur Autoregulation wurde durch eine Erhdhung des
MARBP mittels intravenoser Infusion von Noradrenalin (10 pg/ml physiologischer Kochsalz-
16sung) getestet. Der MABP wurde dazu innerhalb von fiinf bis zehn Minuten um 30 mmHg
gegeniiber dem Ausgangswert angehoben und auf diesem Wert konstant gehalten. Nach finf
Minuten wurde der Wert des rCBF aufgezeichnet. Die Autoregulationskapazitit wurde als

prozentualer Anstieg des rCBF pro mmHg MABP-Anstieg ausgedriickt.

Autoregulationskapazitit = ArCBF[%]/AMABP[mmHg]
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3.3.6 Bestimmung der Bluthirnschrankenpermeabilitit im
Rattenmodell

Das Ausmal} der Bluthirnsschrankenpermeabilitit wurde mit Hilfe von Evans-Blau bestimmt.
Evans-Blau ist ein Azofarbstoff, der in vivo an Albumin bindet und somit die intakte Blut-
hirnschranke nicht iiberwinden kann (Uyama et al. 1988).

Den Versuchstieren wurde dazu 1 ml Evans-Blau-Losung (1%ig (wt/vol) in physiologischer
Kochsalzlosung) intravends verabreicht. Eine Stunde spéter wurde iiber den intrazisternalen
Katheter Liquor cerebrospinalis gewonnen, danach wurden die Tiere wie oben beschrieben
perfundiert und ihre Gehirne entnommen.

Der Liquor wurde bei 1000xg 10 Minuten lang zentrifugiert und danach die Evans-Blau Kon-
zentration spektrophotometrisch (Ultrospec III, Pharmacia, Deutschland) durch Absorptions-
messung bei 620 nm bestimmt. Als Standard wurde eine Verdiinnungsreihe von Evans-Blau
in PBS beniitzt; dabei lag die Nachweisgrenze bei 0.2 pg/ml (Paul et al. 1998).

Zusétzlich wurden Hirnschnitte mittels Fluoreszenzmikroskopie auf Evans-Blau-Extravasa-
tion hin untersucht. Bei Anregung im griinen Wellenldngenspektrum (Exzitationsfilter
545 nm, Referenzfilter 590 nm) fluoresziert Evans-Blau rot. Die Aufzeichnung der Schnitte
erfolgte mit einem schwarzweil Variocam Videosystem (PCO CDD Imaging, Kehlheim,

Deutschland) (Kastenbauer et al. 1999a).

3.3.7 Zellzahlbestimmung aus Liquor

Die Liquorzellzahl wurde mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Kammer bestimmt. Dazu wurden
20 pl CSF mit 10 pl 96%iger Essigsdure einige Minuten lang inkubiert, um eventuell vorhan-
dene Erythrozyten zu lysieren und die Leukozyten zu fixieren. Mit dieser Suspension wurde
die Zahlkammer befiillt und die Zellen wurden unter dem Lichtmikroskop bei 40facher Ver-

groBBerung ausgezihlt. Die Zellzahl pro Mikroliter errechnet sich wie folgt:

Zellzahl [n/pl] = (Z x V) / K

mit  Z: ausgezidhlte Zellzahl in der Kammer
V: Verdiinnungsfaktor (= 1,5)

K: Kammervolumen (= 1,25 pl)
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3.3.8 Messung der IL-6 Konzentration im Liquor

Die Messung von IL-6 im Liquor erfolgte mit einem kommerziell erhdltlichen ELISA (en-
zyme-linked immunosorbent assay)-Kit (Quantikine® M Murine, rat IL-6, R&D Systems Inc.,
Minneapolis, USA). Da die Konzentration in den Liquorproben unverdiinnt auerhalb des

Messbereichs lag, wurden die Proben gemél der Angaben des Herstellers 1:10 verdiinnt.

34 Experimentelle Gruppen der NF-kB-Studie in vivo

Folgende Gruppen wurden tiber einen Versuchszeitraum von 24 Stunden untersucht:

Gruppe 1: unbehandelte Tiere, denen 150 pl PBS intrazisternal injiziert wurde

(Kontrollen; n=10)

Gruppe 2: unbehandelte Tiere, denen 15 x 10* KBE lebende S. pneumoniae Serotyp 3

intrazisternal injiziert wurden (unbehandelte infizierte Tiere; n=10)

Gruppe 3: wie Gruppe 2, aber 6 und 18 Stunden nach Infektion wurde diesen Tieren
20 mg/kg Korpergewicht ALLN (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim,

Deutschland) intraperitoneal injiziert (behandelte infizierte Tiere; n=6)

Gruppe 4: wie Gruppe 2, aber 6 und 18 Stunden nach Infektion wurde diesen Tieren
20 mg/kg Korpergewicht BAY 11-7085 (Calbiochem-Novabiochem GmbH,
Bad Soden, Deutschland) intraperitoneal injiziert

(behandelte infizierte Tiere; n=3)

Die pharmakologischen Substanzen ALLN und BAY 11-7085 greifen beide in die NF-kB-
Aktivierung ein.

Das Peptidaldehyd ALLN ist ein Calpaininhibitor. Calpaine sind kalziumabhéngige Proteasen
des Ubiquitin-Proteasomen-Komplexes. Calpaininhibitoren hemmen die chymotrypsinartige
und die caseinolytische Aktivitdt des Ubiquitin-Proteasomen-Komplexes und in geringerem
Male auch die trypsinartige Aktivitdt und die Peptidoglutamyl-Peptid-Bindungs-Hydrolysie-
rung (Milligan et al. 1996). Bei Aktivierung und nukledrer Translokation von NF-xB ist
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Proteolyse notwendig: (a) bei der Degradierung von IkB und (b) bei der Abspaltung der NF-
kB Untereinheit p50 aus seinem Vorlduferprotein p105. In Zellkulturexperimenten (Schow
und Joly 1997) konnte gezeigt werden, dass ALLN sowohl eine LPS-induzierte IkB-
Degradierung inhibieren kann als auch dass unter ALLN pl05 intrazellular akkumuliert
(Milligan et al. 1996).

BAY 11-7085 inhibiert ebenfalls die Aktivierung von NF-kB. Diese Wirkung beruht vor al-
lem auf einer irreversiblen Hemmung der Zytokin-induzierbaren Phosphorylierung von IxB-
a; die konstitutive IkB-a-Phosphorylierung wird von BAY 11-7085 nicht beeinflusst (Pierce
etal. 1997).

Inflammatorische
Stimuli

Phosphorylierung @

BAY 11-7085 @

Ubiquitinylierung

/ m‘ —
Proteasom

NF-kB Consensus Sequenz

.
o
..: )
Soe.

Inflammatorische
Proteine

Abbildung 5 Schematische Darstellung der Hemmung der NF-kB-Aktivierung durch ALLN und BAY
11-7085. BAY 11-7085 hemmt die Phosphorylierung des inhibitorischen Proteins IxB und ALLN die
Degradierung von IxB. Durch beides wird indirekt die nukleiire Translokation von p50/p65 verhindert.
IKK, IxB-Kinase-Komplex.
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3.5 Immunologische Verfahren zum Nachweis von aktiviertem
NF-kB im Hirngewebe

3.5.1 Verwendeter Antikorper

Fiir die im Folgenden beschriebenen Untersuchungen wurde ein monoklonaler Antikorper
(IgG 3) aus der Maus verwendet, der gegen ein Epitop, das die nukledre Lokalisierungsse-
quenz (NLS) der NF-kB-Unterheit p65 (Lys-Arg-Lys-Arg) enthdlt, gerichtet ist. Eine Bin-
dung an die NLS kann sich erst nach Losung des Inhibitorproteins kB vom Heterodimer
p50/p65 ausbilden. Dieser Antikorper ist somit spezifisch fiir die aktivierte Form des
Transkriptionsfaktors. Er ist geeignet, das Aktivierungsmuster von NF-kB in Gewebeschnit-
ten nachzuweisen und die Effektivitét einer pharmakologischen Hemmung der NF-kB-Akti-

vierung zu tiberpriifen (Kaltschmidt et al. 1995).

3.5.2 Immunhistochemie

Um die Aktivierungsmuster von NF-kB im Gehirn beurteilen zu kdnnen, wurden 10 um Ge-
frierschnitte immunhistochemisch untersucht.

Zur Fixierung wurden die Schnitte 20 Minuten lang bei —20 °C in 100%igem Ethanol inku-
biert und dann folgte eine 15-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur (RT) in 0,3 % metha-
nolischem Wasserstoffperoxid um die endogene Peroxidaseaktivitdt zu unterdriicken. An-
schlieBend wurden die Zellmembranen mittels 20-miniitiger Inkubation in 0,3%igem Triton
X-100 (gelost in 0,1 M PBS mit 10 % Ziegenserum) bei RT durchlidssig gemacht und die
Schnitte dann iiber Nacht bei 4 °C mit einer 1:100 Verdiinnung (in 0.1M PBS mit 10 % Zie-
genserum) des oben beschrieben Antikorpers gegen die NLS von NF-kB p65 inkubiert. Die
spezifische Bindung des Antikorpers wurde mit einem kommerziell erhéltlichen Reagenzien-
satz (Vectastain Elite ABC kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) nach Anweisung
des Herstellers sichtbar gemacht. Kurz zusammengefasst: als Sekundérantikdrper wurde ein
gegen Maus-IgG gerichteter Schafsantikorper in einer Verdiinnung von 1:200 verwendet, der
in einem weiteren Schritt zur Signalverstirkung mit einem Avidin-Biotin-Komplex gekoppelt
wurde. Als Chromogen wurde Diaminobenzidin (Vector) verwendet, das nach Umsetzen
durch die Peroxidase ein braunes Reaktionsprodukt ergibt. Die Reaktion wurde durch Wa-
schen der Schnitte in Leitungswasser gestoppt. Zwischen allen anderen Schritten wurden die

Schnitte griindlich mit 0,1 M PBS (pH 7,4) gewaschen.
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Zuletzt wurden die Schnitte 30 - 60 Sekunden lang mit Himalaun (Mayer’s Hédmalaun :
destilliertem Wasser, 1:1) gegengefarbt und dann in Leitungswasser gewaschen. Nach dem
Trocknen wurden die Schnitte mit Gelatine eingedeckt. Die gefdrbten Schnitte wurden mit
einer an ein Zeiss Axiovertmikroskop gekoppelten JVC 3-chip Farbvideokamera aufgenom-

men.

353 Western Blot Analyse

Die Western Blot Analyse wurde an 30 um Gefrierschnitten durchgefiihrt. Die Schnitte wur-
den 10 Minuten lang in Lysepuffer (10 mM Hepes, pH 7,9, 10 mM KCI, 1,5 mM MgCl,,
0,2% DDT und folgenden Proteaseinhibitoren: Phenylmethylsulfonylfluorid, Aprotinin, Leu-
peptin und Pepstatin A) auf Eis inkubiert, dann im Ultraschallbad homogenisiert und darauf
bei 14 000 Upm 15 Minuten lang bei 4 °C zentrifugiert. Dann wurden die Uberstéinde abge-
nommen und ihr Proteingehalt mittels Nanoquant Assay (Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) bestimmt. Die Proben wurden durch Verdiinnen mit Lysepuffer auf einen Pro-
teingehalt von 1 pg/ul eingestellt, 1:1 mit einem Probenpuffer (125 mM Tris-HCI, 4 % SDS,
0.05 % Bromphenolblau, 20 % Glycerin, 5 % B-Mercaptoethanol) verdiinnt und 10 Minuten
bei 70 °C erhitzt. Dann wurden die Proben mit einem Proteingehalt von jeweils 10 pug in ei-
nem 4 — 12%igen Tris-Glycin Gel (Novex, Frankfurt, Deutschland) bei U =125 V und I = 40-
60 A innerhalb von 90 Minuten in einem Laufpuffer (Novex, Frankfurt, Deutschland unter
Zusatz von 0,1% SDS) aufgetrennt. Die Proben wurden in Transferpuffer (Novex, Frankfurt,
Deutschland unter Zusatz von 20 % Methanol) von dem Gel auf eine Nitrocellulosemembran
iberfiihrt (U =25V, [=100-120 A, t = 60 min) und die Proteine durch Trocknen unter UV-
Licht auf der Membran fixiert. Nach Waschen in PBS-Tween (123 mM NaCl, 3,2 mM
KH,PO,, 8,3 mM Na,HPO, 0,1 Tween 20) wurden die Membranen eine Stunde lang zum
Blockieren unspezifischer Bindungen in PBS mit 5 % Magermilchpulver gelegt und dann
iiber Nacht mit dem oben beschriebenen monoklonalen Méuseantikorper gegen die NLS von
NF-kB p65 in einer Verdiinnung von 1:1000 (in PBS-Tween mit 0,5 % Milchpulver) inku-
biert. Dann wurden die Membranen 30 Minuten in PBS-Tween gewaschen und darauf mit
einem peroxidase-konjugierten Anti-Maus-IgG Antikorper aus Schaf (Amersham Buchler,
Braunschweig, Deutschland) in einer 1:2000 Verdiinnung eine Stunde lang bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Dann folgte ein 30-miniitiger Waschschritt. Immunreaktives Protein wurde

mittels verstdrkter Chemilumineszenz (Amersham) nachgewiesen.
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3.6 Mausmodell der Pneumokokkenmeningitis

3.6.1 Versuchsaufbau

Zuerst wurden die Tiere einer klinischen Eingangsuntersuchung unterzogen (Beschreibung
siche Tabelle 1).

Zur Induktion einer Meningitis wurden den Tieren unter Kurzzeit-Halothan-Narkose (Hoechst
AG, Frankfurt, Deutschland) 15 pul einer Pneumokokkensuspension transkutan in die Cisterna
magna injiziert. Die Suspension enthielt 0,5x10 koloniebildende Einheiten Streptococcus
pneumoniae Serotyp 3/ml. Danach kamen die Tiere in Einzelkéfige, wo sie aufwachen durften
und mit Standardfutter und Wasser ad libitum versorgt wurden. Vier beziehungsweise vier-
undzwanzig Stunden nach Infektion wurden die Tiere klinisch evaluiert und die Befunde mit
einem klinischen Scoresystem bewertet (siche Tabelle 1).

Dann wurden die Tiere mit 100 mg/kg KG Ketamin (Ratiopharm, Ulm, Deutschland) und 10
mg/kg KG Xylazin narkotisiert. Die Narkosetiefe wurde durch Reaktion auf Schmerzreiz
(Muskelzucken) kontrolliert und bei Bedarf Narkotikum nachinjiziert.

Fiir die weitere Praparation wurden die Tiere in einem stereotaktischen Rahmen fixiert. Das
Os occipitale wurde nach Lokalandsthesie mit Lidocainhydrochlorid (Xylocain® 1%, Astra,
Wedel, Deutschland) freiprapariert. Ein Katheter, bestehend aus einer Stahlkaniile und einem
Polyithylenschlauch (PE 50), wurde durch ein median im Os occipitale gelegenes Bohrloch
in die Cisterna magna eingefiihrt und, sobald er mit Liquor gefiillt war, wieder entnommen,
der Liquor asserviert und die Zellzahl wie unter 3.3.7 beschrieben daraus bestimmt. Dann
wurde ein neuer Katheter eingefiihrt und mit Sekundenkleber fixiert, die entnommene Li-
quormenge wurde durch PBS ersetzt und 90 Sekunden danach der intrakranielle Druck ge-
messen (siehe 3.3.2). Am Ende des Experimentes wurden die Tiere mit Ketamin/Xylazin in
eine tiefe Narkose versetzt und nach Er6ffnung des Brustkorbes wurde zuerst kardial Blut zur
Hématokritbestimmung entnommen und dann wurden die Tiere transkardial mit 15 ml eisge-
kiihlter PBS und Heparin-Natrium (Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) 10
[U/ml PBS perfundiert.

Nach Perfusion wurden Gehirn, Lungen, Milz und Niere entnommen und sofort bei —80 °C

tiefgefroren.
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Tabelle 1

Das klinische Scoresystem umfasst 20 Punkte, von 0

= Gesundheit bis 20 = Tod im

Beobachtungszeitraum.
Bewertung [Punkte]
Untersuchun
5 0 1 2 3

1 Gewichtsverlust < 6% 6-12% > 12%
) Korpertemperatur = 36°C 34— 36°C < 34°C

Auftreten von Tremor . .
3 nein ja

Auftreten von Piloerek-
4 |tion nein ja
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Keine Bewe-
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al. 1995 . nur < 3 Seiten
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auf Balken zunehmenden . ..
8 4,5 mm 9 mm 13,5 mm cieren mog-
Durchmessers .
lich
Posturale Reflexe (Reak-
tion wiahrend Maus am
Schwanz in die Luft Extremitédten Flexion des Keine
9 | gehalten wird). symmetrisch Rumbpfes Kreiseln motorische
Modifiziert nach extendiert p Aktivitit
Bederson et al. 1986
Mechanorezeption (Reak-
tion der Maus auf Stimu- Prompte
10 lus mit stumpfem Stab). Ko f\I;/en dun Langsame Re- |Keine Re-
Modifiziert nach Garcia et PIW g aktion beidseits | aktion
beidseits
al. 1995
Tod im Beobachtungszeit-
11 | raum + 1 Punkt
Maximale Punktzahl 20 Punkte
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3.6.2 Versuchstiere

Fiir die Untersuchung wurden WBB6F1/J-Kit"/Kit"" (kurz W/W™) Miuse und die dazu ge-
horigen Wildtyptiere verwendet, die uns freundlicherweise von Dr. L. Hiiltner (GSF, Miin-
chen) zur Verfiigung gestellt wurden. W/W™ Mause sind gut zur Untersuchung der Mastzell-
funktion in vivo geeignet. Neben der Mastzelldefizienz zeigen diese Tiere allerdings auch eine
schwere makrozytidre Andmie sowie Defekte in der Keimzell- und Melanozytengenese. Mast-
zellvorldufer bendtigen die Expression von c-Kit, einem transmembrandren Rezeptor mit
Tyrosinkinaseaktivitit, als Stammzellfaktor (SCF)-Rezeptor. SCF ist ein zentraler Migra-
tions-, Proliferations-, Ausreifungs- und Uberlebensfaktor und wird in zahlreichen Geweben
u. a. im Knochenmark exprimiert, wo sich Mastzellen in der Regel entwickeln. W/W™ Méuse
sind eine Kreuzung zweier Stamme, die zwei verschiedene natiirlich vorkommende Mutatio-

Wi+
und

nen des c-kit-Lokus tragen. Durch die Kreuzung der Stimme WB/Re-kit
C57BL/kit™™" erhdlt man 25 % mastzelldefiziente Tiere (W/W™) und 50 % Wildtyptiere
(+/+) mit intakten c-Kit Loci, die als mastzellkompetente Kontrolltiere verwendet werden
konnen. Es ist moglich W/W™ Mausen Wildtyp-Knochenmark zu transplantieren und damit
die Mastzellpopulation selektiv zu rekonstituieren (Kitamura et al. 2001). Dazu werden Kno-
chenmarkszellen vor der Transplantation in vitro z. B. durch IL-3 oder SCF zu Mastzellvor-
laufern, sogenannten BMMCs (bone marrow derived mast cells), differenziert.

Die Mastzellrekonstitution wurde von Dr. L. Hiiltner und Frau U. Bamberg (GSF, Miinchen),
wie in den Arbeiten von Hiiltner et al. 1989 und Egger et al. 1995 beschrieben, durchgefiihrt.

Die Differenzierung der Knochenmarkszellen erfolgte mit rekombinantem murinem IL-3. Die

Versuche wurden 14 Wochen nach der Mastzelltransplantation durchgefiihrt.

3.7 Versuchsgruppen der Mastzellstudie

Die Gruppen 1 - 4 wurden iiber einen Zeitraum von 24 Stunden beobachtet.
Gruppe 1: unbehandelte Tiere, die 15 pl PBS intrazisternal erhielten (Kontrollen; n=7)

Gruppe 2:  C57BL/6J-Kit" +/+ Miuse, die 15 pl Pneumokokkensuspension mit 0,5x10’
KBE/ml intrazisternal erhielten (infizierte Wildtyptiere; n=13)
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Gruppe 3:  WBBG6F1/J-Kit"/Kit"" Miuse, die 15 pl Pneumokokkensuspension mit 0,5x10’

KBE/ml intrazisternal erhielten (infizierte mastzelldefiziente Tiere; n=16)

Gruppe 4: mit BMMC rekonstituierte WBB6F1/J-Kit"/Kit"" Maiuse, die 15 pl
Pneumokokkensuspension mit 0,5x10” KBE/ml intrazisternal erhielten (infi-

zierte mastzellrekonstituierte Tiere; n=5)
Die Gruppen 5 und 6 wurden iiber einen Zeitraum von 4 Stunden beobachtet.

Gruppe 5: C57BL/6J-Kit™ +/+ Miuse, die 15 pl Pneumokokkensuspension mit 0,5x10’
KBE/ml intrazisternal erhielten (infizierte Wildtyptiere; n=6)

Gruppe 6: WBB6F 1/J-Kit"/Kit"" Miuse, die 15 ul Pneumokokkensuspension mit
0,5x10" KBE/ml intrazisternal erhielten (infizierte mastzelldefiziente Tiere;
n=06)

Intrakranieller Druck
Liquorzellzahl

Hirnschnitte:
Histologie,

N Histochemie
Transkutane Injektion von

S.pneumoniae
in die Cisterna magna

Hirnhomogenat:
Western Blot
Proteinarray

ELISA

Cortex

Cisterna

/i magna
Klinische Untersuchung T~ad
I_> 7B I Anasthesie ’
Kdrpertemperatur
Kurzzeitanasthesie Gewicht
it Halothan Tremor
mi Motorik
Anfalle

Oh 24 h

Abbildung 6  Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus des Mausmodells der Pneumokokken-
meningitis
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3.8 Mastzellfirbungen

3.8.1 Giemsafiarbung

Zur Auszdhlung der Mastzellen im Hirngewebe wurden 10 um dicke Hirnschnitte in einer
Azureosinmethylenblauldsung nach Giemsa (MERCK, Darmstadt) gefirbt. Dazu wurden
luftgetrocknete Schnitte in 100%igem Methanol 10 Minuten bei —20 °C fixiert und danach 5
Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Dann wurden sie 20 Minuten in Giemsaldsung (mit
WEISEpuffer, pH 7,2, 1:10 verdiinnt) gefarbt und in WEISEpuffer, pH 7,2, gewaschen.

Pro Versuchstier wurden 6 Hirnschnitte hinsichtlich Mastzellanzahl und —morphologie licht-

mikroskopisch untersucht.

3.8.2 Chloracetatesterasefirbung

In Mastzellen enthaltene Chymase kann Esterbindungen schnell hydrolysieren. Mittels
Naphthol AS-D Chloracetat als Substrat und Pararosanilin, einem Diazoniumsalz, kann diese
Esteraseaktivitit sichtbar gemacht werden. Dazu wurden 10 um dicke Hirnschnitte 20 Minu-
ten bei —20 °C fixiert und dann 30 min bei Raumtemperatur in folgender Losung inkubiert:
0,2 ml 4%iges saures Pararosanilin, 0,2 ml 4%iges wéssriges Natriumnitrit, 60 ml
0,07 molarer Phosphatpuffer, pH 6,5, und 20 mg Naphthol AS-D Chloracetat geldst in 2 ml
N-Dimethylformamid. Dann wurden die Schnitte in Leitungswasser gespiilt, getrocknet und
mit Gelatine eingedeckelt.

Als Positivkontrollen fiir die Farbungen wurden Hautschnitte verwendet, da Haut zu den Or-

ganen mit der hochsten Mastzelldichte gehort.

3.9 Bestimmung der Bluthirnschrankenpermeabilitit im
Mausmodell

Zur Bestimmung der Bluthirnschrankenintegritdit wurden Hirnhomogenate hinsichtlich der
Infiltration von Albumin mittels ELISA untersucht. Dieses in grolen Mengen vorliegende

Serumprotein kann die intakte Bluthirnschranke nicht tiberwinden.
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Fiir den ELISA wurden MaxiSorb Platten (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) mit einem poly-
klonalen fiir Mausalbumin spezifischen Antikorper aus dem Kaninchen (Acris, Bad Nauheim,
Deutschland) beschichtet. Dazu wurden 50 pl der in Beschichtungspuffer (0,05 M Natrium-
carbonat) auf eine Konzentration von 0,5 pg/ml verdiinnten Antikorperlosung pro Vertiefung
aufgetragen und die Platte 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platten wurden
mehrmals mit Waschpuffer (50 mM Tris, 0,14 M NaCl, 0,05 % Tween 20, pH 8,0) gewaschen
und dann fiir 30 Minuten mit Blockungspuffer (50 mM Tris, 0,14 M NaCl, 1 % bovines Se-
rumalbumin [BSA]) inkubiert. Mausproteinextrakte (Aufbereitung siehe 3.5.3) wurden in
Lysepuffer (10 mM HEPES, pH 7,9, 10 mM KCI, 1,5 mM MgCl, und einer Proteaseinhibito-
renmischung aus Phenylmethylsulfonylfluorid, Aprotinin, Leupeptin und Pepstatin A) ver-
diinnt. Dann wurden 0,5 pg Mausproteinextrakt in die jeweilige Vertiefung transferiert und
die Platten 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das gebundene Albumin wurde mittels
eines polyklonalen peroxidasekonjugierten Antikorpers gegen Mausalbumin aus der Ziege
(Bethyl, Montgomery, USA) detektiert. Dazu wurden 50 pl der in Probenkonjugatpuffer (50
mM Tris, 0,14 M NaCl, 1 % BSA, 0,05 % Tween 20, pH 8,0) auf eine Konzentration von
0,1 pg/ml verdiinnten Antikdrperlosung pro Vertiefung aufgetragen und die Platte 60 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Enzymsubstratreagenz (R&D Systems, Wiesbaden, Deutsch-
land) wurde hinzugefiigt und es folgte eine Inkubation von 10 Minuten bei Raumtemperatur.
Die colorimetrische Reaktion wurde durch Zusatz von 2 M Schwefelsdure gestoppt und die

Absorption wurde bei 450 nm gemessen.

3.10 Messung der Myeloperoxidaseaktivitit im Lungengewebe

Als Marker der Leukozyteninfiltration in die Lunge wurde die Myeloperoxi-
dase(MPO)aktivitidt des Gewebes mit der Methode nach Cuzzocrea gemessen (Cuzzocrea et
al. 1997).

Die Gewebeproben wurden in 50 mM Kaliumphosphatpuftfer, pH 6,0, mittels eines Ultra-Tur-
rax (Janke & Kunkel KG, Staufen) homogenisiert, dann wurden die Proben mit 13500 Upm
1 min lang bei 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 50 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 6,0,
mit 0,5 % Hexadecyltriammoniumbromid resuspendiert. Dann folgten drei Friertauzyklen,
wobei die Proben im Ultraschallbad aufgetaut wurden und danach 15 Minuten bei 13500 Upm
zentrifugiert wurden. Die MPOaktivitit wurde bestimmt, indem 33 pl Uberstand zu 50 mM
Kaliumphosphatpuffer, pH 6,0, mit 0,167 mg/ml o-Dianisidinin-Dihydrochlorid und
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0,0125 % Wasserstoffperoxid gegeben wurde. Die Absorptionsverinderung wurde bei
460 nm iiber drei Minuten bei Raumtemperatur aufgezeichnet. Die Daten wurden in Units/g
Feuchtgewicht angegeben. Eine Unit entspricht dem Abbau von einem pmol Peroxid pro

Minute bei Raumtemperatur.

3.11 Bestimmung des Zytokinexpressionsprofils im Hirnhomogenat

Zur Charakterisierung des Zytokinexpressionsprofils im Hirnhomogenat wurde ein mausspe-
zifischer Zytokinantikorperarray mit 32 Zyto- und Chemokinen sowie Wachstumsfaktoren
verwendet (Array 2.1, RayBiotech Inc., Atlanta, USA). Detaillierte Informationen iiber diesen
Zytokinantikorperarray einschlieBlich Antikorperliste, Sensitivitdtsangaben und Versuchs-
protokoll konnen auf der Internetseite des Herstellers eingesehen werden
(www.raybiotech.com).

Kurz zusammengefasst wurden pro Versuchstier 400 pm Hirngewebe in 80 pl Lysepuffer (10
mM Hepes, pH 7,9, 10 mM KCI, 1,5 mM MgCl, sowie folgende Proteaseinhibitoren: Phe-
nylmethylsulfonylfluorid, Aprotinin, Leupeptin und Pepstatin A) inkubiert, wie in 3.5.3 be-
schrieben aufbereitet, und der Proteingehalt wurde bestimmt. Die Proben der einzelnen Ver-
suchsgruppen wurden gepoolt. Pro Membran wurden 3000 pg Protein verdiinnt in Lysepuffer
nach Herstellerangaben aufgebracht. Der Nachweis der Zytokinantikorperkomplexe erfolgte
mittels verstirkter Chemilumineszenz; der Rontgenfilm wurde eine Minute lang belichtet. Zur
Auswertung wurden die Filme digitalisiert und die optischen Dichtewerte der Signale mit
Hilfe des Programms TINA 2.08¢ (Raytest, Straubenhardt, Deutschland) ausgewertet. Die
optischen Dichtewerte der einzelnen Punkte wurden als Prozentsatz der durchschnittlichen

optischen Dichte der Positivkontrollen angegeben (arbitrary units).

3.12 Messung der IL-103- und IL-6 -Konzentration im
Maushirnhomogenat mittels ELISA

Die Messung von IL-1B- und IL-6-Konzentration im Maushirnhomogenat erfolgte mittels
eines kommerziell erhiltlichen ELISA-Kits (Quantikine® M Murine, mouse IL-1p bzw.
mouse IL-6, R&D Wiesbaden-Nordenstadt). Gefrorene Hirnschnitte wurden dazu in einem

Probenpuffer (10 mM Hepes, pH 7,9; 10 mM Kaliumchlorid und folgenden Proteaseinhibito-
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ren: Phenylmethylsulfonylfluorid, Aprotinin, Leupeptin und Pepstatin A) 10 Minuten auf Eis
inkubiert, dann im Ultraschallbad homogenisiert und mit 14000 Upm 15 Minuten lang bei
4 °C zentrifugiert. Der Proteingehalt des Uberstandes wurde mittels Nanoquant Assay (Carl
Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) bestimmt. Pro Messung wurden 50 ul Uberstand einge-
setzt. Die IL-6-Konzentration wurde an gepoolten Proben untersucht und fiir die IL-13-Mes-
sung wurden neben gepoolten Proben auch Einzelproben eingesetzt. Die immunreaktiven IL-

1B- und IL-6 Konzentrationen wurden in pg/mg Hirnprotein angegeben.

3.13 Bestimmung der MMP-9-Aktivitit im Maushirnhomogenat

Die Gelatinaseaktivitdt der Matrixmetalloproteinase (MMP)-9 im Hirnhomogenat wurde mit-
tels Zymographie bestimmt. Dazu wurden 30 um Gefrierschnitte 15 Minuten bei 4 °C in 35 pl
Lysepuffer (50 mM Tris, 15 mM NaCl, 5 mM CaCl,, 0,02 % NaN3, 0,05 % BRI1J-35, pH 7,6)
inkubiert, im Ultraschallbad homogenisiert und 15 Minuten lang bei 60 °C erhitzt. Dann wur-
den die Proben 15 Minuten bei 14000 Upm zentrifugiert und der Uberstand asserviert und
dessen Proteingehalt bestimmt und abgeglichen (siehe 3.5.3). Dann wurden die Proben auf ein
Acrylamidgel mit 10 % SDS (sodium dodecyl sulfate) aufgetragen und die Proteine bei U =
125 V, A = 60 mA {iber 100 Minuten elektrophoretisch aufgetrennt. Die Gele wurden in
destilliertem Wasser mit 2 % Triton X 60 Minuten lang gewaschen, 24 Stunden bei 37 °C in
Trispuffer (50 mM Tris, 1 uM ZnCl,, 0,01 % Natriumazide, pH 7,5) inkubiert und 30 Minu-
ten bei Raumtemperatur in 20 %iger Trichloressigsdure fixiert. Die Gele wurden in einer
wiassrigen Losung mit 0,4 % Coomassieblau, 10 % Essigsdure und 35 % Ethanol iiber 60
Minuten bei Raumtemperatur gefarbt und mit 10 % Essigsdure und 35 % Ethanol, 1:1, ent-
farbt. Die Konservierung erfolgte in 70 %igem Ethanol mit 4 % Glycerin iiber Nacht.

Die gelatinolytische Aktivitdt wird als durchsichtige Bande auf blauem Grund sichtbar. Zell-
kulturmedium der Leukédmiezellrethe NB4 wurde als MMP-9 Standard verwendet.

Zur Auswertung wurden die Gele digitalisiert und die optische Dichte der Bande mittels eines
Bildanalysesystems (VisitronSystems, Puchheim, Deutschland) bestimmt. Die relative MMP-
9-Aktivitit ist in optischer Dichte (OD) pro OD des NB 4-Standard dargestellt.
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3.14 C-kit Proteinnachweis im Maushirnhomogenat

Die Western Blot Analyse wurde weitgehend wie unter 3.5.3 beschrieben durchgefiihrt. Aller-
dings wurden Tris-Bis-Gele und Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membranen mit dem entspre-
chenden Puffersystem verwendet (Novex, Frankfurt, Deutschland); eine Fixierung der Pro-
teine mittels UV-Licht entfdllt bei PVDF-Membranen. Als primérer Antikorper wurde der
polyklonale anti-c-kit-Antikdrper aus dem Kaninchen (sc-168, Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg) verwendet; er reagiert mit einem Peptid aus dem carboxyterminalen Anteil von
c-kit der Spezies Maus, Ratte und Mensch. Er wurde in einer Verdiinnung von 1:200 einge-

setzt.

3.15 Bestimmung der Bakterientiter im Maushirnhomogenat und in
Blutproben

Zur Bestimmung der bakteriellen Titer wurden die Kleinhirne entnommen und in steriler PBS
homogenisiert. Die Homogenate sowie Blutproben wurden in steriler PBS seriell verdiinnt,

auf Blutagarplatten ausgestrichen und 24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO; bebriitet.

3.16 Herstellung von Hirnschnitten

Die Gefrierschnitte wurden in einem Kryostat (Leica Instruments GmbH, Nussloch,
Deutschland) bei einer Kammertemperatur von —20 °C und einer Objekttemperatur von
-17 °C angefertigt. Die Gehirne wurden zu keinem Zeitpunkt aufgetaut.

Vor dem Schneiden wurde, wenn vorhanden, das Einbettmedium von den tiefgefrorenen Hir-
nen entfernt und sie wurden auf einem Schneidetisch mit der Haube nach unten aufgeblockt,
um die Meningen iiber den Hemisphdren beim Schneiden zu schonen. Fiir die Immunhisto-
chemie wurden 10 pm dicke Gefrierschnitte aus verschiedenen Hirnregionen angefertigt. Fiir
die Western Blot Analysen wurden 30 pm Gefrierschnitte aus der Region Bregma in Reak-
tionsgefdle abgefiillt, flir ELISA mindestens 1500 pm und fiir PCR mindestens 750 um aus

allen Hirnregionen gepoolt. Hirnschnitte wurden bei —80 °C aufbewahrt.
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3.17 Bakteriensuspension

Die Préparation der lebenden bekapselten S. pneumoniae Serotyp 3 wurde vom bakteriologi-
schen Labor des Max von Pettenkofer-Instituts fiir Hygiene und Medizinische Mikrobiologie
der LMU Miinchen durchgefiihrt. Dort wurde fiir uns eine Suspension mit einer Konzentra-
tion von 10’ kolonienbildenden Einheiten (KBE) pro Milliliter phosphatgepufferter, physio-
logischer Kochsalzlosung hergestellt, die in den Experimenten im Rattenmodell unverandert

und im Mausmodell mit steriler PBS 1:1 verdiinnt verwendet wurde.

3.18 Reagenzien

Falls nicht anders angegeben, wurden alle in dieser Studie verwendeten Reagenzien und Sub-

stanzen von Sigma Chemicals (Deisenhofen, Deutschland) bezogen.

3.19 Statistische Methoden

Soweit in den Anmerkungen nicht anders angegeben, wurden die erhobenen Daten mittels
einseitiger Varianzanalyse und Zweistichproben t-Test verglichen und sind als Mittelwert +

Standardabweichung angegeben.

3.20 Tierversuchsgenehmigung

Die Tierversuche wurden von der Regierung von Oberbayern genehmigt.

37



4 Ergebnisse

4.1 Die Rolle des Transkriptionsfaktors NF-kB in der
experimentellen Pneumokokkenmeningitis

4.1.1 Anstieg der Aktivitit von NF-kB im Rattenhirn wihrend einer
experimentellen Pneumokokkenmeningitis

Gefrierschnitte aus Hirngewebe nicht infizierter und infizierter Ratten wurden mit einem ge-
gen die nukledre Lokalisierungssequenz der NF-kB-Untereinheit p65 gerichteten Antikorper
gefarbt. Dieses Epitop ist in der zytoplasmatischen, inaktiven Form von NF-kB fiir den Anti-

korper nicht zugénglich.

Abbildung 7

A
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Rattenhirngewebe mit ei-
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einheit p65  gerichteten
Antikérper. Eine Bindung
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X Q--.‘ Ratten (B, D), aber nicht
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2 a2 Referenzbalken: 100pm.

In mit Streptococcus pneumoniae infizierten Ratten zeigte sich eine intensive Anfarbung der
Leptomeningen, entlang penetrierender kortikaler GefaBBe und in der Umgebung der Hirn-
ventrikel. Die stirkste Antikdrperbindung war um die meningealen Blutgefile und in der
Néhe der Entziindungszellen im Subarachnoidalraum nachzuweisen. Im Hirngewebe nicht
infizierter Tiere und in Firbungen ohne primdrem Antikorper lieB sich in den oben

angefiihrten Hirnregionen keine Immunreaktivitdit beobachten. Allerdings zeigten
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hippokampale Neurone auch bei nichtinfizierten Tieren eine Immunfiarbung fiir p65.

Subzellulér erfolgte die stirkste Anfarbung in den Zellkernen (Abbildung 7; Abbildung 8).

Abbildung 8  Immunhistochemie (vergleiche Abbildung 7). Intraventrikuliir zeigt sich 24 Stunden nach
Infektion mit Streptococcus pneumoniae eine kriftige nukleire Anfirbung der Entziindungszellen fiir p65
(B,C,D), bei den PBS-injizierten Tieren zeigt sich hier keine Anfirbung. In einigen hippocampalen
Neuronen zeigte sich auch eine Immunfirbung fiir p65 (E, F). Hier stellt sich aber kein Unterschied zwi-
schen Kontrolltieren (F) und infizierten Ratten (E) dar.



In Western Blot Analysen homogenisierten Hirngewebes infizierter, unbehandelter Tiere mit
oben beschriebenem Antikorper zeigte sich eine deutlich Bande bei 65 kD, die freies p65
reprasentieren kann. In Kontrollen war diese Bande nicht nachweisbar. Ebenso wenig zeigte
sich diese Bande im Hirnhomogenat infizierter, mit ALLN oder BAY 11-7085 behandelter
Tiere. Dieses Ergebnis unterstiitzt frithere Studien, die beide Substanzen als potente Inhibito-

ren der NF-kB-Aktivierung beschreiben (Milligan et al. 1996; Pierce et al. 1997).

Abbildung 9
Western Blot Analyse aus

65kD = m homogenisiertem Hirngewebe
(reprisentative Beispiele). Im
Gewebe von infizierten, nicht
behandelten Ratten zeigt sich
im Gegensatz zu den Kon-
trolltieren  eine  deutliche
&&0\\@ o 6‘2} 6@\ 6Q)\\ Bandl:a freien ‘pf‘S.. Iin Hirr:
RN ) RS \(\é\ & gewebe von infizierten, mi
5 e & PN ALLN oder BAY 11-7085
O . Q}m Q ) Q}x« \\'\,\/ behandelten Tieren wurde
({\\'\} vy\’ &\(\} Q¥ keine Immun'reaktivitiit gegen
N\ @\\ N (Q\\ p65 nachgewiesen.
4.1.2 Beeinflussung der meningitisassoziierten klinischen Symptome

durch pharmakologischen Eingriff in die NF-kB-Aktivierung

Die klinische Untersuchung an Pneumokokkenmeningitis erkrankter, unbehandelter Ratten
zeigte in allen Ratten eine vergleichbare Ausprigung der Symptomatik und des Krankheits-
grades. Die Ratten waren benommen und in ihren motorischen Funktionen (néchtlicher Nest-
bau, Balkenbalanceversuch) stark eingeschrankt, sie vernachlédssigten die Fellpflege und
zeigten Piloerektion. Die Futter- und Wasseraufnahme war auf ein Minimum reduziert und
der Gewichtsverlust in der Regel grofer als 5 %.

Durch die Behandlung mit den beiden Inhibitoren der NF-kB-Aktivierung — ALLN und
BAY 11-7085 — konnte der klinische Score der Tiere im Vergleich zu unbehandelten Tieren
mit Pneumokokkenmeningitis signifikant verbessert werden (Abbildung 10).

PBS-injizierte Kontrolltiere zeigten keinerlei klinische Krankheitszeichen wéhrend des Beo-

bachtungszeitraumes.
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16 Abbildung 10
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4.1.3 Auswirkung der NF-xB-Aktivierung auf die meningitisassoziier-

ten intrakraniellen und systemischen Komplikationen

4.1.3.1 Intrakranieller Druck

Die Infektion mit Streptococcus pneumoniae induzierte in allen infizierten Ratten einen signi-
fikanten Anstieg des intrakraniellen Druckes (ICP) gegeniiber PBS-injizierten Kontrolltieren.
Die Behandlung mit BAY 11-7085 sowie ALLN fiihrte zu einer signifikanten Attenuierung
dieses Druckanstieges. Bei mit ALLN therapierten Tieren war der ICP noch signifikant
gegeniiber den PBS-injizierten Tieren erhoht, bei mit BAY 11-7085 behandelten Ratten war
der ICP zwar noch tendenziell, aber nicht signifikant erhoht (siche Tabelle 2, Seite 44).

4.1.3.2 Bluthirnschrankenpermeabilit:it

Da das vasogene Odem die Hauptursache des Hirndruckanstiegs bei der bakteriellen Menin-
gitis darstellt, untersuchten wir die Bluthirnschrankenpermeabilitit mittels Evans-Blau-
Extravasationsmethode. In Kontrolltieren waren die Evans-Blau-Konzentrationen im Liquor
als Zeichen einer intakten Bluthirnschranke unter der Nachweisgrenze. 24 Stunden nach
intrazisternaler Inokulation von Pneumokokken lieen sich bei unbehandelten Ratten als Zei-
chen einer ausgepriagten Bluthirnschrankenstérung stark erhéhte Evans-Blau-Konzentrationen

im Liquor und eine Extravasation von Evans-Blau am Hirnschnitt nachweisen. Durch die
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Therapie mit ALLN und BAY 11-7085 konnte die Bluthirnschrankenpermeabilitét signifikant
gesenkt werden (siche Tabelle 2 und Abbildung 11)

Kontrolle Infiziert, unbehandelt
Infiziert, behandelt Infiziert, behandelt
mit ALLN mit BAY 11-7085

Abbildung 11 Bestimmung der Bluthirnschrankenpermeabilitit mit der Evans-Blau-(EB)
Extravasationsmethode und griiner Fluoreszenzmikroskopie. Bei allen infizierten Ratten zeigt sich eine
EB-Extravasation in den Subarachnoidalraum und das Hirnparenchym, jedoch lisst sich eine deutliche
Reduktion des Fluoreszenzsignals bei den mit ALLN oder BAY 11-7085 behandelten Tieren beobachten.
Referenzbalken, 100pum.

4.1.3.3 Zerebrale Autoregulation

In Kontrolltieren blieb der rCBF nach Erhéhung des MABP durch intravendse Infusion von
Noradrenalin weitgehend konstant. In unbehandelten, infizierten Ratten dagegen erfolgte ein
dramatischer Anstieg des rCBF unter Noradrenalin-induzierter Hypertension, der auf einen
Verlust der zerebralen Autoregulation hinweist. Die Behandlung infizierter Tiere sowohl mit
ALLN als auch mit BAY 11-7085 konnten die Storung der zerebrovaskuldren Autoregulation
signifikant vermindern (siche Abbildung 12).
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Abbildung 12 Auswirkungen der NF-kB-Aktivierung auf zerebrovaskulire meningitisassoziierte
Komplikationen. Die zerebrale Autoregulation (A) ist als prozentualer Anstieg des CBF pro mmHg An-
stieg des MABP angegeben. Die CO,-Reaktivitit der zerebralen Gefilie (B) als prozentualer Anstieg des
CBF pro mmHg Anstieg des CO,-Partialdruckes. *P < 0,05 vs. infizierte, nichtbehandelte Ratten unter
Verwendung einseitiger Varianzanalyse und Scheffes Test. Daten sind als Mittelwert £ Standardabwei-
chung angegeben. ALLN, N-Acetyl-Leucinyl-Leucinyl-Norleucinal; CBF, zerebraler Blutfluss; MABP,
mittlerer arterieller Blutdruck.

4.1.3.4 Kohlendioxidreaktivitat der zerebralen Gefafie

Bei den Kontrolltieren stieg der regionale Blutfluss pro Erhéhung des PaCO; um 1 mmHg um
4,3 £ 1,7 % an, dieser Anstieg weist auf eine intakte CO,-Reaktivitit der zerebralen Gefalle
hin. Bei infizierten Ratten war die Antwort auf einen PaCO,-Anstieg vierundzwanzig Stunden
nach Pneumokokkeninfektion mit 0,4 + 1,0 % erheblich reduziert. Dieser durch Streptococcus
pneumoniae hervorgerufene Verlust der Reaktivitit der zerebralen Gefale auf Hyperkapnie
konnte durch die beiden Inhibitoren der NF-kB-Aktivierung signifikant abgemildert werden
(siche Abbildung 12).

4.1.3.5 Mittlerer arterieller Blutdruck

Nicht infizierte Ratten waren mit einem mittleren arteriellen Blutdruck (MABP) von

120 £ 10 mmHg normoton. Die intrazisternale Inokulation von Pneumokokken fiihrte im Be-
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obachtungszeitraum zu einem signifikanten Blutdruckabfall (MABP 68 + 20 mmHg) im
Sinne eines septischen Krankheitsbildes. Bei den mit ALLN beziehungsweise BAY 11-7095
therapierten Ratten lagen die MABP-Werte bei 87 + 23 bzw. 83 + 27 mmHg und damit liber
den Werten der unbehandelten infizierten Tieren, jedoch waren die Unterschiede nicht signi-

fikant (siche Tabelle 2).

Tabelle 2 Auswirkungen einer NF-kB-Aktivierung auf meningitisassoziierte intrakranielle
und systemische Komplikationen.

Versuchsgruppe (n) Intrakranieller ~Evans-Blau-Liquor- MABP

Druck konzentration [mmHg]
[mmHg] [ng/ml]

Kontrollen (6) 2,5+1,2% <0,2 120+ 10

Infiziert, nicht behan- b

delt (10) 16,3+£5,0 7,5%6,1 68 +20

Infiziert, mit ALLN ab a b

behandelt (6) 8,829 1,3+1,7 87+27

Infiziert, mit BAY 11- a a b

7085 behandelt (3) 53£3,5 0,7+0,8 83+23

Anmerkung: Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. ALLN, N-Acetyl-Leucinyl-
Leucinyl-Norleucinal; MABP, mittlerer arterieller Blutdruck.

P < 0,05 vs. infizierte, nicht behandelte Ratten.
® P < 0,05 vs. PBS-injizierte Kontrolltiere.
Unter Verwendung von einseitiger Varianzanalyse und Scheffes Test.

4.1.4 Auswirkung eines pharmakologischen Eingriffs in die NF-kB-
Aktivierung auf die Entziindungsantwort des Wirtes

4.1.4.1 Liquorzellzahl

Die Pneumokokkeninfektion fiihrte bei unbehandelten Ratten zur Einwanderung von Leuko-
zyten in den Subarachnoidalraum. Durch die Behandlung mit ALLN beziehungsweise BAY
11-7085 wurde die Leukozyteninfiltration signifikant reduziert (siche Tabelle 3).
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4.1.4.2 IL-6 Konzentration im Liquor cerebrospinalis

Da NF-«xB ein Transkriptionsfaktor fiir Gene proinflammatorischer Zytokine wie TNF-o. und
IL-6 ist (Baeuerle und Henkel 1994; Barnes und Karin 1997) und verschiedene klinische so-
wie experimentelle Studien einen starken Anstieg der IL-6-Liquorkonzentration bei der
Pneumokokkenmeningitis zeigen konnten (Koedel et al. 1996), untersuchten wir auch die
Auswirkung der NF-kB-Inhibierung auf die Konzentrationen von IL-6 im Liquor. Die Pneu-
mokokkeninfektion fiihrte zu einem signifikanten Anstieg der IL-6-Liquorkonzentration. Die
mit ALLN therapierten Tiere hatten signifikant niedrigere IL-6-Werte im Liquor (siche
Tabelle 3).

Diese Daten weisen darauf hin, dass der positive klinische Effekt auf eine dramatische Re-

duktion der Entziindungsantwort des Wirts zurilickzufiihren ist.

Tabelle 3 Auswirkung der NF-xB-Hemmung auf die Entziindungsantwort des Wirtsorganismus

Versuchsgruppe (n) Liquorzellzahl IL-6-Liquorkonzentration
[Zellen/pl] [pg/ml]

Kontrollen (6) 39 £45° 267 + 168"

Infiziert, nicht behandelt (10) 7463 £ 4364 5291 £+ 1455

Infiziert, mit ALLN behandelt (6) 1563 + 1386*° 1013 +£932°

Infiziert, mit BAY 11-7085 behandelt (3) 1415 + 816™° ND

Anmerkung:  Daten sind als Mittelwert £ Standardabweichung angegeben. ALLN, N-Acetyl-Leucinyl-
Leucinyl-Norleucinal;

P < 0,05 vs. infizierte, nicht behandelte Ratten.

® P < 0,05 vs. PBS-injizierte Kontrolltiere.
Unter Verwendung von einseitiger Varianzanalyse und Scheffes Test.

45



4.2 Die Rolle der Mastzelle in der experimentellen Pneumokokken-
meningitis

4.2.1 Nachweis von Mastzellaktivierung im Hirngewebe wihrend
experimenteller Pneumokokkenmeningitis

Im ruhenden Zustand sind Mastzellen prallgefiillt mit Granula. Die Degranulierung ist ein
Marker fiir die Aktivierung der Mastzellen.

In der Farbung nach Giemsa lieBen sich sowohl vier als auch 24 Stunden nach Infektion mit
Pneumokokken degranulierte Mastzellen im Hirngewebe nachweisen. Zudem war die Anzahl
der Mastzellen im Hirngewebe infizierter Tiere signifikant erniedrigt gegeniiber den Kon-
trolltieren, was auf vollstindige Degranulierung hinweist (1,1 £ 0,5 Mastzellen/Schnitt bei

Kontrollen vs. 0,27 £ 0,29 Mastzellen/Schnitt bei infizierten Tieren; p < 0,005).

a

PRars O

Abbildung 13  Giemsa- (A;B) und Chloracetatesterasefirbung (C;D) zur Mastzelldarstellung an Hirn-
schnitten von Wildtypmiiusen. A und C zeigen prall mit Granula gefiillte Mastzellen im Hirnparenchym
von Kontrolltieren, wihrend B und D teilweise degranulierte Mastzellen 24 Stunden nach
Pneumokokkeninfektion zeigen.
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Mastzellen waren hauptsdchlich meningeal, perivaskuldr und periventrikulédr lokalisiert. Bei
mastzelldefizienten Tieren waren keine Mastzellen im Hirngewebe nachweisbar
(0 Mastzellen/Schnitt). Bei mastzellrekonstituierten Tieren lieen sich vereinzelt Mastzellen

im Hirngewebe nachweisen (0,1 + 0,09 Mastzellen/Schnitt).

Abbildung 14

Darstellung der typischen
Lokalisationen von Mastzellen im
ZNS: (A) perivaskulir; (B) im
Plexus choroideus wund (C)
meningeal. Auch hier zeigt sich
eine Degranulierung der
Mastzellen bei den an Meningitis
erkrankten Tieren (B;C)
verglichen mit dem Kontrolltier
(A). Giemsafiarbung.
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4.2.2 Auswirkung der Mastzelldefizienz und -rekonstitution auf den

klinischen Status

In der klinischen Untersuchung zeigte sich bei allen Wildtyptieren 24 Stunden nach Infektion

eine dhnlich schwere Auspragung der Krankheit hinsichtlich Gewichtsverlust, Wachheitsgrad,

Fellzustand und Stérung der motorischen Funktionen. Die Krankheit verlief bei den mastzell-

defizienten WBB6F1/J-Kit"/Kit"" (kurz W/W™) Miusen signifikant milder. Mastzellre-

konstituierte W/W™ Maiuse dahingegen zeigten einen den Wildtyptieren vergleichbar

schlechten klinischen Verlauf (siche Abbildung 15).

Die PBS-injizierten Kontrolltiere zeigten wéhrend des gesamten Untersuchungszeitraumes

keine Krankheitssymptome. In den Versuchsgruppen, die vier Stunden nach intrazisternaler

Pneumokokkengabe untersucht wurden, zeigten sich diskrete Krankheitssymptome. Signifi-

kante Unterschiede ergaben sich zwischen Wildtyptieren und W/W™-Tieren jedoch nicht.

20

Klinischer Score

1 Kontrollen

Em Meningitis Wildtyp

1 Meningitis Mastzelldefizient W/ W™
B Meningitis Mastzellrekonstituiert W/W™

Abbildung 15

Positive Effekte der Mastzellde-
fizienz auf den klinischen Zu-
stand der Méuse mit Pneumo-
kokkenmeningitis. Die Mastzell-
defizienz war mit einem signifi-
kant milderen Krankheitsver-
lauf gegeniiber Wildtyptieren
und mastzellrekonstituierten
W/W"-Miusen assoziiert. Kon-
trolltiere hatten einen klinischen
Score von 0 Punkten (Gesund-
heit). Die Daten sind als Mittel-
wert + Standardabweichung
angegeben. *p < 0,001 vergli-
chen mit infizierten Wildtyptie-
ren. #p < 0,05 verglichen mit
infizierten  mastzelldefizienten
W/W™ Tieren nach einseitiger
Varianzanalyse und t-Test.

4.2.3 Auswirkung der Mastzelldefizienz und -rekonstitution auf
meningitisassoziierte zentralnervose Komplikationen

Da meningitisassoziierte ZNS-Komplikationen eine héufige Ursache fiir einen schweren kli-

nischen Verlauf darstellen, untersuchten wir die Auswirkung von Mastzelldefizienz auf den

Anstieg des intrakraniellen Druckes und die Bluthirnschrankenpermeabilitit.
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Im Rahmen der Meningitis kam es bei allen Versuchstieren zu einem signifikanten Anstieg
des intrakraniellen Drucks (ICP). Die mastzelldefizienten W/W™ Miuse hatten 24 Sunden
nach Infektion signifikant niedrigere ICP-Werte als die infizierten Wildtyptiere. Mastzellre-
konstituierte W/W™ Méuse zeigten ebenfalls hohere Druckwerte als W/W™ Méuse, der Unter-
schied war aufgrund der relativ niedrigen Fallzahl jedoch nicht signifikant.

Da das vasogene Odem die Hauptursache des meningitisassoziierten ICP-Anstiegs darstellt,
untersuchten wir die Immunogenitét fiir das Serumprotein Albumin mittels ELISA im Hirn-
homogenat als Marker fiir die Bluthirnschrankenstérung. Im Hirnhomogenat der PBS-inji-
zierten Tieren waren nur geringe Mengen von Albumin nachweisbar, wéhrend die Injektion
von Pneumokokken zu einer starken Extravasation von Albumin fiihrte. Allerdings ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyptieren und W/W™ Méusen (siche
Abbildung 16).

>
oy

IS
=}
15}

50

40 #

20 *#

Intrakranieller Druck
[mmHg]
o
o | e
-
[ b3
3+
Albumin im Hirnhomogenat
[ng/ml]

8 o
« 4h 24h A 4h 24h
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HE Meningitis Wildtyp

0 Meningitis Mastzelldefizient W/W™
B Meningitis Mastzellrekonstituiert W/W™

Abbildung 16 Auswirkung der Mastzelldefizienz und -rekonstitution auf meningitisassoziierte
zentralnervose Komplikationen. Die Pneumokokkeninfektion verursachte einen Anstieg des intrakraniel-
len Drucks (A) und der Bluthirnschrankenpermeabilitiit, gezeigt durch einen Albuminanstieg im Hirnge-
webe (B). Die infizierten mastzelldefizienten W/W™ Miuse hatten einen signifikant geringeren ICP-An-
stieg als die infizierten Wildtyptiere. Die Daten sind als Mittelwert £ Standardabweichung angegeben. *p
< 0,05 verglichen mit infizierten Wildtyptieren. #p < 0,05 verglichen mit Kontrolltieren nach einseitiger
Varianzanalyse und t-Test.
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4.2.4 Auswirkung der Mastzelldefizienz und -rekonstitution auf
bakterielle Titer in ZNS und Blut

Um zu untersuchen, ob der giinstigere klinische Verlauf mit einer Verdnderung des bakteriel-
len Wachstums in vivo assoziiert ist, bestimmten wir die bakteriellen Titer nach Infektion. Im
Kleinhirn war die Anzahl der Pneumokokkenkolonien bei mastzelldefizienten W/W™ Mausen
niedriger als bei Wildtyptieren (siche Abbildung 17).

Im Blut zeigten sich 24 Stunden nach Infektion keine signifikanten Unterschiede zwischen
mastzelldefizienten W/W™ Méiusen (7,49 + 0,77 log KBE/ml) und Wildtyptieren (8,12 + 0,74
log KBE/ml) hinsichtlich des bakteriellen Wachstums.

12 Abbildung 17

* Bakterielle Titer im Kleinhirn

wihrend der experimentellen

=10 - # Pneumokokkenmeningitis. 24

EJ ’£= T Stunden nach Infektion waren bei
= c mastzelldefizienten W/W" Miu-
L9 sen signifikant weniger Kolonien
g % &7 von Streptococcus pneumoniae im
DL Kleinhirn nachzuweisen als bei
< o Wildtyptieren. Die Daten sind als
06 Mittelwert = Standardabweichung
= angegeben. *p< 0,0005 verglichen

mit Kontrolltieren. #p < 0,01 ver-

glichen mit infizierten Wildtyptie-
B | N
0

ren nach einseitiger Varianzana-
& lyse und t-Test. KBE, koloniebil-

6“ dende Einheiten.

1 Kontrollen

N Meningitis Wildtyp

I Meningitis Mastzelldefizient W/W™
I Meningitis Mastzellrekonstituiert W/W™

4.2.5 Auswirkung der Mastzelldefizienz und -rekonstitution auf die
wirtseigene Abwehrreaktion

Die Pneumokokkeninfektion fiihrte bei allen Versuchstieren zu einer massiven Einwanderung
von Leukozyten in den Subarachnoidalraum. Mastzelldefiziente W/W™ Méuse hatten sowohl
nach 4 als auch nach 24 Stunden signifikant hohere Liquorzellzahlen als infizierte Wildtyp-
tiere und mastzellrekonstituierte W/W™ Méuse (siche Abbildung 18).

PBS-injizierte Kontrolltiere zeigten eine Reizpleozytose von 240 £ 48 Zellen /ul.
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30 - * Abbildung 18

Massive Liquorpleozytose
aller infizierten Tiere 4 und
24 Stunden nach Pneumo-
20 kokkeninjektion. Mastzell-

25

=3

R E defiziente W/W™" Miuse
TS 5 hatten signifikant héhere
N N Liquorzellzahlen verglichen
== 4 mit infizierten Wildtyptie-
T g 107 ren und mastzellrekonsti-
- X T tuierten W/W™ ' Miusen. *p
5 < 0,05 verglichen mit infi-
* i zierten Wildtyptieren. #p <
0 0,0005 verglichen mit infi-
zierten mastzell-defizienten
\\Qf\ W/W™ Tieren nach einseiti-
O L L ger Varianzanalyse und t-
N 4h Test. Die Daten sind als

+ 24h

Mittelwert + Standardab-

weichung angegeben
1 Kontrollen

mm Meningitis Wildtyp
3 Meningitis Mastzelldefizient W/W™
B Meningitis Mastzellrekonstituiert W/W™

Um die pneumokokkeninduzierte Entziindungsantwort und den Einfluss der Mastzelle darauf
weiter zu charakterisieren, untersuchten wir die Proteinexpressionsprofile verschiedener
meningitisrelevanter Zyto- und Chemokine mittels Proteinarray bzw. ELISA aus Hirnhomo-
genat. Die Pneumokokkeninokulation fiihrte nach 24 Stunden zu einem massiven Anstieg von
Zyto- und Chemokinen der Akutphase im Hirngewebe infizierter Tiere gegeniiber Kontrolltie-
ren. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den unterschiedlichen mit
Streptococcus pneumoniae infizierten Versuchstieren. Insbesondere ergaben sich keine Unter-
schiede zwischen infizierten Mausen in der Proteinexpression der stark neutrophilenchemo-
taktischen Chemokine MIP-(macrophage inflammatory protein)-2 und KC (keratinocyte-de-
rived cytokine), funktionelle Homologe des menschlichen IL-8 in der Maus. TIMP (tissue
inhibitor of metalloproteinases) und sTNFrI (soluble tumor necrosis factor « receptor I) wa-
ren bei Kontrolltieren und infizierten Méusen gleichermal3en erhoht (siche Abbildung 19).

Da IL-1p, ein in der Pathophysiologie der bakteriellen Meningitis zentrales Zytokin (Ramilo
et al. 1990; Saukkonen et al. 1990; Koedel et al. 2002b), nicht auf dem Chip des Proteinarray
enthalten war, filhrten wir einen IL-1B-ELISA durch. Die IL-1B-Konzentrationen im Hirnge-
webe waren bei allen infizierten Miusen 24 Stunden nach Pneumokokkeninokulation massiv
gegeniiber den Kontrolltieren erhoht (Wildtyptiere 562 pg/mg; mastzelldefiziente W/W™
Miuse 765 pg/mg; mastzellrekonstituierte W/W™ Miuse 1007 pg/mg vs. Kontrolltiere
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0 pg/mg. Da die Proben der einzelnen Versuchsgruppen gepoolt verwendet wurden, sind die

Werte ohne Standardabweichung angegeben).
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Abbildung 19

Proteinarray aus Maushirnhomogenat
zur Charakterisierung der wirtseigenen
Immunantwort auf Streptococcus pneu-
moniae.

24 Stunden nach Pneumokokkeninoku-
lation lieB sich eine signifikante Erho-
hung der Proteinexpression von IL-6,
KC, MCP-1, MCP-5, MIP-2, GCSF,
IL12p40 wund IL-12p70 nachweisen,
allerdings ergaben sich keine Unter-
schiede zwischen Wildtyptieren und
W/W?Y Miusen hinsichtlich der Ex-
pression dieser Mediatoren.

(A) zeigt die Arraymembranen, (B) die
Membranbelegung und (C 1-3) die opti-
sche Dichte der Signale auf der
Membran, wobei die Dichte der Positiv-
kontrolle einer Arbitrary Unit entspricht.

Anmerkung

IL, Interleukin; KC, Kkeratinocyte-
derived cytokine;, MCP, macrophage
chemoattractant protein; MIP,
macrophage inflammatory protein;
STNFrl, soluble tumor necrosis factor a
receptor I; TIMP, tissue inhibitor of
metalloproteinases; GCSF, granulocyte
colony stimulating factor; Pos, Positiv-
kontrolle; Neg, Negativkontrolle.

53



Hohe Liquorspiegel von MMP-9 sind ein potentieller Risikofaktor fiir einen schweren Krank-
heitsverlauf bei bakterieller Meningitis (Leppert et al. 2000).

Mastzellen konnen MMP-9 nach Stimulation mit Peptidoglykan grampositiver Bakterien aus-
schiitten oder es mittels mastzellspezifischer Proteasen, den B-Chymasen, aktivieren (Ikeda
und Funaba 2003). Daher untersuchten wir die MMP-9-Aktivitdt im Hirnhomogenat der ver-
schiedenen Versuchsgruppen mittels Zymographie (siche Abbildung 20). 24 Stunden nach
Pneumokokkeninokulation zeigt sich ein Anstieg der MMP-9-Aktivitét bei allen infizierten
Miusen gegeniiber Kontrolltieren (W/W™ 0,82 + 0,61 OD/OD NB 4; Wildtyp 0,19 + 0,23
OD/OD NB 4; W/W™+ BMMC 0,66 + 0,5 OD/OD NB 4 vs. Kontrollen 0,02 + 0,02 OD/OD
NB 4; *p < 0,05 fir W/W?" und W/W" + BMMC- Tiere verglichen mit Kontrolltieren nach

t-Test und einseitiger Varianzanalyse).

Abbildung 20 Bestimmung der MMP9-AKktivitit im Hirnhomogenat mittels Zymographie (reprisenta-
tive Beispiele). 24 Stunden nach Pneumokokkeninokulation zeigt sich ein Anstieg der MMP-9 Aktivitit
bei allen infizierten Miusen.
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4.2.6 Auswirkung der Mastzelldefizienz und -rekonstitution auf
meningitisassoziierte systemische Komplikationen

Da es im Zusammenhang mit einer Pneumokokkenmeningitis zu einer himatogenen Keim-
aussaat kommen kann, konnen systemische Komplikationen, im besonderen der septische
Schock und die Pneumonie, zu einem ungiinstigen Krankheitsverlauf fiihren (Pfister et al.
1993; Kastenbauer und Pfister 2003).

Als Marker fiir pneumonische Infiltrate untersuchten wir die Leukozyteneinwanderung in das
Lungengewebe mittels eines Myeloperoxidase (MPO)-Assays. Bei infizierten Wildtypméusen
zeigte sich ein signifikanter Anstieg der MPO-Aktivitét gegeniiber Kontrolltieren, was fiir die
Ausbildung eines Infiltrates spricht. Im Lungengewebe mastzelldefizienter W/W™ Méuse war
keine Erhohung der MPO-AKktivitdt nachzuweisen. Bei den mastzellrekonstituierten W/W™
Maiusen war die MPO-Aktivitit gegeniiber den Kontrolltieren erh6ht, jedoch nicht signifikant
(siche Abbildung 21).
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Abbildung 21  Auswirkung von Mastzelldefizienz auf meningitisassoziierte systemische Komplikationen.
Die Pneumokokkeninfektion verursachte nach 24 Stunden (A) einen signifikanten Anstieg der
Myeloperoxidaseaktivitit im Lungengewebe als Hinweis auf pneumonische Infiltrate sowie (B) einen am
ehesten septisch bedingten Abfall der Korpertemperatur. Bei mastzelldefizienten W/W™ Miusen waren
diese systemischen Komplikationen signifikant geringer ausgeprigt. *p < 0,05 verglichen mit Kontrollen;
#p < 0,01 verglichen mit infizierten mastzelldefizienten W/W™ Miusen nach einseitiger Varianzanalyse
und t-Test. Die Daten sind als Mittelwert = Standardabweichung angegeben.

Bei allen mit Streptococcus pneumoniae intrazisternal infizierten Mdusen kam es zu einem

ausgeprigten, am ehesten septisch bedingten Abfall der Korpertemperatur im Vergleich zu
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den Kontrolltieren, allerdings war dieser bei mastzelldefizienten W/W™ Maiusen signifikant
geringer ausgeprigt als bei Wildtyp- und mastzellrekonstituierten Mdusen (siche Abbildung
21).

4.2.7 Auswirkung der Mastzellrekonstitution auf die Blutbildung

Mastzelldefiziente W/W™ Maiuse leiden an einer Stérung der Erythropoese und daher an
Andmie. Durch die Transplantation von Mastzellen wird die Erythropoese nicht wesentlich
beeinflusst. Um dies zu verifizieren, bestimmten wir den Hamatokrit der Mause. Mastzellde-
fiziente und — rekonstituierte W/W™ Méuse hatten einen gleichermaflen signifikant erniedrig-

ten Hamatokrit gegeniiber allen Wildtyptieren (Tabelle 4).

Tabelle 4 Bestimmung des Himatokrit zum Ausschluss einer Auswir-

kung der Mastzellrekonstitution auf die Erythropoese.
Versuchsgruppe (n) Héamatokrit

[%]

Kontrollen (7) 43+1
Wildtyp, infiziert, 24 h (13) 43£3
Mastzelldefizient W/W™, Infiziert, 24 h (16) 35+2°
Mastzellrekonstituiert W/W™, Infiziert, 24 h (5) 3314

* p < 0,005 verglichen mit Wildtypkontrollen und infizierten Wildtyptieren
nach einseitiger Varianzanalyse und t-Test.
Die Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.

4.2.8 Auswirkung der experimentellen Pneumokokkenmeningitis auf
die c-kit- und SCF-Proteinexpression

Ob die defekte Expression des Stammzellfaktor(SCF)-Rezeptors c-kit einen {ber die
Mastzelldefizienz hinausgehenden Einfluss auf die wirtseigene Immunantwort besitzt, ist bis-
her unbekannt. Der Effekt der Mastzelldefizienz bei meningitisrelevanten Faktoren wie z. B.
dem ICP wurde durch die Mastzellrekonstitution nur teilweise aufgehoben. Zudem wollten
wir sichergehen, dass die massiven Effekte auf die Neutrophilenrekrutierung — auch bei Re-
versibilitdit durch Mastzelltransplantation — nicht zumindest teilweise auf die Mutation des

SCF-Rezeptors c-kit zuriickzufiihren sind. Daher untersuchten wir die c-kit Proteinexpression
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im Hirngewebe mittels Western Blot und die Expression von SCF mittels des unter 4.2.5
aufgefiihrten Proteinassays, um mastzellunabhéngige Effekte der gestorten c-kit Expression
im Rahmen einer Pneumokokkeninfektion auszuschlieBen.

Es zeigten sich keine meningitisinduzierten Verdnderungen der Proteinexpression von c-kit

(siche Abbildung 22) und SCF (siche Abbildung 19).

160 kDo —fp | s | o — — - — —

W/W- . . . Meningitis
Kontrolle Wildtyp Kontrolle Meningitis Wildtyp Mastzelldefizient W/W-v

Abbildung 22 Western Blot Analyse von Hirnhomogenaten. Die Pneumokokkeninfektion fiihrte zu
keiner Verinderung der c-kit Proteinexpression. Der Antikorper gegen das carboxyterminale Ende von
c-kit (160 kDa) weist im Vergleich zu Wildtyptieren bei W/W™" Miiusen im Zytosol deutlich geringere
Mengen c-kit nach.
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5 Diskussion

5.1 Die Rolle des Transkriptionsfaktors NF-«xB in der
experimentellen Pneumokokkenmeningitis

Diese Studie konnte zeigen, dass wihrend der experimentellen Pneumokokkenmeningitis
NF-kB im Gehirn der Versuchstiere aktiviert wird. Durch pharmakologischen Eingriff in die
NF-kB-Aktivierung konnte der klinische Zustand der infizierten Tiere deutlich verbessert
werden. Parallel dazu traten weniger meningitisassoziierte intrakranielle Symptome und
Komplikationen auf: Liquorpleozytose, Liquorzytokinspiegel, Bluthirnschrankenpermeabili-
tit, Anstieg des ICP und Stérung der zerebrovaskuldren Autoregulation und CO,-Reaktivitdt

konnten signifikant gesenkt werden.

5.1.1 NF-kB-Expression und -Aktivierung im ZNS wihrend der
experimentellen Pneumokokkenmeningitis

NF-kB wird im Korper ubiquitdr exprimiert und reguliert die Expression zahlreicher Gene,
die zumeist inflammatorische Proteine kodieren (Baeuerle und Henkel 1994). Im ZNS findet
man NF-kB in einer Vielzahl von Zellen, einschlieBlich Neurone, Astrozyten, Oligodendro-
zyten, Mikroglia und Endothelzellen (O'Neill und Kaltschmidt 1997; Bereta et al. 1995). Ne-
ben einer Beteiligung von NF-kB an neuronaler Plastizitdt und Neurodegeneration kodieren
die NF-xB-Zielgene auch im Gehirn vor allem Proteine mit inflammatorischer Aktivitit.
NF-xB findet man im Gehirn hauptsidchlich als induzierbare zytoplasmatische Form
(Kaltschmidt et al. 1993). Sowohl im Gehirn als auch in Granulozyten - Zellen, die den
Hauptanteil des Infiltrates bei einer akuten Pneumokokkenmeningitis bilden - liegt NF-«B
zum liberwiegenden Teil als p50/p65 Dimer vor (Kaltschmidt et al. 1994b; McDonald et al.
1997). Die carboxyterminale Domine von p65 enthdlt eine starke transkriptionelle
Transaktivierungsregion, wihrend p50 zwar an DNA binden kann, aber keine transaktivie-
rende Eigenschaften besitzt. Uberexpression von p50 kann die Expression NF-xB abhiingiger
Gene sogar erniedrigen (Karin und Ben Neriah 2000).

Fiir die Initiierung der Genexpression ist die zytosolische Dissoziation des NF-kB-1kB-Kom-
plexes, die Degradierung von IkB und die nukledre Translokation von NF-kB und seine Bin-

dung an spezifische DNA Motive notwendig (Kieran et al. 1990; Nolan et al. 1991).
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Kaltschmidt et al. (1994a; 1995) konnten zeigen, dass der immunhistochemische Nachweis
von freiem p65 eine geeignete Methode ist, um rdumliche und zeitliche Aktivierungsmuster
von NF-kB an Zellen und Gewebeschnitten nachzuweisen. Sie benutzten dazu einen Antikor-
per gegen die nukleédre Lokalisierungssequenz von p65 (Kaltschmidt et al. 1994a; 1995).

Wir konnten mittels Western Blot Analyse in Hirnhomogenaten von Ratten 24 Stunden nach
Infektion mit Pneumokokken freies p65 nachweisen, nicht aber bei Kontrolltieren. Das unter-
stlitzt das Konzept eines meningitisassoziierten Anstiegs der NF-kB-Aktivitit. In immun-
histochemischer Farbung von Hirnschnitten fand sich die stirkste Anfarbung fiir freies p65 im
entziindlichen Infiltrat. Die Aktivierung von NF-kB wéhrend der experimentellen Pneumo-
kokkenmeningitis scheint vorwiegend in Zellen des Immunsystems, besonders in Granulozy-

ten, lokalisiert zu sein.

Wodurch wird NF-kB wihrend der experimentellen Pneumokokkenmeningitis aktiviert? Vor-
stellbar sind folgende Mechanismen: (I) die direkte Aktivierung durch lebende Pneumokok-
ken oder Pneumokokkenzellwandbestandteile, (IT) durch von Pneumokokken sezernierte Sub-
stanzen oder (IIT) indirekt durch die Reaktion des wirtseigenen Immunsystems auf den Erre-
ger.

(I) In murinen Makrophagen und THP-1 Makrophagen (aber nicht in murinen 70Z/3 pri-B-
Zellen und U937 humanen Monozyten) konnte ein deutlicher Anstieg der NF-kB Aktivitat
nach Stimulation mit S. pneumoniae oder Pneumokokkenzellwandbestandteilen beobachtet
werden (Spellerberg et al. 1996). Kiirzlich berichteten Yoshimura et al. (1999), dass es in ei-
ner klonalen CHO Zelllinie, die TLR-2 und CD 14 exprimiert, nach Exposition mit hitzeinak-
tivierten Pneumokokken zu einer nukledren Translokation von NF-kB kommt, nicht aber in
CHO Zellen, die TLR2 nicht exprimieren. Koedel et al. (2003) fanden mittels eines NF-xB-
Reporterassays in HEK293 Zellen, dass sowohl TLR-2 als auch TLR-4 eine pneumokokken-
induzierte NF-kB-Aktivierung vermitteln. Diese Befunde identifizieren TLR-2 und TLR-4 als
mogliche Rezeptoren fiir den pneumokokkeninduzierten Anstieg der NF-kB-Aktivitét. Aller-
dings zeigten sich in Experimenten an Makrophagen genveridnderter Mause (TLR-2 defiziente
TLR-2"7/TLR-4""-Miuse, Mause mit funktioneller TLR-4 Defizienz (TLR-4"%) und doppelt
defiziente TLR-2"/TLR-4Y%-Muse) keine Unterschiede hinsichtlich der TNF-o.-Produktion,
dessen Gen unter transkriptioneller Kontrolle von NF-kB steht. Diese Befunde weisen darauf
hin, dass weitere Mustererkennungsrezeptoren — allein oder in Kombination - an der NF-«B

vermittelten Immunantwort auf S. pneumoniae beteiligt sind (Koedel et al. 2003).
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(IT) S. pneumoniae kann erhebliche Mengen an Wasserstoffperoxid produzieren (Duane et al.
1993), einem Trigger der NF-kB-Aktivierung (Li und Karin 1999), so dass die H,O,-vermit-
telte NF-kB-Aktivierung einen weiteren direkten Aktivierungsweg von NF-«B durch Strepto-
coccus pneumoniae darstellen konnte. Allerdings ist die H>O,-vermittelte NF-kB-Aktivierung
stark Zelltyp-abhéngig und daher ist es unwahrscheinlich, dass es sich hierbei um den Haupt-
aktivierungsweg handelt (Meyer et al. 1993).

(IIT) Andere mogliche Kandidaten der NF-kB-Induktion wéhrend der bakteriellen Meningitis
sind wirtseigene Faktoren, vor allem proinflammatorische Zytokine und reaktive Sauerstoff-
spezies (ROS) (Barnes und Karin 1997).

Klinische und experimentelle Studien fanden erh6hte Konzentrationen von TNF-a und IL-1f3
in Liquorproben von Patienten und Versuchstieren mit bakterieller Meningitis (Mustafa et al.
1989; Saukkonen et al. 1990). Diese potenten NF-kB-Aktivatoren stehen allerdings selbst
unter der transkriptionellen Kontrolle von NF-xB. Vorstellbar ist eine parakrine Verstiarkung
der NF-xB-Aktivierung.

ROS Produktion konnte sowohl an Hirnschnitten von Rattenjungen, bei denen eine Meningi-
tis durch Streptokokken der Gruppe B induziert worden war, mittels der Manga-
nese/Diaminobenzidine Methode nachgewiesen werden (Leib et al. 1996) als auch in vivo
mittels Lucigenin-verstirkter Chemolumineszenz in einem Rattenmodell der Pneumokok-
kenmeningitis (Dirnagl et al. 1993). Uberdies kann S. pneumoniae die ROS Produktion in
Phagozyten und zerebromikrovaskuldren Endothelzellen induzieren (Koedel und Pfister
1999c). Zahlreiche Studien konnten zeigen, dass NF-kB in verschiedenen Zelltypen, darunter
auch Zellen des Immunsystems, als Sensor fiir oxidativen Stress fungiert (Mercurio und Man-
ning 1999; Li und Karin 1999; Karin et al. 2001; Storz et al. 2004). Allerdings stellten kiirz-
lich erschienene Studien fest, dass die Hemmung der NF-kB-Aktivierung zu einer Steigerung
der ROS-Produktion fithren kann (Hayakawa et al. 2003) und ROS nur fraglich eine zentrale
Funktion in der NF-kB-Aktivierung besitzen (Sakon et al. 2003). Alle diese Daten stammen
aus Zellkultur - beziehungsweise aus zellfreien Experimenten. In einem Rattenmodell der
Alveolitis konnte gezeigt werden, dass das Antioxidans N-Acetyl-L-Cystein die NF-kB-Akti-
vierung hemmen konnte (Blackwell et al. 1996).

Insgesamt scheint das Zusammenspiel von bakteriellen und wirtseigenen Faktoren zu einer
iberschiefenden und langanhaltenden NF-kB-Aktivierung bei der bakteriellen Meningitis zu

fithren.
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5.1.2 NF-kB als Angriffspunkt fiir eine antiinflammatorische
Therapie

Die NF-kB-Aktivierung fiihrt zur koordinierten Expression zahlreicher Gene, die Proteine
kodieren, welche an der Mediatorsynthese, Verstirkung und Aufrechterhaltung der Entziin-
dungsantwort beteiligt sind, was letztendlich zu Gewebeschddigung und Organdysfunktion
fiihren kann (Barnes und Karin 1997; Christman et al. 1998). Bohrer et al. (1997) fanden hohe
NF-kB-Aktivititen in mononukledren Blutzellen von Sepsispatienten, die mit der Sterblich-
keit korrelierten. Ahnliche Zusammenhinge zwischen einem Anstieg der NF-kB-Aktivitit in
Immunzellen sowie Schwere bzw. Verlauf bei entziindlichen Erkrankungen konnten auch
andere Arbeitsgruppen zeigen (Paterson et al. 2000; Arnalich et al. 2000; Foulds et al. 2001).
Folglich ist NF-kB ein offensichtlicher Angriffspunkt fiir eine antiinflammatorische Therapie.
Unter anderem greifen folgende pharmakologische Substanzen in die NF-kB-Aktivierung ein:
Glukokortikoide, Antioxidantien (z. B. Pyrrolidindithiocarbamat), verschiedene nichtsteroi-
dale antiinflammatorische Substanzen (z. B. Aspirin und Natriumsalizylat) sowie Proteasom-
und Calpaininhibitoren (z. B. ALLN und MG132) (Barnes und Karin 1997; Cuzzocrea et al.
2003; Lee und Burckart 1998; Karin et al. 2004).

5.1.2.1 Die Inhibitoren der NF-xB-Aktivierung ALLN und
BAY 11-7085

Wir verwendeten Vertreter aus zwei Substanzklassen von NF-kB-Inhibitoren, die zum dama-
ligen Zeitpunkt als sehr spezifisch galten: BAY 11-7085, einen Inhibitor der IxB-Phosphory-
lierung (Hara et al. 1997), und ALLN, das in den proteosomalen IkB-Abbau eingreift
(Milligan et al. 1996; Schow und Joly 1997). Beide blockieren somit die Dissoziation des NF-
kB-IkB-Komplexes. Mittels Western Blot Analysen konnten wir zeigen, dass die Behandlung
mit ALLN sowie mit BAY 11-7085 den meningitisassoziierten Anstieg der NF-kB-Aktivitét
hemmte. Die Reduktion der NF-kB-Aktivitidt wurde von einer Besserung des klinischen Sta-
tus und einer deutlichen Abschwichung der meningitisassoziierten zentralnervésen Kompli-
kationen sowie der meningealen Entziindung (z. B. einer Reduktion von Liquorpleozytose
und IL-6-Liquorkonzentration) begeleitet.

Die Behandlung sowohl mit ALLN als auch mit BAY 11-7085 hatte auch in anderen experi-

mentellen Untersuchungen eine positive Auswirkung. Zum Beispiel konnten Pierce et al.

61



(1997) zeigen, dass BAY 11-7085 in einem Modell des Carageenin-induzierten Pfotenddems
in der Ratte die Odembildung dosisabhingig reduzierte und in einem Arthritismodell die Ge-
lenkschwellung hemmte. In einem Rattenmodell zum Reperfusionsschaden des Darmes war
BAY 11-7095 auch adjuvant zu a-MSH (Melanozyten-stimulierendes Hormon) wirksam und
reduzierte Gewebeschaden und Leukozyteninfiltration (Zou et al. 2003). ALLN konnte Kreis-
lauf- und Multiorganversagen sowie die Induktion von iNOS und COX-2 bei Ratten mit en-
dotoxischem Schock signifikant abmildern (Ruetten und Thiemermann 1997) und bei Schock
durch Verbrennung konnten der Myokardschaden und die TNF-a-Sekretion durch ALLN
deutlich verringert werden (Maass et al. 2002). Zudem konnte ALLN die Ausschiittung der
proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a in einem murinen Sepsismodell hemmen
(Schow und Joly 1997). In allen diesen Studien fiihrten die Autoren den antiinflammatori-
schen Effekt von ALLN und BAY 11-7085 auf die hemmende Wirkung dieser Substanzen auf
die NF-kB-Aktivierung zuriick. Die zentrale Rolle von NF-kB fiir Entziindungsmechanismen
und Gewebezerstorung wird durch die positive Auswirkung molekularer Therapieansitze
unter Verwendung von p65 Antisense-Oligonukleotiden sowie von IkB-Gentransfer in Mo-
dellen der Sepsis, der rheumatoiden Arthritis und der chronisch entziindlichen Darmerkran-
kungen weiter gestirkt (Bohrer et al. 1997; Neurath et al. 1996; Neurath und Pettersson 1997).
Zahlreiche Studien konnten auch durch die Hemmung von IkB-Kinasen (IKK) sowohl bei
Tumorerkrankungen als auch bei entziindlichen Krankheiten positive Auswirkungen erzielen
(Hideshima et al. 2002; Roshak et al. 2002). So konnte z. B. die Therapie mit dem oral
verfiigbaren IKK-Inhibitor BMS 345541 sowohl Entziindungsaktivitit als auch Gelenkde-
struktion in einem Mausmodell der Kollagen-induzierten Arthritis signifikant reduzieren
(Mclntyre et al. 2003). Eine ausfiihrliche Ubersichtsarbeit von Karin et al. iiber Inhibitoren

der NF-kB-Aktivierung, insbesondere iiber IKK-Inhibitoren, ist 2004 erschienen.

5.1.2.2 Eingriffe in die NF-kB-Aktivierung bei der bakteriellen
Meningitis

Wihrend der letzten Jahre wurden zahlreiche pharmakologische Wirkstoffe, die mit der NF-

kB-Aktivierung interagieren, in Zellkulturexperimenten, in vivo Modellen und klinischen

Studien zur bakteriellen Meningitis untersucht. Darunter waren Steroide, Aspirin, Antikorper

gegen TNF-a, IL-1B und IL-10, Caspase-1-Inhibitoren sowie Antioxidantien (Koedel und
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Pfister 1997; Leib et al. 1996; Diab et al. 1999; Koedel et al. 1996; de Gans und van De 2002;
Tauber et al. 1985; Koedel et al. 1994; Bogdan et al. 1997; Koedel et al. 2002b).

Zum Beispiel konnte die Gabe von Dexamethason im Kaninchenmodell der Pneumokokken-
meningitis die Entwicklung eines Hirnddems, den Anstieg der Liquorlaktatspiegel sowie den
Anstieg des ICP vollstindig verhindern (Téauber et al. 1985). Auch in der klinischen Anwen-
dung fiihrt Dexamethason zu einem besseren Outcome der an bakterieller Meningitis er-
krankten Patienten (de Gans und van De Beek 2002).

Die systemische Gabe von IL-10 konnte eine Reihe von mit der experimentellen Pneumokok-
kenmeningitis assoziierten Vorgdngen abmildern, darunter den Anstieg im Wassergehalt des
Gehirnes, den Anstieg des ICP und die Liquorpleozytose (Koedel et al. 1996).

Die Caspase-1-Blockade oder Depletion in Ratte beziehungsweise Maus fiihrte zu einer Re-
duktion der wirtseigenen Entziindungsreaktion auf Pneumokokken und parallel dazu zu einer
Verringerung der intrakraniellen Komplikationen und einem besseren klinischen Ergebnis
(Koedel et al. 2002b).

Auch die Gabe des Antioxidans N-Acetyl-L-Cystein reduzierte Hirnddembildung, Anstieg
des ICP und meningeale Entziindung 24 Stunden nach Pneumokokkeninjektion (Koedel und
Pfister 1997). Und die Therapie mit dem Radikalfinger o-Phenyltertbutylnitron konnte in
einem Modell der Meningitis durch Streptokokken der Gruppe B den meningitisassoziierten
neuronalen Schaden signifikant senken (Leib et al. 1996).

Die Beobachtung, dass diese verschiedenartigen pharmakologischen Substanzen gleicherma-
Ben einen positive Effekt auf den Verlauf der bakteriellen Meningitis haben, kdnnte zumin-
dest teilweise auf ihrer, die NF-kB-Aktivierung hemmenden Wirkung, beruhen: Der thera-
peutische Effekt von Glukokortikoiden lédsst sich auf die Inhibierung der Genexpression von
Entziindungsmediatoren zuriickfiihren (Barnes und Adcock 1993), von denen viele sowohl
NF-kB aktivieren konnen als auch unter der transkriptionellen Kontrolle dieses Faktors ste-
hen. Die daraus resultierende positive Verstirkung einer Inflammation kann z. B. durch die
steroidvermittelte Induktion der de novo-Synthese des NF-kB-Inhibitors IkB durchbrochen
werden (Auphan et al. 1995; Scheinman et al. 1995a). Ein anderer Mechanismus ist die di-
rekte Bindung aktivierter Glukokortikoidrezeptoren an p65, wodurch die DNA-Bindung von
NF-xB und die folgende Transkriptionsinitiierung verhindert werden (Scheinman et al.
1995b; Unlap und Jope 1997; Nissen und Yamamoto 2000).

Ein Hauptteil der antiinflammatorischen Wirkung des Zytokins IL-10 wird vermutlich {iber
die Hemmung der NF-xB-Aktivitdt vermittelt, was zum einen auf die Inhibierung von IxB-

Kinasen und zum anderen auf eine Hochregulierung von p50 zuriickzufiihren ist. Letzteres
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filhrt zur Verdrangung von p50/p65 Heterodimeren aus der DNA-Bindung durch p50/p50
Homodimere, die keine Transaktivierungsdoméine besitzen (Wang et al. 1995)}.

Antioxidantien wurden als NF-kB-Inhibitoren in verschiedensten in vitro und in vivo Experi-
menten untersucht, da die ROS-Bildung als wichtiges Bindeglied zwischen zahlreichen Sti-

muli und der Aktivierung von NF-kB gelten (Schreck et al. 1991; Schmidt et al. 1996).

5.1.2.3 Probleme der NF-kB-Inhibierung

Alles in allem kann die Regulierung und Kontrolle der NF-kB-Aktivierung eine wirkungs-
volle therapeutische Strategie sein, um die Gewebeschddigung durch eine iiberschieende
Entziindungsantwort zu reduzieren. Jedoch birgt eine vollstindige und dauerhafte Blockade
der NF-kB-Aktivierung verschiedene Gefahren. NF-xB spielt eine entscheidende Rolle im
Immunsystem und fiir das Uberleben von Zellen. Zum Beispiel fiihrt die Deletion des Genlo-
kus von p65 zu embryonaler Letalitit begleitet von einer massiven Leberdegeneration ausge-
16st durch Apoptose (Beg et al. 1995). Méuse, denen die p5S0-Untereinheit von NF-kB fehlt,
entwickeln sich zwar scheinbar normal, zeigen aber multifokale Defekte des Immunsystems,
die unter anderem B-Lymphozyten und die angeborene Immunantwort betreffen (Sha et al.
1995), allerdings sind p50-defiziente Méuse resistent gegeniiber MOG (Myelinoligodendrozy-
tenglykoprotein)-induzierter experimenteller autoimmuner Enzephalomyelitis und ischidmi-
scher Hirnschiddigung (Hilliard et al. 1999; Schneider et al. 1999). Kastenbauer et al. (2004)
konnten zeigten, dass p50 bei der experimentellen Pneumokokkenmeningitis notwendig fiir
Pneumokokkeneradikation und Kontrolle der Entziindungsreaktion ist, so dass mogliche ad-
juvante Therapien der bakteriellen Meningitis moglichst nicht mit Expression oder nukleédrer
Translokation von p50 interferieren sollten. Zudem konnte kiirzlich in einem Rattenmodell
des Carageenin-induzierten Pfotenddems gezeigt werden, dass die Hemmung von NF-kB
wihrend des Entziindungsriickgangs iiber eine Hemmung der Leukozytenapoptose zu einer
Verldngerung der Entziindungsantwort fiihrt (Lawrence et al. 2001).
Neben diesen tierexperimentellen Befunden ldsst sich auch anhand genetisch bedingter Er-
krankungen, die mit gestorter NF-kB-Aktivierung einhergehen, zeigen, dass die Funktion von
NF-«B nicht redundant ist. Die beiden X-chromosomalen Erkrankungen EDA-ID (hypo- oder
anhidrotische ektodermale Dysplasien und Immundefizienz) und IP (incontinentia pigmenti)
fiihren {liber eine Mutationen des Genlokus fiir IKK-y zu reduzierter (EDA-ID) beziehungs-
weise vollstandig defekter (IP) NF-kB-Aktivierung (Doffinger et al. 2001; Zonana et al. 2000;
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Smahi et al. 2000). Ménnliche Trager der IP-Mutation versterben in utero an einem apopto-
tisch bedingten Leberversagen, wohingegen heterozygot betroffene Frauen nur voriibergehend
erkranken, da die betroffenen Zellen der Haut aufgrund fehlender konstitutiver NF-xB-Akti-
vierung an Apoptose zugrunde gehen, eine Immunschwiche besteht in der Regel nicht
(Zonana et al. 2000; Smabhi et al. 2000). Bei Patienten mit EDA-ID tritt neben einer Entwick-
lungsstorung von Driisen, Haaren und Zihnen eine schwere Immundefizienz vor allem ge-
geniiber bakteriellen Infektionen auf (Doffinger et al. 2001). Eine Grundaktivitit von NF-kB
ist offensichtlich notwendig, um die Zellen vor Apoptose zu schiitzen, wihrend die komplette
Aktivierung fiir eine funktionierende Abwehr notwendig ist (Senftleben 2003). Dies sollte
man bedenken, wenn man therapeutisch in die NF-kB-Aktivierung eingreift.

Der bereits in der Therapie des multiplen Myeloms eingesetzte Proteasomeninhibitor
Bortezomib ist verhéltnismédBig gut vertrdglich. An Nebenwirkungen tritt dosisabhingig
neben Knochenmarksdepression und gastrointestinalen Beschwerden eine reversible
Polyneuropathie auf.

Eine adjuvante Therapie mit Inhibitoren der NF-kB-Aktivierung bei bakterieller Meningitis
wire vor allem wéhrend der ersten Tage der Erkrankung sinnvoll. Da es sich damit nur um
einen kurzzeitigen Eingriff in das NF-kB-System handelt, spielen die oben angefiihrten
Probleme wahrscheinlich nur eine geringe Rolle. Die Dosierung eines Inhibitors sollte so ge-
wihlt werden, dass eine vollstindige Blockade der NF-kB-Aktivierung, und damit die Apop-

toseinduktion in verschiedenen Geweben vermieden wird.
Zusammenfassend sprechen unsere Daten dafiir, dass die Aktivierung von NF-xB eine wich-

tige Rolle in der Entwicklung von meningealer Entziindungsreaktion und zentralnervésen

Komplikationen im Akutstadium der experimentellen Pneumokokkenmeningitis spielt.
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5.2 Die Rolle der Mastzelle in der experimentellen
Pneumokokkenmeningitis

Mastzellen sind vor allem fiir ihre Beteiligung an allergischen Reaktionen wie der IgE-ver-
mittelten Hypersensitivitdt oder Autoimmunerkrankungen bekannt. Thre physiologische Rolle
allerdings ist weiterhin ein Diskussionsgegenstand. In experimentellen Studien zu bakterieller
Pneumonie und Peritonitis konnte gezeigt werden, dass Mastzellen die Neutrophilenrekrutie-
rung und Erregereradikation, vor allem mittels in Granula gespeichertem TNF-a, effektiv
modulieren (Malaviya et al. 1996; Echtenacher et al. 1996). Dass Mastzellen eine wichtige
Rolle in der Abwehr bakterieller Erreger spielen, konnte in weiteren Untersuchungen unter-
mauert werden: so ist z. B. neben TNF-a auch von Mastzellen sezerniertes Leukotrien B4 und
C4 an der Abwehr bakterieller Infektionen beteiligt, so sind Mastzellen fiir die effektive Bak-
terieneradikation bei experimenteller Cystitis wichtig und sie sind an der Lymphknoten-
schwellung im Rahmen von Infektionen beteiligt (Malaviya und Abraham 2000; Malaviya et
al. 2004; McLachlan et al. 2003). Die Funktion der Mastzellen im Bereich der
neuroinfektiologischen Erkrankungen ist dagegen weitgehend unbekannt. Lediglich post
mortem Untersuchungen zu Parasitosen wie der Neurozystizerkose konnten eine Anhdufung
von Mastzellen im Hirngewebe nachweisen (Masliniska et al. 2001).

In der vorliegenden Studie konnten wir zeigen, dass Mastzellen wéhrend der experimentellen
Pneumokokkenmeningitis aktiviert werden und den klinischen Verlauf, die meningitisassozi-
ierten zentralnervosen und systemischen Komplikationen sowie die wirteigene Entziindungs-
reaktion im Verlauf der Erkrankung beeinflussen, allerdings sind zahlreiche Fragen beziiglich

der Effektormechanismen weiterhin offen.

5.2.1 Mastzellspezifische Erregererkennung und Mastzellaktivierung

Als Effektorzellen des angeborenen Immunsystems kdnnen Mastzellen eine Vielzahl von
Keimen erkennen und binden. Mastzellen besitzen zwei Grundmechanismen der mikrobiellen
Erkennung: opsoninabhingig und —unabhéngig. Die opsoninunabhingige Interaktion {iber
spezifische Rezeptoren ist bisher am besten fiir Enterobakterien charakterisiert. Enterobakte-
rien, die FimH, ein mannosebindendes Lektin, besitzen, werden tiber das Glykosylphosphati-
dylinositol-verankerte Molekiil CD48 von Mastzellen gebunden (Malaviya et al. 1994a; Mala-
viya et al. 1994b). Uber diese Bindung konnen die Bakterien von der Mastzelle phagozytiert
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werden, sie induziert aber auch eine Mastzellaktivierung und fiihrt damit zur Degranulierung
der Zellen. Bislang liegen noch keine Untersuchungen zu einer direkten Interaktion von Mast-
zellen mit Streptococcus pneumoniae vor. Kiirzlich erschienene Studien konnten zeigen, dass
Peptidoglykan (PGN), ein Zellwandbestandteil grampositiver Keime, iiber Toll-like-Rezeptor-
2, einem Mustererkennungsrezeptor, Mastzellen in vitro und in vivo stimulieren kann, was zur
Ausschiittung zahlreicher Zytokine fiihrt (Supajatura et al. 2002; Varadaradjalou et al. 2003;
McCurdy et al. 2003). Da hitzeinaktivierte Pneumokokken in Fibroblasten, die TLR-2
exprimieren, zu einer NF-kB-Aktivierung fiihrten, konnte dies einen potentiellen Mechanis-
mus der direkten Mastzellstimulierung wihrend einer Pneumokokkenmeningitis darstellen
(Yoshimura et al. 1999). Opsonierte Erreger konnen von Mastzellen iiber
Immunglobulinrezeptoren fiir IgG (FcyR) und IgE (FceR) oder Komplementrezeptoren fiir
C3b erkannt werden (Katz et al. 1992; Metzger 1991; Sher 1976). Die komplement-vermit-
telte Opsonierung der bekapselten Pneumokokken ist ein wichtiger Abwehrmechanismus bei
systemischen Pneumokokkeninfektionen (Alonso, V et al. 1995; Brown et al. 2002a).

Neben der direkten Stimulation durch Bakterien kdnnen auch meningitisassoziierte Entziin-
dungsmediatoren wie IL-13, TNF-a, MIP-1a,, MIP-2 und Substanz P eine Mastzellaktivie-
rung triggern (Alam et al. 1994; Yano et al. 1989; Brzezinska-Blaszczyk und Pietrzak 1997,
Galli et al. 1999).

Im Gegensatz zu der sekundenschnellen, fiir den Wirt schidlichen, anaphylaktischen Reak-
tion, die durch die schnelle Vernetzung der IgE-Rezeptoren und anschlieBende Fusion der
Granula ausgelost wird, ist die bakterien- oder zytokininduzierte Mastzelldegranulierung
wahrscheinlich ein gradueller Prozess. Er dauert bei in vitro Untersuchungen mit Escherichia
coli mehr als eine Stunde (Malaviya et al. 1994a), in vivo Untersuchungen liegen nicht vor.
Wir fanden im Gehirn nicht infizierter Méause stark granulierte Mastzellen; der GroBteil der
Mastzellen war perivaskuldr, periventrikulér und meningeal zu sehen, also an Orten, an denen
sich die Entziindungsreaktion wéhrend einer Pneumokokkenmeningitis vorwiegend abspielt.
Vier und vierundzwanzig Stunden nach Inokulation mit Streptococcus pneumoniae fanden
sich fast ausschlieBlich spirlich granulierte Mastzellen in den genannten Hirnregionen und
zudem eine signifikant erniedrigte Mastzellgesamtzahl. Die geringere Anzahl von sichtbaren
Mastzellen fiithren wir auf die Schwierigkeit zuriick, vollstindig degranulierte Mastzellen
lichtmikroskopisch nachzuweisen, da die gingigen Mastzellfirbungen die Mastzellgranula
anfarben. Wir gehen daher von einer vollstdndigen Degranulierung dieser Zellen aus.

Damit konnten wir erstmals zeigen, dass es bei einer bakteriellen ZNS-Infektion zu einer

Mastzellaktivierung im Gehirn kommt. Wir gehen davon aus, dass die Aktivierung der Mast-
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zellen sowohl direkt durch Bakterien oder deren Zellwandbestandteile als auch durch menin-

gitisassoziierte Entziindungsmediatoren erfolgt.

5.2.2 Funktionelle Bedeutung der Mastzellen in Erregerabwehr und
Neuroinflammation

Bei den bisher im Mausmodell an mastzelldefizienten WBB6F1/J-Kit"/Kit"™ (kurz W/W™)
Mausen untersuchten Infektionen flihrte die Mastzelldefizienz zu einem signifikant schwere-
ren Krankheitsverlauf. So konnten Malaviya (1996) und Echternachter (1996) unabhéngig
voneinander zeigen, dass Mastzellen eine kritische Rolle in der Abwehr gramnegativer Bakte-
rien spielen. In dem Caecum-Ligations- und Punktions-(CLP) Modell der bakteriellen Perito-
nitis starben 80 % der mastzelldefizienten W/W™ Tiere, wihrend die Krankheit weder bei
Wildtyptieren noch bei mastzellrekonstituierten Tieren letal verlief, was belegt, dass die beo-
bachteten Unterschiede durch Mastzellen und nicht aufgrund anderer durch die c-kit Mutation
bedingter Verinderungen ausgelost wurde. In der Peritonealfliissigkeit von W/W™ Miusen
fanden sich fiinfmal weniger Neutrophile und signifikant hohere bakterielle Titer als bei
Wildtyptieren und mastzellrekonstituierten Médusen. Echternachter (1996) konnte zudem zei-
gen, dass das in Mastzellen gespeichert vorliegende TNF-a entscheidend fiir Neutrophilen-
rekrutierung und Pathogeneliminierung ist. Untersuchungen zur pulmonalen Infektion mit
Klebsiella pneumoniae oder zur enterobakteriellen Cystitis konnten diese entscheidende Rolle
der Mastzellen im Rahmen der angeborenen Immunantwort weiter erhirten (Malaviya et al.
1996; Malaviya et al. 2004).

Zur Funktion der Mastzelle bei bakteriellen Infektionen des ZNS liegen bisher keine Untersu-
chungen vor, aber in Studien zur Multiplen Sklerose (MS) und der experimentellen allergi-
schen Enzephalomyelitis (EAE) konnte eine funktionelle Beteiligung von Mastzellen an der
Neuroinflammation nachgewiesen werden (Brenner et al. 1994; Rozniecki et al. 1995; Secor
et al. 2000). Secor et al. (2000) konnten zeigen, dass bei W/W™ Mausen nach MOG-Injektion
EAE-Symptome spiter und weniger schwer auftreten. Die Mastzellrekonstitution stellte die
typische EAE Empfanglichkeit wieder her. Man geht davon aus, dass die Mastzellaktivierung
wihrend der EAE iiber den FcyR erfolgt und dass die Mastzelle aufgrund der Menge und
Vielfiltigkeit von Entziindungsmediatoren in ihren Granula verschiedenste Abwehrwege ak-
tiviert und somit zu einer Verstarkung der Immunantwort, insbesondere der Thl-vermittelten

Reaktionen, fiihrt. Mastzellen sollen vor allem an Bluthirnschrankenstdrung, Neutrophilen-
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und T-Zellrekrutierung sowie am Gewebeumbau im ZNS beteiligt sein (Secor et al. 2000;
Brown et al. 2002b; Benoist und Mathis 2002).

Die Annahme, dass diese Effekte durch Mastzellen des ZNS bedingt sind, wurde kiirzlich
durch eine Studie, in der die Gewebeverteilung von mit griinfluoreszierendem Protein mar-
kierten Mastzellen nach Rekonstitution untersucht wurde, in Frage gestellt (Brown et al.
2002b). Die Mastzellrekonstitution fiihrte, wie in der oben angefiihrten Studie, zu einem dem
Wildtyp vergleichbaren EAE-Verlauf bei W/W™ Méusen, allerdings lieBen sich zu diesem
Zeitpunkt (10 Wochen nach Mastzelltransplantation) keine Mastzellen im ZNS nachweisen.
Diesen Befunden stehen neben anderen tierexperimentellen Studien (Secor et al. 2000), die
Mastzellen nach Transplantation im ZNS nachweisen konnten, auch die Befunde klinischer
Studien entgegen, die unter anderem zeigen konnten, dass Genexpressionsprofile einen uner-
wartet hohen Anteil mastzellspezifischer Gentranskripte in MS-Lésionen zeigten (Lock et al.
2002) und sich im Liquor von MS-Patienten signifikant erhdhte Tryptasespiegel nachweisen
lieBen (Rozniecki et al. 1995). Diese mastzellspezifische Protease wird nur nach Zellaktivie-
rung freigesetzt, der Nachweis im Liquor spricht fiir eine lokale Mastzellaktivierung. Wir
konnten nach Mastzelltransplantation Mastzellen im ZNS nachweisen, die wie bei infizierten
Wildtyptieren Zeichen der Degranulierung aufwiesen. Daher gehen wir von einer Aktivierung

und funktionellen Beteiligung dieser Mastzellen aus.

5.2.3 Funktionelle Bedeutung der Mastzellen wahrend der
experimentellen Pneumokokkenmeningitis

Man geht davon aus, dass der klinische Verlauf der bakteriellen Meningitis vor allem durch
meningitisassoziierte zentralnervose Komplikationen wie Anstieg des intrakraniellen Drucks,
Hirnédem und Gefal8komplikationen bestimmt wird, doch auch systemische Komplikationen
sind an einem ungiinstigen Krankheitsverlauf beteiligt (Pfister et al. 1993; Kastenbauer und
Pfister 2003).

In der vorliegenden Studie zur experimentellen Pneumokokkenmeningitis war der klinische
Verlauf bei mastzelldefizienten W/W™ Méusen signifikant giinstiger verglichen mit Wildtyp-
tieren und mastzellrekonstituierten W/W™+BMMC Méusen.
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5.2.3.1 Systemische Komplikationen

Da Streptococcus pneumoniae vom ZNS aus hdmatogen in die peripheren Organe streuen
kann, konnen internistische Komplikationen, im besonderen schwere Sepsis und Pneumonie,
zu einem ungiinstigen Verlauf der Pneumokokkenmeningitis fiihren (Pfister et al. 1993;
Kastenbauer und Pfister 2003; Scheld et al. 1980). Aufgrund folgender Beobachtungen gehen
wir davon aus, dass eine Reduktion der systemischen Komplikationen an dem giinstigeren
klinischen Verlauf bei W/W™ Miusen beteiligt ist: (i) mastzelldefiziente Tiere hatten weniger
respiratorische Probleme (Atemgerdusche, Sekretbildung); (ii) Wildtyp- und W/ W '+BMMC
Miusen hatten einen signifikanten Anstieg des spezifischen Neutrophilenmarkers Myelo-
peroxidase im Lungengewebe als Hinweis auf pulmonale Infiltrate, W/W™ Maiuse unterschie-
den sich nicht von Kontrollen; (iii) bei infizierten Wildtyp- und W/W +BMMC Miusen kam
es zu einer ausgepragten Hypothermie, einem Indikator einer septischen Symptomatik, wéh-
rend W/W™ Maiuse nach 24 Stunden nur leicht erniedrigte Temperaturen hatten.

Im Gegensatz zu unseren Befunden war die Mastzelldefizienz in den in vivo Studien zu Peri-
tonitis, Pneumonie und Cystitis (vgl. 5.2.2) mit einem schlechteren klinischen Verlauf, dort
anhand der Mortalitét bestimmt, assoziiert. Allerdings handelte es sich um Infektionen Gram-
negativer Erreger mit einem Fokus auBlerhalb des ZNS. Doch konnte kiirzlich erstmals im
CLP-Sepsismodell gezeigt werden, dass mit Mastzell-Dipeptidyl-Peptidase I (DPPI) ein
Mastzellprodukt entscheidend an der Mortalitét der septischen Peritonitis beteiligt ist (Mallen-
St Clair et al. 2004). Mit Hilfe von DPPI"/IL-6" Doppel-knockout-Miusen konnte zudem
gezeigt werden, dass der Uberlebensvorteil der DPPI"-Miuse durch héhere IL-6-Spiegel be-
dingt war (Mallen-St Clair et al. 2004). IL-6 ist, wie aus Studien an IL-6"" Miusen bekannt
ist, wichtig fiir Uberleben und erfolgreiche Abwehr bei Pneumokokkenpneumonie (van der
Poll et al. 1997). Untersuchungen zur Bedeutung von DPPI bei Infektionen durch Streptococ-
cus pneumoniae liegen bisher noch nicht vor. Der Mangel an Mastzell-DPPI stellt somit eine
potentielle Ursache fiir die geringere Auspragung von Sepsis und Pneumonie bei mastzellde-
fizienten Méusen im Rahmen der Pneumokokkenmeningitis dar.

Hinsichtlich der Koérpertemperatur weisen verschiedene Studien darauf hin, dass Histamin —
im besonderen das aus Mastzellen — in die Temperaturregulation eingreift. So fiihrt intra-
ventrikulér injiziertes Histamin bereits in geringen Dosen zu einem dramatischen Abfall der
Korpertemperatur (Chen et al. 1999), moglicherweise iiber hypothalamische Histaminrezepto-
ren (Sakata et al. 1997). Und in einem Modell der IgE-abhidngigen systemischen Anaphylaxie

konnte gezeigt werden, dass es im Gegensatz zu Wildtyptieren bei histamindefizienten (HDC
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[Histamindecarboxylase]”") Méusen sowie mastzelldefizienten W/W™ Miusen gleichermafien
nicht zu einem Temperaturabfall wihrend der Anaphylaxie kommt (Makabe-Kobayashi et al.
2002). Uber die Rolle von Histamin bei septischen Krankheitsverldufen liegen keine Daten

Vor.

5.2.3.2 Zentralnervose Komplikationen

Entsprechend der klinischen Besserung zeigte die Untersuchung der ZNS-Komplikationen bei
W/W™ Miusen einen deutlich geringeren Anstieg des ICP als bei Wildtyp- und
W/W+BMMC Miusen. Uberraschenderweise wurde die Reduktion des ICP nicht von einer
Reduktion der Bluthirnschrankenpermeabilitit und des dadurch bedingten vasogenen Odems
begleitet. Das vasogene Odem gilt als Hauptursache der ICP-Erhohung bei bakterieller
Meningitis, allerdings stellen zytotoxisches und interstitielles Odem, LiquorabfluBstdrungen
und Zunahme des zerebralen Blutvolumens weitere wichtige Ursachen dar (Quagliarello und
Scheld 1992; Scheld et al. 1980; Tureen et al. 1990). Mastzellen sind die Hauptquelle des
vasoaktiven Mediators Histamin. Histamin fiihrte in vitro zu einer Erweiterung intrazerebraler
Widerstandsgefdle der Ratte und in einem Hyperthermiemodell konnte die Steigerung des
zerebralen Blutflusses durch H, (Histaminrezeptor-2)-Antagonisten gechemmt werden (Dacey,
Jr. und Bassett 1987; Patnaik et al. 2000). Durch eine histaminvermittelte Stérung der
Gefdlregulation im ZNS konnten Mastzellen an der Steigerung des intrakraniellen Druckes
wihrend der experimentellen Pneumokokkenmeningitis beteiligt sein.

Mastzellen besitzen mit Chymase, Tryptase und Cathepsin G Mediatoren, die direkt und iiber
Aktivierung von Matrixmetalloproteinasen (Rozniecki et al. 1995; Armao et al. 1997), durch
Degradierung der Basalmembran an der Steigerung der BBB-Permeabilitit im Rahmen der
bakteriellen Meningitis beteiligt sein konnten. Allerdings werden im Rahmen der bakteriellen
Meningitis massiv Substanzen, die die BBB-Permeabilitdt erhdhen, auch von anderen Zellen,
wie zum Beispiel Neutrophilen und Endothelzellen, ausgeschiittet (Paul et al. 1998; Koedel et
al. 1995; Kastenbauer et al. 1999a). So dass Mastzellen zwar bei weniger fulminant verlaufen-
den Entziindungen wie zum Beispiel der MS messbar zur BBB-Storung beitragen (Rozniecki
et al. 1995), aber keine signifikante Auswirkung auf die Bluthirnschranke im Rahmen der
massiven Inflammation bei bakterieller Meningitis haben. Passend zu den fehlenden Unter-

schieden hinsichtlich der BBB-Stérung fanden wir im Hirngewebe infizierter Méuse auch
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keine signifikanten Unterschiede in der MMP-9 Aktivitdt, einem wichtigen Faktor der BBB-
Schiadigung wihrend der bakteriellen Meningitis (Paul et al. 1998; Leppert et al. 2000).

524 Bedeutung der Mastzelle fiir die wirtseigene Immunreaktion bei
experimenteller Pneumokokkenmeningitis

Die intrazisternale Pneumokokkeninjektion fiihrte bei allen infizierten Tieren zu einer ausge-
pragten Liquorpleozytose, jedoch fanden sich bei mastzelldefizienten Tieren bereits nach 4
Stunden nahezu doppelt so hohe Liquorzellzahlen und nach 24 Stunden dreifach hohere
Werte im Vergleich zu Wildtyptieren. Da nach Mastzelltransplantation die Liquorzellzahl
wieder auf dem Niveau der Wildtyptiere lag, gehen wir davon aus, dass dieser Effekt mast-
zellbedingt ist und Mastzellen somit bei der Pneumokokkenmeningitis moglicherweise inhi-
bitorisch auf die Leukozytenrekrutierung in das ZNS wirken.

An der Neutrophilenrekrutierung bei bakterieller Meningitis sind verschiedenste Mediatoren
direkt oder indirekt beteiligt, von denen viele von Mastzellen produziert oder aktiviert werden
konnen. Um Unterschiede in der Proteinexpression zentraler Faktoren zu erkennen, fiihrten
wir einen Proteinarray an Hirnhomogenat durch. Es zeigte sich aber, dass die als die effek-
tivsten neutrophilenchemotaktischen Mediatoren bei der murinen bakteriellen Meningitis
geltenden CXC-Chemokine MIP-2 und KC bei allen infizierten Tiere gleichermaBlen erhoht
waren (Koedel et al. 2001; Koedel et al. 2004). MIP-2 und KC sind funktionelle Homologe
der Maus von humanem IL-8 und GRO (growth-related oncogene). Auch in der
Proteinexpression der fiir das Neutrophileniiberleben und die Neutrophilenrekrutierung
wichtigen Zytokine GCSF (granulocyte stimulating factor), IL-6 und IL-1p (IL-1B gemessen
mittels ELISA) ergaben sich keine Unterschiede.

Um sicherzugehen, dass die massiven Effekte auf die Neutrophilenrekrutierung — auch bei
Reversibilitdt durch Mastzelltransplantation — nicht zumindest teilweise auf die Mutation des
SCF-Rezeptors c-kit zuriickzufiihren sind, untersuchten wir die Expression von c-kit und SCF
im Hirnhomogenat nach Pneumokokkeninfektion; dabei zeigten sich keine Unterschiede zwi-

schen den Versuchsgruppen, so dass wir diese Faktoren als Ursache ausschlieen konnten.
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Diese Befunde sind aus verschiedenen Griinden iiberraschend:

(1) Es ist ungewohnlich, dass es im Rahmen der bakteriellen Meningitis zu einer massiven
Erh6éhung der Liquorpleozytose kommt, ohne dass andere zentrale Faktoren der Entziindungs-
antwort wie IL-1p oder MIP-2 und KC messbar verdndert sind. In zahlreichen Untersuchun-
gen zur experimentellen Pneumokokkenmeningitis gingen diese Parameter Hand in Hand
(Winkler et al.; Koedel et al. 2001). Mastzellen konnten zu lokal begrenzten Verdnderungen
der Zytokinkonzentration fiithren, die durch unsere Memethoden nicht erfasst werden. Zu
untersuchen bleibt, ob andere Faktoren der Neutrophilenrekrutierung betroffen sind. Mogli-
cherweise gibt es Unterschiede in der Integrin- oder Selektinexpression. Allerdings zeigte
eine kiirzlich erschienene Studie, dass Uberstinde von mit Pseudomonas aeruginosa stimu-
lierten Mastzellen zu einer starken Expression von ICAM-1 und E-Selektin in HUVECs (hu-
man umbilical vein endothelial cells) fiihrte (Lin et al. 2002), was eher auf eine Forderung der
Neutrophilenmigration durch Mastzellen als auf eine Hemmung hindeutet.

(i1) Bisher liegen keinerlei Untersuchungen vor, die einen hemmenden Einfluss von Mastzel-
len auf die Leukozytenrekrutierung beschreiben. Im Gegenteil wurden in den unter 5.2.2
aufgefiihrten Untersuchungen extrakranieller gramnegativer Infektionen, Mastzellen — vor
allem mittels ihrer frithen und massiven TNF-a-Ausschiittung - als essentieller Faktor der
Neutrophilenrekrutierung identifiziert (Malaviya et al. 1996; Echtenacher et al. 1996). Auch
in Modellen zu T-Zell-vermittelten Entziindungen wurde die Auswirkung der Mastzellen auf
die Neutrophilenrekrutierung untersucht (Biedermann et al. 2000; Schramm et al. 2002; Take-
shita et al. 2003). So war in einem Modell der THCB induzierten Kontaktallergie die
Neutrophileninfiltration bei mastzelldefizienten W/W™-Mausen signifikant geringer und die
Mastzellrekonstitution fithrte wieder zum Ausgangszustand. Die Autoren gehen davon aus,
dass von Mastzellen produziertes MIP-2 und TNF-a fiir diese Befunde ursdchlich sind
(Biedermann et al. 2000), wihrend in einem Modell der Zymosan-induzierten Pleuritis bei
vergleichbaren Befunden Leukotrien B4 als Bindeglied beschrieben wurde (Takeshita et al.
2003). Alle genannten Studien untersuchen allerdings Entziindungen auflerhalb des ZNS. Da
wir im Rahmen der Untersuchung der systemischen Komplikationen (siehe 5.2.3.1) bei mast-
zelldefizienten Tieren mit einer signifikant geringeren Neutrophileninfiltration in das Lun-
gengewebe diesen Studien vergleichbare Befunde erhoben, gehen wir davon aus, dass Mast-
zellen in ZNS und Peripherie verschiedene Rollen fiir die Neutrophilenrekrutierung spielen.
An Komplementfaktor C3- und C4-defizienten Mdusen konnte gezeigt werden, dass die mast-
zellabhingige Neutrophilenrekrutierung bei der CLP-Peritonitis komplementabhéngig ist

(Prodeus et al. 1997). Bestimmte Formen der Mastzellaktivierung, wie die IgE-vermittelte
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Hypersensitivitit sind immunglobulinabhingig (Krishnaswamy et al. 2001). Immunglobuline
und Komplement sind im Liquor Gesunder so gut wie nicht vorhanden (Simberkoff et al.
1980; Stahel et al. 1997). Nach Infektion steigen die Komplement- und Immunglobulinkon-
zentrationen zwar an, jedoch bleiben sie unter den Konzentrationen, die eine ausreichende
Opsonierung gewihrleisten (Simberkoff et al. 1980). Diese Besonderheiten des Liquorraumes
konnten zu den Funktionsunterschieden beitragen und dazu fiihren, dass andere Mastzellef-
fekte in den Vordergrund treten. Mastzellen sind die einzigen Zellen des Korpers, die Heparin
speichern konnen, und eine Hauptquelle endogenen Heparins; dies gilt auch fiir die Mastzel-
len des ZNS (Tyrell et al. 1995; Kiernan 1976; Edvinsson et al. 1977). Es konnte gezeigt wer-
den, dass therapeutisch appliziertes Heparin Auswirkung auf die Neutrophilenrekrutierung
besitzt (Tyrell et al. 1995; Springer 1994). Weber et al. (1997) konnten dies auch fiir Heparin
im Rahmen der experimentellen Meningitis bestétigen, wo die Applikation von Heparin das
Rollen der Neutrophilen in pialen Gefdlen hemmte und entziindliche Verdnderungen mil-
derte. Zur Wirkung endogener Heparine liegen bisher noch keine Untersuchungen vor. Hepa-
rin aus Mastzellen konnte aber ein mdglicher Inhibitor der Neutrophilenrekrutierung im Rah-
men der experimentellen Pneumokokkenmeningitis sein. Auch Histamin, das ebenfalls haupt-
sachlich von Mastzellen sezerniert wird, ist ein mdglicher Inhibitor. In einer Studie zur expe-
rimentellen Peritonitis durch E.coli. waren in der Peritonealfliissigkeit von histamindefizien-
ten HDC”~ Miusen rund 3-fach héhere Neutrophilenzahlen nachweisbar als bei Wildtyptieren.
Zudem kam es bei den HDC™™ Tieren auch zu einer schnelleren Pathogeneliminierung (Hori et

al. 2002).

In zahlreichen experimentellen Studien zur bakteriellen Meningitis geht eine Reduktion der
ZNS-Komplikationen mit einer Reduktion der Liquorpleozytose einher (Koedel et al.
2002b/c), so dass das Auseinanderweichen dieser Parameter bei mastzelldefizienten Tieren
erstaunt. Jedoch konnten Tauber et al. (1988) keine Unterschiede zwischen neutropenischen
Kaninchen und Wildtyptieren hinsichtlich der Ausprigung von ZNS-Komplikationen fest-
stellen. Zudem fand man auch bei iNOS und IL-6-defizienten Méusen bei einer erhohten Li-
quorzellzahl eine Reduktion der intrakraniellen Komplikationen wéhrend der Pneumokok-
kenmeningitis (Winkler et al. 2001; Paul et al. 2003). Kastenbauer und Pfister (2003) zeigten
in einer klinischen Studie zur Pneumokokkenmeningitis, dass ZNS-Komplikationen mit nied-
rigen Liquorzellzahlen assoziiert sind. So dass wir davon ausgehen, dass Liquorzellzahl und
Auftreten zentralnervoser Komplikationen bei Pneumokokkenmeningitis nicht direkt mitein-

ander korrelieren.
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Die bakteriellen Titer waren bei mastzelldefizienten W/W™ Tieren im Kleinhirn um den Fak-
tor 4 niedriger (was bei geringer interindividuellen Streuung signifikant war), die Werte der
mastzellrekonstituierten W/W+MC Miuse mit doppelt so hohen Titern dazwischen. Wir
gehen nicht davon aus, dass diese Befunde auf eine mastzellbedingte Storung der Patho-
geneliminierung hinweisen. Erstens da die Mastzellrekonstitution nicht zu einer signifikanten
Verdnderung fiihrte und zweitens, da in Studien zur Rolle von TLR-2 und MyD88 bei experi-
menteller Pneumokokkenmeningitis, die eine Stoérung der Bakterieneliminierung zeigen
konnten, die Titer um den Faktor 50 differierten (Koedel et al. 2003; Koedel et al. 2004).
W/W™ Mause hatten eine so massiv hohere Liquorpleozytose verglichen mit mastzellsuffi-
zienten Tieren, dass man sich die niedrigeren bakteriellen Titer bei W/W™ Méusen auch durch
vermehrte Phagozytose erkldren konnte, obwohl Pneumokokken des Serotyps 3 besonders

resistent gegeniiber Phagozytose sind (Jarva et al. 2002; Hostetter 1986).

Insgesamt sprechen unsere Befunde dafiir, dass Mastzellen in die Pathophysiologie der expe-
rimentellen Pneumokokkenmeningitis eingreifen. Es konnte erstmals gezeigt werden, dass
zerebrale Mastzellen im Rahmen einer bakteriellen Infektion aktiviert werden. Mastzellen
bzw. ihre Produkte sind an einem schweren klinischen Krankheitsverlauf beteiligt und tragen
zur Entwicklung meningitisassoziierter intrakranieller und systemischer Komplikationen bei.
Interessanterweise scheinen Mastzellen zudem einen inhibitorischen Effekt auf die Leukozy-

tenrekrutierung in das ZNS zu haben.
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6 Zusammenfassung

Trotz wirksamer Antibiotikatherapie, Immunmodulation durch Steroide und spezialisierter
intensivmedizinischer Behandlung ist die Prognose der Pneumokokkenmeningitis weiterhin
ungiinstig. Aufgrund zentralnervoser und systemischer Komplikationen versterben weiterhin
15 bis 35 Prozent der Erkrankten und ein Drittel der liberlebenden Patienten leidet an bleiben-
den neurologischen Schéden. Fiir die Entwicklung neuer adjuvanter Behandlungsstrategien ist
die Kenntnis der Pathosphysiologie von zentraler Bedeutung. Das Ziel der vorliegenden Ar-
beit war es daher, durch Untersuchung pathophysiologischer Abldufe wéhrend der Pneumo-
kokkenmeningitis mogliche Angriffspunkte fiir neue adjuvante Therapien zu identifizieren.

Es wurden Mechanismen der Immuninduktion (am Beispiel der Rolle des Transkriptionsfak-
tors NF-kB) und der Immunregulation (am Beispiel der Bedeutung von Mastzellen) bei der

experimentellen Pneumokokkenmeningitis untersucht.

6.1 Die Rolle des Transkriptionsfaktors NF-xB bei der
experimentellen Pneumokokkenmeningitis

NF-«B ist ein zentraler Transkriptionsfaktor entziindlicher Erkrankungen. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Aktivierung von NF-kB im Gehirn bei der experimentellen Pneumokok-
kenmeningitis untersucht. AnschlieBend wurde die Auswirkung zweier verschiedener
Inhibitoren der NF-kB-Aktivierung auf zentralnervose Komplikationen und klinische
Symptome in einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium betrachtet: zum einen die des
Calpaininhibitors ALLN, der in die IxB-Proteinolyse eingreift, und zum anderen von BAY

11-7085, einem Inhibitor der IkB-Phosphorylierung.

Die Untersuchungen wurden in folgendem Tiermodell durchgefiihrt: Médnnliche Wistar-Rat-
ten wurden nach einer klinischen Eingangsuntersuchung mit S. pneumoniae intrazisternal
infiziert und nach 6 sowie 18 Stunden erhielten die Tiere jeweils einen der beiden NF-kB-
Inhibitoren (beziehungsweise phosphatgepufferte Saline bei Kontrollen). 24 Stunden nach
Infektion wurden die Tiere anhand eines klinischen Score-Systems untersucht, anschlieSend
narkotisiert und beatmet. Blutdruck, Temperatur und intrakranieller Druck wurden kontinu-

ierlich tiberwacht und regelméBig wurden Blutgasanalysen durchgefiihrt. Die Messung des ze-
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rebralen Blutflusses wurde mittels Laserdopplersonde iiber einem Knochenfenster durchge-
fiihrt, ferner wurden Autoregulation und CO,-Reaktivitit der zerebralen Gefdale bestimmit.
Zur Quantifizierung der Bluthirnschrankenstérung wurde der Farbstoff Evans-Blau intravasal
injiziert und eine Stunde danach wurde Liquor zur Bestimmung von Evans-Blau-Konzentra-
tion, Zellzahl und IL-6-Konzentration gewonnen. Nach transkardialer Perfusion wurden die

Gehirne fiir histologische und molekularbiologische Untersuchungen entnommen.

Die Experimente fiihrten zu folgenden Ergebnissen:

1. Die Pneumokokkenmeningitis war mit einem Anstieg der NF-kB-Aktivitéit assoziiert,
bestimmt mittels Immunhistochemie und Western Blot Analyse an Hirngewebe von
Ratten 24 Stunden nach Infektion.

2. Die Behandlung mit den Inhibitoren der NF-kB-Aktivierung ALLN und BAY 11-
7085 fiihrte zu einem signifikant besseren klinischen Score von behandelten gegen-
iber unbehandelten Tieren.

3. Dieser giinstige Effekt auf die klinische Symptomatik wurde von einer signifikanten
Reduktion der Bluthirnschrankenstérung, des Anstiegs des intrakraniellen Druckes,
der Storung von zerebrovaskuldrer CO;-Reaktivitit und Autoregulation sowie der Li-

quorpleozytose und der IL-6-Liquorkonzentration begleitet.

Zusammenfassend legen diese Daten nahe, dass die NF-kB-Aktivierung eine zentrale Rolle in
der Entstehung der meningealen Entziindung und der ZNS-Komplikationen wéhrend des

Akutstadiums der bakteriellen Meningitis spielt.

6.2 Die Bedeutung der Mastzelle in der experimentellen
Pneumokokkenmeningitis

Mastzellen, seit langem bekannt als Effektorzellen allergischer Reaktionen, wurden aufgrund
des weiten Spektrums ihrer Mediatoren in letzter Zeit auch hinsichtlich ihrer Rolle in der an-
geborenen Immunantwort untersucht. In einigen Modellen zeigte sich eine wichtige Rolle fiir
Mastzellen in der Abwehr bakterieller Erreger. Die definitive Funktion von Mastzellen bei
bakteriellen Infektionen des Zentralnervensystems ist unbekannt. In der vorliegenden Arbeit
sollte die Rolle der Mastzelle in der Pathophysiologie der experimentellen Pneumokokken-

meningitis charakterisiert werden. Dazu wurde folgendes Mausmodell eingesetzt:
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Die Meningitis wurde bei den Versuchstieren nach Erhebung eines klinischen Scores durch
eine transkutane Injektion von S. pneumoniae in die Cisterna magna induziert. 4 oder 24
Stunden nach Infektion erfolgte eine weitere klinische Beurteilung. Danach wurden die Tiere
narkotisiert. Es wurde ein Katheter zur Bestimmung des intrakraniellen Druckes und der Li-
quorzellzahl in die Cisterna magna eingebracht. Nach Entnahme von Blutproben wurden die
Tiere transkardial perfundiert und Gehirn und Lungen entnommen. Es wurden bakterielle
Titer in Gehirn und Blut bestimmt und die Organe fiir histologische und molekularbiologische
Untersuchungen aufgearbeitet.

Fiir die Experimente wurden mastzelldefiziente WBB6F1/J-Kit"/Kit"" (kurz W/W™) Miuse
und die dazu gehorigen Wildtyptiere verwendet. Da diese Tiere aufgrund der gestorten Ex-
pression des Stammzellfaktor-Rezeptors c-kit an iiber die Mastzelldefizienz hinausgehenden
Defekten leiden, wurde zum sicheren Nachweis eines Mastzelleffektes die Mastzellpopulation

in einer Versuchsgruppe selektiv rekonstituiert.

Die Experimente fiithrten zu folgenden Ergebnissen:

1. Bei der Pneumokokkenmeningitis kam es zu einer Aktivierung und Degranulierung
von Mastzellen im Gehirn.

2. Die Pneumokokkenmeningitis verlief bei mastzelldefizienten Mausen klinisch signifi-
kant milder als bei Wildtypmé&usen und mastzellrekonstituierten Tieren.

3. Diese positive Auswirkung der Mastzelldefizienz auf die Klinik wurde von einer
Reduktion systemischer und zentralnervéser Komplikationen wie Pneumonie und
septischer Symptomatik sowie Anstieg des intrakraniellen Drucks begleitet. Unter-
schiede hinsichtlich des vasogenen Hirnddems, bestimmt mittels Albumin-ELISA er-
gaben sich nicht.

4. Allerdings fiihrte die Mastzelldefizienz zu einer massiven Zunahme der Liquorpleozy-
tose, die nicht von relevanten Unterschieden der pneumokokkeninduzierten Entziin-
dungsantwort oder der bakteriellen Vermehrung begleitet war: fiir die Zytokin- und
Chemokinproteinexpression ergaben sich in Proteinarray- und ELISA-Untersuchun-
gen an Hirngewebe keine signifikanten Unterschiede zu mastzellkompetenten Tieren.

5. Fir eine Beteiligung von c-kit und SCF an den beschriebenen Effekten ergaben sich

keine Anhaltspunkte.
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Studie, dass Mastzellen eine signifikante
Rolle bei der Pneumokokkenmeningitis im Mausmodell spielen. Sie sind beteiligt an der Ent-
stehung von systemischen und zentralnervosen Komplikationen und damit an einem schweren
klinischen Krankheitsverlauf. Erstaunlich ist, dass Mastzellen im Rahmen der experimentellen
Pneumokokkenmeningitis einen inhibitorischen Effekt auf die Leukozytenrekrutierung in das
ZNS besitzen. Dies ist umso iiberraschender, als sich keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen mastzelldefizienten und —kompetenten Tieren hinsichtlich zentraler bekannter Mediato-
ren der wirtseigenen Immunreaktion bei bakterieller Meningitis wie z. B. der Zytokine IL-1(3
und IL-6, der Chemokine MIP-2 und KC oder der Matrixmetalloproteinase MMP-9 im Hirn-
gewebe nachweisen lieen. Diese Mediatoren kdnnen von Mastzellen sezerniert oder durch
ihre Produkte aktiviert werden; allerdings kommt es im Rahmen der Pneumokokkenmeningi-
tis zu einer UberschieBenden Produktion dieser Substanzen durch andere Zellen wie
Neutrophile oder Endothelzellen, so dass diese Mastzellprodukte moglicherweise eine unter-

geordnete oder nur lokalbegrenzte und damit schwer messbare Rolle spielen.
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7 Ausblick

Ein pharmakologischer Eingriff in die NF-kB-Aktivierung ist bei Pneumokokkenmeningitis
nicht nur aus pathophysiologischer Sicht interessant, sondern auch eine Option fiir eine adju-
vante Therapie zur Reduktion der meningitisassoziierten ZNS-Schadigung. In unserem Labor
ist bereits ein Langzeitmodell zur Untersuchung des Horschadens bei Meningitis etabliert
(Klein et al. 2003), das man z. B. um einen Morris-Water-Maze-Test zur Untersuchung des
rdaumlichen Lernens erweitern konnte, um die funktionelle Bedeutung der meningitisassozi-
ierten ZNS-Schidigung und ihre Modulation durch adjuvante Therapien noch genauer ein-
schitzen zu konnen. Bei einem Langzeitversuchsansatz wére auch die Verwendung neuer,
noch spezifischerer Inhibitoren interessant (vgl. Abschnitt 5.1.2).

Fiir die weitere Charakterisierung von NF-kB in der Immunantwort auf bakterielle Keime im
ZNS bieten sich Untersuchungen im Mausmodell an. Mittlerweile besteht die Moglichkeit
Miuse mit einem gewebespezifischen Gendefekt fiir p65 zu generieren (vollstindig p65-defi-
ziente Tiere sterben bereits im Embryonalstadium). Mit Hilfe derart verénderter Tiere liee
sich z. B. der Beitrag von Astrozyten oder Endothelzellen fiir die Immunaktivierung gezielt

untersuchen.

Die Kldrung der Rolle von Mastzellen bei Pneumokokkenmeningitis erfordert noch die Be-
antwortung mehrerer Fragen.

Eine wichtige Frage ist ob, und wenn ja, mit welchem Resultat, Mastzellen aus Maus oder
Mensch mit Streptococcus pneumoniae in vitro interagieren. Denn in den letzten Jahren
wurde zunehmend deutlicher, dass Mastzellen auf unterschiedliche Stimuli ganz verschieden
reagieren. Zum Beispiel flihrt eine TLR-4 vermittelte Aktivierung durch LPS nicht unbedingt
zur Degranulierung, sondern eher zur Produktion von Zyto- und Chemokinen, wéhrend es bei
Stimulierung iiber TLR-2 durch Peptidoglykan Gram-positiver Bakterien zusétzlich auch zur
Degranulierung kommt (Leal-Berumen et al. 1994; Supajatura et al. 2002; Varadaradjalou et
al. 2003). Werden Fc-Rezeptoren liber B-Zell-Superantigene, wie z. B. S. aureus-derived pro-
tein A, aktiviert, kommt es zu einer vollstdndigen Degranulierung (Genovese et al. 2000). Und
auf spezielle Stimuli sezernieren Mastzellen gezielt; so schiitten humane Mastzellen z. B.
nach Stimulation mit IL-1B IL-6 aus (Kandere-Grzybowska et al. 2003). Uber Pneumokokken
oder ihre Zellwandbestandteile als Stimulus liegen bisher noch keine Daten vor.

Vielleicht wiirden derartige in vitro Untersuchungen weitere interessante Angriffspunkte lie-

fern, um die in dieser Studie beobachteten Effekte der Mastzelldefizienz bei
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Pneumokokkenmeningitis besser einordnen zu konnen. Das verwendete Mausmodell bietet
die elegante Moglichkeit, die Rekonstitution mit Mastzellen aus anderen genetisch
verdnderten Maiausen durchzufithren und dadurch die funktional entscheidenden
Mastzellmediatoren zu identifizieren.

Neben moglichen Kandidaten aus in vitro Untersuchungen ist aus unserer Sicht auch IL-6
interessant, da bei IL-6-defizienten Mausen massiv erhohte Liquorzellzahlen ebenfalls mit
einer Reduktion meningitisassoziierter Komplikationen einherging (vgl. Abschnitt 5.2.4)
Zudem konnten Untersuchungen an heparindefizienten (NDST-2 [N-Deacetylase/N-
Sulphotransferase-2]”") Miusen den inhibitorischen Effekt auf die Leukozytenrekrutierung
erhellen (vgl. Abschnitt 5.2.4). Auch histamindefiziente HDC”" Miuse konnten zur
Leukozytenrekrutierung und dariiber hinaus zur Temperaturregulation Hinweise liefern (vgl.
Abschnitt 5.2.3.1 und 5.2.4). Eine Rekonstitution mit Mastzellen dieser Tiere ist leider nur
eingeschrinkt aussagekriftig, da diese morphologisch und biochemisch abnorme Mastzellen

entwickeln (Forsberg et al. 1999).
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