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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epidemiologie der bakteriellen Meningitis

Die bakterielle Meningitis ist per definitionem eine Infektion des mit Liquor geflllten
Subarachnoidalraums, wobei die daraus resultierende Entziindung von Liquorraum und
Meningen zu den klassischen Symptomen Kopfschmerz, Fieber, Nackensteifigkeit und
Vigilanzstérungen fihrt (Kastenbauer, S. und Pfister, H. W., 2003; Klein, M. et al., 2016;
Koedel, U. et al., 2009b; Pfister, H.-W., 2015; Van de Beek, D. et al., 2004; Van de Beek, D.
et al., 2016). Nach neuesten Schatzungen der World Health Organisation (WHO) zahlt die
bakterielle Meningitis mit etwa 315.000 Todesfallen jahrlich zu den weltweit zehn haufigsten
Todesursachen, welche auf infektidse und parasitare Krankheiten zurtickzufiihren sind. Dies
macht 0,6% der gesamten Todesfalle weltweit aus (World Health Organization, 2016).

Neben Gesundheitszustand und Lebensbedingungen sind das Erregerspektrum und die
Inzidenz der bakteriellen Meningitis insbesondere vom Lebensalter abhangig. Im
Erwachsenenalter wird die Halfte der eitrigen Meningitiden durch Streptococcus pneumoniae
(S. pneumoniae) und ein Drittel durch Neisseria meningitidis (N. meningitidis), mit grolem
Abstand gefolgt von Listeria monocytogenes (L. monocytogenes), Staphylokokken,
gramnegativen Enterobakterien, Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) und
Haemophilus influencae verursacht. Auch im Kindesalter sowie im hdéheren Alter Uber 65
Jahren fuhrt S. pneumoniae gefolgt von N. meningitidis beziehungsweise L. monocytogenes
die Liste der haufigsten Erreger einer eitrigen Meningoenzephalitis an (Chavez-Bueno, S.
und McCracken, G. H., Jr.; Hussein, A. S. und Shafran, S. D., 2000; Klein, M. et al., 2016;
Koedel, U. et al., 2009b; Pfister, H.-W., 2015; Schuchat, A. et al., 1997; Thigpen, M. C. et al.,
2011; Van de Beek, D. et al.,, 2004). Insgesamt finden sich die hdéchsten Inzidenzen der
bakteriellen Meningitis insbesondere bei Personengruppen unter 5 und lber 60 Jahren
(Koedel, U. et al., 2009b; Schuchat, A. et al., 1997).

In Folge der Einfiihrung des Konjugat-lmpfstoffes gegen Haemophilus influenzae Typ B (Hib)
aus Kapselpolysacchariden und Tragerproteinen in den friihen 1990ern hatte sich die
Epidemiologie der bakteriellen Meningitis in den Industriestaaten gravierend gewandelt. War
die Meningitis, ausgeldst durch Hib, bis Ende der 80er Jahre noch vorherrschend im
Kindesalter, so hat ihre Inzidenz in den Landern mit Impfpravention daraufhin so stark
abgenommen, dass sie mittlerweile fast nur noch eine Erkrankung des Erwachsenenalters
darstellt und auch insgesamt von den vorderen Platzen der haufigen Erreger verdrangt
wurde (Dawson, K. G. et al., 1999; Klein, M. et al., 2016; Koedel, U. et al., 2002a; Koedel, U.
et al., 2009b; Kries, R. v., 1994, Pfister, H.-W., 2015; Schuchat, A. et al., 1997). Somit stellt
S. pneumoniae in Westeuropa und Nordamerika als Ausléser von mehr als zwei Drittel aller

bakteriellen Meningitisfalle mittlerweile den haufigsten und gleichzeitig auch gefahrlichsten

Marco Zierhut, 2019 1



Einleitung

Erreger dieser Krankheit dar (Bijlsma, M. W. et al., 2016; Klein, M. et al., 2016; Koedel, U. et
al., 2002a; Lucas, M. J. et al., 2016; Pfister, H.-W., 2015; Schuchat, A. et al., 1997; Thigpen,
M. C. et al., 2011; Van de Beek, D. et al., 2016). Es versterben nach wie vor 6 bis 18% aller
Patienten mit einer Pneumokokkenmeningitis (PM) in der Altersgruppe der Erwachsenen
(Bewersdorf, J. P. et al., 2018; Buchholz, G. et al., 2016; Klein, M. et al., 2016; Pfister, H.-W.,
2015). Neben N. meningitidis konzentriert sich die Impfstoffentwicklung daher mittlerweile
insbesondere auf S. pneumoniae. Im Jahr 2000 wurde in den USA und 2001 in Deutschland
erstmals der heptavalente Konjugat-Impfstoff PCV7 (Pneumococcal conjugate vaccine 7)
gegen einzelne Pneumokokken-Serotypen zugelassen (Koedel, U. et al., 2009b; Van der
Linden, M. et al., 2015). Insgesamt existieren Uber 90 verschiedene Serotypen von S.
pneumoniae, von denen 23 fir 90% der Pneumokokken-Infektionen verantwortlich sind (Artz,
A. S. et al., 2003; Henrichsen, J., 1995; Koedel, U. et al., 2009b). Farrell, D. et al. (2004)
konnten zeigen, dass durch PCV7 etwa 70% der in den USA vorherrschenden Serotypen
abgedeckt werden konnten (Koedel, U. et al., 2009b). 2010 wurden zudem die zwei neuen
Impfstoffe PVC10 und PVC13 eingeflihrt, so dass nun bis zu 13 Pneumokokken-Serotypen
abgedeckt werden, bei welchen seitdem folglich eine Abnahme der Inzidenz zu beobachten
ist. Jedoch zeigte sich stets eine Zunahme der nicht durch die Impfungen abgedeckten
Serotypen in der Bevolkerung (Koedel, U. et al.,, 2009b; Van der Linden, M. et al., 2015).
Aufgrund der hohen Serotypendiversitat, dem Serotypenwechsel, dem Auftreten neuer
Serotypen mit Hilfe von Transformation und homologer Rekombination von Kapselgenen
sowie der breiten Altersverteilung der Erreger wird nicht erwartet, dass ein &hnlicher
Impferfolg wie bei Hib eintreten wird. Dies fuhrt dazu, dass die Akutbehandlung weiterhin
eine wichtige Saule im Umgang mit der Pneumokokkenmeningitis darstellt (Koedel, U. et al.,
2009b; Van de Beek, D. et al., 2016), wobei man hierbei immer starker mit Antibiotika-
Resistenzen insbesondere in Ost- und Sutdeuropa konfrontiert wird (Hoban, D. et al., 2001;
Klein, M. et al., 2016; Koedel, U. et al., 2002a; Koedel, U. et al., 2009b; Pfister, H.-W., 2015;
Van De Sande-Bruinsma, N. et al., 2008).

1.2 Therapie der Pneumokokkenmeningitis

Trotz Zunahme resistenter Stdmme stellen die Antibiotika immer noch den wichtigsten Pfeiler
in der Therapie der Pneumokokkenmeningitis dar (Hoban, D. et al., 2001; Klein, M. et al.,
2016; Koedel, U. et al., 2002a; Koedel, U. et al., 2009b; Pfister, H.-W., 2002; 2015; Van De
Sande-Bruinsma, N. et al., 2008). Dies wird auch daran deutlich, dass bis zur Einfihrung der
Behandlung mit antimikrobiellen Therapeutika die Patienten fast ausnahmslos verstarben
(Koedel, U. et al., 2002a; Koedel, U. et al., 2009b; Ribble, J. C. und Braude, A. ., 1958;
Schuchat, A. et al., 1997; Tripoli, C. J., 1936). Grundsatzlich richtet sich die Art des zu
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verabreichenden Antibiotikums nach dem jeweiligen Erreger. Da dieser aber bei Aufnahme
des Patienten meist noch nicht bekannt ist, wird empirisch mit Berlcksichtigung von
Patientenalter und pradisponierenden Faktoren behandelt, um so die wahrscheinlichsten
Pathogene abzudecken (Klein, M. et al., 2016; Koedel, U. et al., 2009b; Pfister, H.-W., 2002;
2015). Da die meisten ambulanten Meningitiden im Erwachsenenalter durch S. pneumoniae,
N. meningitidis und L. monocytogenes verursacht werden (Klein, M. et al., 2016; Koedel, U.
et al., 2009b; Pfister, H.-W., 2015; Schuchat, A. et al., 1997; Van de Beek, D. et al., 2004),
wird bei entsprechendem Verdacht und fehlenden Hinweisen auf eine maogliche
Penicillinresistenz, die initiale Antibiotikatherapie mit einem Cephalosporin der dritten
Generation plus Ampicillin eingeleitet. Wie in mehreren Studien gezeigt werden konnte, ist
dabei die rechtzeitige Verabreichung der antimikrobiellen Medikamente fir die Prognose der
Erkrankung von entscheidender Bedeutung (Klein, M. et al., 2016; Koedel, U. et al., 2009b;
Pfister, H.-W., 2015). Die aktuellen Leitlinien empfehlen daher, dass die Antibiotikagabe
mdglichst innerhalb der ersten drei Stunden (h) nach Krankenhausaufnahme erfolgen sollte
(Klein, M. et al., 2016; Pfister, H.-W., 2015). Dabei wird unter anderem auf eine prospektive
multizentrische Beobachtungsstudie von Auburtin im Jahr 2006 verwiesen, im Rahmen der
gezeigt werden konnte, dass eine verzogerte Antibiotikaverabreichung mit erhohter Letalitat
und vermehrt neurologischen Folgeschaden vergesellschaftet ist (Auburtin, M. et al., 2006;
Klein, M. et al., 2016; Pfister, H.-W., 2015). So wurde nur bei einem Anteil von 35% der
Uberlebenden eine verspatete Therapie eingeleitet, wohingegen dies bei 73% der
Verstorbenen der Fall war (Auburtin, M. et al., 2006; Koedel, U. et al., 2009b).

Als adjuvante Therapie wird nach den aktuellen therapeutischen Richtlinien in Deutschland
die Verabreichung von Dexamethason bei Verdacht auf Pneumokokken-Meningitis
empfohlen (Klein, M. et al., 2016; Koedel, U. et al., 2009b; Pfister, H.-W., 2015), da bei
dieser Meningitisform in mehreren Studien ein gunstiger Effekt auf die Letalitdt und den
Krankheitsverlauf einschlieBlich  neurologischer Folgeschdden und Hoérminderung
nachgewiesen werden konnte (Brouwer, M. C. et al., 2010; Brouwer, M. C. et al., 2013;
Brouwer, M. C. et al., 2015; De Gans, J. und Van de Beek, D., 2002; Klein, M. et al., 2016;
Pfister, H.-W., 2015; Van de Beek, D. et al., 2004; Van de Beek, D. et al., 2010; Van de
Beek, D. et al., 2016). Allerdings ist dies nur der Fall, wenn die Dexamethasongabe vor oder
zeitgleich mit der Antibiotikaverabreichung erfolgte (De Gans, J. und Van de Beek, D., 2002;
Koedel, U. et al., 2009b; Mcintyre, P. B. et al., 1997; Van de Beek, D., 2009). Grund fir den
Nutzen von Dexamethason ist vermutlich seine antiinflammatorische Wirkung als Steroid
(Léwenberg, M. et al., 2008), welche die durch die Immunreaktion ausgeldsten, geflirchteten
Komplikationen im Liquorraum (Kim, K. S., 2003; Klein, M. et al., 2006a; Koedel, U. et al.,
2002a; Nau, R. und Brick, W., 2002; Weber, J. R. und Tuomanen, E. I., 2007) verringert
(Koedel, U. et al.,, 2009b). Trotz gezielter Therapie und stetiger Verbesserung der
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intensivmedizinischen Behandlung bleiben Letalitat und Haufigkeit von neurologischen
Folgeschaden bei der bakteriellen Meningitis jedoch hoch (Bohr, V. et al., 1983; Durand, M.
L. et al., 1993; Klein, M., 2004; Klein, M. et al., 2016; Koedel, U. et al., 2002a; Schuchat, A.
et al., 1997), sodass die Behandlungssituation weiterhin als unzureichend beschrieben und
die Notwendigkeit zusatzlicher adjuvanter Therapieansatze, basierend auf den
Erkenntnissen der Pathophysiologie, auch von Seiten der Wissenschaft betont wird (Koedel,
U. et al., 2009b; Tyler, K. L., 2008).

1.3 Komplikationen der Pneumokokkenmeningitis

Die ungunstige Prognose der bakteriellen Meningitis besteht vorwiegend aufgrund
intrakranieller aber auch extrakranieller Komplikationen unterschiedlichen Schweregrades,
die in der Akutphase der Erkrankung bei etwa der Halfte der Patienten auftreten (Durand, M.
L. et al., 1993; Kastenbauer, S. und Pfister, H. W., 2003; Klein, M. et al., 2016; Koedel, U. et
al., 2009b; Pfister, H.-W. et al., 1993; Pfister, H.-W., 2015; Van de Beek, D. et al., 2004;
Weisfelt, M. et al., 2006) und ein intensivmedizinisches Management erfordern (Klein, M. et
al., 2016; Pfister, H.-W., 2015). Kastenbauer und Pfister analysierten zwischen 1984 und
2002 87 Patientenfalle mit einer Pneumokokkenmeningitis, wovon 24,1% verstarben, 37,9%
extrakranielle und 74,7% intrakranielle Komplikationen zeigten (Hohne, C. L., 2015;
Kastenbauer, S. und Pfister, H. W., 2003). Zu den haufigsten extrakraniellen, systemischen
Komplikationen in der Akutphase der bakteriellen Meningitis zahlen unter anderem
insbesondere der septische Schock, der in bis zu 30% der Pneumokokkenmeningitiden
auftritt, die Verbrauchskoagulopathie bei etwa 20% der Falle sowie das Adult Respiratory
Distress Syndrome (ARDS) (Klein, M. et al., 2016; Koedel, U. et al., 2009b; Pfister, H.-W. et
al., 1993; Pfister, H.-W., 2015). Wie auch an den Ergebnissen der Studie von Kastenbauer,
S. und Pfister, H. W. (2003) erkennbar ist, erreichen die intrakraniellen Komplikationen
jedoch ein weitaus grélkeres Ausmaly an Folgeschaden, was dazu fiihrt, dass ein Grolteil
der Uberlebenden mit signifikanten, langfristigen neurologischen und neuropsychologischen
Beeintrachtigungen leben muss (Christie, D. et al., 2011; Edmond, K. et al., 2010;
Kastenbauer, S. und Pfister, H. W., 2003; Koedel, U. et al., 2010b; Lucas, M. J. et al., 2016;
Ramakrishnan, M. et al., 2009; Schmidt, H. et al., 2005; Smith, A. L., 1988; Weisfelt, M. et
al., 2006). In Tabelle 1 werden die haufigsten zerebralen Komplikationen der bakteriellen
Meningitis bei Erwachsenen gemaf den aktuellen Leitlinien der ,Deutschen Gesellschaft fiir
Neurologie“ aufgeflihrt (Klein, M. et al., 2016; Pfister, H.-W., 2015).
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Tabelle 1: Zerebrale Komplikationen der Pneumokokkenmeningitis

Die haufigsten zerebralen Komplikationen der bakteriellen Meningitis bei Erwachsenen gemaf den
aktuellen Leitlinien der ,Deutschen Gesellschaft fir Neurologie® (Klein, M. et al., 2016; Pfister, H.-W.,
2015).

zerebrale Komplikation Haufigkeit
Hirnédem mit Einklemmungsgefahr 10 - 15%
zerebrovaskulare Beteiligung 15 -20%

* arterielle Gefallkkomplikationen (Arteriitis, Vasospasmus,
fokale kortikale Hyperperfusion, zerebrale
Autoregulationsstérung)

* venose Gefallkkomplikationen (septische

Sinusthrombosen, kortikale Venenthrombose)

Hydrozephalus 10 - 15%
Vestibulocochleare Beteiligung (Hoérstérungen, Vestibulopathie) 10 —20%
Hirnnervenparesen ca. 10%
Zerebritis <5%

Epileptische Anfalle und sekundare Epilepsie 2-15%

seltene Folgen: Hirnabszess, Subduralempyem

1.4 Pathogenese und Pathophysiologie der Pneumokokkenmeningitis

1.4.1 Neuropathologische Grundlagen der Gewebeschadigung

Das neuropathologische Korrelat der Folgeschaden der Pneumokokkenmeningitis sind
Gewebeuntergange in verschiedenen Hirnregionen und dem Innenohr, welche sowohl direkt
als auch indirekt entstehen kénnen. Eine direkte Schadigung kann dabei sowohl durch
bakterielle zytotoxische Produkte wie Pneumolysin (PLY) als auch die korpereigene
UberschieRende Immunreaktion (,Hyperinflammation“) verursacht werden (Gerber, J. und
Nau, R., 2010; Hirst, R. et al., 2004; Koedel, U. et al., 2002a; Koedel, U. et al., 2009b;
Koedel, U. et al., 2010a; b; Nau, R. und Brick, W., 2002; Weber, J. R. und Tuomanen, E. .,
2007). Pneumolysin als Virulenzfaktor der Pneumokokken kann neben seiner eigenen
zytotoxischen Wirkung auch die Produktion von inflammatorischen Mediatoren stimulieren
(Braun, J. S. et al.,, 1999a; Braun, J. S. et al.,, 2002; Grandgirard, D. et al., 2007,
Houldsworth, S. et al., 1994; Koedel, U. et al., 2002a; Koedel, U. et al., 2009b; Stucki, A. et
al., 2007) und somit zur kérpereigene Toxizitdt beitragen, welche insbesondere auf einer
starken protrahierten neutrophilen Entziindungsreaktion basiert. Diese bedingt eine direkte
Gewebeschadigung von Nervenzellen, Gefalen und der Blut-Hirn-Schranke (BHS) im Sinne

von ,Kollateralschaden“ durch freigesetzte zytotoxische Molekiile (Gerber, J. und Nau, R.,
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2010; Henriques-Normark, B. und Tuomanen, E. I., 2013; Koedel, U. et al., 2009b; Koedel,
U. et al,, 2010a; b; Liechti, F. D., Grandgirard, D. & Leib, S. L., 2015; Nau, R. und Brick, W.,
2002; Van de Beek, D. et al., 2016; Weber, J. R. und Tuomanen, E. |., 2007). Dazu zahlen
neben Oxidantien wie Peroxynitrit, freien Sauerstoffradikalen und Stickstoffmonoxid,
proteolytische Enzyme wie Matrixmetalloproteinasen sowie exzitatorische Aminosauren aus
aktivierten Leukozyten aber auch ortsstandigen Zellen wie Glia- und Endothelzellen (Kim, K.
S., 2003; Klein, M. et al., 2006a; Koedel, U. et al., 1995; Koedel, U. und Pfister, H.-W., 1999;
Koedel, U. et al., 2002a; Koedel, U. et al., 2009b; Nau, R. und Brick, W., 2002; Pfister, H.-
W. et al., 1999). Die toxischen Molekile fiihren Gber Mechanismen wie DNA-Strangbriche,
Lipidperoxidation oder mitochondriale Schadigung (Klein, M. et al., 2006a; Koedel, U. et al.,
2002a) und somit Endothelschadigung und -dysfunktion zu einem Verlust der
zerebrovaskularen Autoregulation, zerebralen GefaRkomplikationen wie thrombotischen
GefalBverschlissen sowie einer Storung der Blut-Hirn-/Liquor-Schranke (Kastenbauer, S.
und Pfister, H. W., 2003; Klein, M. et al., 2006a; Koedel, U. et al., 2002a; Koedel, U. et al.,
2009b).

Der Zusammenbruch der BHS ermdoglicht es Plasmabestandteilen in das zerebrale Gewebe
Uberzutreten, wodurch ein vasogenes Hirnédem entstehen kann (Kempski, O., 2001; Koedel,
U. et al., 1994; Koedel, U. et al.,, 2002a). Ein Hirnédem kann aber auch im Sinne eines
zytotoxischen Odems durch den Verlust der Zell-Homéostase und folglich einer Zunahme
intrazellularer Flussigkeit durch Toxine (Braun, J. S. et al., 2002; Koedel, U. et al., 2002a)
oder Ischamie bedingt sein. Aufgrund einer Blockierung der Liquorresorption bei entziindeten
Arachnoidalzotten kann zudem ein Hydrozephalus beziehungsweise ein interstitielles Odem
in Folge entstehen (Koedel, U. et al., 2002a; Scheld, W. M. et al., 1980). Neben dem
Hirnédem kann eine Vielzahl weiterer Komplikationen wie ein vermehrtes Blutvolumen im
Gehirn einen erhoéhten intrakraniellen Druck verursachen. Dieser resultiert wiederum oftmals
in einer zerebralen Herniation sowie einer Perfusionsabnahme mit Untergang von
Hirngewebe im Sinne einer indirekten Zytotoxizitat, was letztendlich zum Tode fiihren kann
(Gerber, J. und Nau, R., 2010; Koedel, U. et al., 2002a; Koedel, U. et al., 2010a; b; Rorke, L.
B. und Pitts, F. W., 1963; Weber, J. R. und Tuomanen, E. I., 2007).

In den vergangenen Jahren hat sich das Verstandnis der Immunpathogenese der
Pneumokokkenmeningitis, wie im Folgenden dargestellt, als Grundlage fur die Entstehung
dieser Komplikationen, insbesondere aufgrund von tierexperimentellen Studien erheblich
verbessert (Hohne, C. L., 2015; Koedel, U. et al., 2002a; Koedel, U. et al., 2009b; Koedel, U.
et al., 2010b; Wache, C., 2015).
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Abbildung (Abb.) 1: Neuropathologische Grundlagen der Gewebeschadigung bei der
Pneumokokkenmeningitis (auf Grundlage von Koedel, U. et al., 2009b).

Das neuropathologische Korrelat der Folgeschaden bei der Pneumokokkenmeningitis sind
Gewebeuntergange in verschiedenen Hirnregionen, welche einerseits direkt durch bakterielle
zytotoxische Produkte wie Pneumolysin (PLY) und andererseits durch eine kérpereigene Toxizitat
verursacht werden. Insbesondere eine protrahierte neutrophile Entziindungsreaktion bedingt die
direkte Gewebeschadigung der Nervenzellen, GefalRe und der Blut-Hirn-Schranke (BHS) im Sinne von
,Kollateralschaden“ durch zytotoxische Molekile in Form von Oxidantien, proteolytischen Enzymen
sowie exzitatorischen Aminosauren. Neben der resultierenden Stérung der Blut-Hirn-/Liquor-Schranke
kommt es zu zerebralen GefalRkomplikationen wie thrombotischen Gefalverschliissen sowie einem
Verlust der zerebrovaskuldren Autoregulation. Nach Zusammenbruch der BHS kénnen
Plasmabestandteile in das Gewebe Ubertreten und ein Hirnédem verursachen. Aus der Vielzahl an
Komplikationen kann ein erhéhter intrakranieller Druck resultieren, welcher die Gefahr einer indirekten
Schadigung des Hirngewebes und letztendlich des Todes mit sich bringt. Details siehe Text.

1.4.2 Von der Kolonisation zur Infektion

In einer Vielzahl der Falle ist die Kolonisation des Nasopharynx durch S. pneumoniae die
Voraussetzung fir die Entstehung der bakteriellen Meningitis (Koedel, U. et al., 2002a). Die
Ausbreitung der Pneumokokken erfolgt anschliefend entweder hamatogen im Rahmen einer
Bakteriamie oder kontinuierlich Uber einen Infektionsherd wie einer Sinusitis, Otitis oder
Mastoiditis (Koedel, U. et al., 2002a; Koedel, U. et al., 2009b; Koedel, U. et al., 2010b;
Liechti, F. D., Grandgirard, D. & Leib, S. L. , 2015). Man hat herausgefunden, dass die

Infektion des Liquorraums bei Kindern meist Uber eine Streuung in die Blutbahn erfolgt,

Marco Zierhut, 2019 7



Einleitung

wahrend bei Erwachsenen oft ein zwischengeschalteter Infektionsherd vorliegt (Fuglsang-
Damgaard, D. et al., 2008; Koedel, U. et al., 2009b; Koedel, U. et al., 2010b). In seltenen
Fallen kann eine Infektion auch auf direktem Weg Uber ein Duraleck posttraumatisch oder
nach neurochirurgischen Eingriffen entstehen (Koedel, U. et al., 2002a; Van de Beek, D. et
al., 2010).

Zur Kolonisation der Mukosa im Nasopharynx tber Adhasion und fir den anschlieRenden
Ubertritt in die Blutbahn als Voraussetzung fiir eine hdmatogene Streuung bedarf es des
Zusammenspiels einer Vielzahl von bakteriellen Oberflachenproteinen. Insgesamt sind
davon mehr als 500 bei S. pneumoniae vorhanden (Koedel, U. et al., 2002a; Wizemann, T.
M. et al., 2001). Zum Uberleben in der Blutbahn dienen den Pneumokokken anschlieRend
verschiedene Virulenzfaktoren, wobei eine den Erreger umgebende Polysaccharid-Kapsel
vermutlich den wichtigsten dieser Gruppe darstellt. Sie schitzt das Bakterium vor der
Wirtsabwehr durch Verhinderung der Opsonophagozytose (Austrian, R., 1981; Koedel, U. et
al., 2002a; Morona, J. K. et al., 2000), welche durch das Zusammenwirken von Faktoren wie
C-reaktives Protein (CRP), Teilen des Komplementsystems wie C3b und immunkompetenten
Zellen wie neutrophilen Granulozyten erfolgt (Koedel, U. et al., 2002a; Koedel, U. et al.,
2009b; Morona, J. K. et al., 2000; Thomas-Rudolph, D. et al., 2007; Van de Beek, D. et al.,
2016). Um schliefllich Zugang zu den Meningen zu erhalten, missen die Erreger die
physiologische Barriere zwischen Blutstrom und Zentralem Nervensystem (ZNS), bestehend
aus der Blut-Hirn-Schranke und der Blut-Liquor-Schranke, Uberwinden (Koedel, U. et al.,
2002a; Li, J. Y. et al., 2001; Owens, T. et al., 2008; Palmer, A. M., 2010; Rubin, L. und
Staddon, J., 1999; Wong, A. D. et al., 2013). Studien legen nahe, dass dabei der
transzellulare Transport durch die Endothelzellen der BHS Uber Internalisierung mit Hilfe von
Phosphorylcholin und dem Plattchenaktivierungsfaktor (PAF) - Rezeptor den bevorzugten
Weg der Pneumokokken darstellt (Cundell, D. R. et al., 1995; Koedel, U. et al., 2002a; Mook-
Kanamori, B. B. et al., 2011; Ring, A. et al., 1998).

Im Subarachnoidalraum angekommen, bietet sich den Pneumokokken ein duRerst glinstiges
Milieu zur ungestdérten Vermehrung bis zum Erreichen hoher Bakterientiter (Koedel, U. et al.,
2009b; Koedel, U. et al., 2010b; Small, P. et al.,, 1986). Das Immunsystem kann
offensichtlich gegen die bekapselten Erreger nicht effizient genug vorgehen (Koedel, U. et
al., 2002a; Liechti, F. D., Grandgirard, D. & Leib, S. L., 2015; Van de Beek, D. et al., 2016).
Dies ist dem Umstand geschuldet, dass bis zum Zeitpunkt der Infektion nur wenige
Abwehrmechanismen im Liquorraum vorhanden sind. Es mangelt an immunkompetenten
Zellen wie polymorphkernigen Leukozyten, ortstdndigen Makrophagen und dendritischen
Zellen (Koedel, U. et al., 2002a; Koedel, U. et al., 2009b; Niederkorn, J. Y., 2006). Es gibt
zudem einen Mangel an léslichen Mustererkennungsrezeptoren (pathogen recognition

receptors, PRRs) wie CRP und Komplementfaktoren, welche dem Erkennen der Erreger
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dienen und als unspezifische Opsonine eine Phagozytose ermdglichen (Dujardin, B. et al.,
1985; Ekdahl, K. et al., 1995; Koedel, U. et al., 2002a; Koedel, U. et al., 2009b; Koedel, U. et
al., 2010b; Roy, S. et al., 2002; Simberkoff, M. S. et al., 1980; Stahel, P. F. et al., 1997). Aber
auch pathogenspezifische Opsonine wie Immunglobuline sind im Liquorraum kaum
vorzufinden (Janoff, E. N. und Rubins, J. B., 1997; Koedel, U. et al., 2002a; Simberkoff, M. S.
et al., 1980; Smith, H. et al., 1973). Die Blut-Hirn/-Liquorschranke hindert den Grof3teil
derartiger Bestandteile im Blut am Ubertritt in den Liquorraum, sodass die
Abwehrmechanismen stets nur mit Verzégerung in Kraft treten kénnen (Koedel, U. et al.,
2010b; Pachter, J. S. et al., 2003). AulRerdem verfiigt der Liquor Uber eine Vielzahl an anti-
inflammatorischen und immunsuppressiven Faktoren, durch welche eine Immunreaktion
wiederum aktiv unterdriickt werden kann (Koedel, U. et al., 2010b; Niederkorn, J. Y., 2006).
Somit kann man das ZNS und den umgebenden Liquorraum als eine Korperregion
bezeichnen (Koedel, U. et al., 2010b; Niederkorn, J. Y., 2006; Ransohoff, R. M. und Brown,
M. A., 2012), deren Umgebungsfaktoren den Pneumokokken ein nahezu ungehindertes
Wachstum ermoglichen (Koedel, U. et al., 2010b; Small, P. et al., 1986).

1.4.3 Aktivierung und Verstirkung der Immunreaktion im Liquorraum

Gegen Ende dieser Wachstumsphase und als Reaktion auf schlechtere
Wachstumsbedingungen durch Mangel an Nahrstoffen und einem sauren zytotoxischen
Milieu bei erhéhter Bakteriendichte wird bei den Bakterien eine Autolyse durch
Zellwandenzyme initiiert (Kadioglu, A. et al., 2008; Koedel, U. et al., 2002a; Koedel, U. et al.,
2009b; Koedel, U. et al., 2010b; Lewis, K., 2000; Shockman, G. et al., 1996; Tomasz, A. et
al., 1988). Durch diese Selbstauflésung der Erreger kommt es zur Freisetzung subkapsularer
Zellwandbestandteile wie Peptidoglykan (PG), Lipoteichonsaure (LTA), bakterieller DNA und
dem Virulenzfaktor Pneumolysin (Fischer, H. und Tomasz, A., 1984; Grandgirard, D. et al.,
2007; Koedel, U. et al., 2002a; Koedel, U. et al., 2009b; Koedel, U. et al., 2010b; Moscoso,
M. und Claverys, J. P., 2004). Die freigesetzten Bakterienbestandteile dienen als sogenannte
Pathogen-assoziierte molekulare Muster (pathogen associated molecular patterns, PAMPS),
welche durch PRRs auf und in immunkompetenten Zellen erkannt werden konnen, was
letztendlich eine Immunreaktion initiiert (Koedel, U. et al., 2009b; Koedel, U. et al., 2010a; b;
Van de Beek, D. et al., 2016). Zu den PRRs zahlen unter anderem die Mitglieder der Toll-
like-Rezeptor (TLR) - Familie wie insbesondere TLR2, TLR4 und TLR9 (Beutler, B. A., 2009;
Bsibsi, M. et al., 2002; Hanke, M. L. und Kielian, T., 2011; Koedel, U. et al., 2009b; Koedel,
U., 2009; Koedel, U. et al., 2010a; b; Letiembre, M. et al., 2007; Van de Beek, D. et al., 2016)
sowie die NOD-like-Rezeptoren (nucleotide binding oligomerization domain-like receptors,

NLRs) wie NOD-like receptor family pyrin domain containing 3 (NLRP3) (Chen, G. et al.,
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2009; Koedel, U. et al., 2009b; Schroder, K. und Tschopp, J., 2010; Van de Beek, D. et al.,
2016). Beispielsweise werden die Zellwandbestandteile Peptidoglykan und Lipoteichonsaure
von TLR2 erkannt (Echchannaoui, H. et al., 2002; Klein, M. et al., 2008; Koedel, U. et al.,
2002a; Koedel, U. et al., 2003; Koedel, U., 2009; Koedel, U. et al., 2010a; b; Schroder, N. et
al., 2003; Yoshimura, A. et al., 1999), wahrend Pneumolysin als Ligand fiir TLR4 und NLRP3
fungiert (Klein, M. et al., 2008; Malley, R. et al., 2003; McNeela, E. A. et al., 2010;
Witzenrath, M. et al., 2011) und TLR9 wiederum mit der Bakterien-DNA interagiert (Koedel,
U. et al., 2002a; Koedel, U., 2009; Koedel, U. et al., 2010a; b; Mogensen, T. H. et al., 2006).
Vermutlich ist jedoch das Zusammenspiel der Rezeptorgruppen fir die Immunantwort von
Bedeutung. Klein et al. konnten 2008 im Mausmodell zeigen, dass lediglich bei Tieren mit
gleichzeitiger Defizienz sowohl an TLR2 als auch TLR4, aber nicht bei reinem Fehlen jeweils
einer der beiden Rezeptortypen oder anderer Rezeptoren wie TLR9, eine verminderte
Immunantwort im Vergleich zu Wildtyp-Mausen resultierte (Klein, M. et al., 2008; Koedel, U.
et al., 2010a).

Andere Studien zeigten, dass es neben den PAMPs noch eine weitere Gruppe molekularer
Muster gibt, welche die Entzlindungsreaktion auf verschiedenste Weise fordern kdnnen: die
Schaden-assoziierten molekularen Muster, genannt DAMPs (damage associated pathogen
patterns) (Bianchi, M. E., 2007; Hohne, C. et al., 2013; Kono, H. und Rock, K. L., 2008;
Matzinger, P., 2007; Meylan, E. et al., 2006; Wache, C. et al., 2015). Wahrend PAMPs als
exogene Muster und somit insbesondere bei infektiologischen Erkrankungen eine Rolle
spielen, kénnen die DAMPs als endogene Alarmsignale aufgefasst werden (Bianchi, M. E.,
2007). Deren Freisetzung aus koérpereigenen Zellen resultiert als Reaktion auf jegliche
Gewebeschadigung wie Ischamie oder Trauma, extreme Temperaturen oder
Chemotherapeutika und fiihrt letztendlich zu einer Entziindung (Bianchi, M. E., 2007; Wache,
C. et al., 2015). Aber auch immunkompetente Zellen wie Makrophagen und Granulozyten
kénnen endogene Alarmsignale stressbedingt oder durch Kontakt mit
Entziindungsmediatoren sezernieren (Dumitriu, |. E. et al., 2005; Hohne, C. L., 2015;
Ryckman, C. et al., 2003; Voganatsi, A. et al., 2001; Wache, C., 2015). Da die Freisetzung
unabhangig von der Ursache sowohl Erreger-bedingt als auch nicht-infektios ausgelost
werden kann, kann man den Begriff der DAMPs auch als Ubergeordnete Bezeichnung flr
Alarmsignale auffassen (Bianchi, M. E., 2007). Im engeren Sinne versteht man unter den
DAMPs aber endogene Alarmsignale, zu welchen unter anderem High mobility group box 1
(HMGB1), die S100-Proteine wie Myeloid-related protein 14 (MRP14), Hitzeschockproteine,
Hepatoma-derived growth factor (HDGF), IL-1a und Harnsaure gezahlt werden kénnen
(Bianchi, M. E., 2007; Héhne, C. et al., 2013; Wache, C. et al., 2015).

Uber die Interaktion zwischen den PAMPs mit TLRs kommt es mit Hilfe des intrazellularen

Adaptermolekiils Myeloid differentiation primary response protein 88 (Myd88) (Koedel, U. et
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al., 2004; Von Bernuth, H. et al., 2008) zu einer Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie
dem Nuklearfaktor (NF) - kB (Koedel, U. et al., 2000) und dem Aktivatorprotein (AP) - 1
(Koedel, U. et al., 2009b; Tsuchiya, K. et al., 2007). Koedel, U. et al. (2004) konnten im
Mausmodell der Pneumokokkenmeningitis zeigen, dass MyD88-defiziente Mause 24
Stunden nach intrazisternaler (intracisternal, i.c.) Infektion eine eingeschrankte
Immunabwehr beziehungsweise verminderte Entziindungsreaktion aufwiesen mit einer
geringeren Einwanderung von Leukozyten und verminderten Expression von
Immunmodulatoren und folglich héheren Bakterientitern (Koedel, U. et al., 2004; Koedel, U.
et al., 2010b). Grund ist, dass die Myd88-Defizienz zu einer verringerten Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren flihrt, die zunachst die Expression zahlreicher Gene steuern, welche
wiederum fiur entzindungsférdernde Zytokine wie Interleukin-1f (IL-1pB), Interleukin-6 (IL-6)
oder Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Chemokine wie (C-X-C motif) ligand 1 (CXCL1) und
einzelne Adhasionsmolekiile kodieren (Hatada, E. N. et al., 2000; Hoegen, T. et al., 2011;
Koedel, U. et al., 2002a; Koedel, U. et al., 2002b; Koedel, U. et al., 2009b; Koedel, U. et al.,
2010b; Nau, R. und Brick, W., 2002; Tak, P. P. und Firestein, G. S., 2001; Weber, J. R. und
Tuomanen, E. I, 2007; Zwijnenburg, P. J. G. et al., 2003; Zwijnenburg, P. J. et al., 2006). So
ist IL-1p eines der Zytokine, welche die Entziindungsreaktion in der Entstehungsphase der
Pneumokokkenmeningitis initiieren und auch bei IL-6 wird eine Produktion in den ersten 24
Stunden beobachtet (Klein, M. et al., 2006b; Koedel, U. et al., 2002a; Koedel, U. et al.,
2002b; Paul, R. et al., 2003; Waage, A. et al., 1989). Ausgeldst durch eine Interaktion mit
PAMPs kommt es Uber eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms, welches unter anderem
aus NLRP3 und dem Adaptermolekil Apoptosis associated speck like protein (ASC) gebildet
wird, wiederum zu einer Aktivierung der Cysteinprotease Caspase-1 (Casp1) (Franchi, L. et
al.,, 2009; Hoegen, T. et al., 2011; Koedel, U. et al., 2002b; McNeela, E. A. et al., 2010;
Tschopp, J. und Schroder, K., 2010). Die aktivierte Casp1 Uberfihrt anschlieRend das
biologisch inaktive Vorlaufermolekl pro-IL-1p durch Spaltung in seine aktive Form (Hoegen,
T. et al, 2011; Koedel, U. et al., 2002b; McNeela, E. A. et al., 2010). Aufgrund dieser Schritte
kann man bei IL-1p im Gegensatz zu anderen Interleukinen wie etwa IL-6, bei denen keine
Zwischenschritte geschaltet sind, von einer Zweistufen-Aktivierung in Abhangigkeit von
NLRP3 sprechen (Ferrari, D. et al., 2006; Franchi, L. et al., 2009; Hoegen, T. et al., 2011;
Koedel, U. et al., 2002a; Koedel, U. et al., 2002b; Tschopp, J. und Schroder, K., 2010).
Durch Bindung an spezifische IL-1-Rezeptoren tragt die aktive Form des IL-1f im Sinne
eines positiven Rickkopplungs-Mechanismus zur Aufrechterhaltung und Verstarkung der
MyD-88-abhangigen Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und dadurch zu einer
fortlaufenden Bildung von Immunmediatoren bei (Koedel, U. et al., 2010b). Als Konsequenz

der hohen Konzentrationen dieser Mediatoren werden urspringlich im Blut lokalisierte
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aktivierte Leukozyten — vordergrindig Neutrophile — in groRer Zahl mit Hilfe von
Adhéasionsmolekilen in die Leptomeningen rekrutiert (Koedel, U. et al., 2002a; Koedel, U. et
al., 2004; Koedel, U. et al., 2009b; Koedel, U. et al., 2010b; Kubes, P. und Ward, P. A., 2000;
Wagner, J. G. und Roth, R. A., 2000).

Uber einen weiteren MyD88 abhangigen Signalweg kommt es parallel zur
Neutrophileninfiltration zu einer Hochregulation der zerebralen Expression von
Komplementfaktoren wie C3, welche insbesondere bei Priméarinfektionen mit Pneumokokken
entscheidend fir Opsonierung und Phagozytose sind (Brown, J. S. et al., 2002; Koedel, U. et
al., 2009b; Rupprecht, T. A. et al., 2007). Jedoch gelingt den Abwehrzellen nur eine partielle
Eliminierung der Erreger, so dass dieser Abwehrmechanismus im Liquorraum lediglich
beschrankt zum Erfolg fiihrt (Ernst, J. D. et al., 1983; Koedel, U. et al., 2009b). Durch die
Produktion von terminalen Komplementfaktoren, insbesondere Anaphylatoxin C5a, wird die
Immunreaktion jedoch kontinuierlich weiter verstarkt (Ernst, J. et al., 1984; Woehrl, B. et al.,
2011). Die aktivierten Neutrophilen setzen als weitere Waffen, wie bereits erwahnt, eine
Vielzahl zytotoxischer Faktoren wie Matrixmetalloproteinasen und reaktive Sauerstoffspezies
frei, mit dem Ziel die Erreger abzutéten, wodurch grofle Schaden an den benachbarten
Wirtszellen verursacht werden kénnen (Kim, K. S., 2003; Klein, M. et al., 2006a; Koedel, U.
et al., 2002a; Koedel, U. et al., 2009b; Koedel, U. et al., 2010b; Nau, R. und Bruck, W.,
2002). In Folge der Erregerpersistenz, der folglich andauernden Produktion
proinflammatorischer Molekiile und einer niedrigen Apoptoserate der eingewanderten
Leukozyten (Coxon, A. et al., 1999; Klein, M. et al., 2006a; Koedel, U. et al., 2009b)
entwickeln sich schlieBlich die neuropathologisch charakteristischen granulozytaren Infiltrate

im Subarachnoidalraum.

Marco Zierhut, 2019 12



Einleitung

S. pneumonlae PAMPs Liquor|| Hirn
LTA  PLY Granulozyt
8 @

@
ol C3R Bakterielle

> .

8 TLR2 TLR4 Zytotoxine il' R
IL-1p + o oml ! A
C5a N .

e
l_ 03 / Korpereigene

Zytotoxine T
C5a + C5b MyDgg IL-1p schadigung

Ngr.

+ A *(

~ v r

DAMPs

l Pro-IL-1p

NF-kB Transkription

Blut-Hirn/Liquor-
Schranken-
Stérung

NLRP3-Inflammasom .
o= (w8

Erythrozyt Blut

Immunzelle

Abb. 2: Pathophysiologie der Immunreaktion im Rahmen der Pneumokokkenmeningitis (auf
Grundlage von Koedel, U. et al., 2010b)

Bakterienbestandteile wie Peptidoglykan (PG), Lipoteichonsdure (LTA) oder Pneumolysin (PLY)
dienen als Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPs), welche durch
Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) auf Immunzellen erkannt werden und eine Immunreaktion
initiieren. Zu den PRRs zahlen Mitglieder der Toll-like-Rezeptor (TLR) - Familie insbesondere TLR2
und TLR4 sowie NOD-like-Rezeptoren wie NLRP3. Folglich kommt es Uber das intrazelluléare
Adaptermolekil Myd88 zu einer Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie Nuklearfaktor (NF)-«B.
Daruber wird die Expression von Genen, kodierend fur NLRP3 oder entziindungsférdernde Zytokine
wie Interleukin (IL) - 1p gesteuert. Die Interaktion der PAMPs mit dem NLRP3-Inflammasom hat eine
Aktivierung von Caspase-1 (Casp1) zur Folge. Dieses spaltet pro-IL-1p in seine aktive Form. IL-1
tragt durch Bindung an IL-1-Rezeptoren (IL-1R) Uber eine positive Rickkopplung zur Verstarkung der
MyD-88-abhangigen Bildung von Immunmediatoren bei. Als Konsequenz auf deren hohe
Konzentrationen werden Leukozyten aus dem Blut in die Leptomeningen rekrutiert. Uber einen
weiteren MyD88-abhangigen Signalweg kommt es parallel zur Hochregulation der Expression von
Komplementfaktoren wie C3, welche entscheidend fir Opsonierung und Phagozytose sind. Durch
terminale Komplementfaktoren wie C5a wird die Immunreaktion weiter verstarkt. Auch die Freisetzung
von Schaden-assoziierten molekularen Mustern (DAMPs) bei Gewebeschadigung sowie durch
immunkompetente Zellen kann die Entziindungsreaktion auf verschiedenste Weise férdern. Aktivierte
Neutrophile setzen schlieBlich zytotoxische Faktoren mit mdglichen Folgeschaden benachbarter
Zellen frei. Details siehe Text.

Da die Pathogene durch die koérpereigene Immunabwehr nicht ausreichend eliminiert werden
kénnen, fihren unbehandelte Meningitiden durch Pneumokokken grundsatzlich zum Tod
(Gerber, J. et al., 2001; Koedel, U. et al., 2009b; Toomey, J. und Roach, F., 1939; Tripoli, C.
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J., 1936). Indem man das Immunsystem durch eine Therapie mit Antibiotika unterstitzt,
resultiert aus der induzierten bakteriellen Lyse eine weitere Freisetzung grol’er Mengen an
PAMPs und daraus folgend sogar eine vorlbergehende Entziindungsverstarkung
(,inflammatory burst®) (Klein, M. et al., 2006b; Koedel, U. et al., 2009b; Tuomanen, E. et al.,
1985). Trotz einer effizienten antimikrobiellen Behandlung kommt es somit nur sehr
verzdgert zu einem Abklingen der Entziindungsreaktion im Liquorraum, was eine
fortlaufende Ausweitung der Gewebeschadigung bedingt (Arevalo, C. E. et al., 1989; Blazer,
S. et al., 1983; Gerber, J. et al., 2001; Klein, M. et al., 2006b; Koedel, U. et al., 2009b;
Viallon, A. et al., 2005).

Wie durch Daten von Patienten (Mustafa, M. M. et al., 1989) und aus Tierexperimenten
(Saukkonen, K. et al., 1990; Zwijnenburg, P. J. G. et al., 2003) belegt worden ist, spielt die
exzessive Produktion des Zytokins IL-1B eine Schlusselrolle bei der Pathogenese der
Pneumokokkenmeningitis. So konnte beispielsweise eine Korrelation erhohter
Konzentrationen an IL-1f in Liquorproben von Patienten mit einem unglnstigem
Krankheitsverlauf nachgewiesen werden (Lopez-Cortes, L. et al., 1993; McCracken Jr, G. H.
et al., 1989; Mustafa, M. M. et al., 1989; Ramilo, O. et al., 1989; Tauber, M. G. und Moser,
B., 1999). Damit (bereinstimmend wurde von unserer Arbeitsgruppe in friheren
Untersuchungen herausgefunden, dass Mause mit einem Mangel an Casp1 eine stark
verminderte, koérpereigene Entziindungsantwort auf die Pneumokokken im Liquor aufweisen
(Koedel, U. et al., 2002b). Es wurde weiterhin gezeigt, dass ein Mangel an den
Inflammasom-Bestandteilen NLRP3 oder ASC, welche wesentlich an der Casp1-Aktivierung
beteiligt sind, in einer reduzierten Entzindung des Gehirns bei der murinen
Pneumokokkenmeningitis resultiert (Hoegen, T. et al., 2011). Daruber hinaus wurde in
zellkulturellen Untersuchungen zum Aktivierungsmechanismus des NLRP3-Inflammasoms
bei der Verwendung der humanen differenzierten Monozyten-Zelllinie THP-1 beobachtet,
dass die Freisetzung von IL-1f zeitlich mit einem Anstieg der Casp1-Aktivitdt und der
Konzentration von extrazellularem Adenosintriphosphat (eATP) assoziiert ist sowie die
Inhibierung des ATP-Signalweges durch Behandlung mit dem Purinorezeptor-Antagonisten
oxidiertes ATP (ox-ATP) (Colomar, A. et al., 2003; Di Virgilio, F., 2003) die IL-1p -Bildung
abschwacht (Hoegen, T. et al., 2011).

Karmakar, M. et al. (2016) konnten kurzlich zeigen, dass humane und murine neutrophile
Granuloyzten tUber einen NLRP3-Inflammasom abhangigen Signalweg IL-1f als Antwort auf

die Detektion von eATP wéahrend einer Pneumokokkeninfektion der Kornea sezernieren.
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1.5 ATP und purinerge Signalwege bei der Pneumokokkenmeningitis

1.5.1 ATP als moglicher Requlator der Inmunreaktion

ATP ist ein naturliches Nukleotid, welches normalerweise in jeder lebenden Zelle in relativ
hohen Mengen vorkommt, wohingegen seine extrazellularen Konzentrationen im gesunden
Gewebe deutlich geringer sind (Bours, M. J. et al., 2006; Idzko, M. et al., 2014b; Vitiello, L. et
al., 2012). Unter physiologischen Umstanden dient ein vorlUbergehender Anstieg der
extrazellularen ATP-Konzentration zur interzellularen Kommunikation im Gefafl3-, Nerven-,
und Immunsystem  (Abbracchio, M. P. et al.,, 2009; Junger, W. G., 2011). Unter
pathologischen Bedingungen wie Trauma (Choo, A. M. et al., 2013; Davalos, D. et al., 2005;
Franke, H. et al., 2006; Wang, X. et al., 2004), Ischamie, Hypoxie (Dale, N. und Frenguelli,
B. G., 2009; Juranyi, Z. et al., 1999; Lutz, P. L. und Kabler, S., 1997; Melani, A. et al., 2006),
Epilepsie-assoziierten Anfallen (Dale, N. und Frenguelli, B. G., 2009; Wieraszko, A. et al.,
1989) und Inflammation (Vitiello, L. et al., 2012) kénnen hingegen groRe Mengen an ATP
aus intrazellularen Speichern in den Extrazellularraum freigesetzt werden (Rodrigues, R. J.
et al., 2015). Die Translokation von ATP vom inneren in den duReren Raum kann dabei tGber
zwei separate Mechanismen bewerkstelligt werden. Einerseits kénnen Entziindungszellen
wie Granulozyten und Makrophagen, aber auch andere aktivierte beziehungsweise
gestresste Zellen ATP lber Pannexin- oder Connexin-Membrankanale reguliert sezernieren.
Zum anderen kann ATP passiv aus sterbenden Zellen nach Zerfall der Kern- und
Zellmembran freigesetzt werden. Ein Konzentrationsanstieg kann aber auch indirekt durch
eine reduzierte Expression und Aktivitat von Ektonukleotidasen verursacht werden (Idzko, M.
et al.,, 2014a; Junger, W. G., 2011; Vitiello, L. et al., 2012). Ektonukleotidasen wie CD39,
welches ATP zu Adenosindiphosphat (ADP) und Adenosinmonophosphat (AMP), und CD73,
welches schliellich AMP zu Adenosin dephosphoryliert, dienen dadurch der physiologischen
Regulation der extrazellularen Nukleotid-Spiegel (Burnstock, G., 2008; Fang, F. et al., 2016;
Trincavelli, M. et al., 2010; Vitiello, L. et al., 2012; Yegutkin, G. G., 2008). Die akute
Freisetzung groRer Mengen an ATP kann vom Immunsystem schlie3lich als Zeichen einer
Gefahrensituation aufgefasst werden. Extrazellulares ATP kann somit die Rolle eines
endogenen Alarmsignals einnehmen und die Aktivierung von Immunzellen sowie eine
Entziindungsreaktion férdern (Bours, M. J. et al., 2006; Kaufmann, A. et al., 2005;
Ramakers, B. P. et al., 2011; Vitiello, L. et al., 2012; Willart, M. A. und Lambrecht, B. N.,
2009). Zusammenfassend sieht man, dass ATP alle notwendigen Eigenschaften eines
Alarmsignals besitzt: Es liegt im Zellinneren in hohen Konzentrationen von etwa 5 - 10 mM
vor, wahrend die Konzentrationen im Extrazellularraum mit weniger als 1 yM niedrig sind.
Darlber hinaus kann ATP sowohl reguliert als auch passiv schnell aus dem Zellinneren

freigesetzt werden. Im extrazellularen Raum kann es wiederum schnell durch spezifische
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Enzyme degradiert werden, was fir eine Terminierung des Alarmsignals wichtig ist, und

seine extrazellulare Prasenz wird durch spezifische Rezeptoren erkannt, welche mitunter auf

Immunzellen exprimiert werden (Di Virgilio, F. et al., 2009).

1.5.2 Die Funktion der P2-Rezeptoren

Seine Funktion als Warnsignal im extrazellularen Raum kann ATP direkt durch Aktivierung
von zwei verschiedenen Unterfamilien von Plasmamembran-Rezeptoren aus der Gruppe der
P2-Rezeptoren (P2R) erfullen, den P2X- und P2Y-Rezeptoren (ldzko, M. et al., 2014a;
Vitiello, L. et al., 2012). Die ionotropen P2X-Rezeptoren wie P2X4 und P2X7 funktionieren
dabei als ATP-gesteuerte Kationenkanale. Dahingegen kénnen die metabotropen G-Protein-
gekoppelten P2Y-Rezeptoren wie P2Y2 und P2Y6 neben ATP auch mit anderen Nukleotiden
wie Uridintriphosphat (UTP) interagieren. Die Purinorezeptoren werden dabei von
unterschiedlichen Zelltypen exprimiert, sodass das jeweilige Expressionsmuster einen
bedeutenden Einfluss auf die vermittelten Effekte des Nukleotids hat (Bours, M. J. et al.,
2006; Gessi, S. et al., 2011; Vitiello, L. et al., 2012). Neben den P2-Rezeptoren exprimiert
ein Grofteil der immunkompetenten Zellen aber auch P1-Rezeptoren (P1R), welche
extrazellulares Adenosin als Abbauprodukt von ATP mit jeweils unterschiedlichen Effekten
binden (Bours, M. J. et al.,, 2006). Grundsatzlich scheint die Wirkung extrazellularer
Nukleotide letztlich neben der freigesetzten Menge an ATP und seinem Abbau durch
Ektonukleotidasen (Blackburn, M. R. et al., 2009; Bours, M. J. et al., 2006; Di Virgilio, F. et
al., 2009) stark von der Rezeptordichte abzuhangen, welche im Verlauf der Immunreaktion
auch variieren kann (Bours, M. J. et al., 2006; Gessi, S. et al., 2011; Vitiello, L. et al., 2012).
Wie bereits angesprochen, wird der P2R-Signalweg schlieRlich durch Diffusion des Liganden
von der Bindestelle und der anschlieRenden Phosphohydrolyse, welche unter Kontrolle der
spezifischen Ektonukleotidasen CD39 und CD73 steht, terminiert (Idzko, M. et al., 2014b;
Idzko, M. et al., 2014a; Vitiello, L. et al., 2012). Die Mitglieder beider P2R-Familien sind in
der Modulierung der Immunantwort durch eine Vielzahl von Mechanismen involviert. Dies
schliel3t sowohl die Regulierung der Funktion von Neutrophilen wie Adharenz, Chemotaxis,
Phagozytose und Freisetzung oxidativer Sauerstoffspezies als auch von Makrophagen wie
nicht-gerichtete Migration, phagozytare Beseitigung von apoptotischen Zellen und Zytokin-
Freisetzung insbesondere von IL-1p ein (ldzko, M. et al., 2014b; Idzko, M. et al., 2014a3;
Vitiello, L. et al., 2012).

Der P2X7-Rezeptor nimmt in der Gruppe oder Familie an Purinorezeptoren eine
Sonderstellung ein. Bei niedrigen Konzentrationen extrazellularen ATPs im mikromolaren
Bereich Ubernimmt der P2X7-Rezeptor die Funktion eines lonenkanals, wohingegen er bei

Konzentrationen im millimolaren Bereich irreversible Membranporen ausbildet. Dadurch wird
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ein unspezifischer Einstrom von Molekilen mit einer GréRRe bis zu 1 Kilodalton (kDa) in das
Zytoplasma ermdglicht (Friedle, S. A. et al., 2010). Durch diesen Einstrom geht die
intrazellulare Homoostase verloren, was letztlich im Zelltod resultieren kann. Wie in
verschiedenen Studien gezeigt werden konnte, ist dieser Mechanismus etwa an der
Entstehung des sekundaren Gewebeschadens nach Riickenmarkstrauma mitbeteiligt (Peng,
W. et al,, 2009; Wang, X. et al., 2004). Darlber hinaus werden Uber P2X7-Rezeptoren
verschiedene entziindungsfordernde Effekte vermittelt. So fordert die Interaktion von eATP
mit P2X7-Rezeptoren die Freisetzung zahlreicher Zytokine wie insbesondere IL-14 und IL-6
und Chemokine sowie die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies durch Makrophagen
und Mikrogliazellen (Kahlenberg, J. M. und Dubyak, G. R., 2004a; Kahlenberg, J. M. und
Dubyak, G. R., 2004b; Kawamura, H. et al., 2012; Parvathenani, L. K. et al., 2003; Solle, M.
et al., 2001). Wie durch Untersuchungen im Tiermodell nachgewiesen werden konnte, tragen
ATP-P2X7-abhangige Signalwege entscheidend sowohl zur Inflammationsreaktion als auch
zur Gewebedestruktion nach Ischamie oder Hypoxie, bei Hypersensitivitatsreaktionen,
TransplantatabstoRungen, Tabakrauch-induziertem Lungenemphysem oder Bleomycin-
induzierter Lungenfibrose bei (Cicko, S. et al., 2010; Kharlamov, A. et al., 2002; Muller, T. et
al., 2011; Riteau, N. et al., 2010; Weber, F. C. et al., 2010; Wilhelm, K. et al., 2010; Yu, Y. et
al., 2009).

Andere Vertreter aus der P2-Rezeptorfamilie, wie P2X4, P2Y2, oder P2Y6, sind ebenfalls an
immunregulatorischen Prozessen beteiligt. Uber die Aktivierung von P2X4-Rezeptoren ist
eATP an der Auslésung der gerichteten Wanderung von Mikrogliazellen zu und in
Lasionsareale mitbeteiligt (Haynes, S. E. et al., 2006; Ohsawa, K. et al., 2007), wobei gezeigt
werden konnte, dass P2X4-Rezeptoren auch P2X7-vermittelte Effekte wie die Freisetzung
von IL-18 oder HMGB1 modulieren kdnnen (Kawano, A. et al., 2012). Der P2Y2-Rezeptor-
Subtyp steuert mitunter die Migration von Neutrophilen entlang eines chemotaktischen
Gradienten und ist auch an der Aktivierung der Zellen involviert (Chen, Y. et al., 2006; Chen,
Y. et al., 2010). Die mikrogliale Phagozytose von Zelldebris wird durch den P2Y6-Rezeptor
durch Bindung von Uridindiphosphat (UDP) angestoRen (Koizumi, S. et al., 2007),
wohingegen die Stimulation von P2Y6-Rezeptoren auf Makrophagen beziehungsweise
Monozyten zu einer verstarkten Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie NF-kB und somit
einer vermehrten Expression von Immunmediatoren wie IL-18 oder CXCL-2 fuhren kann
(Bar, I. et al., 2008). Wie Riegel, A. K. et al. (2011) zeigen konnten, ist naheliegend, dass
P2Y6-Rezeptoren auf Endothelzellen auch eine wichtige Rolle bei der vaskularen
Entziindungsreaktionen nach systemischer Applikation bakterieller Lipopolysaccharide (LPS)

im Mausmodell spielen.
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1.5.3 Die Rolle von ATP bei der Pneumokokkenmeningitis

Die Rolle des P2R-Signalweges bei bakteriellen Infektionen des Gehirns und der Meningen
ist noch weitestgehend unbekannt, da Untersuchungen zur diesbeziglichen ATP-
Freisetzung in den Extrazellularraum, zur Expression von Purinorezeptoren und zur Wirkung
von P2-Rezeptorantagonisten fast vollstandig fehlen. Studien in experimentellen Modellen
dazu haben lediglich demonstriert, dass kortikale ATP-Spiegel dabei um etwa ein Viertel
abnahmen und dieser Verlust von intrazellularem ATP positiv mit dem Ausmald der
neuronalen Schadigung korrelierte (Ghielmetti, M. et al., 2003; Park, W. S. und Chang, Y. S,,
2000). Wie bereits erwahnt, weisen einige Studien auf eine Rolle von eATP bei der Antwort
von Makrophagen und Neutrophilen wahrend der Pneumokokkeninfektion der Kornea und in
vitro hin (Hoegen, T. et al., 2011; Karmakar, M. et al., 2016). Die vorliegende Studie zielte
nun darauf ab, die funktionelle Relevanz von eATP in der Pneumokokkenmeningitis
aufzuzeigen, welche eine verbreitete und sehr ernsthafte Form der Entziindung des Gehirns
darstellt (World Health Organization, 2016). Dabei erhoffte man sich dadurch weitere
Informationen bezlglich therapeutischer Ansatzpunkte bezogen auf die Pathophysiologie der

Erkrankung zu erhalten.
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2 Zielsetzung

Wie eingangs dargestellt, spielt neben bakteriellen zytotoxischen Produkten insbesondere
die  korpereigene UberschieBende Entzindungsreaktion eine Rolle bei den
Gewebeschadigungen im Rahmen der Pneumokokkenmeningitis (Gerber, J. und Nau, R,
2010; Hirst, R. et al., 2004; Koedel, U. et al., 2002a; Koedel, U. et al., 2009b; Koedel, U. et
al., 2010a; b; Nau, R. und Brtck, W., 2002; Weber, J. R. und Tuomanen, E. |., 2007). Dies
bedingt die teils massiven intrakraniellen Komplikationen, aufgrund derer der Grofteil der
Patienten mit signifikanten, neurologischen Langzeitfolgen leben muss und welche auch
entscheidend zu tédlichen Verlaufen beitragen (Christie, D. et al., 2011; Edmond, K. et al.,
2010; Kastenbauer, S. und Pfister, H. W., 2003; Lucas, M. J. et al., 2016; Ramakrishnan, M.
et al., 2009; Smith, A. L., 1988; Weisfelt, M. et al., 2006).

Eine wesentliche Schlisselrolle bei der Immunpathogenese spielt das NLRP3-Inflammasom
und seine Funktion bei der Aktivierung des IL-1p mit Hilfe von Casp1 (Franchi, L. et al.,
2009; Hoegen, T. et al., 2011; Koedel, U. et al., 2002b; McNeela, E. A. et al., 2010; Tschopp,
J. und Schroder, K., 2010). Unsere Arbeitsgruppe konnte in vitro zeigen, dass neben dem
Anstieg der Casp1-Aktivitdt zeitlich auch eine Zunahme der Konzentration von
extrazellularem ATP mit der Freisetzung von IL-1p korreliert und die Inhibierung des ATP-
Signalweges durch Behandlung mit dem Purinorezeptor-Antagonisten ox-ATP (Colomar, A.
et al., 2003; Di Virgilio, F., 2003) die IL-1p -Bildung abschwacht (Hoegen, T. et al., 2011).
Wahrend es in Studien Hinweise auf eine Beteiligung von ATP bei der IL-13-Sekretion bei
Pneumokokkeninfektionen der Kornea gab (Karmakar, M. et al., 2016), war die Rolle von
ATP und der P2R-Signalwege bei der bakteriellen Meningitis noch weitestgehend

unbekannt. Aus diesem Grund setzte man sich bei dieser Arbeit folgende Punkte zum Ziel:

1) Charakterisierung der ATP - Freisetzung und Purinorezeptor-Expression im

Krankheitsverlauf einer experimentellen Pneumokokkenmeningitis (etabliertes Mausmodell).
2) Analyse der funktionellen Bedeutung purinerger Signalwege bei der Regulation der

Entzindungsreaktion und der Entstehung Meningitis-assoziierter intrakranieller

Komplikationen.
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3 Material und Methoden

Eine ausfihrliche Auflistung samtlicher verwendeter Materialien im Rahmen der Studie ist

dem Anhang der Dissertation zu entnehmen (siehe 8.2).

3.1 In-vivo-Versuche am Mausmodell der Pneumokokkenmeningitis

Fir die Experimente dieser Studie wurde ein gut etabliertes Mausmodell der
Pneumokokkenmeningitis verwendet, welches die entzindlichen Verdnderungen und
Meningitis-assoziierten intrakraniellen Komplikationen beim Menschen gut veranschaulicht
und im Folgenden — in Anlehnung an Vorarbeiten der Arbeitsgruppe — ndher beschrieben
wird (Hoegen, T. et al., 2011; Hohne, C. et al., 2013; Hohne, C. L., 2015; Klein, M., 2004;
Klein, M. et al., 2006b; Klein, M. et al., 2008; Koedel, U. et al., 2004; Koedel, U. et al., 2009a;
Malipiero, U. et al., 2006; Murr, C., 2015; Oldenburg, M. et al., 2012; Rupprecht, T. A. et al.,
2007; Tremel, N., 2014; Wache, C. et al., 2015; Wache, C., 2015; Woehrl, B. et al., 2011).
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von S. pneumoniae | | Klinische Evaluation:
in die Cisterna magna
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- Temperatur Wid_er.holung
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k Beurteilungsbogen \&

!

Behandlung mit - Ggf. Antibiotika Blutentnahme ‘
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Kurzzeitnarkose
mit Isofluran Ketamin/Xylazin-Anasthesie ‘
Versuchsgruppen
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16 h Oh 16 h
40 h Oh 16 h 40 h

Abb. 3: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs in vivo am Mausmodell der
Pneumokokkenmeningitis (auf Grundlage von Héhne, C. L., 2015)

Zu Beginn eines jeden Versuches (0 h), am jeweiligen Versuchsende vor Praparation der Tiere (0 h, 4
h, 16 h, 40 h) sowie in regelmafigen Abstdnden dazwischen wurden die Mause einer klinischen
Evaluation unterzogen. Nach Inhalationsnarkose mit Isofluran erfolgte die transkutane Injektion von S.
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pneumoniae in die Cisterna magna. Danach wurde je nach Versuchsreihe der jeweilige Antagonist
intraperitoneal (i.p.) oder intrazisternal (i.c.) verabreicht. Die Praparation der Versuchstiere wurde je
nach Versuchsgruppe zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach tiefer Anasthesie mit Ketamin/Xylazin
durchgefihrt. Bei Praparation auBerhalb eines 24 Stunden - Zeitfensters erhielten die Mduse zudem
16 Stunden post infectionem eine antibiotische Therapie mit Ceftriaxon i.p. Uber ein Bohrloch wurde
ein Katheter in die Cisterna magna eingefiihrt, womit Liquorproben zur Bestimmung der
Leukozytenzahl sowie den Konzentrationen an Interleukin-1p (IL-18) und Adenosintriphosphat (ATP)
gewonnen wurden. Die bakteriellen Titer wurden sowohl im Hirn als auch im Blut der Versuchstiere
bestimmt. Aus den GroRRhirnen wurden mit Hilfe eines Kryomikrotoms koronare Gefrierschnitte zur
Quantifizierung intrazerebraler Blutungen sowie zur Bestimmung der P2-Rezeptor (P2R) - Expression
angefertigt.

3.1.1 Tierversuchsgenehmigung

Die Durchfuhrung dieser Studie erfolgte unter strikter Einhaltung der Richtlinien zur
Behandlung und Verwendung von Labortieren (,Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals®, Institute of Laboratoy Animal Resources, National Research Council, USA) sowie
dem Deutschen Tierschutzgesetz. Das Tierversuchsvorhaben wurde von der
Tierschutzkommission der Regierung von Oberbayern genehmigt (Genehmigungsnummer:
55.2-1-54-2531-143-12).

3.1.2 Versuchstiere

Fur samtliche Versuche wurden ausschlielllich ausgewachsene mannliche Wildtypmause

vom Stamm C57BL6/n von Charles River GmbH (Sulzfeld, Deutschland) verwendet.

3.1.3 Klinischer Score und klinische Untersuchung

Zu Beginn eines jeden Versuches (0 h), eine Stunde nach Infektion (1 h), am jeweiligen
Versuchsende vor der Praparation der Tiere (0 h, 4 h, 16 h, 40 h) sowie in regelmafigen
Abschnitten dazwischen wurden die Mause einer klinischen Evaluation unterzogen.

Hierbei wurde zum einen ein klinischer Score erhoben, welcher (i) den Beam-Balance-Test,
(i) den Postural-Reflex-Test, (iii) den Fellstatus beziehungsweise die Piloerektion, (iv) das
Auftreten von motorischen Anfallen sowie (v) die Vigilanz umfasste. Die Punktevergabe
erfolgte dabei anhand eines modifizierten Punktesystems angelehnt an Vorarbeiten von
Garcia, J. H. et al. (1995). Bei gesunden Tieren betrug der Score 0 Punkte. Maximal waren
12 Punkte erreichbar, wobei ab 11 Punkten die Tiere als terminal erkrankt eingestuft wurden
und in Folge dessen aufgrund ethischer Gesichtspunkte innerhalb des
Beobachtungszeitraums euthanisiert werden mussten.

Zum anderen wurden Korpergewicht und -temperatur der Tiere gemessen, der Open Field
Test und eine regelmaBige klinische Uberwachung anhand eines klinischen

Beurteilungsbogens durchgefihrt.
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Tabelle 2: Klinischer Score

Klinische Scorepunkte | Bedeutung
Evaluation (Pkt.)
Beam-Balance- 0 Laufen mdéglich auf @ 4,5 mm Balken flir 15 sek
Test 1 Stehen mdglich auf @ 4,5 mm Balken fiir 15 sek
2 Laufen mdglich auf @ 9 mm Balken fir 15 sek
3 Stehen maoglich auf @ 9 mm Balken flir 15 sek
4 Laufen mdéglich auf @ 13,5 mm Balken fiir 15 sek
5 Stehen maoglich auf @ 13,5 mm Balken fiir 15 sek
6 Kein Laufen méglich
Postural-Reflex- | 0 Alle 4 Extremitaten symmetrisch extendiert
Test 1 Flexion des Rumpfes
2 Kreiseln
4 Keine motorische Aktivitat
Piloerektion 0 Nein
1 Ja
Motorische 0 Nein
Anfélle 1 Ja
Vigilanz 0 wach
1 lethargisch

sek = Sekunden

Abb. 4: Versuchsaufbau zur Erhebung des klinischen Scores und zur klinischen Untersuchung

3.1.3.1 Beam Balance Test

Zur Testung der motorischen Koordination und des Gleichgewichts, angelehnt an Feeney, D.
M. et al. (1982), wurde die Maus auf drei unterschiedlich dicke Balken mit den Durchmessern

13,5 mm, 9 mm und 4,5 mm gesetzt und beobachtet, ob sie darauf jeweils fiir 15 Sekunden
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(sek) laufen oder sitzen kann. Je nachdem bei welchem Durchmesser Laufen
beziehungsweise Sitzen noch mdglich war, wurden Punkte vergeben. Die hochste Punktzahl
von 6 Punkten war dementsprechend zu erreichen, wenn die Maus fur weniger als 15 sek
auf dem 13,5 mm dicken Balken sitzen konnte. Die Punktzahl von 0 wurde vergeben, wenn

die Maus mindestens 15 sek auf dem 4,5 mm dicken Holzstab laufen konnte,

3.1.3.2 Postural-Reflex-Test

Beim Postural-Reflex-Test in Anlehnung an Bederson, J. B. et al. (1986) wurde nach dem

Hochheben der Mause am Schwanz, deren reaktive Kdperhaltung beobachtet. Vermerkt
wurde, wenn die Maus dabei anstatt einer symmetrischen Streckung aller vier Extremitaten,
den Rumpf flektierte, sich um die eigene Korperachse drehte oder keine motorische Aktivitat

zeigte.

3.1.3.3 Fellstatus, motorische Anfille und Vigilanz

Im Rahmen der Erhebung des klinischen Scores wurden die Kriterien Fellstatus, Auftreten
motorischer Anfélle und Vigilanz beurteilt, welche auch im Rahmen des Kklinischen
Beurteilungsbogens (siehe 3.1.3.6) miterhoben wurden. Der Fellstatus wurde nach Fehlen (0
Scorepunkte, Pkt.) oder Auftreten von Piloerektion (1 Pkt.) eingeteilt. Ebenso unterschied
man zwischen fehlendem (0 Pkt.) und vorhandenem Auftreten motorischer Anfalle (1 Pkt.).
Die Vigilanz wurde eingeteilt nach wach (0 Pkt.) oder lethargisch (1 Pkt.), wobei tiefere

Bewusstseinsstérungen bei keinem der Versuchstiere beobachtet wurden.

3.1.3.4 Korpergewicht und Koérpertemperatur

Bei jeder Maus wurden das Koérpergewicht mit Hilfe einer Prazisionswaage (Kern&Sohn,
Balingen) sowie die Kérpertemperatur mit einer rektalen Temperatursonde (Durchmesser 1,5
mm; GTH1160 Digitalthermometer, Greisinger electronic GmbH, Regenstauf), welche zuvor

mit Vaseline bestrichen worden war, gemessen.

3.1.3.5 Open Field Test
Beim Open Field Test, angelehnt an Gould, T. D. et al. (2009), wurde die jeweilige Maus zur

Evaluation der spontanen motorischen Aktivitat mittig in eine Kiste (42 x 42 x 20 cm) mit
neun gleich groflen quadratischen Feldern (14 x 14 cm) gesetzt und die Anzahl der
betretenen Felder in einem Zeitfenster von zwei Minuten (min) gezahlt. Ein Feld wurde

jeweils als betreten gezahlt, sobald die Maus mit zwei Pfoten darauf stand.
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3.1.3.6 Klinischer Beurteilungsbogen

Bei jeder umfassenden klinischen Untersuchung und zu weiteren definierten Zeitpunkten (0,
1,2,8,12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 und 40 h post infectionem) wurde auf
Basis eines klinischen Beurteilungsbogens der Arbeitsgruppe (vgl. Wache, C., 2015) ein

zusatzlicher Punktewert erhoben, welcher Aufschluss Uber den klinischen Status und folglich

auch die Notwendigkeit eines Versuchsabbruchs (aufgrund einer zu groRen Belastung der

Mause) lieferte. Die bei der Punktevergabe miteinbezogenen Bereiche mit den jeweiligen

Scorepunkten kdnnen Tabelle 3 entnommen werden.

Tabelle 3: Kriterien des klinischen Beurteilungsbogens mit den jeweiligen Scorepunkten

Kriterien

Scorepunkte (Pkt.)

Bedeutung

Fellstatus

0

normal

1

struppig, ungepflegt, schmutzig

Motorische Anfélle | O keine
1 kurzzeitige Anfalle
6 Status epilepticus > 5 min
Vigilanz 0 normal
1 somnolent
6 komatds
Augenstatus 0 normal
1 verklebt
6 eingesunken
Kdrperstellung 0 normal
1 gekrimmt
3 Seitenlage
Atembewegungen | 0 normal
1 verstarkte thorakale Atemexkursionen
3 verstarkte und verlangsamte thorakale
Atemexkursionen
Gewichtsabnahme | 0 <10%
1 10 - 13,9%
2 14 -19,9%
6 >20%

Aus den Einzelpunktwerten lie® sich ein Gesamtscore berechnen. Gesunde Tiere wiesen

einen Scorewert von 0 auf. Bei einem Gesamtscorewert von 5 Punkten wurde eine 30
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minitige Uberwachung des Versuchstieres angesetzt, bei 7 Scorepunkten eine 10 minitige
Uberwachung und ab einem Wert von 9 Punkten musste das Tier euthanisiert werden, was

aber bei keinem der Tiere der Versuchsreihen der Fall war.

3.1.4 Infektion

Nach der klinischen Beurteilung zu Beginn einer jeden Versuchsreihe wurde den Mausen
jeweils 0,1 ml Buprenorphin (Buprenorphinhydrochlorid, Temgesic®, Reckitt Benckiser
Healthcare (UK) Ltd., Berkshire, Grof3britannien) intraperitoneal (i.p.) injiziert. Anschlielend
wurden die Tiere nach einer 30 minutigen Einwirkzeit des Schmerzmittels mit Hilfe eines
Verdampfers (Vet.Med.Vapor Drager, Libeck, Deutschland) in einer Plexiglaskammer mit
3,5% lIsofluran (Abbott GmbH & Co.KG, Wiesbaden, Deutschland) durch Inhalation in
Kurzzeitnarkose versetzt. Im nachsten Schritt erfolgte die transkutane Injektion von 20 pl von
10" Kolonie-bildenden Einheiten (KBE) pro ml von S. pneumoniae Serotyp 2, Stamm D39
(freundlicherweise zur Verfliigung gestellt von Herrn Prof. Dr. Sven Hammerschmidt,
Abteilung Genetik der Mikroorganismen, Ernst-Moritz-Arndt-Universitat, Greifswald) in die
Cisterna magna. Hierfur erfolgte eine Flexion des Kopfes um etwa 60°. Mit einer Spritze
(Braun Omnican® F 30G x!%”) tastete man sich vom Os occipitale nach kaudal und sobald
man bei der gespannten Membrana atlanto-occipitalis angekommen war, erfolgte die
transkutane Injektion der Bakterien. Kontrolltieren wurden auf gleiche Weise 20 ul einer
phosphatgepufferten Kochsalzlésung (PBS, Phosphate buffered saline, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) injiziert.

Nach der Infektion wurden die Tiere in Kafige gegeben, welche sich zur Aufrechterhaltung
der Korpertemperatur auf Heizkissen befanden und mit ausreichend Futter und Wasser ad
libitum ausgestattet waren. Sobald die Narkose abgeklungen war, wurden die Tiere auf
Zeichen einer verursachten Hirnstammlasion inspiziert und bei diesbezlglich positivem
Befund umgehend euthanasiert. Eine klinische Hirnstammsymptomatik zeigte sich unter
anderem durch eine Extremitadtenschwache oder ein Drehen um die eigene Achse. Zudem
wurde jeweils eine Stunde nach Infektion nochmals eine klinische Evaluation inklusive

Score-Erhebung jeder Maus durchgefiihrt.

3.1.5 Antibiotische Therapie

Je nach Versuchsgruppe wurde die Praparation der Versuchstiere zu unterschiedlichen
Zeitpunkten durchgefiihrt. Die Mause, bei denen eine Praparation auferhalb eines 24
Stunden-Zeitfenster erfolgte, erhielten 16 Stunden post infectionem im Anschluss an die

klinische Untersuchung eine antibiotische Therapie mit 100 mg/kg Korpergewicht (KG)
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Ceftriaxon (MIP Pharma, Polen) intraperitoneal, um einem todlichen Ausgang der Infektion

vor Ende der Versuchsdauer vorzubeugen.

3.1.6 Versuchsgruppen

Im Rahmen der in-vivo-Experimente wurden verschiedene Versuchsreihen durchgefiihrt. Die
ersten beiden Versuchsreihen dienten der Analyse der funktionellen Bedeutung purinerger
Signalwege in der Entwicklungssphase beziehungsweise im fortgeschrittenen
Krankheitsverlauf der Pneumokokkenmeningitis mit Hilfe des nicht-selektiven P2R-
Antagonisten Suramin (Suramin hexasodium salt, Tocris Bioscience, Bristol, GroRbritannien)
(Kim, J. E. et al., 2009; Light, A. R. et al., 2006; Naviaux, J. C. et al., 2014) sowie des
P2X7R-Antagonisten Brilliantblau G (BBG, Brilliant Blue G, Sigma Aldrich GmbH, Darmstadt,
Deutschland) (Chen, S. et al., 2013; Peng, W. et al., 2009). Eine weitere Versuchsreihe hatte
die Charakterisierung der ATP-Freisetzung im Zeitverlauf der Pneumokokkenmeningitis zum
Zweck. In einer zusatzlichen Versuchsreihe verwendete man den Ektonukleotidase-Inhibitor
ARL 67156 (ARL 67156 trisodium salt, Tocris Bioscience, Bristol, GroRbritannien)
(Levesque, S. et al.,, 2007) sowie den nicht-selektiven Adenosinrezeptor-Antagonisten
Theophyllin (Sigma Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland) (Biaggioni, I. et al., 1991; Daly,
J. W. et al., 1985; Fredholm, B. B., 1979; Rall, T. W., 1982), um herauszufinden, ob durch
eine Hemmung des ATP-Abbaus beziehungsweise der Wirkung von ATP-Abbauprodukten
der Krankheitsverlauf einer experimentellen Pneumokokkenmeningitis beeinflusst werden

kann.

3.1.6.1 Effekt von P2R-Antagonisten auf die Krankheitsentwicklung der PM

Zur Analyse der funktionellen Bedeutung der purinergen ATP-abhangigen Signalwege in der
Pneumokokkenmeningitis wurde zunachst die Entstehungsphase der Erkrankung naher
beleuchtet. Dabei wurden den Versuchstieren - je nach Versuchsgruppe randomisiert -
unmittelbar nach der intrazisternalen (i.c.) Infektion mit 20 ul 10’ KBE/ml S. pneumoniae,
intraperitoneal (i.p.) 20 mg/kg KG Suramin (n = 11) (Kim, J. E. et al., 2009; Naviaux, J. C. et
al., 2014) oder 50 mg/kg KG BBG (n = 11) (Chen, S. et al., 2013; Peng, W. et al., 2009)
jeweils in Verdinnung mit sterilem Wasser (Aqua dest., Endotoxin-frei, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) verabreicht. Die Tiere der Positivkontrollgruppe
erhielten intraperitoneal in entsprechender Menge die Vehikelsubstanz in Form von sterilem
Wasser nach Infektion mit S. pneumoniae (n = 21). Den Negativkontrolltieren wurden
intrazisternal anstelle der Bakteriensuspension 20 pl PBS verabreicht (n = 8).

Es gibt Berichte, dass Suramin im Gegensatz zu BBG (Chen, S. et al., 2013; Peng, W. et al.,

2009) die intakte Blut-Hirn-Schranke schlecht penetriert und somit nur zu einem geringen
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Teil ins Gehirn gelangt (Hawking, F., 1940; Naviaux, J. C. et al., 2014; Sanderson, L. et al.,
2007). Die Permeabilitat der BHS bei der Pneumokokkenmeningitis wird gewoéhnlich erhéht,
so dass der Transport von Suramin Uber die BHS kein Problem darstellen sollte (Paul, R. et
al., 1998). Nichtsdestotrotz, um sicher zu gehen, dass kein Effekt des Therapeutikums
aufgrund eingeschrankter Bioverfligbarkeit ibersehen wird, wurden in einer zusatzlichen
Experimentalgruppe den Mausen 20 mg/kg Gehirngewicht Suramin jeweils 2 Stunden vor
der Infektion Uber einen intrazisternalen Zugang verabreicht (n = 11). Vollstdndigerweise
sollte erwahnt werden, dass die angesprochene geringe Penetration nicht auf die
circumventrikuldren Organe zutrifft, bei welchen die BHS weniger stark ausgepragt ist
(Hawking, F., 1940; Naviaux, J. C. et al., 2014; Sanderson, L. et al., 2007; Sis6, S. et al.,
2010). Das Gesamthirngewicht wurde dabei gemal den Daten von Wahisten, D. et al.
(2006) auf 0,5 Gramm geschatzt. Um jeglichen Einfluss der intrazisternalen Injektion auf den
Krankheitsverlauf auszuschlielen, wurde eine Kontrollgruppe an Mausen (n = 4) 2 Stunden
vor der Pneumokokkeninfektion intrazisternal mit 20 pl sterilem Wasser - einem dem
Suramin entsprechenden Volumen - behandelt.

Es ergaben sich somit folgende Versuchsgruppen:

Tabelle 4: Versuchsgruppen der Versuchsserie ,Effekt von P2R-Antagonisten auf die
Entwicklung der PM*“

Antagonist Verabreichung i.c. Infektion Versuchsende Anzahl
(20 pi) (post infectionem) (n)
Suramin i.p. S. pneumoniae 16 h 11
Suramin i.c. S. pneumoniae 16 h 11
BBG i.p. S. pneumoniae 16 h 11
Steriles Wasser i.p. S. pneumoniae 16 h 21

- - PBS 16 h

Steriles Wasser i.c. S. pneumoniae 16 h 4

3.1.6.2 Effekt von P2R-Antagonisten im fortgeschrittenen Krankheitsverlauf der PM

Um die Rolle der purinergen Signalwege im Rahmen des fortgeschrittenen
Krankheitsverlaufs einer Pneumokokkenmeningitis naher beleuchten zu kénnen, wurde in
einer weiteren Versuchsserie die Praparation zur Probengewinnung jeweils 40 Stunden post
infectionem durchgefiihrt. Im Vorfeld wurden den Tiere jeweils entsprechend dem
vorhergehendem Versuchsaufbau (siehe 3.1.6.1) 20 upl 10’ KBE/ml S. pneumoniae
beziehungsweise den Negativkontrolltieren 20 uyl PBS intrazisternal injiziert. Um einem

vorzeitigen letalen Verlauf der Meningitis entgegenzuwirken, erhielten die Mause dieser
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Versuchsreihe jeweils 16 Stunden post infectionem eine Antibiotika-Behandlung mit 100
mg/kg KG Ceftriaxon. Ebenfalls 16 Stunden post infectionem wurden den Versuchstieren
dieser Versuchsserie intraperitoneal 20 mg/kg KG Suramin in Verdinnung mit sterilem
Wasser verabreicht. Den Positivkontrollen wurde intraperitoneal die Vehikelsubstanz ,steriles
Wasser“ verabreicht. Da die Tiere im fortgeschrittenen Krankheitsstadium regelhaft eine Blut-
Hirn-Schranken-Stérung und eine signifikante Erhdhung des intrakraniellen Druckes
aufweisen (Paul, R. et al., 1998), wurde auf eine intrazisternale Verabreichung von Suramin
in dieser Versuchsserie verzichtet.

Einen Uberblick Uiber die Gruppen dieser Versuchsreihe bietet Tabelle 5:

Tabelle 5: Versuchsgruppen der Versuchsserie ,Effekt von P2R-Antagonisten im
fortgeschrittenen Krankheitsverlauf der PM“
Antagonist Verabreichung i.c. Infektion Versuchsende Anzahl
(20 pi) (post infectionem) (n)
Suramin i.p. S. pneumoniae 40 h 10
Steriles Wasser i.p. S. pneumoniae 40 h 12
- - PBS 40 h 4

3.1.6.3 ATP-Konzentration und P2R-Expression im Zeitverlauf der PM

Zur Charakterisierung der ATP-Konzentration im Liquor sowie der P2R-mRNA-Expression in
den Mausehirnen erfolgte die Praparation und Parametergewinnung bei den Mausen je nach
Versuchsgruppenzugehorigkeit vor der Infektion (0 h, n = 4) beziehungsweise 4 (n = 4), 16 (n
= 5) oder 40 (n = 3) Stunden nach der Infektion mit 20 pl 10" KBE/ml S. pneumoniae. Die 40
Stunden-Versuchstiere erhielten wiederum 16 Stunden post infectionem eine Antibiotika-

Behandlung mit 100 mg/kg Ceftriaxon.

So ergaben sich folgende Versuchsgruppen im Rahmen der Zeitverlaufsversuchsserie:

Tabelle 6: Versuchsgruppen der Versuchsserie ,,Zeitverlauf*

Antagonist Verabreichung i.c. Infektion Versuchsende Anzahl
(20 pi) (post infectionem) (n)
- - S. pneumoniae Oh 4
- - S. pneumoniae 4 h 4
- - S. pneumoniae 16 h 5
- - S. pneumoniae 40 h 3
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3.1.6.4 Effekt von Ektonukleotidaseinhibitoren und Adenosinrezeptor-Antagonisten

In dieser Versuchsreihe wollte man sich nach Beleuchtung der Effekte von Antagonisten der
P2-Purinorezeptoren insbesondere auf Mechanismen in Zusammenhang mit der Hemmung
des ATP-Abbaus beziehungsweise der Wirkung von ATP-Abbauprodukten im
Krankheitsverlauf einer experimentellen Pneumokokkenmeningitis konzentrieren. So
verabreichte man den Versuchstieren entsprechend den vorhergehenden Versuchsreihen
intraperitoneal jeweils in Verdinnung mit sterilem Wasser entweder 20 mg/kg KG des
Ektonukleotidase-Inhibitors ARL 67156 (ARL 67156 trisodium salt, Tocris Bioscience, Bristol,
GroRbritannien, n = 11) (Levesque, S. et al., 2007; Li, P. et al., 2015) oder 50 mg/kg KG des
Adenosinrezeptor-Antagonisten Theophyllin (Sigma Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland,
n = 11) (Biaggioni, I. et al., 1991; Daly, J. W. et al., 1985; Fredholm, B. B., 1979; Rall, T. W,,
1982; Saleh, T. S. F. et al., 1996). Mit Hilfe von ARL 67156 sollte durch Verhinderung des
Abbaus von ATP (Levesque, S. et al., 2007) die Konzentration des Nukleotids erhoht
werden, um die daraus resultierenden pathophysiologische Effekte zu untersuchen.
Andererseits inhibierte man mit dem nicht-selektiven Adenosinrezeptor-Antagonisten
Theophyllin (Biaggioni, I. et al., 1991; Daly, J. W. et al., 1985; Fredholm, B. B., 1979; Rall, T.
W., 1982) Rezeptoren fir ein Abbauprodukt von ATP, welches ebenfalls eine Rolle im
Rahmen der purinergen Signalwege spielen kdnnte.

Die Tiere der Positivkontrollgruppe erhielten intraperitoneal die entsprechender Menge der
Vehikelsubstanz, namlich ,steriles Wasser®, kurz nach Infektion mit S. pneumoniae (n = 21).
Den Negativkontrolltieren wurden anstelle der Bakteriensuspension intrazisternal 20 ul PBS

verabreicht (n = 8).

Tabelle 7: Versuchsgruppen der Versuchsserie , Effekt von Ektonukleotidase-Inhibitoren und

Adenosinrezeptor-Antagonisten*

Antagonist Verabreichung i.c. Infektion Versuchsende Anzahl
(20 pi) (post infectionem) (n)
ARL 67156 i.p. S. pneumoniae 16 h 11
Theophyllin i.p. S. pneumoniae 16 h 11
Steriles Wasser i.p. S. pneumoniae 16 h 21
- - PBS 16 h 8

31.7 Praparation der Versuchstiere

Am jeweiligen Versuchsende wurde eine letzte klinische Untersuchung vor der Praparation
der Tiere durchgefihrt, wobei die Mause anschlieend durch eine intraperitoneale Gabe von
100mg/kg KG Ketamin (Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg, Deutschland) zusammen mit 10

mg/kg KG Xylazin (Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland) narkotisiert wurden. Die
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Tiefe der Narkose wurde dabei durch eine Reaktion in Form von Abwehrbewegungen und
Atemveranderungen auf das Zuflihren von Schmerzreizen Uberprift und Ketamin/Xylazin
wurden bei Bedarf nachinjiziert. Fortan verblieben die Mause in Narkose. Sobald eine
ausreichende Narkosetiefe erreicht worden war, wurde der Kopf des Tieres in einem
stereotaktischen Rahmen Uber Halterungen an den Ossa temporales und einer Klemme am
Os nasale fixiert. Damit sollte eine Positionsanderung des Kopfes wahrend der Praparation
vermieden werden. Nach Gabe des Lokalanasthetikums Lidocain (Xylocain® 1%,
AstraZeneca GmbH, Wedel, Deutschland) wurde die Schadelkalotte freiprapariert, um am
Ubergang des Os interparietale zum Os occipitale in Verlangerung der Sutura sagittalis mit
Hilfe eines Handbohrers (Micromot 50 Proxxon, Féhren, Deutschland) ein Bohrloch
anzulegen. Uber dieses Loch wurde ein aus einer Stahlkaniile (22G x 1%”, 0,7 x 30 mm) und
einem Polyethylenschlauch (Lange ca. 1 cm, Innendurchmesser 0,58 mm, AuRen-
durchmesser 0,98 mm) selbst angefertigter Katheter in die Cisterna magna eingeftihrt, womit
Liquorproben zur Bestimmung der Leukozytenzahl sowie der Konzentrationen an IL-1f3 und
ATP gewonnen wurden. Mit Hilfe eines weiteren Katheters, welcher mit Histoacryl-
Gewebekleber (Aesculap, Tuttlingen, Deutschland) fixiert worden war, wurde die zuvor
entnommene Liquormenge durch PBS ersetzt und der intrakranielle Druck (ICP) Uber 90
Sekunden mit Hilfe eines Druckwandlers (Siemens AG Minchen, Deutschland) erfasst.

Nach tiefer Anasthesie mit Ketamin/Xylazin wurde der Thorax des Tieres erdffnet und aus
dem rechten Ventrikel des freipraparierten Mauseherzens wurden mit einer Heparin-
benetzten (Heparin-Natrium 25000 I.E., ratiopharm, Ulm, Deutschland) Spritze etwa 0,4 ml
Blut entnommen und in einem Reaktionsgefall (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) auf
Eis gestellt. Zum Zwecke einer besseren Darstellung des Gehirns wurde ein
Polyethylenschlauch in der Aorta ascendens fixiert, die Leber eréffnet und das Hirn mit 15 ml
eiskaltem, heparinisiertem (10 U/ml Heparin) PBS transkardial perfundiert.

Nach Offnen des Schadeldaches, Entfernung der Dura mater und vorsichtiger Entnahme des
Hirns wurde das Kleinhirn abgetrennt und in sterilem PBS zur Bakterientiterbestimmung
homogenisiert. Am Grof3hirn wurden die oberflachlichen Einblutungen quantifiziert, die
Qualitat der Perfusion beurteilt und das Hirn anschliefiend umgehend bei -80° Celsius (°C)

bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt.
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Abb. 5: Enthommenes murines GroBhirn in vergroBerter Darstellung

Die entnommenen Liquor- und Blutproben wurden fir 10 min bei 2900 Umdrehungen
pro Minute (UpM) bei Raumtemperatur zentrifugiert (Zentrifuge 5415 C, Eppendorf AG,

Hamburg, Deutschland) und die Uberstéande anschlieBend bei -20°C eingefroren.

3.1.8 Bestimmung der Leukozytenzahl im Liquor

Die Leukozytenzahl im Liquor wurde mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer (Assistent,
Sondheim/Rhén, Deutschland) bestimmt.

Hierzu wurden 2 pl des gewonnen Liquors zu 18 pl Tirk'scher Lésung (Merck KGaA,
Steinheim, Deutschland) hinzugegeben und mit der erstellten Suspension die Zahlkammer
unter Zuhilfenahme einer Pipette gefillt. Im Anschluss wurden die Zellen unter einem
Lichtmikroskop (Nikon TMS, Nikon GmbH, Diusseldorf, Deutschland) bei 40-facher
VergrolRerung ausgezahlt. Mit Hilfe der ausgezahlten Zellzahl konnte die Leukozytenzahl / pl
berechnet werden. Zur Umrechnung diente folgende Formel:

Zb=Zax VF/KV

Dabei ist Zb = berechnete Zellzahl (n/pl), Za = ausgezahlte Zellzahl in der Kammer, VF =
Verdinnungsfaktor 10 und KV = Kammervolumen = Kammertiefe 0,2 mm x Gesamtflache 16

mm? = 3,2 pl.

3.1.9 Bestimmung bakterieller Titer in Gehirn und Blut

Die bakteriellen Titer wurden sowohl im Hirn als auch im Blut der Versuchstiere bestimmt.

Zur Titerbestimmung im Hirn wurde das zuvor abgetrennte Mausekleinhirn in 1 ml sterilem
PBS in einem ebenfalls sterlen Rundboden-Réhrchen (Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland) mit Hilfe eines Ultra-Turrax® (IKA Labortechnik, Staufen,

Deutschland) homogenisiert. Unter Berlcksichtigung der Versuchsdauer der jeweiligen
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Versuchsreihe von entweder unter (0 h, 4 h, 16 h) oder lber 24 Stunden (40 h) wurden die
Kleinhirnhomogenate unterschiedlichen Verdiinnungsreihen mit PBS unterzogen. Bei den
Versuchen mit einer Dauer unter 24 Stunden wurden vom Homogenat jeweils 100 pl in 103
und 10°-facher Verdiinnung mit Hilfe eines sterilen Drigalskispatels auf einer Blutagarplatte
(BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) ausgestrichen. Auf gleiche Weise wurde bei den
40 h-Versuchen das Kleinhirnhomogenat 10- und 10°-fach verdiinnt ausgestrichen.

Die gewonnen Blutproben wurden ebenfalls mit PBS verdinnt und im Anschluss davon
jeweils 10 pl bei Versuchen mit einer Dauer unter 24 Stunden in einer Verdiinnung von 1:10-
und 1:1000 beziehungsweise bei den 40 Stunden-Versuchen 100 pl unverdinnt und in einer
Verdinnung von 1:100 ausgestrichen.

Far 24 Stunden wurden die Platten bei 37°C und 5% Kohlendioxid bebrutet, anschlieend
die darauf gewachsenen Bakterienkolonien ausgezahlt und die Titer unter Bertcksichtigung

der jeweiligen Verdliinnungen berechnet.

Abb. 6: Blutgarplatte mit Pneumokokkenkolonien
Ausstrich eines Kleinhirnhomogenats in 10- (linke Halfte) und 10°-facher (rechte Halfte) Verdinnung
nach Bebritung bei 37°C und 5% Kohlendioxid.

3.1.10 Herstellung von Hirnschnitten und Quantifizierung intrazerebraler Blutungen

Aus den nach der Praparation tiefgefrorenen Grolthirnen wurden mit Hilfe eines
Kryomikrotoms (Leica Instruments GmbH, Nussloch, Deutschland) bei einer Kammer- und
Objekttragertemperatur von -20°C koronare Gefrierschnitte angefertigt. Nach dem
Aufblocken der Hirne auf einen gekihlten Schneideblock, mit der Hirnbasis auf der von der

Klinge abgewandten Seite, wurden daraus jeweils mehrere Schnitte nach einem
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vorgegebenem Schneideprotokoll angefertigt (vgl. Héhne, C. L., 2015; Koedel, U. et al.,
2009a; Wache, C., 2015; Woehrl, B. et al., 2011).

Zur Quantifizierung der intrazerebralen Blutungen wurden von den Hirnen der Versuchstiere,
beginnend auf H6he des Vorderhorns der Seitenventrikel nach rostral gehend, jeweils zehn
Fotos im Abstand von jeweils 300 um, mit einer Digitalkamera vom Typ Easy Share DX 4330
(Kodak, Stuttgart, Deutschland) angefertigt und digitalisiert.

SHCAUNENNEE

Lol ]

Abb. 7: Digitalisierung und Bildverarbeitung der Hirnschnitte.

A) Anfertigung von Hirnschnitten mit Hilfe eines Kryomikrotoms. B) Angefertigte Hirnschnitte zur
Auszahlung intrazerebraler Blutungen und zu Veranschaulichung mit Hilfe von Adobe Photoshop CC
2018.

Anhand dieser Fotos wurden die sichtbaren intrazerebralen Blutungen auf jedem Schnittbild
gezahlt, so dass fur jedes Gehirn eine summierte Gesamtzahl an Blutungen angegeben
werden konnte. Dabei waren insbesondere die Auswertungen der Hirnblutungen bei den
Tieren aus den Versuchsreihen mit Schwerpunkt auf den Zeitverlauf und im fortgeschrittenen
Stadium der Pneumokokkenmeningitis von Interesse, da die Anzahl der Blutungen mit
Erkrankungsdauer verstarkt auftreten und sichtbar sein sollten. Zur Veranschaulichung
wurden die Hirnschnitte jeweils mit dem Programm Adobe Photoshop (Adobe Systems
Software Ireland Limited, Dublin, Irland) bearbeitet.

Die entstandenen Hirnschnipsel wurden bis zur weiteren Verwendung im Rahmen der RT-

PCR (Reverse transcription polymerase chain reaction) bei -80°C aufbewahrt.

3.1.11 Messung der IL-18-Konzentration im Liquor

Im Rahmen der Versuche in vivo wurde die Konzentration des Zytokins IL-1p mittels eines
kommerziell erhaltlichen ELISAs (Enzyme-linked Immunosorbent Assay, R&D Systems,

Deutschland) fur Maus-IL-1p gemal den Herstellerangaben in den Liquorproben bestimmt.
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Bei diesem Sandwich-ELISA wurde zunachst eine 96-Well-Mikrotiterplatte mit einem
Fangerantikérper versehen und die restliche Probenldésung in mehreren Waschschritten
wieder entfernt. AnschlieBend wurden die Liquorproben sowie Detektor-Antikorper
hinzugegeben, sodass eine Verbindung zwischen IL-1f als Antigen und den beiden
Antikérpern entstehen konnte. Durch Markierung mit dem Enzym Meerrettichperoxidase war
nach Inkubation durch eine Blaufarbung eine Bestimmung der IL-13-Konzentration mit Hilfe
eines  Mikroplattenlesers und anhand einer Kalibrierungskurve méglich  (vgl.
Herstellerangaben).

Man beschrankte sich bei der Interleukin-Messung auf IL-1p, da von den Mausen jeweils nur
eine geringe Menge an Liquor (ca. 10 ul) gewonnen werden konnte. Grund fiir die Auswahl
waren Vorbefunde, welche gezeigt haben, dass IL-1p insbesondere in der
Entwicklungsphase der Pneumokokkenmeningitis als wichtiger Entziindungsmediator
freigesetzt (Klein, M. et al., 2006b; Koedel, U. et al., 2002a) und dessen Freisetzung in vitro
durch einen P2R-Antagonisten signifikant moduliert werden konnte (Hoegen, T. et al., 2011;
Koedel, U. et al., 2002a).

3.1.12 Real Time RT-PCR-Analysen der P2-Rezeptor-Expression im Gehirn

Zur Bestimmung der P2-Rezeptor-Expression wurden die tiefgefrorenen Hirne extern
dankenswerterweise unter der Leitung von Prof. Dr. Marco Idzko an der Klinik fir
Pneumologie der Universitatsklinik Freiburg mit Hilfe einer Real Time RT-PCR analysiert.

Dabei wurde die gesamte RNA mit Hilfe eines RNeasy Mini-Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) gemafR den Hersteller-Empfehlungen vom homogenisierten Hirngewebe
isoliert. Die reverse Transkription erfolgte mit Hilfe der Stratascript reverse Transcriptase
(Stratagene, La Jolla, Kalifornien, USA) und verschiedenen Primern (Invitrogen,
Deutschland). Eine quantitative PCR wurde mit dem Tagman Universal PCR Mastermix
(Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien, USA) und vorgefertigten Primern und
Probenmischungen (Assays on Demand, Applied Biosystems, Carlsfeld, Kalifornien, USA)
durchgefiihrt. Die Versuchsbedingungen bei der Durchflihrung der PCR unter Zuhilfenahme
eines Thermocyclers (iCycler, Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA) stellten sich wie folgt
dar: jeweils 2 min bei 50°C und 10 min bei 95°C, gefolgt von 45 Zyklen von je 15 sek bei
95°C und 60°C fur 1 min. Eine PCR-Amplifikation eines Haushaltsgens, welches fiur p2-
Mikroglobulin kodiert, wurde wahrend eines jeden Durchlaufs je Probe durchgefiihrt, um eine

Normierung zwischen den Proben zu erméglichen.
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3.1.13 Bestimmung der ATP-Konzentration im Liquor

Die Quantifizierung der ATP-Konzentrationen der jeweiligen Liquorproben erfolgte indirekt
mit Hilfe des ATP Determination Kits von Molecular Probes (A22066, Molecular Probes, Inc.,
Eugene, Oregon, USA). Die Messungen wurden den Herstellerangaben entsprechend
durchgeflhrt.

Das Testverfahren beruht auf der Reaktion von ATP, Luciferin und O, zu Oxyluciferin, AMP,
Pyrophosphat und CO,, wobei Licht mit einem Emissionsmaximum von etwa 560 nm bei
einem pH von 7,8 freigesetzt wird. Die Reaktion wird durch Magnesium (Mg?*) und das
Enzym Luciferase katalysiert (vgl. Herstellerangaben).

Die nétigen Bestandteile fiir eine Standardreaktionslésung waren im ATP-Determination Kit
enthalten und wurden nach Vorgabe unmittelbar vor den einzelnen Messreihen in
deionisiertem Wasser zusammengefuhrt.

Aufgrund der quantitativ jeweils geringen Menge der Liquorproben wurden nach
vorhergehender Zugabe von jeweils 10 uyl PBS, jeweils 5 pl der Probenmenge zur Messung
verwendet und in eine der Vertiefungen einer weillen 96-Well-Platte (Nunc, Wiesbaden,
Deutschland) pipettiert. AnschlieBend wurden jeweils 100 ul der angefertigten
Reaktionslésung dazugegeben.

Das durch die Reaktion freigesetzte Licht wurde unmittelbar im Anschluss mit Hilfe eines
Luminometers (Tristar LB 941, Multimode Mikroplattenleser, Berthold Technologies GmbH &
Co. KG, Bad Wildbad, Deutschland) gemessen. Fir jede Lumineszenzmessung wurde
zudem jeweils eine ATP-Standardeichkurve erstellt, indem Proben von je 5 ul reinen ATPs in
absteigenden Konzentrationen bei jeweils flinffacher Verdiinnung mit PBS beginnend mit 1
MM mitgemessen wurden. Nach Abzug der Hintergrund-Lumineszenzen aus
vorausgehenden Messungen der leeren 96-Well-Platten lieRen sich mit Hilfe der
Standardeichkurven die in den Proben jeweils vorhandenen ATP-Konzentrationen

berechnen.

3.2 In-vitro-Zellkulturversuche im Rahmen der Pneumokokkenmeningitis

3.21 Versuchsbedingungen

Zur Gewabhrleistung steriler Bedingungen wurden die Zellkulturexperimente unter einer
mikrobiologischen Sicherheitswerkbank (HERAsafe®, Thermo Electron Corporation,
Waltham, Massachusetts, USA) durchgefiihrt. Zur Kultivierung der Zellpopulationen und
Inkubation der Zellen wahrend der verschiedenen Versuchsschritte wurden diese zeitweise
in einem Brutschrank (Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland) bei einer Temperatur

von 37°C und 5%iger Kohlendioxidbegasung (CO.) aufbewahrt.
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3.2.2 Zelltypen und Zellgewinnung

Fir die Zellkulturexperimente wurden Knochenmarkszellen wie primar murine Makrophagen
(bone marrow-derived macrophages, BMDM) sowie neutrophile Knochenmarks-
Granulozyten (bone marrow-derived neutrophils, BMN) zur weiteren Behandlung aus den
Femores von C57BL6/n-Wildtypmausen gewonnen, wie in der Arbeitsgruppe etabliert und
auch in Vorarbeiten beschrieben (vgl. Frommhold, D. et al., 2007; Hoegen, T. et al., 2011;
Hohne, C. L., 2015; Wache, C., 2015).

3.2.2.1 Murine Knochenmarks-Makrophagen

C57BL6/n-Mause wurden mit Hilfe eines Verdampfers (Vaporisateur, Dragerwerk AG & Co.
KGaA, Lubeck, Deutschland) in einer Plexiglaskammer mit 3,5% Isofluran (Abbott GmbH &
Co.KG, Wiesbaden, Deutschland) durch Inhalation narkotisiert und anschlie®end unmittelbar
euthanasiert. Nach Desinfektion mit Ethanol wurden Fell und Muskeln unter einer Sterilbank
nacheinander abgetrennt, die beiden Femores entnommen und voriibergehend in einer
Petrischale mit PBS aufbewahrt.

Jeder der beiden Knochen wurde unter sterilen Bedingungen jeweils mit 5 ml gekihlter PBS
durchgespiilt und das gewonnene Knochenmark im Anschluss in einem 50 ml Falcon mit
einer 1000 ml Pipette zerkleinert und als Suspension Uber ein Sieb mit PorengroRe 70 um
(Falcon Cell Strainers, BD Biosciences, San Jose, Kalifornien, USA) filtriert. Dadurch wurden
groBere Gewebs- und Zellfragmente abgetrennt. Das gewonnene Filtrat wurde fiir 5 min bei
1500 UpM und 10°C zentrifugiert (Zentrifuge Hermle Z360K, Hermle Labortechnik GmbH,
Wehingen, Deutschland) und der Uberstand in Folge verworfen.

Zur Lyse von Erythrozyten wurden 3 ml einer 0,2 %-igen Natriumchlorid (NaCl) - Lésung
(Natriumchlorid, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) hinzugegeben und diese nach 40
sek mit 7 ml einer 1,2%-igen NaCl-Losung wieder neutralisiert. Das Gemisch wurde erneut
zentrifugiert (5 min, 1500 UpM, 10°C), das dabei gewonnene Zellpellet in 4 ml PBS
resuspendiert und im nachsten Schritt auf einen Percoll-Gradienten (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Deutschland) geschichtet. Hierbei wies die untere der beiden Percoll-
Lésungen im 15 ml-Falcon, verdinnt mit 1,5 M NaCl und sterilem Wasser (Sigma-Aldrich
GmbH, Steinheim, Deutschland), eine Dichte von 1,1 g/ml, die obere von 1,08 g/ml auf. Nach
Zentrifugation fur 30 min bei 2300 UpM und 10°C ohne Bremsen waren an den
Grenzbereichen der Percoll-Lésungen jeweils zwei Banden identifizierbar, von welchen die
obere Bande von mononukledren Zellen gebildet und zur Herstellung der
Makrophagenkulturen verwendet wurde.

Hierzu wurden die Zellen sorgfaltig abpipettiert und zentrifugiert (5 min, 1500 UpM, 10°C).

Das gewonnene Zellpellet wurde mit 10 ml Makrophagenmedium bestehend aus DMEM
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(Dulbecco’s modified eagle’s medium, Sigma Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland), 1%
inaktiviertem fetalem Kalberserum (FCS; Fetal bovine calf serum, Sigma Aldrich GmbH,
Steinheim, Deutschland), 1 Vol.-% HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfon-
saure) — Puffer (HEPES solution, Sigma Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland) mit 10
ug/ml Penicillin plus Streptomycin (P/S, im Verhaltnis 1:100; Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland) resuspendiert, wobei zusatzlich 50 ng/ml rekombinanter
Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (rM-CSF, recombinant macrophage colony
stimulating factor; Peprotech Germany, Hamburg, Deutschland) zur Zelldifferenzierung
beigeflgt wurden. In einer Petrischale (Umfang 10 cm) wurden die Zellen bei 37°C und 5%
CO;, im Brutkasten kultiviert. Nach jeweils einem und vier Tagen erfolgte ein
Mediumwechsel, wobei beim ersten Mediumwechsel die Fibroblasten an der Petrischale
haften blieben und somit von den restlichen Zellen getrennt werden konnten. Nach Abnahme
des Mediums mit den suspendierten Makrophagen mit einer 10 ml - Pipette, Zentrifugation
(10 min, 1200 UpM, 20°C) und Resuspension des Pellets wurde die Zellsuspension erneut
inkubiert. Am siebten Tag wurde das Medium durch 5 ml einer Accutase-Lésung (Sigma
Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland) ersetzt und fir 10 min bei 37°C inkubiert, bis sich
unter dem Mikroskop sichtbar die Zellen von der Schale abgel6st hatten. Die Zellsuspension
wurde zusammen mit 5 ml des Mediums in ein 50 ml - Falcon pipettiert und anschlielend
zentrifugiert (10 min, 1200 UpM, 20°C). Im Anschluss wurde das Zellpellet fir die Stimulation
in 2 ml des fir den jeweiligen Versuch gewlnschten Mediums ohne M-CSF resuspendiert
und die Zellmenge mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer unter dem Mikroskop (Leica
LEITZ DM IL, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) bestimmt. Dazu wurden 20
pl der 2 ml Zell-Medium-Suspension mit 80 pl Trypan-Blau (Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) vermischt, die Zahlkammer mit dem Gemisch gefillt und jeweils ein Quadrat,
bestehend aus 16 kleineren Einzelquadrate, ausgezahilt.
Durch dieses Verfahren waren auch tote Zellen differenzierbar, die den blauen Farbstoff
aufnahmen, im Gegensatz zu lebenden Zellen jedoch nicht wieder aktiv hinausschleusen
konnten und sich so anfarben lieRen (vgl. Herstellerangaben).
Die somit im Rahmen der Aufbereitung gewonnene Zellmenge konnte mit folgender Formel
aus den ausgezahlten Zellen berechnet werden:

Z (gewonnen Zellzahl) = Za (ausgezéhilte Zellzahl) x 5 (Verdiinnung) x 4 ( Anzahl

GroBquadrate) x 1,25 (Fldche GroBquadrat 4 / Rauminhalt 3,2) x 2000

Im Anschluss wurde durch Zugabe von weiterem Medium die gewlinschte Zellkonzentration
erstellt, sodass die Zellen je nach Versuchsaufbau in der jeweilig gewilinschten

Konzentration pro Well in einer sterilen 96-Well-Zellkulturplatte ausgesat werden konnten.
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Vor Abnahme der suspendierten Zellen von der Petrischale fand im Verlauf der

Zellkultivierung zur Kontrolle stets eine optische Begutachtung unter dem Mikroskop statt.

3.2.2.2 Murine neutrophile Knochenmarks-Granulozyten

Die Gewinnung muriner neutrophiler Knochenmarksgranulozyten (BMN) verlief in den ersten
Schritten identisch zur Gewinnung von murinen Knochenmarksmakrophagen (siehe 3.2.2.1).
Nach Zentrifugation der Percoll-Schichtungen wurden allerdings die Zellen der jeweils
unteren Bande, bestehend aus neutrophilen Granulozyten, sorgfaltig abpipettiert, mit PBS
versetzt und anschlieBend erneut zentrifugiert (5 min, 1500 UpM, 10°C). Das gewonnene
Neutrophilen-Zellpellet wurde mit dem jeweils verwendeten Medium resuspendiert und die
Zellzahl mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer entsprechend der Gewinnung der
Makrophagen bestimmt. Die jeweils gewlinschte Konzentration an Zellen wurde durch eine
weitere Zellkulturmedium-Zugabe erreicht und die suspendierten Zellen in gewtinschter
Konzentration pro Well fiir die Stimulationsversuche ausgesat, wobei man die BMN vor der

Stimulation jeweils fiir zwei Stunden ruhen lief3.

3.2.3 Versuchsreihen

3.2.3.1 Effekt des P2R-Antagonismus auf die Aktivierung von BMDM
Aufgrund der Vorbefunde der Arbeitsgruppe, welche eine Beteiligung von ATP bei der

NLRP-3-Inflammasom-abhangigen Freisetzung von IL-18 bei humanen Makrophagen
aufzeigten (Hoegen, T. et al., 2011), entschied man sich, auch die folgenden
Stimulationsexperimenten mit S. pneumoniae an Makrophagen durchzufiihren.

In dieser Versuchsreihe wurden die gewonnenen Knochenmarksmakrophagen am siebten
Tag nach Aufbereitung im beschriebenen Makrophagenmedium (siehe 3.2.2.1) bei einer
Konzentration von 200 000 Zellen pro Well in einer 96-Well-Platte ausgesat. Anschlielend
wurden die Zellen mit 100 nM Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA; Sigma Aldrich GmbH,
Steinheim, Deutschland) zur weiteren Ausdifferenzierung fir 24 Stunden im Inkubator
vorbehandelt. Am achten Tag nach Beginn der Zellkultivierung erfolgten eine Abnahme des
alten Mediums und ein Ersatz durch neues Makrophagen-Medium. Die Zellen in den
Vertiefungen der Well-Platte wurden S. pneumoniae Serotyp 2 vom D39-Wildtyp-Stamm bei
einer Konzentration von 10’ Colony forming units (cfu) / ml fiir sechs Stunden ausgesetzt.
Zur naheren Betrachtung der Rolle der purinergen Signalwege bei der
Pneumokokkenmeningitis wurden die P2-Rezeptor-Antagonisten Suramin, BBG sowie
oxidiertes Adenosintriphosphat (ox-ATP; Adenosine 5'-triphosphat, periodate oxidized
sodium salt, Sigma Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland) in unterschiedlichen

Konzentrationen zugegeben. Dabei wurde Suramin als nicht-selektiver P2R-Antagonist (Kim,
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J. E. et al,, 2009; Light, A. R. et al., 2006; Naviaux, J. C. et al., 2014) in Konzentrationen von
10, 100 und 1000 uyM und BBG - gebrauchlicherweise als spezifischer P2X7-Rezeptor-
Antagonist verwendet (Chen, S. et al., 2013; Peng, W. et al., 2009) — in Konzentrationen von
1, 10 und 100 pM eingesetzt. Der nicht-selektive Purinorezeptorantagonist ox-ATP mit
vornehmlicher Antagonisierung des P2X7-Rezeptors (Colomar, A. et al., 2003; Di Virgilio, F.,
2003; Hoegen, T. et al., 2011; Liu, J. S. et al., 2000) wurde in einer Konzentration von 1 mM
hinzugegeben (Hoegen, T. et al., 2011). Es wurde stets eine Mediumkontrolle mitgefihrt. Als
Positivkontrolle dienten S. pneumoniae ausgesetzte, unbehandelte Makrophagen.

Am Ende eines jeden Experimentes wurde der Zellkulturiiberstand zur Bestimmung von

LDH, IL-1p und IL-6 gesammelt.

Tabelle 8: Versuchsgruppen der Versuchsserie ,Effekt des P2R-Antagonismus auf die
Aktivierung von BMDM*“

Antagonist Konzentration S. pneumoniae
/ (Medium-Kontrolle) / /

/ (unbehandelt) / 107 cfu/ml
Suramin 10 uM 10" cfu/ml
Suramin 100 uM 10" cfu/ml
Suramin 1000 uM 10" cfu/ml

BBG 1 uM 10" cfu/ml
BBG 10 uM 10" cfu/ml
BBG 100 yM 10" cfu/ml
ox-ATP 1 mM 10 cfu/ml

3.2.3.2 Darstellung des ATP-Katabolismus in vitro

In einer weiteren Versuchsreihe wurden murine Makrophagen am siebten Tag der
Kultivierung und neutrophile Granulozyten nach Isolierung jeweils in kinstlichem Liquor
(artificial cerebrospinal fluid, aCSF) bestehend aus 1 % FCS, 0,1 g/l D-Laktat, 0,75 g/dl D-
Glukose sowie 10 nM ATP (Adenosine 5-triphosphate disodium salt hydrate; jeweils von
Sigma Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland), was der ATP-Konzentration in normalem
Nager-Liquor entspricht, suspendiert (Lewis, R. und Elliott, K., 1950). Die Zellen wurden
anschliefend bei einer Konzentration von 100 000 Zellen pro Well in eine 96-Well-Platte
ausgesat. In Folge wurden die Zellen lebenden S. pneumoniae Serotyp 2, Stamm D39, bei
einer Konzentration von entweder 10° cfu/ml oder 107 cfu/ml fiir 30 beziehungsweise 120 min
in An- oder Abwesenheit von 1 mM des Ektonukleotidaseinhibitors ARL 67156 (Levesque, S.

et al., 2007) ausgesetzt. Diese Versuchsreihe wurde zur naheren Beleuchtung des ATP-
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Katabolismus im Rahmen der Pneumokokkenmeningitis durchgefiihrt, sodass jeweils Proben
ohne Knochenmarkszellen zum Vergleich dienten. Am Ende jeder Versuchsrunde wurden
die Zellkulturiberstande fur die ATP-Bestimmungen gesammelt.

Um auszuschlieen, dass die Knochenmarkszellen die eATP-Konzentrationen indirekt durch
ein Einschranken des Pneumokokken-Wachstums beeinflussten, wurden zudem am Ende
jedes Experiments durch Kultivierung serieller Verdiinnungen von aCSF-Proben auf Agar-

Platten die Pneumokokkentiter bestimmt.

Tabelle 9: Versuchsgruppen der Serie ,,ATP Katabolismus bei BMDM und BMN in vitro“

Antagonist (Konzentration) S. pneumoniae Zellen
/ / /
/ 10° cfu/ml /
/ 10 cfu/ml /
ARL 67156 (1 mM) 10" cfu/ml /
/ / BMDM
ARL 67156 (1 mM) / BMDM
/ 10 cfu/ml BMDM
ARL 67156 (1 mM) 107 cfu/ml BMDM
/ / BMN
ARL 67156 (1 mM) / BMN
/ 10 cfu/ml BMN
ARL 67156 (1 mM) 107 cfu/ml BMN

3.24 Photometrische Bestimmung der Lactatdehydrogenase (LDH) - Aktivitét

Das Ausmal des Zelluntergangs bei den jeweiligen Versuchsdurchgangen wurde indirekt
durch die extrazelluldare Menge von Lactatdehydrogenase (LDH) in den Uberstidnden der
einzelnen Proben gemessen. Ermoglicht wird diese Messmethode dadurch, dass LDH als
zytoplasmatisches Enzym bei Zelluntergang und Plasmamembranschadigung, wie es bei der
Zellnekrose der Fall ist, in den Extrazellularraum freigesetzt wird und somit mit der
Zellzytotoxizitat in Korrelation gesetzt werden kann. Eine Quantifizierung der LDH-Menge
war mit Hilfe des ,LDH Cytotoxity Assay Kit II* von Biovision (Biovison Inc., Milpitas
Kalifornien, USA) im Rahmen eines kolorimetrischen Nachweisverfahrens mdglich (vgl.
Herstellerangaben).

Die Messung wurde den Herstellerangaben entsprechend vorbereitet. Von den zu
messenden Proben wurden jeweils 10 ul in eine Vertiefung einer 96-Well-Platte pipettiert und

jeweils 100 pl der Reaktionslésung aus einem LDH-Assay-Puffer und dem WST-Substrat

Marco Zierhut, 2019 40



Material und Methoden

(water soluble tetrazolium, 20 ul WST / 1 ml LDH-Assay) dazugegeben. Bei Versuchen mit
Makrophagen wurde die Losung flir 30 min und mit neutrophilen Granulozyten fir eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
In diesem Testverfahren katalysiert die freie LDH die Oxidation von Laktat zu Pyruvat, wobei
NAD* zu NADH/H" reduziert wird. Das so entstandene NADH reagiert wiederum mit dem
zugegebenen WST unter Bildung eines gelblich-orangen Farbstoffes. Mit Hilfe eines
Mikroplattenlesers (Tristar LB 941, Multimode Mikroplattenleser, Berthold Technologies
GmbH & Co. KG, Bad Wildbad, Deutschland) wurde die Absorption bei einem Maximum von
450 nm und einer Referenzwellenlange von 620 nm gemessen.
Neben den Messungen der einzelnen Versuchsproben (V) diente als Positivkontrolle (P) die
Lyse unbehandelter Zellen mit Triton X-100 (t-Octylphenoxypolyethoxyethanol, Sigma
Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland ) und als Negativkontrolle (N) das jeweils verwendete
Zellkulturmedium in Reinform.
Die Zytotoxizitat (Z) wurde schliellich als prozentualer Anteil der maximalen LDH-
Freisetzung mit Hilfe folgender Formel berechnet:

Z=(V-P/P-N)x100

3.2.5 Messung der IL-18- und IL-6-Konzentrationen im Zelliiberstand

Die Konzentrationen der Zytokine IL-1f und IL-6 wurden in Zellkulturversuchen mit
Knochenmarksmakrophagen entsprechend der in-vivo-Versuche (siehe 3.1.11) mittels
kommerziellen ELISAs fiir das jeweilige Interleukin (DuoSet® Elisa, R&D Systems,
Deutschland) gemaR den Herstellerangaben bestimmt. Aufgrund der groéReren
Probenmenge konnte im Vergleich zu den in-vivo-Versuchen neben IL-1p zusatzlich auch IL-
6 gemessen werden, welchem ebenfalls eine entscheidende Rolle als Entziindungsmediator
in der Anfangsphase der Pneumokokkenmeningitis zukommt (Klein, M. et al., 2006b; Koedel,
U. et al., 2002a; Rupprecht, T. A. et al., 2007).

3.2.6 Bestimmung der ATP-Konzentrationen im Zelliiberstand

Die photometrischen Messungen der ATP-Konzentrationen in den Zellkulturproben erfolgten
entsprechend der Bestimmungen des ATP-Gehalts in den Liquorproben der in-vivo-
Versuche (siehe 3.1.12) mit Hilfe des ATP Determination Kits von Molecular Probes. Hierbei
wurden zu je 10 pl der zu messenden Zellkulturiiberstand-Proben jeweils 100 pl der
Reaktionsldsung zugegeben. Die jeweiligen ATP-Standardeichkurven wurden entsprechend
aus Proben je 10 pl reinen ATPs in absteigenden Konzentrationen bei jeweils fiinffacher

Verdinnung beginnend mit 1 uM erstellt.
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Als Positiv- und Negativkontrollen dienten jeweils durch Triton lysierte, unbehandelte

Knochenmarkszellen beziehungsweise Zellkulturmedium in Reinform.

3.3 Statistische Methoden

Zur Auswertung der Daten wurde das Programm Systat 9.0 (Systat Software, Inc., San Jose,
Kalifornien, USA) verwendet. Die flihrenden statistischen Testverfahren waren die
einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA, one way analysis of variance) sowie der Student-
Newman-Keuls-Test fir Post-Hoc-Analysen. Unterschiede wurden bei einem p-Wert < 0.05
als signifikant betrachtet. Die Daten sind als Mittelwerte + Standardabweichung (SD)

dargestellt.

Marco Zierhut, 2019 42



Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Inhibition der Makrophagen-Aktivierung durch P2R-Antagonismus

Kirzlich gewonnene Daten unserer Arbeitsgruppe legten eine Beteiligung von
extrazellularem ATP bei der NLRP-3-Inflammasom-abhangigen Freisetzung von IL-1p aus
differenzierten menschlichen THP-1-Zellen nach Exposition mit S. pneumoniae nahe
(Hoegen, T. et al., 2011). Um diesem Befund nachzugehen, wurden im Rahmen dieser
Studie Knochenmarks-Makrophagen (BMDM) mit lebenden S. pneumoniae Serotyp 2 vom
Stamm D39 in Ab- oder Anwesenheit von Suramin, BBG oder ox-ATP stimuliert (siehe
3.2.3.1). Diese sind jeweils als P2R-Antagonisten bekannt, wenn auch mit signifikanten
Unterschieden in der Rezeptor-Subtyp-Spezifitat. Wie in Abb. 8A) erkennbar, inhibierten
sowohl Suramin als auch BBG konzentrationsabhangig die Pneumokokken-abhangige IL-14-
Sekretion. Ebenso wies ox-ATP eine starke Inhibition auf. Entsprechend wurde auch die
Pneumokokken-induzierte Produktion von IL-6 durch alle drei Substanzen verhindert (Abb.
8B).
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Abb. 8: P2R-Antagonismus moduliert die Aktivierung von murinen BMDM nach Exposition mit
S. pneumoniae in vitro

Um die Rolle des P2R-Signalweges bei der S. pneumoniae-induzierten Makrophagen-Aktivierung
darzustellen, wurden murine Knochenmarksmakrophagen (BMDM) in Ab- oder Anwesenheit von
Suramin, BBG oder ox-ATP mit D39-Pneumokokken (107 cfu/ml) exponiert. Sechs Stunden spater
wurden Medium-Proben entnommen und auf die Anwesenheit von IL-1f (A) und IL-6 (B) mit Hilfe
kommerziell erhaltlicher Assay-Kits untersucht. Alle Experimente wurden mindestens zweimal in
dreifacher Ausfihrung durchgefuhrt. Die Daten wurden als Mittelwerte £ SD aufgefuhrt. *P < 0.05,
verglichen mit S. pneumoniae exponierten, unbehandelten Makrophagen (Positivkontrolle), *P < 0.05,
verglichen mit S. pneumoniae exponierten Makrophagen, behandelt mit der jeweils niedrigeren Dosis
des betreffenden Inhibitors, mittels ANOVA und Student-Newman-Keuls-Test fiir Post-hoc-Analysen.

Marco Zierhut, 2019 44



Ergebnisse

4.2 Effekte des P2R-Antagonismus im Verlauf der PM

4.2.1 Effekt des P2R-Antagonismus auf die Entwicklung der PM

Um die funktionelle Signifikanz des P2R-Signalweges bei der Pneumokokkenmeningitis zu

testen, wurden die Mause unmittelbar im Anschluss an die Infektion mit Suramin oder BBG
behandelt und 16 Stunden spater untersucht (siehe 3.1.6.1). Vom P2R-Antagonisten
Suramin wurde berichtet, dass er unter normalen Bedingungen nur zu einem geringen Teil
die Blut-Hirn/Liquor-Schranke uberwinden kann (Hawking, F., 1940; Naviaux, J. C. et al.,
2014; Sanderson, L. et al., 2007). Um sicher zu gehen, dass kein Effekt des Therapeutikums
aufgrund eingeschrankter Bioverfligbarkeit Ubersehen wird, wurde Suramin in einer
zusatzlichen Experimentalgruppe auch U(ber den intrazisternalen Verabreichungsweg
gegeben. Weder eine Behandlung mit Suramin — unabhangig vom Verabreichungsweg —
noch mit BBG hatten jedoch einen wesentlichen Einfluss auf die Entwicklung einer
Meningitis. 16 Stunden nach Infektion war die Anzahl der Leukozyten im Liquor (CSF) bei
den Mausen, welche einen P2R-Antagonisten erhalten hatten, und denen, welchen das
Vehikel ,steriles Wasser® injiziert worden war, vergleichbar (Abb. 9A). Entsprechend wurden
die Liquor-Konzentrationen von IL-1 durch die Behandlung mit Suramin oder BBG nicht
beeinflusst (Abb. 9B). Ubereinstimmend mit dem fehlenden Einfluss auf die
Entziindungsreaktion des Gehirns zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen
hinsichtlich des Ausmales intrakranieller Komplikationen wie einem Anstieg des ICP oder
der Zahl intrakranieller Blutungen (Abb. 9C, D). Dementsprechend waren der klinische
Scorewert, erhoben 16 Stunden nach Infektion, sowie die Abnahme von Kérpergewicht und
Kdrpertemperatur zwischen den behandelten und den Kontrolltieren ahnlich (Abb. 9E-G).
Des Weiteren ergaben die Behandlung mit Suramin oder BBG keine Veranderungen der
Pneumokokkentiter in Hirn und Blut (Abb. 9H, I).
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Abb. 9: Kein Effekt des P2R-Antagonismus auf die Entwicklung der PM

Mause wurden mit Suramin (Verabreichung i.p. oder i.c. von jeweils 20 mg/kg KG beziehungsweise
Hirngewicht; n= 11 fur jede Gruppe), BBG (Verabreichung i.p. von 50 mg/kg KG; n= 11) oder dem
Vehikel ,steriles Wasser” (Verabreichung i.p.; unbehandelte, infizierte Tiere, Positivkontrollen; n= 21)
behandelt. In einer zusatzlichen entsprechenden Kontroligruppe wurde den Mausen das Vehikel
.Steriles Wasser“ intrazisternal zwei Stunden vor der Infektion verabreicht (n= 4). Eine
Pneumokokkenmeningitis wurde durch eine intrazisternale Injektion von S. pneumoniae Serotyp 2
(Stamm D39) induziert. Als Negativkontrolle diente die intrazisternale Injektion der entsprechenden
Menge an PBS (n = 8). 16 Stunden spater wurden die Tiere evaluiert. A, B) Die Anzahl der
Leukozyten (white blood cells, WBC) sowie die Konzentrationen von IL-1f im Liquor war vergleichbar
zwischen Mausen, welche einen P2R-Antagonisten erhalten hatten, und Mausen, welchen das
Vehikel injiziert worden war. C, D) Der Meningitis-induzierte Anstieg des intrakraniellen Drucks
(intracranial pressure, ICP) sowie die Anzahl intrazerebraler Blutungen wurden ebenfalls nicht durch
Behandlung mit P2R-Antagonisten beeinflusst. E-G) Es gab auch keine Unterschiede zwischen den
Gruppen hinsichtlich des klinischen Scorewerts, der Abnahme des Korpergewichts und der
Temperatur. H, 1) Dariiber hinaus wurde das Pneumokokken-Wachstum im Hirn — festgestellt anhand
der Titer im Kleinhirn — und im Blut durch eine Behandlung mit P2R-Antagonisten nicht beeinflusst.
Die Daten wurden als Mittelwerte + SD aufgefuhrt. *P < 0.05, verglichen mit infizierten Tieren, mittels
ANOVA und Student-Newman-Keuls-Test fir Post-hoc-Analysen.

4.2.2 Effekt des P2R-Antagonismus im fortgeschrittenen Krankheitsverlauf der PM

Zur Testung der Rolle der purinergen Signalwege im fortgeschrittenen Stadium der

Pneumokokkenmeningitis wurden die Mause 16 Stunden post infectionem mit Suramin
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behandelt und erst nach 40 Stunden die gewlinschten Parameter gewonnen (n = 10; siehe
3.1.6.2). Um einem vorzeitigen letalen Verlauf entgegenzuwirken, wurden die Tiere zudem
16 Stunden post infectionem einer Antibiotika-Therapie mit Ceftriaxon unterzogen. Die
Positivkontrollen erhielten entsprechend dem vorhergehenden Versuchsaufbau statt einer
Behandlung mit Suramin eine intraperitoneale Injektion des Vehikels ,steriles Wasser” (n =
12). Als Negativkontrolle dienten Tiere, welchen statt S. pneumoniae intrazisternal PBS
injiziert wurde (n = 4).

Es ergaben sich im Versuchsaufbau zur fortgeschrittenen Pneumokokkenmeningitis jedoch
keine  signifikanten  Unterschiede zwischen den Parametern der Suramin-
Behandlungsgruppe und der Gruppe der Positivkontrollen, bestehend aus Vehikel-
behandelten, infizierten Tieren (Abb. 10A-G).
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Abb. 10: Kein Effekt des P2R-Antagonismus im fortgeschrittenen Stadium der PM

Intraperitoneale Verabreichung von Suramin (20 mg/kg KG; behandelte, infizierte Tiere, n= 10) oder
dem Vehikel (unbehandelte, infizierte Tiere, Positivkontrolle; n= 12) 16 Stunden nach Infektion. Die
Pneumokokkenmeningitis wurde durch intrazisternale Injektion von S. pneumoniae Serotyp 2 (Stamm
D39) induziert. Als Negativkontrolle diente die intrazisternale Injektion der entsprechenden Menge an
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PBS (n = 4). Endglltige Evaluation der Tiere 40 h spater. A) Die Anzahl der Leukozyten (white blood
cells, WBC) im Liquor war vergleichbar zwischen den Mausen, welche den P2R-Antagonisten erhalten
hatten, und solchen, denen das Vehikel injiziert worden war. B, C) Beim Meningitis-induzierten
Anstieg des intrakraniellen Drucks (intracranial pressure, ICP) sowie der Anzahl intrazerebraler
Blutungen gab es durch die Behandlung ebenfalls keinen Unterschied im Vergleich zu den
Positivkontrollen. D-F) Es gab ebenfalls keine Unterschiede zwischen den behandelten und
unbehandelten, infizierten Gruppen hinsichtlich des klinischen Score, der Abnahme des
Kérpergewichts und der Koérpertemperatur. G, H) Darlber hinaus wurden auch die Bakterientiter im
Gehirn und im Blut durch eine Behandlung mit dem P2R-Antagonisten im Vergleich zu den
Positivkontrollen nicht beeinflusst. Die Daten wurden als Mittelwerte + SD aufgefihrt. *P < 0.05,
verglichen mit infizierten Tieren, mittels ANOVA und Student-Newman-Keuls-Test fir Post-hoc-
Analysen.

4.3 Abnahme der P2R-Expression und Liquor-ATP-Level im Verlauf der PM

Um eine mdgliche Erklarung fir den mangelnden Effekt der P2R-Antagonisierung in vivo zu

finden, wurde als nachstes die Expression von P2R im Mausehirn im Verlauf der
Pneumokokkenmeningitis untersucht (siehe 3.1.12). Wie in Abb. 11 dargestellt, fihrte die
Pneumokokkenmeningitis zu einer erheblichen Abnahme der meisten P2R-Subtypen
eingeschlossen P2X1, P2X4, P2X7, P2Y4, P2Y12 und P2Y14 (Abb. 11A-C, E, G, H). Die
Expression des P2Y2-Subtypen blieb wahrend des Beobachtungszeitraums durchgehend
auf einem niedrigen Level (Abb. 11D), wohingegen ein leichter Anstieg in der P2Y6-mRNA-

Expression im fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung zu beobachten war (Abb. 11F).
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Abb. 11: Expression von P2R im Gehirn im Verlauf der PM

Expression von P2R-Subtypen im Hirngewebe von Mausen vor (0 h), 4 Stunden (h), 16 h und 40 h
nach der Induktion einer Pneumokokkenmeningitis (jeweils n = 4 in jeder Gruppe). Die relative
Expression der verschiedenen P2R (A-H) wurde im Vergleich zum Haushaltsgen B2-Mikroglobulin
unter Verwendung einer quantitativen RT-PCR untersucht. Die Daten wurden als Mittelwerte £ SD
aufgefuihrt. *P < 0.05, verglichen mit nicht-infizierten Kontrollen, *P <0.05, verglichen mit 4 h nach der
Infektion, p < 0.05, verglichen mit 40 h nach der Infektion, mittels ANOVA und Student-Newman-
Keuls-Test fur Post-hoc-Analysen.
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Abgesehen von der P2R-Expression ist die extrazellulare Nukleotid-Konzentration ein
wesentlicher Faktor fir das Ausmal, in welchem die purinergen Signalwege zur
Immunantwort beitragen kdnnen. Infolgedessen wurden zusatzlich ATP-Konzentrationen in
den Liquorproben von Mausen gemessen, die vor und zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nach der Pneumokokkeninfektion gewonnen worden waren (siehe 3.1.13). Die Liquor-ATP-
Spiegel nahmen signifikant im Verlauf der Erkrankung ab und waren 16 und 40 Stunden

nach der Inokulation der Pneumokokken nahezu nicht mehr messbar (Abb. 12).
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Abb. 12: Liquor-ATP-Konzentrationen im Verlauf der PM

ATP-Konzentrationen wurden in Liquor-Proben von Mausen, welche vor (0 h, n = 4) beziehungsweise
4 Stunden (h; n = 4), 16 h (n = 5) oder 40 h (n = 3) nach der Infektion mit S. pneumoniae Serotyp 2
vom Stamm D39 entnommen worden waren, unter Verwendung eines kommerziell erhaltlichen
Biolumineszenz-Kits gemessen. Die Daten wurden als Mittelwerte + SD aufgefuhrt. *P < 0.05, im
Vergleich mit Liquorproben, die vor Infektion mit S. pneumoniae (0 h) gewonnen wurden, mittels
ANOVA und Student-Newman-Keuls-Test fir Post-hoc-Analysen.

4.4 Moglicher Beitrag von CD39 zum eATP-Abbau

Da Makrophagen und Neutrophile die Hauptakteure bei der Entziindungsantwort im Rahmen

der Pneumokokkenmeningitis darstellen, stellten wir uns die Frage, ob diese Zellen eine
Rolle in der Abnahme der ATP-Konzentrationen im Liquor spielen. Um diesen Aspekt naher
zu beleuchten, lieR man lebende S. pneumoniae Serotyp 2 vom Stamm D39 in Ab- oder
Anwesenheit von murinen BMDM oder BMN in aCSF, substituiert mit 10 nM ATP — was der
ATP-Konzentration in normalem Nager-Liquor entspricht — wachsen (siehe 3.2.3.2). Nach

jeweils 30 und 120 min Kultivierung wurden die aCSF-Proben entnommen und fir die ATP-
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Bestimmungen verwendet. Das Pneumokokkenwachstum in zellfreiem aCSF wurde von
einer zeitabhangigen Zunahme der ATP-Level begleitet. Diese Zunahme wurde durch die
Anwesenheit von BMDM beziehungsweise BMN jeweils abgeschwacht oder sogar komplett
verhindert (Abb. 13). Die Aktivitdt der ATP-Degradierung von BMDM und BMN konnte —
zumindest teilweise — durch die Behandlung mit ARL 67156 blockiert werden. Dies weist auf
eine mdgliche Rolle der Ektonukleotidase CD39 in der Meningitis-assoziierten Abnahme des
Liquor-ATP hin.

Um auszuschlieRen, dass weder BMDM noch BMN die eATP-Konzentrationen indirekt durch
eine Inhibition des Pneumokokken-Wachstums im aCSF beeinflussen, wurden daruber
hinaus die Pneumokokkentiter am Ende jedes Experiments durch Kultivierung serieller
Verdinnungen von aCSF-Proben auf Agar-Platten bestimmt. Es konnten dabei keine
Unterschiede im Pneumokokkenwachstum festgestellt werden, unabhangig davon, ob diese
in Ab- oder Anwesenheit von BMDM oder BMN gewachsen sind. So weisen zum Beispiel die
Pneumokokkentiter in Ab- und Anwesenheit von BMDM nach jeweils 30 min Kultivierung,
7.14 £ 0,08 versus 7.06 £ 0.14 logecfu/ml, und 120 min Kultivierung, 7.67 + 0.07 versus 7.71

+ 0.12 logsocfu/ml, keine signifikanten Unterschiede auf.
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Abb. 13: ATP-Katabolismus bei BMDM und BMN in vitro

S. pneumoniae wurden in Ab- oder Anwesenheit von murinen A) BMDM oder B) BMN (100.000 Zellen
pro Well) in kinstlichem Liquor herangezichtet, welchem ATP in seiner physiologischen
Konzentration zugefugt wurde. Nach 30 min (graue Balken) und 120 min (schwarze Balken)
Kultivierung wurden die aCSF-Proben entnommen und zur Bestimmung von ATP mit Hilfe eines
kommerziell erhaltlichen Biolumineszenz Kits verwendet. Teilweise wurde der Ektonukleotidase-
Inhibitor ARL 67156 (1 mM) vor dem Zufligen von S. pneumoniae und murinen Immunzellen zum
Kulturmedium gegeben. Alle Versuche wurden mindestens zweimal in dreifacher Ausfliihrung
durchgefihrt. Die Daten wurden als Mittelwerte + SD aufgefiihrt. **P < 0.001 und *P < 0.01, verglichen
mit der jeweilig dargestellten Gruppe, mittels ANOVA und Student-Newman-Keuls-Test fir Post-hoc-
Analysen.
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4.5 Effekt von Ektonukleotidase-Inhibitoren und Adenosinrezeptor-Antagonisten

Da in vivo keine Wirkung der Blockierung von P2R im Verlauf der Meningitis zu sehen war
(siehe 4.2), jedoch eine Rolle der Ektonukleotidase CD39 beim Abbau von ATP
nachgewiesen werden konnte (siehe 4.4), sollte in weiteren Versuchsreihen geklart werden,
ob (i) anstelle von ATP dessen Abbauprodukte, insbesondere Adenosin, eine grofere Rolle
im Rahmen der Pneumokokkenmeningitis spielen beziehungsweise (ii) welche
Auswirkungen eine Blockierung des Abbaus von ATP und somit ein Uberangebot des
Nukleotids auf die klinischen Parameter hat.

Wir verabreichten den Mausen hierfir entsprechend den vorhergehenden in-vivo-
Versuchsreihen (siehe 3.1.6.1) intraperitoneal den Ektonukleotidase-Inhibitor ARL 67156 (n
= 11) (Levesque, S. et al.,, 2007) beziehungsweise den Adenosinrezeptor-Antagonisten
Theophyllin (n = 11) (Biaggioni, I. et al., 1991; Daly, J. W. et al.,, 1985; Fredholm, B. B.,
1979; Rall, T. W., 1982; Saleh, T. S. F. et al., 1996). Die Tiere der Positivkontroligruppe
erhielten intraperitoneal anstelle einer Behandlung in entsprechender Menge die
Vehikelsubstanz ,steriles Wasser® (n = 21).

Beim Vergleich der Versuchsgruppen untereinander fanden sich keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der Anzahl der Leukozyten (white blood cells, WBC) im Liquor
(Abb. 14A), dem Anstieg des intrakraniellen Drucks (ICP, Abb. 14C), dem klinischen Score
(Abb. 14D) sowie der Kdrpertemperatur der Tiere (Abb. 14F). Die IL-1p-Konzentration im
Liquor hingegen war bei Mausen unter Behandlung mit ARL 67156 mit 2179.97 + 1019.39
pg/ml im Vergleich zu den Tieren ohne Behandlung mit 1061.65 + 979.07 pg/ml und denen
mit einer Behandlung mit Theophyllin mit 745.73 + 587.00 pg/ml signifikant erhdéht (Abb.
14B). Die Abnahme des Kdrpergewichts war bei Verabreichung von Theophyllin mit 8.52 +
1.23% sowohl gegentber den Tieren der Positivkontrolle mit 10.03 £ 1.47% als auch den
Mausen nach Verabreichung von ARL 67156 mit 10.38 + 1.75% signifikant geringer
ausgepragt (Abb. 14E). Die Bakterientiter im Gehirn waren im Vergleich zur
Positivkontroligruppe mit 5.90 + 0.41 cfu/Kleinhirn jeweils sowohl bei der Behandlung mit
ARL 67156 mit 6.33 = 0.54 cfu/Kleinhirn als auch mit Theophyllin mit 6.24 + 0.28
cfu/Kleinhirn signifikant erhdéht (Abb. 14G). Bei den Bluttitern hingegen zeigte sich eine
signifikante Erhéhung der Titer nach Behandlung mit ARL 67156 mit 6.83 + 0.91 cfu/ml
sowohl im Vergleich zu den Positivkontrolltieren mit 4.59 + 2.07 cfu/ml als auch denen unter
Behandlung mit Theophyllin mit 4.66 + 0.53 cfu/ml (Abb. 14H).
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Abb. 14 Effekte eines Ektonukleotidase-Inhibitors und Adenosinrezeptor-Antagonisten auf die
experimentelle PM

Intraperitoneale Verabreichung von ARL 67156 (20 mg/kg KG; n= 11), Theophyllin (60mg/kg KG, n =
11) oder dem Vehikel ,steriles Wasser® (unbehandelte, infizierte Tiere, Positivkontrolle; n= 21) nach
Infektion. Die Pneumokokkenmeningitis wurde durch intrazisternale Injektion von S. pneumoniae
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Serotyp 2 (Stamm D39) induziert. Untersuchung der Tiere 16 h spater. A) Die Anzahl der Leukozyten
(white blood cells, WBC) im Liquor war in allen Gruppen nahezu identisch. B) Die IL-14-
Konzentrationen im Liquor waren bei Behandlung mit ARL 67156 im Vergleich zu den anderen beiden
Versuchsgruppen signifikant erhoht. C, D) Beim Meningitis-induzierten Anstieg des intrakraniellen
Drucks (intracranial pressure, ICP) sowie beim klinischen Score flhrten die Behandlungen zu keinem
signifikanten Unterschied im Vergleich zur Positivkontrolle. E) Die Abnahme des Kdrpergewichts war
bei den Mausen, denen Theophyllin verabreicht worden war, sowohl gegentber den Tieren der
Positivkontrolle als auch denen, die mit ARL 67156 behandelt worden waren, signifikant geringer
ausgepragt. F) Hinsichtlich der Koérpertemperatur fanden sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen. G) Die Bakterientiter im Gehirn waren im Vergleich zur Positivkontroligruppe
sowohl bei der Behandlung mit ARL 67156 als auch mit Theophyllin signifikant erhdht. H) Bei den
Bluttitern zeigte sich eine signifikante Erhéhung der Titer nach Behandlung mit ARL 67156 sowohl im
Vergleich zu den Positivkontrolltieren als auch zu denen unter Behandlung mit Theophyllin. Die Daten
wurden als Mittelwerte £ SD aufgefuhrt. *P < 0.05 verglichen mit unbehandelten, infizierten Tieren
(Wasser i.p. + infiziert), *P <0.05 verglichen mit der Behandlung mit ARL 67156, P <0.05 verglichen
mit der Behandlung mit Theophyllin, mittels ANOVA und Student-Newman-Keuls-Test fir Post-hoc-
Analysen.
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5 Diskussion

Eine UbermafRige neutrophile Entziindungsreaktion tragt zu den eingangs beschriebenen
neuropathologischen Schaden und in Folge zu einem unginstigen Ausgang der
Pneumokokkenmeningitis bei (Gerber, J. und Nau, R., 2010; Henriques-Normark, B. und
Tuomanen, E. |., 2013; Koedel, U. et al., 2009b; Koedel, U. et al., 2010a; b; Liechti, F. D.,
Grandgirard, D. & Leib, S. L. , 2015; Nau, R. und Brick, W., 2002; Weber, J. R. und
Tuomanen, E. I., 2007). Bei zellkulturellen Untersuchungen zum Aktivierungsmechanismus
des NLRP3-Inflammasoms bei humanen THP-1 Makrophagen konnte eine enge zeitliche
Korrelation zwischen der Aktivitadt der Casp1, die an der Produktion des
entziindungsférdernden Zytokins IL-1p beteiligt ist (Koedel, U. et al., 2002b), und der
Freisetzung von ATP beobachtet werden. Darlber hinaus verhinderte die Zugabe des
unspezifischen Purinorezeptor-Antagonisten ox-ATP die Aktivierung von Casp1 (Hoegen, T.
et al., 2011). Da extrazellulares ATP grundsatzlich Uber P2R die Aktivierung von
Immunzellen sowie Entziindungsreaktionen férdern kann (Bours, M. J. et al., 2006; Idzko, M.
et al., 2014a; Kaufmann, A. et al., 2005; Ramakers, B. P. et al., 2011; Vitiello, L. et al., 2012;
Willart, M. A. und Lambrecht, B. N., 2009), wurde von unserer Arbeitsgruppe angenommen,
dass eATP auch als Modulator der Entzindung und des Gewebeschadens bei der
Pneumokokkenmeningitis fungiert.

Aus diesem Grund lag der Fokus der vorliegenden Arbeit auf

1) der Charakterisierung der ATP-Freisetzung und Purinorezeptor-Expression im
Krankheitsverlauf der Pneumokokkenmeningitis sowie

2) der Analyse der funktionellen Bedeutung purinerger Signalwege bei der Regulation der
Entzindungsreaktion und der Entstehung Meningitis-assoziierter intrakranieller
Komplikationen.

Letztendlich zeigte sich, dass der P2R-Antagonismus sowie eine Inhibition des ATP-Abbaus
und der biologischen Wirkung des ATP-Abbauprodukts Adenosin keinen wesentlichen Effekt
auf Entzindungsreaktion, intrakranielle =~ Komplikationen und den Verlauf der
Pneumokokkenmeningitis haben. Dies koénnte auf einer signifikanten Reduktion der
zerebralen Expression von P2R-Subtypen und einem Mangel an eATP im Liquor —
vermutlich aufgrund eines verstarkten Katabolismus durch residente Makrophagen und

Granulozyten — im Krankheitsverlauf beruhen.

5.1 Rolle von eATP bei der IL-1p-Freisetzung

Wie durch Daten von Patienten (Mustafa, M. M. et al., 1989) und aus Tierexperimenten
(Saukkonen, K. et al., 1990; Zwijnenburg, P. J. G. et al.,, 2003) belegt wurde, spielt die

exzessive Produktion des Zytokins IL-1p eine Schlisselrolle in der Pathogenese der
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Pneumokokkenmeningitis. So wurde eine Korrelation erhdhter Konzentrationen an IL-1§ in
Liquorproben von Meningitis-Patienten mit der Leukozyten-Zahl im Liquor und den
neurologischen Folgeschaden beobachtet (Lopez-Cortes, L. et al., 1993; McCracken Jr, G.
H. et al., 1989; Mustafa, M. M. et al., 1989; Ramilo, O. et al., 1989; Tauber, M. G. und Moser,
B., 1999). In Tierversuchen reichte eine i.c. Injektion von rekombinantem IL-1p per se aus,
um eine Meningitis zu induzieren (Quagliarello, V. J. et al., 1991). Daruber hinaus ging in
tierexperimentellen Studien die pharmakologische und genetische Blockade der IL-1f-
Produktion oder seines Signalwegs mit einer Reduktion der meningealen Entziindung und
einer Verbesserung des klinischen Verlaufs der Pneumokokkenmeningitis einher (Braun, J.
S. et al.,, 1999b; Hoegen, T. et al.,, 2011; Koedel, U. et al., 2002b). In einem anderem
Tiermodell der hamatogen-induzierten Pneumokokkenmeningitis entwickelten IL-1f-
defiziente Mause haufiger als entsprechende Wildtyptiere eine eitrige Meningitis. Ursachlich
hierfir war eine eingeschrankte Immunantwort und Immunabwehr, die zu einer verstarkten
Bakteriamie und folglich einer haufigeren bakteriellen Besiedlung des Leptomeningealraums
fuhrte (Zwijnenburg, P. J. G. et al., 2003).

Eine wesentliche Schliisselrolle bei der Pathogenese der Pneumokokkenmeningitis spielt
das NLRP3-Inflammasom durch seine Funktion bei der Umwandlung von pro-IL-1p in seine
reife, biologisch aktive Form mit Hilfe von Casp1 (Franchi, L. et al., 2009; Hoegen, T. et al.,
2011; Koedel, U. et al., 2002b; McNeela, E. A. et al., 2010; Tschopp, J. und Schroder, K.,
2010).

In zellkulturellen Untersuchungen konnte unsere Arbeitsgruppe demonstrieren, dass eATP
entscheidend zur Freisetzung von aktivem IL-18 aus THP-1-Makrophagen nach einer
Stimulation mit Pneumokokken beitragt (Hoegen, T. et al., 2011). Ferrari, D. et al. (1997)
konnten eine IL-1B-Freisetzung aus menschlichen Makrophagen mit Hilfe von eATP
nachweisen, wobei hierbei insbesondere die Aktivierung des P2Z-Rezeptors eine Rolle
spielte. In Einklang mit unseren Befunden berichteten kirzlich Karmakar, M. et al. (2016),
dass eATP im Mausmodell der Korneainfektion ein zentraler Regulator der NLRP3-
Inflammasom-Aktivitat und konsekutiven IL-18-Bildung in neutrophilen Granulozyten ist.

Die Rolle von ATP und P2R-Signalwegen bei der bakteriellen Meningitis war jedoch bisher
weitgehend unbekannt. Die Beobachtungen an THP-1-Makrophagen und im Modell der
Korneainfektion deuteten aber darauf hin, dass eATP als mdglicher Modulator der

Entzindung und des Gewebeschadens bei der Pneumokokkenmeningitis fungieren kénnte.

5.2 Fehlender Effekt des P2R-Antagonismus auf den Verlauf der PM in vivo

Wie bereits erwahnt, zeigten friihere Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe, dass unter

Zellkulturbedingungen eine Exposition mit lebenden Pneumokokken [i] neben einer erhéhten
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Casp1-Aktivitat und IL-1p-Freisetzung zu einem Anstieg der extrazellularen ATP-
Konzentration fihren und [ii] die Inhibierung des ATP-Signalweges durch Behandlung mit
dem relativ unselektiven Purinorezeptor-Antagonisten ox-ATP (Colomar, A. et al., 2003; Di
Virgilio, F., 2003) die IL-1p -Bildung signifikant abschwachen kann (Hoegen, T. et al., 2011).
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen an einer humanen Monozyten/Makrophagen-Zelllinie
lieRen sich im Rahmen dieser Studie bestatigen: sowohl eine Behandlung mit ox-ATP
(Colomar, A. et al., 2003; Di Virgilio, F., 2003) als auch mit den P2R-Anatgonisten Suramin
(Kim, J. E. et al., 2009; Light, A. R. et al., 2006; Naviaux, J. C. et al., 2014) und BBG (Chen,
S. et al,, 2013; Peng, W. et al., 2009) fuhrten zu einer signifikanten Abnahme der IL-1p-
Freisetzung und einer daraus folgenden verminderten Expression von Zytokinen wie IL-6 aus
murinen Knochenmarks-Makrophagen nach einer Exposition mit Antibiotika-abgetdteten
Pneumokokken. Die vorliegenden Befunde decken sich auch mit Ergebnissen anderer
Studien, wie etwa von Liu, J. S. et al. (2000) beziehungsweise John, G. R. et al. (2001), bei
welchen die IL-1p-Freisetzung und daraus resultierende IL-6-Expression durch Suramin und
ox-ATP bei Astrozyten inhibiert werden konnten. Friedle, S. A. et al. (2010) geben eine
Ubersicht hinsichtlich des Potenzials von P2X7-Rezeptor-Antagonisten wie ox-ATP, Suramin
oder BBG bei der Reduktion von Entziindungen des zentralen Nervensystem, wobei
insbesondere die verminderte Freisetzung von IL-1f bei Makrophagen-ahnlichen Zellen eine
wesentliche Rolle spielt.

Obwohl Zytokinproduktion und Zelltod bei kultivierten BMDM nach Stimulation durch
Pneumokokken mit Hilfe der Antagonisten inhibiert werden konnten, beeinflusste die
pharmakologische Beeintrachtigung des eATP-Signalweges bei Mausen in vivo weder die
kdrpereigene Immunantwort noch die klinischen Parameter im Rahmen der Entwicklung der
Pneumokokkenmeningitis. In einer weiteren erganzenden Versuchsreihe wollten wir die
Auswirkungen auf die bereits fortgeschrittene Meningitis untersuchen. Hintergrund war, dass
wir zuerst eruieren wollten, ob die Interaktion von eATP und P2R zur Entwicklung der
Entziindungsreaktion beitragt und im zweiten Schritt testen, ob der eATP-P2R-Signalweg fur
die Aufrechterhaltung der Immunantwort nach Beginn der Antibiotikabehandlung wichtig ist.
In dieser zweiten Phase hatten friihere Untersuchungen hinsichtlich HMGB1 und MRP14
Hinweise daflir geliefert, dass DAMPs im Vergleich zu PAMPs zunehmend an Bedeutung
gewinnen (Héhne, C. et al., 2013; Wache, C. et al., 2015). Dies kénnte auch fir eATP gelten,
welches wie eingangs erwahnt als DAMP angesehen werden kann. Hierbei kam der nicht-
selektive Antagonist Suramin (Kim, J. E. et al., 2009; Light, A. R. et al., 2006; Naviaux, J. C.
et al., 2014) zum Einsatz, welcher bei den in-vitro-Versuchen die Zytokin-Freisetzung effektiv
blockierte. Doch auch im fortgeschrittenen Stadium konnte weder die Immunantwort noch

der klinische Verlauf der Erkrankung durch die Behandlung mit Suramin beeinflusst werden.
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Die vorliegenden in-vivo-Befunde stehen im Gegensatz zu zahlreichen Studien, die eine
kritische Funktion von eATP als autokrines und parakrines Signalmolekil bei der Regulation
von Immunantworten demonstriert haben; entscheidend fiir diese biologische Aktivitat war
dabei die eATP-induzierte Aktivierung zellmembrangebundener P2R (vgl. Cekic, C. und
Linden, J., 2016; Fiebich, B. L. et al., 2014; |dzko, M. et al., 2014a). Zum Beispiel konnte in
Modellen einer akuten Neurodegeneration, wie zum Beispiel der zerebralen Ischamie,
traumatischer Hirn- oder Rlckenmarksverletzungen, Subarachnoidalblutung und von
epileptischen Anfallen gezeigt werden, dass eine pharmakologisch oder genetisch induzierte
ATP-Hydrolyse beziehungsweise eine Inhibierung von P2R — insbesondere von P2X7 — die
mikrogliale Aktivierung, neutrophile Entziindungsreaktion und Zytokinexpression hemmen
kann (Chen, S. et al., 2013; Choo, A. M. et al., 2013; Chu, K. et al., 2012; Davalos, D. et al.,
2005; Peng, W. et al., 2009). Diese Reduktion der Neuroinflammation wurde Ublicherweise
von Neuroprotektion und einem besseren klinischen Ausgang begleitet (Choo, A. M. et al.,
2013; Engel, T. et al., 2012; Kimbler, D. E. et al., 2012; Yu, Q. et al., 2013).

In ahnlicher Weise wurde gezeigt, dass purinerge Signalwege uber P2R einen
immunstimulierenden Effekt in diversen Modellen zur bakteriellen Infektion haben. Zum
Beispiel erhohte die lokale Applikation von Nukleotiden die Konzentrationen von Zytokinen,
Chemokinen und Neutrophilen in der durch Peritoneallavage gewonnenen Flissigkeit in
einem Maus - Escherichia coli - Peritonitis-Modell (Xiang, Y. et al., 2013; Zhang, Z. et al.,,
2011). Genetische Defizienzen an P2Y1 und P2Y2 wiederum wurden mit einer geringeren
angeborenen Immunantwort in Tiermodellen der Lungeninfektion (beispielsweise mit P.
aeruginosa; Geary, C. et al.,, 2005), der Sepsis nach CLP (cecal ligation and puncture)
(Santana, P. T. et al., 2015) sowie der septischen Enzephalopathie in Verbindung gebracht
(Wang, H. et al., 2015). Darlber hinaus verstarkte die pharmakologische Hemmung
beziehungsweise die genetische Ausschaltung von Enzymen, welche Nukleotide wie ATP
abbauen, die Entziindung bei der Pneumokokkenpneumonie dramatisch (Bou Ghanem, E.
N. et al., 2015b). Hingegen schwachte eine Behandlung mit ATP-abbauenden Enzymen die
Immunantwort nach einer intratrachealen Verabreichung von Lipopolysacchariden (Shah, D.
et al., 2014) und bei der experimentellen polymikrobiellen Sepsis ab (Csoka, B. et al., 2015).
Diese durch ATP angetriebene, angeborene Immunantwort kann den Kérper schliellich
sowohl schiitzen als auch schadigen, abhangig davon, ob die Vorteile in Form einer
effizienten Bakterienbeseitigung gegenuber den negativen Konsequenzen — namlich einer
kollateralen Schadigung kérpereigenen Gewebes — Uberwiegen (Braun, J. S. et al., 1999b;
Hoegen, T. et al., 2011; Koedel, U. et al., 2002b; Zwijnenburg, P. J. G. et al., 2003). Mit
dieser Annahme Ubereinstimmend fihrte die Blockierung des ATP-Abbaus zu einer erhéhten
Letalitdt in der experimentellen Pneumokokkenpneumonie durch verstarkte schadigende

Effekte der Entzindung (Bou Ghanem, E. N. et al., 2015b). Entsprechend wurde gezeigt,
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dass der P2R-Signalweg — insbesondere lGber P2X7 — die durch Entziindung induzierten
Hirnschaden wahrend einer septischen Enzephalopathie fordert (Wang, H. et al., 2015),
wohingegen dessen Rolle in der polymikrobiellen Sepsis noch kontrovers diskutiert wird.
Einige Studien berichten dabei von einem negativen Effekt des P2R-Signalweges hinsichtlich
des Outcomes, da bei Fehlen des P2X7-Rezeptors die Uberlebensrate stieg, korrelierend mit
einer verringerten Immunantwort bei verringerter Immunzellrekrutierung und vermindertem
Anstieg von Stickstoffmonoxid (NO) und proinflammatorischen Zytokinen sowie einer
reduzierten peritonealen Zellapoptose und geringerer Lungenschadigung (Santana, P. T. et
al., 2015). Andere berichteten von protektiven Effekten der purinergen Signalwege durch
CD39 Uber den Abbau von ATP und die erhéhte Verfligbarkeit von Adenosin (Csoka, B. et
al., 2015). Gunstige Effekte von ATP und dem P2R-Signalweg wurden bei der Escherichia
coli (E. coli) - Peritonitis (Xiang, Y. et al., 2013; Zhang, Z. et al., 2011) und bakteriellen
Lungeninfektionen, wie etwa mit P. aeruginosa, gesehen (Geary, C. et al.,, 2005). Diese
positiven Effekte wurden mit der Verbesserung der Bakterienbeseitigung in Verbindung
gebracht. Somit spricht das Gros der gegenwartigen Fachliteratur dafiir, dass eATP als
Schlisselregulator steriler und mikrobieller Entziindungsprozesse dient (Cekic, C. und
Linden, J., 2016; Fiebich, B. L. et al., 2014; Idzko, M. et al., 2014a).

Allerdings findet sich dort auch eine Hand voll Studien, die von einem fehlenden Effekt von
ATP beziehungsweise dem P2R-Signalweg bei akuten neurodegenerativen oder infektiésen
Erkrankungen berichten. Zum Beispiel wurde herausgefunden, dass die Deletion des P2X7-
Rezeptors weder den ischamischen oder exzitotoxischen neuronalen Zelltod beeinflusst (Le
Feuvre, R. A. et al., 2003), noch zur Kontrolle der pulmonalen Mycobacterium tuberculosis -
Infektion beitragt (Myers, A. J. et al., 2005). Die vergleichsweise geringe Anzahl sogenannter
.Negativstudien“ kdnnte auf einen Publikationsbias durch eine Praferenz von Studien mit
positiven Ergebnissen zuriickzufiihren sein. Die wahrscheinlichere Ursache durfte jedoch
sein, dass eATP und der P2R-Signalweg eine beinahe universelle Rolle bei der Aktivierung
und Regulation von Immunantworten infolge von Verletzungen und Infektionen spielen. Die
Ergebnisse der in-vivo-Befunde wurden von unserer Arbeitsgruppe daher als unerwartet

gewertet und es wurde nach méglichen Erklarungsansatzen gesucht.

5.3 Abnahme der P2R-Expression und Liquor-ATP-Konzentrationen

Das Ausmal und die Art der purinergen Signalwirkung wird durch verschiedene intra- und
extrazellulare Faktoren beeinflusst; unter anderem hangt diese von den extrazellularen
Nukleotid-Konzentrationen und dem Expressionsmuster der P2R und P1R ab (Cekic, C. und
Linden, J., 2016; Coutinho-Silva, R. und Ojcius, D. M., 2012; Idzko, M. et al., 2014a). Um

mdgliche Ursachen der fehlenden Wirkung von P2R-Antagonisten bei der experimentellen
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Pneumokokkenmeningitis zu identifizieren, analysierten wir zundchst das mRNA-
Expressionsprofil diverser P2R im murinen Hirngewebe im Krankheitsverlauf einer
Pneumokokkenmeningitis.

Die Pneumokokkenmeningitis fiihrte dabei zu einer Reduktion der zerebralen Expression der
meisten P2R-Subtypen. Lediglich der P2Y2-Rezeptor wurde im Verlauf der Meningitis relativ
gleichmaRig auf einem niedrigen Niveau exprimiert; die Transkription des P2Y6-Rezeptors
stieg im fortgeschrittenen Krankheitsstadium (nach 40 Stunden post infectionem) sogar leicht
an. In diesem Zusammenhang ist anzumerken, dass das Ausmal} der zerebralen Expression
beider P2Y-Rezeptoren im Vergleich zu anderen P2R, wie z.B. dem P2X7-Rezeptor,
insgesamt aber verschwindend gering war.

Eine Reduktion der Expression war bei unseren Analysen auch bei dem P2X7-Rezeptor zu
beobachten. Einige Studien weisen auf eine wesentliche Rolle des P2X7-Rezeptors im
Rahmen von Entzindungsreaktionen und der Freisetzung von Zytokinen wie insbesondere
IL-1p als Reaktion auf den Kontakt mit eATP hin (Di Virgilio, F. et al., 2009; Ferrari, D. et al.,
2006; Kahlenberg, J. M. und Dubyak, G. R., 2004a; Kahlenberg, J. M. und Dubyak, G. R.,
2004b; Karmakar, M. et al., 2016; Kawamura, H. et al., 2012; Solle, M. et al., 2001; Weber,
F. C. et al,, 2010). In zahlreichen friheren Untersuchungen im Tiermodell war beobachtet
worden, dass ATP-P2X7-abhangige Signalwege entscheidend zur Inflammationsreaktion als
auch zur Gewebedestruktion bei verschiedensten Krankheitsbildern wie der fokalen
zerebralen Ischamie (Kharlamov, A. et al., 2002), Kalteschaden des Gehirns (Yu, Y. et al.,
2009), der Rauch-induzierten Lungenschadigung (Cicko, S. et al.,, 2010), allergischen
Atemwegsentziindung (Muller, T. et al., 2011), Lungenentziindung und -fibrose (Riteau, N. et
al., 2010), Kontakt-Hypersensitivitdt (Weber, F. C. et al., 2010) und Graft-versus-Host-
Reaktion (Wilhelm, K. et al., 2010) beisteuern. In der Uberwiegenden Mehrzahl dieser
Studien war eine Hochregulierung der P2X7-Rezeptor-Expression im betroffenen Gewebe
beschrieben worden. So konnten Yu, Y. et al. (2009) bei Kalteschaden des Gehirns von
Ratten zeigen, dass nach Zufligen des Schadens die Expression des P2X7-Rezeptors
kontinuierlich anstieg und nach 48 h ihren Héhepunkt erreicht hatte. Ebenso kam es sowohl
bei der akuten als auch chronischen allergischen Atemwegsentziindung zu einer
Hochregulation der P2X7-Rezeptoren im Lungengewebe und auf Immunzellen nach Kontakt
mit dem Allergen (Muller, T. et al., 2011). Auch bei der Graft-versus-Host-Reaktion konnte
eine erhdhte P2X7-Rezeptor-Expression sowohl auf den Zielorganen der Reaktion als auch
Antigenprasentierenden Zellen und Blutzellen gesehen werden (Wilhelm, K. et al., 2010).

In vorhergehenden Studien konnte auch bereits eine gewisse Schwankung hinsichtlich der
Expression der P2X7-Rezeptoren im Krankheitsverlauf festgestellt werden (Choi, H. B. et al.,
2007; Karmakar, M. et al., 2016), wie dies auch im Rahmen unserer Untersuchungen

beobachtet wurde. So konnten Choi, H. B. et al. (2007) zeigen, dass nach einer Injektion von
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LPS die Expression von P2X7-Rezeptoren nach 12 Stunden maximal ausgepragt war,
wohingegen nach 48 Stunden keine oder lediglich noch eine geringe Rezeptor-Expression
vorzufinden war. Die ausgepragte Reduktion der Expression der meisten P2R und
insbesondere der P2X7-Rezeptoren bei der Pneumokokkenmeningitis war jedoch ein
ebenso Uberraschender wie ungewdhnlicher Befund, der eine mégliche Erklarung fir das
»1herapieversagen“ der P2R-Antagonisten bei der experimentellen Pneumokokkenmeningitis
sein kénnte.

Wie oben erwahnt, stellt ferner die eATP- Konzentration eine wichtige Determinante flir die
purinerge Signalwirkung dar (Karmakar, M. et al., 2016). Dies ist bereits daran ersichtlich,
dass der P2X7-Rezeptor bei niedrigen eATP-Konzentrationen im mikromolaren Bereich die
Funktion eines lonenkanals tbernimmt, wohingegen er bei Konzentrationen im millimolaren
Bereich irreversible Membranporen ausbildet. Uber einen Molekiileinstrom kann Letzteres
aufgrund von Homoostasestérungen und konsekutivem Zelltod zu einem sekundaren
Gewebeschaden fihren (Friedle, S. A. et al., 2010; Peng, W. et al., 2009; Wang, X. et al.,
2004). Zur weiteren Abklarung der fehlenden Effekte der P2R-Antagonisten bei unseren in-
vivo-Untersuchungen wurden daher die ATP-Konzentrationen in den Liquorproben von
Mausen mit einer Pneumokokkenmeningitis analysiert. Dabei stellte sich heraus, dass im
Verlauf der Erkrankung das ATP im Liquor nach etwa 16 h beinahe nicht mehr nachweisbar
war. Eltzschig, H. K. et al. (2009) konnten zeigen, dass es auch im Rahmen von
Gewebehypoxie und -ischamie zu einer Abnahme der ATP-Konzentrationen aufgrund einer
vermehrten Expression von CD39 kommt, welches ATP zu ADP und AMP dephosphorlyiert.
Die dramatische Abnahme der eATP-Spiegel und der P2R-Expression erklaren vermutlich
die Wirkungslosigkeit eines P2R-Antagonismus bei der experimentellen
Pneumokokkenmeningitis sowie die Unterschiede zwischen Pneumokokkenmeningitis und
einigen anderen neurologischen Krankheitsbildern wie Ischamie, Hirnverletzungen oder der
septischen Enzephalopathie (Choo, A. M. et al., 2013; Chu, K. et al., 2012; Wang, H. et al.,
2015).

Wie bereits erwahnt wird die Wirkung extrazelluldrer Nukleotide abgesehen von der
Rezeptordichte (Bours, M. J. et al., 2006; Gessi, S. et al., 2011; Vitiello, L. et al., 2012) und
den extrazellularen Nukleotid- (z.B. ATP-) Konzentrationen von der Aktivitdt von
Ektonukleotidasen, also dem Nukleotid-Abbau, bestimmt (Blackburn, M. R. et al., 2009;
Bours, M. J. et al., 2006; Di Virgilio, F. et al., 2009). Beim Abbau des extrazellularen ATP
spielen die Ektonukleotidasen CD39, welche ATP zu ADP und AMP, sowie CD73, welche
AMP zu Adenosin dephosphorylieren, eine entscheidende Rolle (Burnstock, G., 2008; Fang,
F. et al., 2016; Trincavelli, M. et al., 2010; Vitiello, L. et al., 2012; Yegutkin, G. G., 2008).
Cekic, C. und Linden, J. (2016) versuchten anhand eines allgemeinen Stufenmodells den

zeitlichen  Verlauf der ATP-Konzentration nach einer Gewebeschadigung zu
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veranschaulichen. In der Akutphase einer Entziindung, welche Minuten bis Stunden
andauert, werden gro3e Mengen an ATP freigesetzt. Dieser folgt eine subakute Phase, in
welcher sich die Entzindung innerhalb von Stunden bis Tagen wieder aufldst, die ATP-
Freisetzung abnimmt und dessen Abbau eingeleitet wird. Eine moderate ATP-Freisetzung
und dessen Abbau werden in einer chronischen Phase noch aufrechterhalten, welche bis zu
Wochen andauern kann. Die zeitlichen Ablaufe dieses Konzepts stimmen mit unseren
Befunden insofern Uberein, dass nach 4 h eine Abnahme der ATP-Konzentration zu
beobachten und 16 h und 40 h post infectionem ATP fast nicht mehr nachweisbar war.

In einem weiteren Versuchsansatz versuchten wir den zugrundeliegenden Mechanismus flr
den massiven Abfall der eATP-Konzentrationen im Verlauf der Meningitis zu klaren. In einer
kirzlich publizierten Studie hatten George, J. et al. (2015) gezeigt, dass E. coli - LPS den
extrazellularen Katabolismus von ATP in Adenosin Uber Ektonukleotidasen bei kultivierten
mikroglialen Zellen steigern kann. Um herauszufinden, ob lokal vorhandene Immunzellen zu
dem Abfall der Liquor-ATP-Spiegel bei der Pneumokokkenmeningitis beitragen, kultivierten
wir lebende S. pneumoniae in Ab- oder Anwesenheit von murinen BMDM beziehungsweise
BMN in aCSF, welchem eATP in seiner physiologischen Konzentration zugefiigt wurde
(Pegg, C. C. et al, 2010). In Abwesenheit von BMDM oder BMN fiihrte das
Pneumokokkenwachstum zu einer signifikanten Zunahme der eATP-Level. Dies deckt sich
mit Befunden von Mempin, R. et al. (2013), welche eine Zunahme extrazellularer ATP-Level
im Uberstand bei verschiedensten Bakterienspezies - insbesondere in der Wachstumsphase
- nachweisen konnten, wobei sie diskutieren, dass eATP eine wesentliche Rolle fur das
Uberleben von Bakterienkolonien in Form eines Nahrstoffes oder Signalmolekdils spielt.

Die ATP-Zunahme war in der Anwesenheit von BMDM und BMN allerdings kaum oder nicht
mehr nachweisbar. Der ,ATP verbrauchende/degradierende“ Effekt der BMDM und BMN
konnte durch zusatzliche Hinzugabe des Ektonukleotidase CD39-Hemmstoffs ARL 67156 -
zumindest teilweise — verhindert werden. Somit sind die Ergebnisse in Einklang mit denen
von George, J. et al. (2015) und lassen auf einen Beitrag von CD39 zur Meningitis-
assoziierten Abnahme des Liquor-ATP schlief3en. Di Virgilio, F. (2005) schlussfolgerte, dass
insbesondere in einer Situation mit bakteriellen Pathogenen die Exposition gegenlber hohe
Mengen an ATP als mégliches wachstumsférderndes Agens fur Bakterien (Mempin, R. et al.,
2013) durch den Organismus limitiert werden muss, um einen Gewebeschaden durch
proinflammatorische Zytokine zu vermeiden. Dabei muss beachtet werden, dass im
Subarachnoidalraum wie eingangs erlautert, ohnehin ein aulerst glnstiges Milieu zur
ungestorten Vermehrung von Bakterien aufgrund der Umgebungsbedingungen wie
verminderter Abwehrmechanismen und immunsuppressiver Faktoren vorliegt (Koedel, U. et
al., 2009b; Koedel, U. et al., 2010b; Niederkorn, J. Y., 2006; Ransohoff, R. M. und Brown, M.
A., 2012; Small, P. et al., 1986).
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5.4 Rolle des Abbaus und der Abbauprodukte von ATP bei der PM

Im Mausmodell war sowohl im Frih- als auch im fortgeschrittenen Stadium der

Pneumokokkenmeningitis die Gabe von P2R-Antagonisten wirkungslos. Als eine mdgliche
Erklarung hierfur konnten wir unter anderem den Abbau extrazelluldren ATPs durch
Ektonukleotidasen identifizieren. Daher wollten wir in einer abschliellenden Versuchsreihe
untersuchen, ob der Krankheitsverlauf einer Pneumokokkenmeningitis einerseits durch eine
Hemmung der Aktivitat von Ektonukleotidasen und einer somit resultierenden Erhéhung des
eATP-Spiegels und Verringerung des Adenosinspiegels als ATP-Abbauprodukt im Liquor
und/oder andererseits durch eine Hemmung der Adenosinrezeptoren beeinflusst werden
kann. Zur Beantwortung dieser Fragen evaluierten wir die Wirkung des Ektonukleotidase-
Inhibitors ARL 67156 (Levesque, S. et al., 2007; Westfall, T. D. et al., 1997) sowie des
unselektiven Adenosin-Rezeptor-Antagonisten Theophyllin (Biaggioni, I. et al., 1991) in
unserem Mausmodell (nur in der sogenannten Friihphase).

Grundsatzlich konnte in friiheren Studien gezeigt werden, dass Adenosin im Gegensatz zu
ATP eine immunsupressive und antiinflammatorische Wirkung hat (Alam, M. S. et al., 2015;
Dou, L. et al., 2017). Wahrend eATP Uber die P2R eine proinflammatorische Wirkung durch
Freisetzung von Entziindungsmediatoren wie IL-1p sowie chemotaktischen Einfluss auf
Entziindungszellen wie Neutrophile entfaltet (Chen, Y. et al., 2006; Di Virgilio, F. et al., 2017;
Ferrari, D. et al., 2016; Lee, J. S. und Yilmaz, O., 2018), zeigt Adenosin einen eher
entgegengesetzten Effekt (Burnstock, G., 2017; Dou, L. et al., 2017; Ferrari, D. et al., 2016;
Idzko, M. et al., 2014a; Lee, J. S. und Yilmaz, O., 2018; Ohta, A. und Sitkovsky, M., 2001).
ATP scheint bei Infektionserkrankungen insbesondere zur Abwehr von eindringenden
Pathogenen beizutragen, wobei die ausgeloste Entziindungsreaktion jedoch ab einem
gewissen Grad dem Korper schadet. Durch den Abbau von ATP zu Adenosin kann die
Entziindung somit eingedammt werden, um diesem Schaden vorzubeugen. Da Adenosin
durch seine immunsuppressive Wirkung jedoch andererseits wiederum zu einer
Abschwachung der Pathogenabwehr fiihren kann, gilt es die richtige Balance zwischen
Immunaktivierung und -suppression zu erhalten (Alam, M. S. et al., 2015; Antonioli, L. et al.,
2013; Dou, L. et al., 2017; Ferrari, D. et al., 2016; ldzko, M. et al., 2014a; Ledderose, C. et
al., 2016; Lee, J. S. und Yilmaz, O., 2018; Ohta, A. und Sitkovsky, M., 2001).

Grundsatzlich wirkt Adenosin Uber die verschiedenen P1R mit mehr oder weniger grol3en
Unterschieden in deren Funktionen, wobei man 4 Gruppen der Rezeptoren unterscheidet:
A1R, A2AR, A2BR und A3R (Dou, L. et al., 2017; Elizschig, H. K. et al., 2006; Ferrari, D. et
al., 2016; Ledderose, C. et al., 2016; Lee, J. S. und Yilmaz, O., 2018; Safarzadeh, E. et al.,
2016). Der Abbau von ATP zu Adenosin erfolgt durch die Ektonukleotidasen CD39 und
CD73 (Alam, M. S. et al., 2015; Dou, L. et al., 2017; Lee, J. S. und Yilmaz, O., 2018; St.
Hilaire, C. et al., 2009; Zimmerman, M. A. et al., 2013).
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Burnstock, G. (2017) gab eine Ubersicht (ber die Bedeutung der purinergen Signalwege
einschlief3lich der Rolle von Adenosin bei verschiedenen Krankheitsbildern des ZNS oder im
Rahmen von Infektionskrankheiten. So konnte in verschiedensten Studien eine Beteiligung
von Adenosin unter anderem bei neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer (Cunha,
R., 2015; Li, S. et al., 2015), Parkinson (Jenner, P., 2014), Amyotropher Lateralsklerose
(Volonté, C. et al., 2016) oder Multipler Sklerose (Lavrnja, I. et al., 2015; Safarzadeh, E. et
al., 2016) sowie auch im Rahmen von Neuroprotektion und -regeneration nach Verletzungen
des Gehirns nachgewiesen werden (Burnstock, G., 2016; 2017; Ribeiro, F. F. et al., 2016;
Rodrigues, R. J. et al., 2015). Wie Safarzadeh, E. et al. (2016) zeigen konnten, ist Adenosin
beispielsweise als Molekil mit immunsuppressiver Aktivitdt ein wichtiger Kompensations-
Mechanismus zur Reduzierung der Entzindung und der unangemessenen Immunantwort
bei der Multiplen Sklerose. Aber auch bei Infektionskrankheiten wie der Sepsis oder
Pneumonie spielen die purinergen Signalwege inklusive Adenosin eine nicht unwesentliche
Rolle (Bou Ghanem, E. N. et al., 2015b; Burnstock, G., 2017; Ledderose, C. et al., 2016;
Santana, P. T. et al., 2015). Ledderose, C. et al. (2016) zeigten die Bedeutung der Balance
zwischen den Effekten von ATP und Adenosin insbesondere bei der Sepsis auf. In Patienten
mit einem systemischen Schock sei eine 10-fach héhere Adenosin-Plasma-Konzentration als
bei Gesunden vorzufinden (Martin, C. et al., 2000). Dieser Anstieg wird Uber eine Abnahme
der enzymatischen Aktivitdt der Adenosin-Deaminase und -Kinase und einer Zunahme der
Ektonukleotidase CD73 unter hypoxischen Bedingungen erklart (Kobayashi, S. et al., 2000).
Wahrend eine Verringerung der Immunzellaktivierung durch A2A- oder A2B-Rezeptoren in
der hyperdynamen initialen Phase der Sepsis und Endotoxamie hilfreich sein kann
(Ledderose, C. et al.,, 2016; Ohta, A. und Sitkovsky, M., 2001; Schingnitz, U. et al., 2010;
Sullivan, G. W. et al., 2004), kénnen selbige Rezeptoren letztendlich auch eine kritische
Immunsuppression bewirken. Dementsprechend kann durch eine Inhibierung von A2A-
Rezeptoren wiederum ein vermehrtes Uberleben im experimentellen Modell der Sepsis unter
anderem durch eine verbesserte Bakterien-Beseitigung durch Immunzellen erklart werden
(Ledderose, C. et al., 2016; Németh, Z. H. et al., 2006).

Bou Ghanem, E. N. et al. (2015b) konnten zeigen, dass Adenosin vor einer durch S.
pneumoniae induzierten Pneumonie durch Regulierung der Rekrutierung von Neutrophilen
schutzen kann.

In unserem Mausmodell zur Pneumokokkenmeningitis hatte die Verabreichung des
Ektonukleotidase-Inhibitors ARL 67156 keinen Effekt auf die Zellzahl im Liquor, den ICP, den
Klinischen Score, den Verlust von Kérpergewicht sowie die Kérpertemperatur, allerdings ging
die Gabe von ARL 67156 mit einer signifikanten Erhéhung der IL-1p Konzentration und der

Pneumokokken-Titer im Hirn und Blut einher.
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In Ubereinstimmung mit vorhergehenden Studien (vgl. Ferrari, D. et al., 2006; Hoegen, T. et
al., 2011) konnte infolge der CD39-Blockade ein signifikanter Anstieg der IL-1p-Freisetzung
als Entziindungsmediator in den Liquorraum festgestellt werden. Dies wirkte sich in unseren
Versuchsansatzen jedoch nicht auf die klinischen Parameter oder die Zellzahl im Liquor aus.
Eine Hypothese diesbeziglich ware, dass bei einer bereits deutlichen Erhéhung von IL-1
ein weiterer Anstieg keine zusatzlichen messbaren Effekte auf die Pneumokokkenmeningitis
entfalten kann. Der definitive Grund ist und bleibt jedoch unklar und kdnnte in zuklnftigen
Untersuchungen analysiert werden.

Die Beobachtung der Zunahme der Bakterientiter stimmt mit den Ergebnissen von Studien
Uberein, welche zeigen konnten, dass ATP als Energielieferant und wichtiger Baustein fur
physiologische Ablaufe bei nahezu allen Bakterienstdmmen — insbesondere in deren
Wachstumsphase — fungiert (Higgins, C. F. et al., 1986; Mempin, R. et al., 2013). Folglich
konnten durch ein vermehrtes Angebot an ATP die Wachstumsbedingungen fir die
Pneumokokken im Rahmen der Meningitis verbessert werden.

Csoka, B. et al. (2015) konnten bei der mikrobiellen Sepsis mit Hilfe von CD39 Uber die
Degradierung von ATP zu Adenosin letztendlich eine Verminderung der Inflammation, des
Organschadens, der Immunzellapoptose und aber auch der Bakterienkonzentration
beobachten. Auch in unserer Studie konnten entsprechend zumindest eine Zunahme von IL-
1B als Entzindungsmediator sowie ein Anstieg der Bakterientiter bei Inhibition von CD39
beobachtet werden. Csoka, B. et al. (2015) geben als mdglichen Erklarungsansatz fir die
verstarkte Entziindungsreaktion bei Fehlen von CD39 die Unfahigkeit des Koérpers zur
Kontrolle des Bakterienwachstums aufgrund einer verstarkten Immunzellaptoptose an.
Jedoch wird auch hier die Notwendigkeit weiterer Studien zur genaueren Klarung der
Mechanismen der Wirkung von CD39 auf Inflammation und Bakterienwachstum betont. Es
wird deutlich, wie auch Alam, M. S. et al. (2015) schildern, dass eATP beziehungsweise
CD39 bei unterschiedlichen Infektionen verschiedene, teils sogar gegensatzliche Aufgaben
und Funktionen haben kdnnen, was bedeutet, dass die Wirkung zumindest vom Erreger und
dem Infektionsort abhangt.

Bei den Untersuchungen mit Verabreichung von Theophyllin konnte kein Effekt hinsichtlich
der IL-1p Konzentration, der Liquorzellzahl, des ICP, des Klinischen Scores, der
Korpertemperatur und den Bakterientitern im Blut festgestellt werden. Jedoch waren ein
geringerer Verlust des Korpergewichts sowie eine signifikante Zunahme der Hirn-
Bakterientiter durch Blockierung der Adenosinrezeptoren mit Theophyllin zu beobachten.
Wie bereits erwahnt widmeten sich Bou Ghanem, E. N. et al. (2015b) der Rolle von Adenosin
bei der Pneumokokken-Pneumonie und fanden heraus, dass Adenosin durch die
Regulierung der Neutrophilen-Rekrutierung einen Schutz gegen die Infektion darstellt. Dabei

wurden zu unserer Studie ahnliche Versuchsansatze verwendet, wie etwa die Inhibition des
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ATP-Abbaus durch Ektonukleotidasen — in diesem Fall von CD73, welches AMP zu
Adenosin abbauen (Barletta, K. E. et al., 2012; Bou Ghanem, E. N. et al., 2015b) sowie eine
Blockade der Adenosin-Rezeptoren durch einen unspezifischen Adenosin-Rezeptor-
Antagonisten. Bei der Inhibition von CD73 durch a,B-Methylen-ADP (Bou Ghanem, E. N. et
al., 2015b; Thompson, L. F. et al., 2004) zeigte sich entsprechend unserer Ergebnisse eine
Erhéhung der Bakterientiter, welche drei Tage nach Infektion um das 100 bis 1000-fache
auftrat sowie eine systemische Ausbreitung und damit verbundene neurologische Ausfalle.
Dies wurde als Hinweis dafiir gesehen, dass Neutrophile in der frihen Phase der Infektion
zur Beseitigung der Erreger nétig sind, jedoch nach einer gewissen Zeit bei langerer
Anwesenheit fir den Koérper schadlich sein kénnen. Bereits in vorhergehenden Studien
zeigte sich, dass eine Verzdgerung der Neutrophilen-Einwanderung oder ein Mangel an
Neutrophilen im Vorfeld einer Infektion zur einer erhéhten Bakterienkonzentration sowie
einer letalen Sepsis fliihren kénnen (Bou Ghanem, E. N. et al., 2015b; Garvy, B. A. und
Harmsen, A. G., 1996; Hahn, I. et al., 2011; Kadioglu, A. et al., 2011; Nieminen, J. et al.,
2008). Paradoxerweise flihrte jedoch auch eine erhéhte Anzahl an neutrophilen
Granulozyten einige Tage nach Beginn der Infektion zu einer verstarkten systemischen
Infektion und einer verringerten Uberlebenschance (Bou Ghanem, E. N. et al., 2015b; Bou
Ghanem, E. N. et al., 2015a; Boyd, A. R. et al., 2012; Narayana Moorthy, A. et al., 2013;
Neill, D. R. et al., 2012). Erklart wurde dies dadurch, dass Neutrophile ab einer bestimmten
Bakterienkonzentration die Infektion nicht mehr kontrollieren kdnnen und stattdessen unter
anderem zu besseren Wachstumsbedingungen der Erreger beitragen. Wie Burnaugh, A. M.
et al. (2008) darstellten, ist anzunehmen, dass S. pneumoniae flir sie wachstumslimitierende
Nahrstoffe, welche auch von Neutrophilen im Rahmen der Inflammation und
Pathogenabwehr produziert werden, aus dem entziindetem Gewebe metabolisieren kbénnen
(Bou Ghanem, E. N. et al.,, 2015b). Dies ist insofern naheliegend, da auch andere
Bakterienspezies wie Salomonella enterica metabolische Quellen im Zuge der Entziindung
nutzen (Bou Ghanem, E. N. et al., 2015b; Winter, S. E. et al., 2010) und insbesondere fir S.
pneumoniae die metabolische Nutzung von Zucker und anderen Nahrstoffen als
wesentlicher Virulenzfaktor nachgewiesen werden konnte (Bou Ghanem, E. N. et al., 2015b;
Shelburne, S. A. et al., 2008). Fur diese Befunde spielt extrazellulares Adenosin vermutlich
erst in der spateren Phase der Infektion eine Rolle (Bou Ghanem, E. N. et al., 2015b;
Burnaugh, A. M. et al., 2008).

Erhéhte Bakterienkonzentrationen zeigten sich — wie auch bei uns — bei der Blockade der
Adenosin-Rezeptoren, wobei hierbei nicht Theophyllin sondern der unspezifische Adenosin-
Rezeptor-Antagonist CGS-15943 (Bou Ghanem, E. N. et al., 2015b; Williams, M. et al.,
1987) verwendet wurde. Dies nahm man als Hinweis daflir, dass, obwohl ein direkter Effekt

von Adenosin auf die Bakterien selbst nicht vollstdndig ausgeschlossen werden kann (Bou
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Ghanem, E. N. et al., 2015b; Mahamed, D. A. et al., 2012; Marks, L. R. et al., 2013), bei der
Pneumokokken-Infektion die Interaktion zwischen Adenosin und seinen Rezeptoren eine
wichtigere Rolle Uber eine Regulierung der Neutrophilen-Einwanderung und letztendlich der
Pathogen-Beseitigung durch diese Uber Phagozytose und Degranulation von Serin-
Proteasen spielt (Barletta, K. E. et al., 2012; Bou Ghanem, E. N. et al., 2015b; Standish, A. J.
und Weiser, J. N., 2009).

Grundsatzlich decken sich unsere Befunde somit mit solchen, welche eine positive Wirkung
von Adenosin auf die Fahigkeit von Neutrophilen zur Beseitigung von Pneumokokken nahe
legen (Bou Ghanem, E. N. et al.,, 2015b). Jedoch konnte in unseren Untersuchungen
abgesehen von den Bakterientitern weder eine Anderung der Leukozyten-Zellzahl noch
weiterer relevanter Parameter festgestellt werden. Zudem wurden unsere Untersuchungen
nur zu einem Zeitpunkt, ndmlich 16 Stunden post infectionem durchgeflhrt. Zu diesem
Zeitpunkt spielte Adenosin im Modell der S. pneumoniae-induzierten Lungenentzindung
noch keine wesentliche Rolle (vgl. Bou Ghanem, E. N. et al., 2015b). Allerdings misste dies
aufgrund der unterschiedlichen Ausgangsbedingungen fir die Entstehung und den Verlauf
der Infektion im Liquorraum gesondert untersucht werden. Daher sollte eine Wiederholung
dieser Versuchsansatze mit weiteren Zeitfenstern hinsichtlich der Erkrankungsdauer der
Versuchstiere zum Vergleich in Erwagung gezogen werden.

Bou Ghanem, E. N. et al. (2015b) betonten auch, dass bevor Uber therapeutische
Interventionen mit Hilfe von Adenosin nachgedacht werden kann, erst die Charakterisierung
der Rolle der einzelnen Rezeptoren der P1R-Familie nétig ist, deren Rolle und
Zusammenspiel bei der Meningitis bisher noch nicht naher erforscht sind. Da unsere
Untersuchungen mit ARL 67156 sowie Theophyllin jedoch jeweils keinen Einfluss auf das
klinische Outcome der Tiere hatten, sind diese Ergebnisse fiir einen direkten Therapieansatz

von geringer Relevanz.

5.5 Rolle von ATP in der Immunpathogenese der Pneumokokkenmeningitis

Obwohl der purinerge Signalweg essentiell fir die NLRP3-Inflammasom-abhangige IL-1p-
Sekretion von Makrophagen in vitro ist, scheint er unter in-vivo-Bedingungen der
Pneumokokkenmeningitis fiir das klinische Outcome unwesentlich zu sein. Bislang wird ein
Zwei-Signal-Modell fir die NLRP3-Inflammasom-Aktivierung vorgeschlagen. In diesem
Modell wird das erste Signal (= Priming-Signal) durch mikrobielle und endogene Molekiile
wie Pneumokokken-PAMPs reprasentiert, welche die NLRP3- und pro-IL-1p-Expression
durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB induzieren. Das zweite Signal
(= Aktivierungssignal) wird durch eine Unmenge an Stimuli ausgelést wie Poren-bildende

Toxine oder ATP. Letzteres entfaltet seine Wirkung vermutlich Uber einen P2X7-Rezeptor
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vermittelten K*-Ausstrom (de Vasconcelos, N. M. et al., 2016; He, Y. et al., 2016; Mufioz-
Planillo, R. et al., 2013; Prochnicki, T. et al., 2016; Xiang, Y. et al., 2013). Das extrazellulare
ATP koénnte dabei einerseits von den Pneumokokken freigesetzt werden (Atarashi, K. et al.,
2008; Mempin, R. et al., 2013), wie auch im Rahmen der Studie gezeigt werden konnte;
andererseits konnte es aus korpereigenem Gewebe und Immunzellen stammen und als
Alarmsignal fungieren (Chen, Y. et al., 2006; Rodrigues, R. J. et al., 2015; Xiang, Y. et al.,
2013), wobei anzumerken ist, dass das ATP bei uns nur in vitro aber nicht in vivo eine
wesentliche Rolle spielte. Bei der Pneumokokkenmeningitis dirfte das Poren-bildende Toxin
Pneumolysin und nicht eATP entscheidend zur NLRP3-Inflammasom-Aktivierung beitragen.
Dafiir sprechen Beobachtungen von signifikant geringeren Hirn-IL-13-Konzentrationen bei
Mausen, bei denen die Meningitis mit Pneumolysin-defizienten Pneumokokken induziert
worden war, im Vergleich zu Tieren, die mit dem entsprechenden Wildtyp-Stamm infiziert
worden waren (Hoegen, T. et al., 2011).

Zusammenfassend zeigte die vorliegende Studie, dass weder durch eine pharmakologische
Blockade von P2R noch durch eine unselektive Hemmung von P1R oder des enzymatischen
Abbaus von ATP die Entziindungsreaktion, die intrakraniellen Komplikationen und der
kurzfristige sowie langfristige Ausgang bei der Pneumokokkenmeningitis beeinflusst werden
konnte. Als mogliche Ursachen fiir dieses ,Therapieversagen® konnten [i] eine signifikant
reduzierte Expression zentraler P2R-Subtypen im Hirn und [ii] eine massive Abnahme der
eATP-Konzentrationen im Liquor — vermutlich Gber einen verstarkten Katabolismus durch

Makrophagen und neutrophile Granulozyten — identifiziert werden.
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Abb. 15: Rolle von ATP in der Pathophysiologie der Pneumokokkenmeningitis (auf Grundlage
von Koedel, U. et al., 2010b)

Diese Abbildung dient in Ergdnzung zu Abb. 2 zur Darstellung der Rolle von ATP in der
Pathophysiologie der Pneumokokkenmeningitis. Fur die NLRP3-Inflammasom-Aktivierung wird ein
Zwei-Signal-Modell vorgeschlagen. In diesem Modell wird das erste Signal (= Priming-Signal) durch
mikrobielle und endogene Molekile wie Pneumokokken-PAMPs reprasentiert, welche die NLRP3- und
pro-IL-1B-Expression durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB induzieren. Das zweite
Signal (= Aktivierungssignal) wird durch etliche Stimuli wie Pneumolysin oder ATP insbesondere Uber
den P2X7-Rezeptor ausgeldst. Das extrazellulare ATP (eATP) kann dabei vermutlich sowohl von den
Pneumokokken als auch aus korpereigenem Gewebe und Immunzellen freigesetzt werden. eATP
scheint jedoch nur im Zellkultursystem (humane THP-1-Zellen und bei Makrophagen) funktionell
relevant zu sein. Bei der Pneumokokkenmeningitis durfte letztendlich jedoch das Poren-bildende
Toxin Pneumolysin am wesentlichsten zur NLRP3-Inflammasom-Aktivierung beitragen. Details siehe
Text.
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6 Zusammenfassung

Die Pneumokokkenmeningitis stellt die haufigste und gefahrlichste Form der bakteriellen
Meningitis in der Altersgruppe der Erwachsenen dar. Es versterben dabei nach wie vor 6 bis
18 % der Patienten (Buchholz, G. et al., 2016). Ein GroRteil der Uberlebenden muss zudem
mit neurologischen Residuen leben, welche vorwiegend aufgrund intrakranieller
Komplikationen auftreten (Koedel, U. et al., 2009b). Das neuropathologische Korrelat dieser
Folgeschaden sind Gewebeuntergdnge in verschiedenen Hirnregionen. Neben bakteriellen
zytotoxischen Produkten wie Pneumolysin (PLY) werden diese insbesondere durch eine
korpereigene, ausgepragte neutrophile Entziindungsreaktion verursacht (Koedel, U. et al.,
2010b).

Eine wesentliche Schllsselrolle in der Immunpathogenese der Pneumokokkenmeningitis
spielt die exzessive Produktion des Zytokins Interleukin 18 (IL-1p), an dessen Aktivierung
das NLRP3-Inflammasom beteiligt ist. Bei Untersuchungen an differenzierten menschlichen
THP-1 Zellen konnte beobachtet werden, dass mit der Freisetzung von IL-1p zeitlich eine
Zunahme der Konzentration von extrazellularem Adenosintriphosphat (eATP) korreliert und
die Inhibierung des ATP-Signalweges durch Behandlung mit dem Purinorezeptor-
Antagonisten oxidiertes ATP (ox-ATP) die IL-1p-Bildung abschwacht (Hoegen, T. et al.,
2011). In seiner Eigenschaft als potentielles endogenes Alarmsignal kann eATP Uber die
beiden Rezeptor-Familien der P2X- und P2Y-Rezeptoren aus der Gruppe der P2-
Rezeptoren (P2R) und dabei insbesondere Uber den P2X7-Rezeptor die Aktivierung von
Immunzellen sowie eine Entziindungsreaktion férdern (ldzko, M. et al., 2014a). Karmakar, M.
et al. (2016) konnten kirzlich zeigen, dass humane und murine neutrophile Granuloyzten
Uber den NLRP3-Inflammasom abhangigen Signalweg IL-1p als Antwort auf die Detektion
von eATP wahrend einer Pneumokokkeninfektion der Kornea sezernieren. Die Rolle von
ATP und der P2R-Signalwege bei der Pneumokokkenmeningitis war hingegen bisher noch
unbekannt. Der thematische Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag daher auf 1) der
Charakterisierung der ATP-Freisetzung und Purinorezeptor-Expression im Krankheitsverlauf
der Pneumokokkenmeningitis sowie 2) der Analyse der funktionellen Bedeutung purinerger
Signalwege bei der Regulation der Entziindungsreaktion und der Entstehung Meningitis-

assoziierter intrakranieller Komplikationen.

Frihere Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe an humanen THP1-Makrophagen (Hoegen,
T. et al. (2011) hatten gezeigt, dass durch Einsatz des relativ unselektiven P2R-Antagonisten
ox-ATP die Pneumokokken-induzierte Zytokinfreisetzung signifikant reduziert werden konnte.
In der aktuellen Studie konnte diese Beobachtung an primaren murinen Knochenmarks-

Makrophagen (BMDM) nachvollzogen werden. Darliber hinaus konnten wir eine
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konzentrationsabhangige Inhibition dieser Zytokinfreisetzung durch den unselektiven P2R-
Antagonisten Suramin und den relativ selektiven P2X7-Anatgonisten BBG demonstrieren.
Die Zellen fir die in-vitro-Experimente wurden aus den Femores von C57BL6/n-
Wildtypmausen gewonnen und mit lebenden S. pneumoniae Serotyp 2 vom Stamm D39 in

An- oder Abwesenheit der Antagonisten stimuliert.

Zur Testung der funktionellen Relevanz des P2R-Signalweges bei der
Pneumokokkenmeningitis wurde ein gut etabliertes Mausmodell verwendet. Mannliche
C57BL/6n-Mause wurden zu Beginn eines jeden Versuches, am jeweiligen Versuchsende
vor der Praparation der Tiere und in regelmafligen Abschnitten dazwischen einer klinischen
Evaluation unterzogen. Es wurde ein klinischer Score erhoben, welcher (i) den Beam-
Balance-Test, (ii) den Postural-Reflex-Test, (iii) den Fellstatus, (iv) das Auftreten motorischer
Anfalle sowie (v) die Vigilanz umfasste. Die Punktevergabe erfolgte anhand eines
modifizierten Punktesystems nach Garcia, J. H. et al. (1995). Bei gesunden Tieren betrug
der Score 0 Punkte; 11 Punkte erhielten Tiere, welche terminal erkrankt waren und aufgrund
ethischer Gesichtspunkte innerhalb des Beobachtungszeitraums euthanisiert werden
mussten. Zusatzlich wurden Korpergewicht und -temperatur gemessen, der Open Field Test
und eine weitere Bewertung anhand eines klinischen Beurteilungsbogens durchgefiihrt.
Nach der klinischen Beurteilung wurde die bakterielle Meningitis induziert, indem unter
Kurzzeit-Narkose mit Isofluran transkutan die Injektion von S. pneumoniae in die Cisterna
magna erfolgte. 16 Stunden nach der Infektion wurden die Mause durch intraperitoneale
Verabreichung von Ketamin/Xylazin narkotisiert und der Kopf des Tieres in einem
stereotaktischen Rahmen fixiert. Unter Lokalandsthesie mit Lidocain wurde die
Schéadelkalotte freiprapariert, um am Ubergang des Os interparietale zum Os occipitale mit
Hilfe eines Handbohrers ein Bohrloch anzulegen. Uber einen selbst angefertigten Katheter
wurden Liquorproben zur Bestimmung der Leukozytenzahl sowie der Konzentrationen von
IL-18 und ATP aus der Cisterna magna gewonnen. Mit Hilfe eines weiteren Katheters und
eines Druckwandlers wurde der intrakranielle Druck (ICP) erfasst. AnschlieRend wurde das
Tier thorakotomiert und aus dem rechten Herzventrikel Blut zur bakteriellen Titerbestimmung
entnommen. Zur besseren Darstellung des Gehirns wurde dieses mit eiskalter,
heparinisierter, phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS) transkardial perfundiert. Das
Kleinhirn wurde anschlieRend fiir die Bestimmung der Bakterientiter im Hirn abgetrennt und
homogenisiert. Aus den tiefgefrorenen GrofRhirnen wurden koronare Gefrierschnitte zur
Quantifizierung intrazerebraler Blutungen angefertigt. Die Konzentration des Zytokins IL-1p
wurde mittels ELISA in den Liquorproben bestimmt. In der Versuchsreihe zur Rolle
purinerger Signalwege in der Entwicklungsphase der Pneumokokkenmeningitis wurden die

Mause unmittelbar nach der Infektion mit Suramin oder BBG behandelt. Die Verabreichung
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erfolgte intraperitoneal (i.p.), bei Suramin in einer zusatzlichen Versuchsgruppe auch
intrazisternal (i.c.), um einer eingeschrankten Bioverfligbarkeit bei moglicherweise schlechter
Penetration der Blut-Hirn-Schranke vorzubeugen. Die wesentliche Erkenntnis dieser
Versuchsreihe war, dass weder eine Behandlung mit Suramin — unabhangig vom
Verabreichungsweg — noch mit BBG einen signifikanten Einfluss auf die Entwicklung einer
Meningitis hatte (wie z.B. das Ausmal} der Liquorpleozytose, die IL-1p-Spiegel und den
klinischen Status der Tiere).

In einer weiteren Versuchsreihe sollte die Auswirkung einer P2R-Blockade auf die bereits
fortgeschrittene Pneumokokkenmeningitis untersucht werden. Die Tiere wurden hierbei
jeweils intraperitoneal mit Suramin behandelt und die nétigen Parameter nach 40 Stunden
gewonnen. Um einem vorzeitigen letalen Verlauf entgegenzuwirken, wurden die Mause
zudem 16 Stunden post infectionem zusatzlich einer Antibiotika-Therapie mit Ceftriaxon
unterzogen. Doch auch bei diesen Experimenten ergaben sich keine signifikanten Einflisse

auf Immunantwort und den klinischen Verlauf der Erkrankung.

Obwohl der purinerge Signalweg essentiell fir die NLRP3-Inflammasom-abhangige IL-1p-
Sekretion von Makrophagen nach einer Pneumokokken-Exposition in vitro ist, scheint er
unter in-vivo-Bedingungen — zumindest bei der Pneumokokkenmeningitis — fiir das klinische
Outcome und die Immunregulation unwesentlich zu sein. Zur Klarung dieser Befunde wurden
in weiteren Analysen die mRNA-Expressionsmuster diverser P2-Rezeptoren im Hirngewebe
von Mausen im Krankheitsverlauf mit Hilfe einer Real Time RT-PCR analysiert. Die
Erkrankung ging mit einer signifikanten Reduktion der Expression der Rezeptoren P2X1,
P2X4, P2X7, P2Y4, P2Y12 und P2Y14 einher. Da Ausmal® und Art der purinergen
Signalwirkung zudem entscheidend von der extrazellularen Nukleotidkonzentration
abhangen, wurden des Weiteren die ATP-Konzentrationen in den Liquorproben analysiert.
Die Quantifizierung erfolgte indirekt mit Hilfe eines Luminiszenz-ATP-Determination-Kits.
Dabei stellte sich heraus, dass die ATP-Spiegel im Liquor im Verlauf der Erkrankung massiv
abfallen. Die dramatische Abnahme der eATP-Level und der P2R-Expression erklaren
vermutlich den Mangel jeglichen Effekts des P2R-Antagonismus im Mausmodell der

Pneumokokkenmeningitis.

Um herauszufinden, ob Immunzellen zum Abfall der Liquor-ATP-Level bei der
Pneumokokkenmeningitis beitragen, wurden in einer zusatzlichen in-vitro-Versuchsreihe
lebende S. pneumoniae in Ab- oder Anwesenheit von murinen Makrophagen (BMDM) oder
neutrophilen Granulozyten (BMN) in kinstlichem Liquor (aCSF) kultiviert, welchem ATP in
physiologischer Konzentration zugegeben wurde. In Abwesenheit von BMDM oder BMN

fuhrte das Pneumokokkenwachstum zu einer zeitabhdngigen Zunahme der eATP-Level.
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Diese Zunahme wurde durch die Anwesenheit von Immunzellen nicht nur verhindert, die
eATP-Konzentrationen waren im Vergleich zum Kontrollmedium sogar deutlich reduziert.
Diese ATP-Abnahme konnte durch die Behandlung mit dem Ektonukleotidase CD39-Inhibitor

ARL 67156 - zumindest teilweise - blockiert werden.

Da in vivo keine Wirkung der P2R-Blockierung im Verlauf der Meningitis zu sehen war,
jedoch eine Rolle der Ektonukleotidase CD39 beim ATP-Abbau nachgewiesen werden
konnte, sollte in einer finalen Versuchsserie ein erster Einblick in die funktionelle Rolle des
ATP-Abbaus und von ATP-Abbauprodukten bei der experimentellen
Pneumokokkenmeningitis gewonnen werden. Dabei verabreichte man den Tieren einerseits
intraperitoneal ARL 67156, andererseits versuchte man die Adenosin-Rezeptoren durch eine
intraperitoneale Gabe des Adenosinrezeptor-Antagonisten Theophyllin zu blockieren. Weder
durch eine Behandlung mit ARL 67156 noch mit Theophyllin konnte der Krankheitsverlauf
der experimentellen Pneumokokkenmeningitis signifikant beeinflusst werden. Es fanden sich
aber bei beiden Behandlungsgruppen signifikant héhere Bakterientiter als bei unbehandelten

Mausen. Die Ursache dieser Titer-Erhéhung konnte noch nicht ausreichend geklart werden.

Zusammenfassend zeigte die vorliegende Studie, dass der ATP-P2R-Signalweg bei der
Pneumokokkenmeningitis nur von untergeordneter Relevanz ist: seine pharmakologische
Modulation zeigte keinen signifikanten Effekt auf Entziindung, intrakranielle Komplikationen
und kurzfristigen sowie langfristigen Ausgang. Dies kdnnte auf eine im Krankheitsverlauf zu
beobachtende Reduktion der zerebralen Expression von P2R- und einem Abfall von eATP
im Liquor — vermutlich aufgrund eines verstarkten Katabolismus durch Makrophagen und

neutrophile Granulozyten — zurtickzufiihren sein.
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Im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit konnte gezeigt werden, dass purinerge
Signalwege, obwohl sie unter zellkulturellen Bedingung entscheidend zur Aktivierung von
Makrophagen nach einer Pneumokokken-Exposition beitragen, keine wichtige Rolle in der
Immunpathogenese der Pneumokokkenmeningitis in vivo spielen. Als mégliche Ursachen fur
die fehlenden Effekte in vivo konnten eine Reduktion der Expression von P2R im Hirn und
ein Abfall von eATP im Liquor identifiziert werden. Es stellt sich die Frage, ob diesen
(patho)physiologischen = Mechanismen eine Uber die = Pneumokokken-Meningitis
hinausgehende Bedeutung bei infektidsen ZNS-Erkrankungen zukommt, und zwar im
folgenden Sinn: die eATP-Degradierung ist der Versuch des Organismus, sich vor einer
ungebremsten, autodestruktiven Entziindungsreaktion zu schiitzen und/oder den Bakterien
eine Grundlage fir glinstige Wachstumsbedingungen zu entziehen. Daher scheint es
sinnvoll, in weiteren Modell infektioser ZNS-Erkrankungen (wie z.B. der Meningokokken-
Meningitis oder der HSV-Enzephalitis) zu Uberpriifen, ob das purinerge System bei diesen
Infektionen auf ahnliche Weise reagiert. Zur Prifung der Hypothese, dass ein ATP-Verlust
protektiv wirkt, kénnte in weiteren in-vivo-Experimenten die Wirkung einer ATP-
Supplementierung oder der Einsatz von ATP-Agonisten getestet werden. Des Weiteren
kdnnten zur weiteren Charakterisierung des ATP-Abbaus Chimaren verwendet werden,
deren ZNS-residente Makrophagenpopulationen keine CD39 und/oder CD73 exprimieren
oder deren (periphere) Granulozyten/Monozyten Ektonukleotidase-defizient sind (Antonioli,
L. etal., 2013; O'Connor, S. E. et al., 1991; Ring, S. et al., 2009).

Noch nicht ins Detail geklart ist die Rolle der P1R-Rezeptoren im Rahmen der
Pneumokokkenmeningitis. Wenn die Blockade der Adenosin-Rezeptoren durch Theophyllin
in vivo auch keine grolien Effekte zeigte, besteht nichtsdestotrotz die Mdglichkeit, dass ein
einzelner spezifischer P1-Rezeptor eine wichtige Rolle spielt und gesondert blockiert werden
musste.

Dariber hinaus gab es durch die verwendete ATP-Messmethode mit Hilfe des
Bioluminiszenz-Kits erhebliche Einschrankungen in der Verwendbarkeit von Reagenzien und
insbesondere P2R-Antagonisten aufgrund von Interaktionen, wie im Anhang naher erlautert
wird. Daher sollten fiir weitere Versuche alternative ATP-Messmethoden in Betracht gezogen
werden, wie elektrochemische Methoden zur ATP-Detektion (Pani, A. K. et al., 2014). Ein
maogliches Verfahren zur Detektion von ATP sowie auch von ADP stellt dabei die HPLC (high
performance liquid chromatography) - die Hochleistungsflissigkeitschromatographie — dar.
Die Gruppe um von Papen, M. et al. (2013) verwendete dieses Verfahren beispielsweise, um
die Sekretion von ATP und ADP aus Thrombozyten von Menschen und Mausen zu

detektieren, da die Nukleotide auch fur die Plattchenaggregation eine wesentliche Rolle
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spielen (King, S. M. et al., 2009; Nurden, A. und Nurden, P., 2011; von Papen, M. et al.,
2013). Durch die HPLC war eine quantitative Bestimmung sowohl von ATP als auch ADP
moglich, indem deren Konzentrationen im Uberstand von gewaschenen Plattchen und
Platichen-reichem Plasma gemessen wurden. Durch eine interne Standardmessung erfolgte
die Kalibrierung der Daten zur Kompensation von Analyten-Verlust, Erkennungssensitivitat
und Interferenzen mit der Biomatrix. Dabei ist auch bei nur geringen Probenmengen, wie es
bei tierexperimentellen Versuchen mit Mausen meist der Fall ist, eine leistungsreiche
Messung moglich. Der Vorteil dieser Methodik gegeniber anderen Verfahren wie der
Luminiszenz-Messung ist nach Aussage der Autoren, dass dabei insbesondere auf extensive
Voranalysen oder eine Probenvorbereitung zum Grol3teil verzichtet werden kann und keine
hohe Stoéranfalligkeiten der Datenqualitdt durch Enzymaktivitdt, Substratqualitat und
insbesondere  interferierende  Substanzen  besteht. Diese  kdnnen bei der
Luminiszenzmessung das freigesetzte Licht I6schen oder absorbieren, wie dies zum Tell
auch bei manchen Reagenzien unserer Etablierungsversuche zu Stéranfalligkeiten fuhrte
(von Papen, M. et al., 2013). Bhatt, D. P. et al. (2012) beschrieben eine noch sensitivere
HPLC-basierte Methode, mit welcher in in-vitro-Zellkulturmodellen wie in primaren
Astrozytenzellkulturen simultan die Konzentrationen von Nukleotiden wie AMP, ADP und
ATP sowie die Adenylat-Energie-Ladung quantifiziert werden konnten. Dies ist daher
maoglich, da bei der konventionellen HPLC aufgrund des niedrigen picomolaren Vorkommens
der Nukleotide, diese schwer zu messen sind, sodass haufig ein Pooling von Proben oder

indirekte Detektionsmethoden nétig sind.
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8 Anhang

8.1 Etablierungsversuche

Im Rahmen dieses Anhangs soll auf Schwierigkeiten und Erkenntnisse hinsichtlich der ATP-
Quantifizierung hingewiesen werden, auf die wir bei der Etablierung der zellkulturellen
Experimente aufmerksam wurden. Die ATP-Konzentrationen wurden, wie im Material- und
Methodenteil beschrieben, mit Hilfe eines in wissenschaftlichen Studien oft genutzten,
kommerziell erhaltlichen ATP Determination Kits von Molecular Probes durchgefiihrt. Dieser
Kit basiert auf einer Bioluminiszenz-Reaktion. Die im Folgenden dargestellten Ergebnisse
sind rein deskriptiv zu werten und sollen in erster Linie einen Uberblick Uber potentielle

Einflul- bzw. StérgréRen bei den ATP-Messungen liefern.

8.1.1 Uberblick der Versuchsansitze zur Etablierung der ATP-Messung in vitro

Um einen ersten Einblick in Validitdt und Reliablitdt der ATP-Messung in den von uns
geplanten Versuchsreihnen zu bekommen, bestimmten wir die intra- und vor allem
extrazellularen ATP-Konzentrationen unter verschiedenen Versuchsbedingungen. Im
Einzelnen verwendeten wir zwei primare Knochenmarkszellpraparationen, namlich BMDM
und BMN, unterschiedliche Zellkulturmedien, unterschiedliche S. pneumoniae-Praparationen
und -Konzentrationen, variierende Stimulationszeiten sowie diverse Pharamaka, welche an
bekannten Stellen in den purinergen Signalweg eingreifen (siehe Tabelle 10). Aus Grinden
der Ubersicht darf hierbei freundlicherweise auf das Abkiirzungsverzeichnis verwiesen

werden.

Tabelle 10: Ubersicht iiber wesentliche Variablen der Etablierungsversuche

Variable Form Konzentration / Zusammensetzung
Zellen BMN, BMDM 5x10%,10°, 2x10°, 4x10°
DMEM + HEPES-Puffer + Nutridoma SP + P/S,
BMDM-Medium
Stimulations- DMEM + HEPES-Puffer + FCS (1%, 10%) + P/S
medien Opti-MEM™ + Nutridoma SP +/- P/S,
BMN-Medium ™
Opti-MEM™ + FCS (1%, 10%) +/- P/S
S. pneumoniae 10°,4x10°, 5x10°, 6x10°, 8x10°, 107, 2x107,
(lebend) 4x107, 5x107, 6x107, 8x107, 10% (KBE/mlI)
Pneumokokken . - - . 3
HKPs 2,2x107, 4,4x107, 5x10’, 8,8x10’, 10° (KBE/ml)
EKPs 5x10’, 10®
Suramin
Antagonisten 0,1 mM, 1 mM
ARL 67156
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ox-ATP
Natrium-
orthovanadat
PPADS
Stimulations-
5 min, 10 min, 15 min, 30 min, 1 h, 2 h,4 h, 24 h
dauer

8.1.2 Spezifische Aspekte der Etablierungsversuche

8.1.2.1 Einfluss verschiedener Immunzellen auf die ATP-Konzentration

Im Rahmen der Stimulationsversuche in vitro wurden unterschiedliche Konzentrationen an
BMDM und BMN verwendet. Die zentralen Erkenntnisse im Rahmen der
Etablierungsversuche waren dabei: (i) Nur BMN, nicht aber BMDM geben ATP ins
Zellkulturmedium ab — aber nur in geringen Mengen. (ii) Die beiden Zellarten der BMDM und
der BMN degradieren ATP, wie auch in einem der endgiltigen Versuche signifikant
dargestellt werden konnte (siehe 4.4). (iii) Das Ausmall des ATP-Abbaus variiert dabei

offensichtlich in Abhangigkeit von der jeweiligen Zellart.
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Abb. 16: Einfluss verschiedener Inmunzellen auf die ATP-Konzentration

Bei diesen Etablierungsversuchen wurden die ATP-Konzentrationen jeweils in Ab- oder Anwesenheit
von murinen A) BMDM (100.000 Zellen pro Well) oder B) BMN (200.000 Zellen pro Well) jeweils mit
oder ohne Zugabe von externem ATP (200 nM) nach 30 min Kultivierung mit Hilfe eines kommerziell
erhaltlichen Biolumineszenz-Kits gemessen. Da es sich dabei lediglich um Etablierungsversuche
handelte, wurden die Versuchsgruppen mit Medium, 200 nM ATP und 200 nM ATP + 2x10° BMN
jeweils nur in zweifacher Ausfiuihrung durchgefihrt (n = 2). Diese Daten wurden daher nur als
Mittelwerte ohne SD aufgeflhrt. Die Versuchsgruppen mit 10° BMDM, 200 nM ATP + 10° BMDM und
2x10° BMN wurden jeweils in dreifacher Ausfiuhrung durchgefuhrt (n = 3). Diese Daten wurden als
Mittelwerte £ SD aufgefiihrt. Es handelte sich dabei um eine rein deskriptive Untersuchung ohne
Berechnung von Signifikanzen zwischen den Gruppen.
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8.1.2.2 Einfluss verschiedener Pneumokokken-Formen auf die ATP-Konzentration

Wie aus Abb. 17A ersichtlich ist, setzen die lebenden S. pneumoniae ATP
konzentrationsabhangig in die Umgebung frei. Dies war insbesondere im Uberstand der
Versuchsansatze detektierbar, bei welchen sich lediglich die Bakterien ohne weitere Zusatze
an ATP oder Zellen im Stimulationsmedium befanden. Wenn hingegen ATP von extern
hinzugegeben wurde, trugen die Pneumokokken zum einem Abbau des Nukleotids bei (Abb.
17B). Diese Effekte wurden jedoch bei Hinzugabe von Immunzellen durch deren starke
Degradierungstendenz von eATP Uberlagert (Abb. 17A, B).

Man versuchte den Einfluss von S. pneumoniae auf die ATP-Messung zu verringern, indem
man abgetdtete Pneumokokken verwendete, wobei einerseits durch Ethanol abgetédtete
(Ethanol killed pneumococci, EKPs) und zum anderen durch Hitze-inaktivierte (bei 60°C fur
60 min) Pneumokokken (Heat killed pneumococci, HKPs) - kapsellose isogene Mutanten von
S. pneumoniae (Stamm D39Acps) - in verschiedenen Konzentrationen zur Anwendung
kamen. Samtliche genannte Bakterien wurden ebenfalls freundlicherweise von Herrn Prof.
Dr. Sven Hammerschmidt, Abteilung fiir Genetik der Mikroorganismen, Ernst-Moritz-Arndt-
Universitat, Greifswald, zur Verfligung gestellt. Bei den Versuchsansatzen mit EKPs und
HKPs stellte sich jedoch heraus, dass grolRe Mengen ATP bei den verschiedenen
Abtétungsverfahren aus den Pneumokokken passiv freigesetzt wurden (Abb. 17C, E). Die
abgetdteten Pneumokokken sind jedoch offensichtlich nicht mehr zum Abbau von extern
hinzugefiigtem ATP fahig. Dies ist daran zu erkennen, dass bei Zugabe von externem ATP
sich dies zu dem aus den Bakterien freigesetzten ATP addiert (Abb. 17D, F). Wie man in
Abb. 17A-F sieht, verringern sich diese Effekte wiederum bei Hinzugabe von Immunzellen
durch deren starke Degradierung des extrazellularen ATP.

Letztendlich entschied man sich, zu Versuchsansatzen mit lebenden S. pneumoniae

zuriickzukehren, da dies der in-vivo-Situation am ehesten entsprach.
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Abb. 17: Einfluss verschiedener Pneumokokken-Praparationen auf die ATP-Messung

Bei diesen Etablierungsversuchen wurden die ATP-Konzentrationen in Ab- oder Anwesenheit A)
lebender S. pneumoniae (Serotyp 2, Stamm D39; 10" und 5x10’ cfu/ml) oder der ,Abtétungsformen®
C) EKPs (Ethanol killed pneumococci) und E) HKPs (Heat killed pneumococci) (jeweils 5x10" und 10°
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cfu/ml) nach 30 min Kultivierung mit Hilfe eines kommerziell erhaltlichen Biolumineszenz-Kits
gemessen. Die Messungen wurden zudem in Ab- oder Anwesenheit von murinen BMN (200.000
Zellen pro Well) durchgefuhrt. In weiteren Experimenten wurde externes ATP (200 nM) zu den
jeweiligen Versuchsansatzen mit B) lebenden S. pneumoniae D39, D) EKPs und F) HKPs zugefigt.
Da es sich dabei lediglich um Etablierungsversuche handelte, wurden die Versuchsgruppen mit A)
Medium und B) 200 nM ATP sowie C) 5x10” cfu/ml HKP + 2x10° BMN jeweils nur in zweifacher
Ausfuhrung durchgefiihrt. Diese Daten wurden somit nur als Mittelwerte ohne SD aufgeflihrt. Die
restlichen Versuchsgruppen wurden jeweils in dreifacher Ausfuhrung durchgefihrt (n = 3). Diese
Daten wurden daher als Mittelwerte + SD dargestellt. Es handelte sich dabei um eine rein deskriptive
Untersuchung ohne Berechnung von Signifikanzen.

8.1.2.3 Einfluss verschiedener Stimulationsmedien auf die ATP-Konzentration

Im Rahmen der Etablierungsversuche waren die Zellen wahrend der Stimulationsphasen in
jeweils verschiedenen Medien suspendiert. Die BMDM beziehungsweise BMN wurden je
nach Versuchsansatz in den zellspezifischen Medien, welche zuvor beschrieben wurden
(siehe 3.2.2) mit jeweils 1% beziehungsweise 10% inaktiviertem fetalem Kalberserum (FCS,
Fetalem Kalberserum, Sigma Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland) oder Nutridoma SP
(Roche Deutschland Holding GmbH, Mannheim, Deutschland) resuspendiert.

Bei den verschiedenen Versuchsansatzen zeigte sich, dass die Medien selbst keinen
wesentlichen Einfluss auf die ATP-Messungen haben. Wie im direkten Vergleich aus Abb. 18
jedoch ersichtlich ist, trdgt Nutridoma SP im Medium zu einer geringeren ATP-Freisetzung
aus S. pneumoniae als FCS bei, was an unginstigeren Wachstumsbedingungen fir die
Bakterien liegen kénnte. Bei Zugabe von BMN zu den Medien ist bei Verwendung von
Nutridoma SP im Vergleich zu FCS hingegen eine gréRere Menge an ATP im Uberstand
messbar. Dies kénnte wiederum daran liegen, dass FCS protektiv auf die Zellen hinsichtlich
eines Zelltodes wirkt und folglich eine passive ATP-Freisetzung verhindert wird. Protektive
Eigenschaften von Serum auf Zellen konnten bereits in vorhergehenden Studien festgestellt
werden (Kunas, K. und Papoutsakis, E., 1989). Grundsatzlich hat das jeweils verwendete

Medium jedoch einen eher geringen Einfluss auf die gemessene ATP-Konzentration.
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Medien

ATP [nM]

Abb. 18: Einfluss verschiedener Stimulationsmedien auf die ATP-Messung

Um einen Einfluss der verschiedenen Stimulationsmedien auf die ATP-Konzentration festzustellen,
wurde diese bei Versuchsansatzen mit 1% beziehungsweise 10% FCS oder Nutridoma SP als
Bestandteil der Stimulationsmedien in der Anwesenheit von Pneumokokken (5x107 cfu/ml), murinen
BMN (200.000 Zellen pro Well) oder D39-Pneumokokken (5x107 cfu/ml) plus murinen BMN (200.000
Zellen pro Well) nach 30 min Kultivierung mittels Biolumineszenz-Kits gemessen. Da es sich dabei
lediglich um Etablierungsversuche handelte, wurden die Versuchsgruppen jeweils nur in zweifacher
Ausfuhrung durchgefiihrt (n = 2). Die Daten wurden daher nur als Mittelwerte ohne SD aufgefiihrt. Es
handelte sich dabei um eine rein deskriptive Untersuchung ohne Berechnung von Signifikanzen der
Gruppen im Vergleich anhand statistischer Testmethoden.

8.1.2.4 Einfluss von Antagonisten des purinergen Signalwegs auf die ATP-Messung

In weiteren Pilotversuchen testeten wir die Wirkung verschiedener Antagonisten der
purinergen Signalwege, um deren jeweiligen Einfluss auf die Zellen nach Exposition
gegenilber S. pneumoniae zu untersuchen. Dabei wurden einerseits die P2R-Antagonisten
oxidiertes Adenosintriphosphat (ox-ATP) (Colomar, A. et al., 2003; Di Virgilio, F., 2003),
Suramin (Kim, J. E. et al., 2009; Light, A. R. et al., 2006; Naviaux, J. C. et al., 2014) und
Pyridoxal phosphate-6-azophenyl-2’,4’-disulfonsdure (PPADS) (Lambrecht, G. et al., 1992)
sowie Inhibitoren des ATP-Abbaus Uber Ektonukleotidasen wie ARL 67156 (Levesque, S. et
al., 2007) und Natriumorthovanadat (Sodium orthovanadate) (Cantley, L. et al., 1977) in
Konzentrationen von 0,1 beziehungswiese 1 mM eingesetzt. Da es sich dabei um
Pilotversuche handelte, ist die Vergleichbarkeit insofern eingeschrankt, dass bei den

Versuchsansatzen mit ox-ATP, Suramin und PPADS jeweils Nutridoma und bei den
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Versuchsansatzen mit ARL 67156 und Natriumorthovanadat 10% FCS hinzugefligt worden
waren. Daher soll nochmals darauf hingewiesen werden, dass die Ergebnisse rein deskriptiv
zu werten sind.

Bei diesen Experimenten stellte man fest, dass manche der verwendeten Reagenzien mit
dem ATP-Luminiszenz-Assay selbst interagieren, was zu Fehlinterpretationen flihren kann.
So sieht man anhand von Abb. 19A, dass die Zugabe von ox-ATP zu reinem Medium
konzentrationsabhangig zu erhéhten ATP-Werten bei der Messung mit Hilfe des ATP-
Lumineszenz-Assays fuhrt. Dahingegen wird der Messwert der ATP-Konzentration durch
Zugabe von Suramin immens verringert. Dies ist insbesondere bei Zugabe von Suramin zu
Medium mit externem ATP in Abhangigkeit von der Konzentration des Antagonisten gut
erkennbar (Abb. 19C, D). Auch bei PPADS ist eine Verringerung der Messwerte bei Zugabe
zu ATP von extern zu beobachten, jedoch in einem weitaus geringeren MalRe und erst bei
einer Konzentraton von 1 mM PPADS (Abb. 19F). Der ATP-ase-Inhibitor
Natriumorthovanadat fluhrte hingegen zu erhdéhten ATP-Messwerten (Abb. 19H). Dabei ist
anzumerken, dass bei Zugabe des Inhibitors zu reinem Medium lediglich eine geringe
Erhéhung der ATP-Werte feststellbar ist, sodass sich die Effekte nicht durch eine
Autolumineszenz erklaren lassen, sondern die Ektonukleotidase-Aktivitdt im Medium als
wahrscheinliche Ursache angesehen werden kann (Abb. 19G). Bei ARL 67156 sind geringe
Messwerterhdhungen erkennbar, wobei deren Ausmalle bei Zugabe zu externem ATP im
Vergleich zu den anderen genannten Antagonisten jedoch vernachlassigbar gering sind
(Abb. 191, J) und &hnlich zu Natriumorthovanadat nur eine geringe Autoluminiszenz zu
beobachten ist. Da Stéreffekte von ARL 67156 auf die ATP-Messung verhaltnismalig gering
ausgepragt waren, konnte der Inhibitor im Rahmen der endglltigen Versuchsansatze in vitro
ohne Bedenken verwendet werden.

Letztendlich wurde mit Hilfe der Etablierungsversuche ersichtlich, dass die verschiedenen
Reagenzien, welche Einfluss auf die purinergen Signalwege nehmen, in unterschiedlich
starkem Ausmal und auf verschiedene Weise direkt auf die verwendete ATP-

Luminiszenzmessung Einfluss nehmen kénnen.
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Abb. 19: Einfluss von Antagonisten des purinergen Signalwegs auf die ATP-Messungen

Bei diesen Pilotversuchen sollten die Einflisse verschiedener Antagonisten des purinergen
Signalwegs auf die ATP-Messungen ermittelt werden. Dabei wurden die ATP-Konzentrationen in Ab-
oder Anwesenheit von A) ox-ATP, C) Suramin, E) PPADS, G) Natriumorthovanadat oder 1) ARL
67156 (jeweils 0,1 und 1 mM) nach 30 min Kultivierung mit Hilfe eines kommerziell erhaltlichen
Biolumineszenz-Kits gemessen. In weiteren Versuchen wurde ATP (200 nM) zu den jeweiligen
Versuchsansatzen mit B) ox-ATP, D) Suramin, F) PPADS (jeweils 0,1 und 1 mM), H)
Natriumorthovanadat und J) ARL 67156 (jeweils 1 mM) zugefligt und die resultierende ATP-
Konzentration im Anschluss auf gleiche Weise quantifiziert. Da es sich dabei lediglich um
Etablierungsversuche handelte, wurden einzelne Versuchsgruppen mit Medium (A, C) sowie die
Versuchsansatze mit PPADS (E, F) jeweils nur in zweifacher Ausfuhrung durchgefuhrt. Den
Versuchsansatzen mit ox-ATP, Suramin und PPADS (A-F) war jeweils Nutridoma und den
Versuchsansatzen mit ARL 67156 und Natriumorthovanadat (G-J) 10% FCS hinzugefiigt worden.
Diese Daten wurden daher nur als Mittelwerte ohne SD aufgefiihrt. Die restlichen Versuchsgruppen
wurden jeweils in dreifacher Ausfuhrung durchgefihrt (n = 3). Diese Daten wurden als Mittelwerte +
SD aufgefihrt. Es handelte sich dabei um eine rein deskriptive Untersuchung ohne Berechnung von
Signifikanzen.

8.1.3 Schlussfolgerungen aus den Etablierungsversuchen

Unsere Pilotversuche zeigten eine Vielzahl an Einflussgrofien auf die ATP-Messung auf, die
bei der Planung von ATP-Messungen im Zellkultursystem beachtet werden sollten. Im
Einzelnen waren dies der unterschiedliche Einfluss verschiedener Immunzellen und
Pneumokokken-Formen, der Einfluss verschiedener Stimulationsmedienbestandteile sowie
die verschiedenen Effekte der Antagonisten des purinergen Signalweges, wie bei der
Verwendung von ox-ATP, Suramin, PPADS, Natriumorthovanadat und ARL 67156 gezeigt
werden konnte. Die Vielzahl der potentiellen Stérfaktoren zeigte, dass die ATP-Messung
mittels Biolumineszenz-Kit als stéranfallig betrachtet werden muss. Kdénnen einzelne
Storfaktoren nicht umgangen werden, sollten alternative ATP-Messmethoden wie die HPLC
zur Anwendung kommen. In unserem Forschungsprojekt waren diese Pilotversuche dulRerst
hilfreich, wiesen sie uns doch den Weg zu einem Erklarungsansatz fir die fehlende Wirkung
der P2R-Antagonisten im Mausmodell der Pneumokokkenmeningitis, namlich zur ATP-

degradierenden Eigenschaft muriner Immunzellen im Liquorraum.
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Tabelle 11: Reagenzien, Chemikalien und Zellkulturmedien

Material, Typ

Hersteller

Accutase®

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Alkalische Phosphatase (AP)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Aqua dest., Endotoxin-frei

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

ARL 67156

Tocris Bioscience, Bristol, GroRRbritannien

Adenosin-5-triphosphat (ATP)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

ATP Determination Kit

Molecular Probes, Inc., Eugene, Oregon, USA

Brilliant Blau G (BBG)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Buprenorphin
(Buprenorphinhydrochlorid,

Temgesic®)

Reckitt Benckiser Healthcare (UK) Ltd., Berkshire,

GrolRbritannien

Ceftriaxon

MIP Pharma GmbH, Blieskastel-NiederwUrzbach,

Deutschland

D-(+)-Glukose

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Dulbecco’s modifiziertes
Eagle's Medium (DMEM)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Mouse IL-1 beta/IL-1F2
Duoset ELISA Development
System

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland

Mouse IL-6 Duoset ELISA

Development System

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland

Ethanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Fetales Kalberserum (FCS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Heparin-Natrium 25000 IE

ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland

HEPES-Puffer

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Isofluran, Forene® 100%,
250 ml

Abbott GmbH & Co.KG, Wiesbaden, Deutschland

Ketamin

Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg, Deutschland

LDH Cytotoxicity Assay Kit I

Biovision Research Products, Milpitas, Kalifornien, USA

Lidocain (Xylocain® 1 %)

AstraZeneca GmbH, Wedel, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Nutridoma SP

Roche Deutschland Holding GmbH, Mannheim,

Deutschland

Opti-MEM™

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
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ox-ATP; Adenosin-5'-
triphosphat, periodiertes

oxidiertes Natriumsalz

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Natrium-D-Laktat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Natriumorthovanadat (Sodium

orthovanadate)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Phosphat-gepufferte
Kochsalzlésung (PBS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Phorbol-12-Myristat-13-Acetat
(PMA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Percoll®

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Pyridoxal phosphat-6-
azophenyl-2’,4’-disulfonsaure
(PPADS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Rekombinanter Makrophagen
koloniestimulierender Faktor
(rM-CSF)

Peprotech Germany, Hamburg, Deutschland

Suramin hexasodium salt

Tocris Bioscience, Bristol, GroRRbritannien

Theophyllin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Tris-Puffer Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Triton X-100 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Trypan-Blau Lésung 0.4%

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Turk’sche Losung

Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Xylazin Hydrochlorid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Tabelle 12: Verbrauchsmaterialien

Material, Typ

Hersteller

Blutagar BD Columbia, Agar
mit 5 % Schafsblut

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland

Cellulose-Acetat-

Membran 0,20 pm

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Corning® Primaria™ 96-
Mikrotest-Mikroplatten, klar,

steril

Corning Incorporated, One Riverfront Plaza, Corning,
New York, 14831, USA

Corning® 96-Well-

Mikroplatten, weil}, nicht-steril

Corning Incorporated, One Riverfront Plaza, Corning,
New York, 14831, USA
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Deckglaser, 24 x 50 mm

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland

Einmalinjektionsspritzen ohne
Nadel, steril, Omnifix®-F, Luer

1ml

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Einbettmedium fir

Gefrierschnitte

Leica Instruments GmbH, Nussloch, Deutschland

Handschuhe Manufix®

Sensitiv

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Histoacryl®, 0,5 ml,

Gewebekleber

B. Braun Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland

Kanule BD, Microlance™ 3,
22G x 1'4” 0.7 mm x 30 mm

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland

Mikrosieb, Falcon ™, 70 um,

steril (Cell Strainer)

BD Biosciences, San Jose, Kalifornien, USA

Mikrotomklingen, High-profile
disposable microtome blades
818

Leica Instruments GmbH, Nussloch, Deutschland

Multiwell Primaria 6-well

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland

Mundschutzmaske Klinion®

Protection

Medeco B.V., Oud-Beijerland, Niederlande

Objekttrager, Menzel-Glaser
Superfrost® 76 x 26 mm

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland

Parafilm M, Verschlussfolie

Pechiney Plastic Packaging, Chicago, lllinois, USA

Plastikschalchen ,Plastic
Tissue Dispomolds” 24 x 24 x

5mm

DIAPATH S.p.A., Martinengo, ltalien

Petrischale 100 x 15 mm

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland

Pipettenspitzen epT.l.P.S., 0.5-

20 pl, 2-200 pl, 50-1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipette 5 ml, 10 ml,

serologisch

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland

Polyethylen-Schlauch (0.58
mm ID, 0.96 mm OD)

Sims Portex Ltd., Smiths Medical Deutschland GmbH,

Grasbrunn

Polypropylen-Rdéhrchen,
Rundboden

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Polyvinylidenfluorid-Membran

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
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(PVDF)

Reaktionsgefal 1.5 ml,
3810X Eppendorf

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Rohrchen, 50 ml, Falcon Blue

Max, konisch, Polypropylen

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland

Rohrchen, 15 ml, Falcon Blue

Max, konisch, Polypropylen

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland

Spritze 5 ml BD Discardit™ Il

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland

Spritze 20 ml BD DiscarditTMII

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland

Spritze Omnican® F 30, G x
'/,” (Einmal-Feindosierungs-
spritze mit integrierter Kanile,
0.01 -1 ml)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Fisher Scientific GmbH, Im Heiligen Feld 17, 58239

Schwerte

Thermo Scientific™ Nunc™
Microwell™ 96-Well
Mikrotiterplatten

Fisher Scientific GmbH, Im Heiligen Feld 17, 58239

Schwerte

Vaseline, Balea Pflegecreme

Dm-drogerie Mark GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Zellstofftupfer Maicell®

4x5cm

MaiMed GmbH, Neuenkirchen, Deutschland

Tabelle 13: Gerate und Apparaturen

Material, Typ

Hersteller

Analysenwaage Kern ABJ

Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern, Deutschland

Antirollplatte Glas, 70 mm

Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland

Autoklav Systec DX-23

Systec GmbH, Wettenberg, Deutschland

Brutschranke

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Digitalkamera Kodak
EasyShare DX4330

Kodak GmbH, Stuttgart, Deutschland

Druckwandler Sirecust 403 R

Siemens AG, Miinchen, Deutschland

Feinbohrschleifer Proxxon,

Micromot 50

Proxxon GmbH, Féhren, Deutschland

Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co. KG,
Sondheim/Rhon, Deutschland

Heizkissen Beurer HK 20

Beurer GmbH, Ulm, Deutschland

Homogenisator, Ultra-Turrax®

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland
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Kuhltruhe -20 °C

Liebherr International S.A., Bulle, Schweiz

Kihlschranke

AEG AG Frankfurt am Main, Deutschland

Kryostat Leica CM3050

Leica Instruments GmbH, Nussloch, Deutschland

Lichtmikroskop Nikon TMS

Nikon GmbH, Dusseldorf, Deutschland

Lichtmikroskop Leica LEITZ
DM IL

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland

Magnetriihrer MR 3001

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach,

Deutschland

Mehrkanalpipette 10-100 ul,
Eppendorf Research plus

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Mikroplattenleser TriStar LB
941

Berthold Technologies GmbH & Co. KG, Bad
Wildbad, Deutschland

Multipipette plus, Eppendorf

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Perfusor

HT Precidor Infors AG, Bottmingen, Schweiz

Pinzette

INOX, Biologie No. 5 Dumont®

Pipetten 10, 200, 1000l

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettierhilfe Easypet

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Prazisionswaage Kern KB

Kern KB, Kern & Sohn GmbH, Balingen Frommern,

Deutschland

Probenhalter, Aluminium,

geriffelt, rund, 40 mm

Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland

Ruttelmixer

Cenco, Breda, Niederlande

Schere, grof3, stumpf

Aesculap AG, Tuttlingen Deutschland

Schere, klein

Quadrolab, Meckenheim, Deutschland

Sicherheitswerkbanke

Hera Safe, Heraeus Holding GmbH, Hanau,

Deutschland

Skalpell

Feather® Safety Razer Co. Ltd., Osaka, Japan

Stoppuhr

Junghans, Schramberg, Deutschland

Temperatursonde (GTH1160

Digitalthermometer)

Greisinger electronic GmbH, Regenstauf,
Deutschland)

Thermobad Haake L

Haake GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Thermomixer 5436

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Tiefklhlschrank -80 °

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Vaporisateurs (Isofluran Vet.
Med. Vapor.)

Dragerwerk AG & Co. KGaA, Libeck, Deutschland

Vortexer Mixer UZUSIO VTX-

LMS, Tokio, Japan
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3000L

Zentrifuge Hermle Z360K

Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, Deutschland

Zentrifuge Eppendorf
Centrifuge 5415 R

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge Eppendorf
Centrifuge 5415 C

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Tabelle 14: Versuchstiere und Bakterienstamme

Material, Typ

Hersteller

C57BL/6N Méause, mannlich

Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland,
Artikel Bezeichnung C57/6-M

EKPs (Ethanol-inaktivierte

Pneumokokken)

Prof. Sven Hammerschmidt, Ernst Moritz Arndt
Universitat Greifswald, Abteilung Genetik der

Mikroorganismen, Greifswald, Deutschland

HKPs, Hitze-inaktivierte (bei
60°C fir 60 min), kapsellose
isogene Mutanten von S.

pneumoniae, D39Acps Stamm

Prof. Sven Hammerschmidt, Ernst Moritz Arndt
Universitat Greifswald, Abteilung Genetik der

Mikroorganismen, Greifswald, Deutschland

Streptococcus pneumoniae
Serotyp 2, D39 Stamm

Prof. Sven Hammerschmidt, Ernst Moritz Arndt
Universitat Greifswald, Abteilung Genetik der

Mikroorganismen, Greifswald, Deutschland

Tabelle 15: Software

Material, Typ

Hersteller

Adobe Photoshop CC 2018

Adobe Systems Software Ireland Limited, Dublin, Irland

GraphPad Prism 7

GraphPad Software, Inc., La Jolla, Kalifornien, USA

Microsoft Office

Microsoft Ireland Operations Limited, Dublin, Irland

Systat 9.0

Systat Software, Inc., San Jose, Kalifornien, USA
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