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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 DIE BAKTERIELLE MENINGITIS

1.1.1 EPIDEMIOLOGIE

Die bakterielle Meningitis ist eine akute entzindliche Erkrankung der weichen
Hirnhaute, Pia mater und Arachnoidea, und des von ihnen umschlossenen
Liquorraums. Eine wesentliche Erkenntnis der klinischen und experimentellen
Forschung der letzten Jahre ist, dass es im Rahmen dieser Erkrankung zu einer
direkten Schadigung von Neuronen kommt. Je nach Alter und Vorerkrankungen der
Patienten findet sich ein unterschiedliches Erregerspektrum. Die haufigsten Erreger
einer bakteriellen Meningitis im Erwachsenenalter sind in Europa und Nordamerika
Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis und Haemophilus influenzae [1]. Im
Neugeborenen- und Sauglingsalter werden Meningitiden besonders haufig von beta-
hamolysierenden Streptokokken der Gruppe B (GBS) [2,3], Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Klebsiellen und anderen grampositiven Enterokokken verursacht [2,4],
wobei sich in den letzten Jahren die Haufigkeit zugunsten der GBS verschoben hat [5].
Das Erregerspektrum ist in dieser Altersstufe wesentlich breiter als in anderen und
weist grofle geographische Unterschiede auf [6]. So ist zum Beispiel Streptococcus
pneumoniae ein haufiger Erreger der neonatalen Meningitis in Entwicklungslandern [7].
Die bakterielle Meningitis weist in Abhangigkeit vom Entwicklungsstand des jeweiligen
Landes eine Inzidenz von 0,2 - 2,66/1000 Lebendgeburten auf [6]. Das
Erkrankungsrisiko liegt zwischen 5 und 75 % und steigt mit sinkendem Gestationsalter
[8,9]. Insbesondere im Neugeborenenalter finden sich im Vergleich zu Erkrankungen
bei Sauglingen und Kleinkindern eine hdhere Letalitat und Morbiditat [6,10].

In der Neonatalperiode ist eine Meningitis selten die Erstmanifestation einer
Erkrankung. In 25 Prozent der Falle entsteht sie sekundar in Folge einer Sepsis [8], die
mit einer Inzidenz von 1 - 8/1000 Lebendgeburten auftritt. Einerseits konnte durch die
Entwicklung spezifischer Antibiotika die Mortalitat der Erkrankung im Kindesalter in den
letzten finfzig Jahren auf unter zehn Prozent gesenkt werden [6], andererseits gelang
es bisher jedoch nicht, das Auftreten neurologischer Spatkomplikationen wesentlich zu
reduzieren, nach wie vor leiden etwa 20 - 58% der Kinder nach einer Meningitis unter
neurologischen Folgeschaden [6]. Das Ausmal und die Art der Defizite scheinen zum

Teil vom Erreger abzuhangen. So sind Kinder, die eine E. coli-induzierte Meningitis
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Uberlebt haben, haufiger von Langzeitschaden betroffen als Kinder nach einer GBS-
induzierten Meningitis [6,11]. Das Spektrum der neurologischen Stérungen ist grof3 und
beinhaltet zum Beispiel eine Verzogerung der Sprachentwicklung, die Ausbildung
peripherer Paresen oder die Manifestation epileptischer Anfalle. Weitere Spatfolgen
sind ausgepragte Lerndefizite und psychomotorische Retardierung [12]. Mit dem
Auftreten von sensorischen Horstorungen ist in etwa 10 % der Falle zu rechnen [13].
Sowohl in verschiedenen in-vivo- und in-vitro-Modellen, als auch in humanem
Autopsiematerial konnte gezeigt werden, dass es nach einer Meningitis zum
permanenten Verlust kortikaler und hippokampaler Neurone kommt [14]. Apoptotischer
Neuronenuntergang im Kortex, Hippokampus oder Innenohr ist vermutlich die Ursache
fur die verschiedene neurologische Defizite nach einer Meningitis [14,15,16,17].

Bei der Entstehung der neonatalen Sepsis lassen sich zwei Manifestationszeitpunkte
unterscheiden. lhnen entsprechend spricht man von einer Frih- oder early-onset- und
einer Spat- oder late-onset-Form [8]. Die Fruhsepsis tritt innerhalb der ersten funf
Lebenstage auf. Die Erreger (S. agalactiae, E. coli, Klebsiellen, Enterokokken, Listeria
monocytogenes, Anaerobier) stammen aus der Rektovaginalflora der Schwangeren.
Bei etwa 50 % der erkrankten Kinder findet sich anamnestisch ein vorzeitiger
Blasensprung. Dieser ist haufig Folge eines Amnioninfektionssyndroms (AIS), welches
meist durch Aszension von Keimen der Rektovaginalflora verursacht wird. Bei bloRRer
Besiedlung der Mutter mit GBS kommt es bei etwa 0,5 — 1 % der Neugeborenen zu
einer durch Streptokokken der Gruppe B ausgelosten Sepsis [18], bei zusatzlich
bestehendem Amnioninfektionssyndrom steigt die Infektionshaufigkeit um das
Zehnfache an. Ein besonders hohes Infektionsrisiko haben Frihgeborene vor der 32.
Schwangerschaftswoche (SSW).

Tritt die Infektion nach dem funften Lebenstag auf, spricht man von einer Spatsepsis
(late-onset-Form). Haufige Erreger sind hier Koagulase-negative Staphylokokken,
Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes, Enterobacter und Staphylococcus
aureus. Die Ubertragung der Krankheitserreger erfolgt horizontal aus der
Umgebungsflora durch das Pflegepersonal oder die Eltern. Gelegentlich kommt es zu
einer endogenen Infektion des Kindes durch eine Besiedlung mit Keimen.
Risikofaktoren fiur beide Formen der neonatalen Sepsis sind in der Tabelle 1

aufgeflhrt.
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Tabelle 1: Risikofaktoren flr die Entstehung einer neonatalen Sepsis

Miutterliche Risikofaktoren Kindliche Risikofaktoren
Amnioninfektionssyndrom (AIS) Unreife und Hypotrophie

Fieber Atemnotsyndrom

frher Blasensprung (>18h) Beatmung

Vorzeitige Wehen Parenterale Ernahrung
Protrahierte Geburt Intravasale Katheter

Grlunes Fruchtwasser Mangel humoraler Antikdrper
Mutterliche Infektionen Hautwunden, Schleimhautdefekte

Streptococcus pneumoniae und Neisseria meningitidis sind die haufigsten Erreger
einer bakteriellen Meningitis im Sauglings- und Kleinkindalter [1,19]. Die bakterielle
Meningitis entwickelt sich haufig sekundar nach einer Otitis media, die eine
Hauptmanifestationsform einer Pneumokokkeninfektion bei Kindern im Alter bis zu zwei
Jahren darstellt [20,21]. Die Infektion mit Pneumokokken verlauft in der Regel endogen,
nur sehr selten wird sie von Mensch zu Mensch Ubertragen. Die Eintrittspforte ist der
obere Respirationstrakt. Dort kommt es zu einer Vermehrung der Erreger im Epithel.
Auf bisher nicht vollstandig geklarte Weise gelangen die Erreger dann in die
Paukenhohle, die Nasennebenhdhlen, die Lungen und I6sen dort das entsprechende
Krankheitsbild aus. Die vermutlich Pneumolysin-bedingte Zerstérung der Zilien-
tragenden Epithelzellen erleichtert die Einwanderung der Bakterien in die
verschiedenen Gewebe.

Einen zweiten Gipfel haben Pneumokokkenerkrankungen bei Patienten in hohem
Lebensalter. Hier manifestieren sie sich typischerweise als Lobarpneumonie [22]. Bei
immunsuppremierten Patienten kann es unabhangig vom Lebensalter zu schweren
Verlaufen bei Infektionen mit S. pneumoniae kommen. In diesem Patientenkollektiv
findet sich ebenfalls eine erhdhte Sterblichkeit [23].

1.1.2 KLINIK

Die Meningitis kann sowohl als Folge der Frih-, als auch der Spatsepsis auftreten, ist
aber wesentlich haufiger Folge der Spatsepsis [8]. Anders als die Meningitis im Kindes-
und Erwachsenenalter manifestiert sich eine Meningitis bei Friih- und Neugeborenen
nicht mit den typischen Symptomen des meningealen Syndroms wie Nackensteifigkeit,
Fieber und Kopfschmerzen, vielmehr treten unspezifische klinische Zeichen wie

Hypotonie, blasses Hautkolorit und eine Verlangerung der peripheren
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Rekapillarisierungszeit Uber drei Sekunden als Folge einer verminderten Hautperfusion
bei beginnender bzw. manifester Zentralisation auf. Des Weiteren findet sich ein
gehauftes Auftreten von Bradykardien und Atemstdrungen bis hin zu Apnoen.
Hinweisend auf eine Meningitis konnen eine gespannte Fontanelle, Erbrechen,

epileptische Anfalle oder in seltenen Fallen auch Hemiparesen sein.

1.1.3 PATHOGENESE DER ERKRANKUNG

Wahrend der Meningitis kommt es unter anderem zur Schadigung der Blut-Hirn-
Schranke und zur Neurodegeneration [24]. Man unterscheidet derzeit verschiedene
Mechanismen, die zu Zellschadigungen im zentralen Nervensystem (ZNS) und zum
Tod der Patienten fihren:
1. die lokale Inflammation als Antwort des Immunsystems auf die Invasion der
Erreger, die mit Leukozytenextravasion, Vaskulitis, Hirnédem und sekundarer
Ischamie einhergeht,
2. die direkte Wirkung bakterieller Toxine auf zerebrale Neurone.
Die bakterielle Meningitis entwickelt sich typischerweise in vier verschiedenen Phasen
[12,24,25]:

. hasopharyngeale Kolonisation

—

2. Invasion des intravasalen Raums mit Entwicklung einer Bakteriamie
3. Penetration der Blut-Hirn-Schranke (BHS) und Besiedelung der Meningen
4

. Inflammation der Meningen und des Gehirns

Zunachst besiedelt der Erreger wahrend der Geburt die Haut, die Schleimhaute des
Ohres und des Nasopharynx, die Konjunktiven oder die Nabelschnur. Von dort aus
dringen, zum Beispiel nach einer Verletzung der Haut bzw. der Schleimhaut oder nach
Anlage eines Nabelvenenkatheters, eines zentralen oder peripheren Gefallzugangs,
Erreger in die Blutbahn ein. Nicht selten findet sich auch eine bakterielle Superinfektion
bei bestehender viraler Erkrankung, die eine gesteigerte Vulnerabilitat des Epithels
verursacht und dadurch die Absiedlung der Bakterien begunstigt. Viele Bakterien
besitzen spezielle Oberflachenbestandteile wie Pili, Polysaccharide oder Proteine, die
eine Adhasion an die Mukosa erleichtern [26]. Es erfolgt eine Passage der Bakterien
durch die Mukosa und die Penetration der subepithelialen Blutgefalde. Der Durchtritt

der Erreger durch die Gewebsschichten kann durch unterschiedliche Mechanismen

9
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erfolgen. Neisseria meningitidis und GBS werden beispielsweise mittels Endozytose in
Membran-gebundenen Vakuolen durch die Zellen der Mukosa transportiert [12,24,26],
wahrend Haemophilus influenzae zwischen den Zellen hindurch migriert [26]. S.
pneumoniae bindet an den PAF-Rezeptor und gelangt an diesen gebunden mittels
Transzytose durch das Endothel, nachfolgend kommt es dann zur hamatogenen
Verbreitung der Bakterien. Im Falle der Meningitis gelangen die Erreger Uber die Blut-
Hirn-Schranke (BHS) in den Liquorraum. Dort kommt es zu einer unkontrollierten
Vermehrung, da im Liquorraum zu Beginn der Invasion nur wenige
Abwehrmechanismen vorhanden sind. Phagozyten, Komplementfaktoren und
Immunglobuline kénnen die intakte BHS kaum penetrieren. Es kommt je nach Erreger
zur Freisetzung verschiedener Zellwandbestandteile wie dem Lipopolysaccharid
gramnegativer Bakterien, Teichonsauren, Peptidoglykanen, aber auch Bakterien-
eigener Toxine wie dem beta-Hamolysin der GBS oder dem Pneumolysin und
Wasserstoffperoxid der Pneumokokken. Dies geschieht entweder durch aktive
Sekretion oder als Folge einer Autolyse der Bakterien [27,28,29]. Die freigesetzten
Bakterienbestandteile aktivieren meningeale Makrophagen und Mastzellen und fihren
zur Einwanderung von Leukozyten, es entwickelt sich eine ausgepragte granulozytare
Entzindungsreaktion im Liquorraum [30]. Diese Uberwiegend neutrophile Entziindung
stimuliert Astrozyten, Mikrogliazellen und die Epithelzellen des Plexus choroideus zur
Freisetzung pro- und anti-inflammatorischer Zytokine [31]. Die Freisetzung der Zyto-
und Chemokine fuhrt zu einer Reihe von verschiedenen Kaskaden, an deren Ende der
Tod der Bakterien, aber auch der der Wirtszellen im ZNS steht. Letzterer scheint zum
Teil fur die ausgepragten Folgeerscheinungen nach einer Meningitis verantwortlich zu
sein. Die Freisetzung von Interleukin-1 (IL-1) und Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-
alpha) bewirkt zum einen eine vermehrte Einwanderung von Granulozyten und zum
anderen die Freisetzung verschiedenster Substanzen wie Prostaglandinen, dem
Plattchen-aktivierenden  Faktor (PAF), Stickstoffmonoxid (NO) oder freien
Sauerstoffradikalen. Diese verschiedenen Mediatoren flihren teilweise zur Eliminierung
der Erreger, haben aber auch Effekte auf die Funktion korpereigener Systeme. So
kommt es zu einer ausgepragten Storung der BHS, die wiederum eine Veranderung
der zerebralen Durchblutung nach sich zieht. Die gesteigerte Permeabilitdt der BHS
fuhrt zu einer vermehrten Extravasation von Flissigkeit, die mit der Ausbildung eines
vasogenen Hirndédems einhergeht [32] und sich klinisch in einer Erhdhung des

intrakraniellen Drucks manifestiert. Die Steigerung des intrakraniellen Drucks [33] fUhrt,
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kombiniert mit einer gestdrten Blutflussregulation, zu diffusen hypoxischen Hirnschaden
[34].

Es kommt auch zu einer direkten Beteiligung der Gefalde in Form von Vasospasmen
und Vaskulitis mit Ausbildung von Mikrothromben und nachfolgend zu ischamischen
Infarkten [35,36,37]. Diese Infarkte konnen sich klinisch als sensomotorische
Storungen oder kortikale Blindheit widerspiegeln. Somit ist das vasogene Hirnddem mit
seinen Folgeerscheinungen auch wesentlich an der Pathogenese der Langzeitschaden
der Patienten beteiligt.

Das entstehende Hirnddem kann man bei den Neugeborenen sehr einfach mittels
Ultraschall durch die offene Fontanelle nachweisen. Man findet haufig eine Einengung
der Ventrikel mit begleitender Ventrikulitis, Infarzierungen des Hirngewebes und die
nachfolgende Ausbildung von Zysten [38].

Es kann jedoch auch zu einer direkten Schadigung der Neurone durch bakterielle
Faktoren kommen. Flr Pneumolysin, das Poren-formende Toxin der Pneumokokken,
ist dieser direkt toxische Effekt auf Neurone des Hippokampus in-vitro und in-vivo
beschrieben [39]. Der neuronale Schaden ist also das Ergebnis einer Vielzahl von
Ereignissen, die im Rahmen der bakteriellen Meningitis ablaufen.

Verschiedene in-vivo- und in-vitro-Untersuchungen haben gezeigt, dass im Rahmen
der Meningitis zwei verschiedene Formen des Zelltodes auftreten [15,40]. Zellen
sterben entweder durch Nekrose oder Apoptose [41]. Die Art des Zelltodes hangt von
verschiedenen Faktoren wie dem Alter des Wirts, der betroffenen Hirnregion und dem
Erreger ab.

Apoptotischer Zelltod wird insbesondere im Bereich des Hippokampus, einer flr das
Lernen und Gedachtnis verantwortlichen Hirnregion beobachtet [42]. Dort ist
insbesondere der Gyrus dentatus betroffen [15,40]. In Untersuchungen an humanem
Autopsiematerial konnte in 70 Prozent der Falle apoptotischer Zelltod im Gyrus
dentatus nachgewiesen werden [14]. Eine Untersuchung an Uberlebenden zeigte die
Atrophie des Hippokampus [43]. Diese Hippokampus-Atrophie konnten das
morphologische Korrelat der bei den Patienten zu beobachteten Lern- und
Gedachtnisstérungen sein.

Nekrotischen Zelltod findet man besonders in den Regionen CA1-CA4 des
Hippokampus sowie im Kortex [40,44]. Die Nekrosen im Kortex lassen sich vermutlich
auf vaskulitische Veranderungen mit nachfolgender Ischamie zurlckfuhren, denn die

nekrotischen Zellen liegen haufig im Bereich kortikaler Infarkte [40].
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1.1.4 DIE ERREGER UND IHRE TOXINE
1.1.4.1 STREPTOCOCCUS AGALACTIAE

Streptococcus agalactiae gehort zu den beta-hamolysierenden Streptokokken der
Gruppe B (GBS). Der grampositive Erreger ist haufig Ursache von Harnwegsinfekten,
Sepsis, Wund- und Weichteilinfektionen. Besonders haufig sind Erwachsene mit
Diabetes mellitus, Immundefekten oder malignen Erkrankungen betroffen [45,46]. S.
agalactiae ist der haufigste Erreger einer Sepsis bzw. Meningitis bei Neugeborenen
[2,3]. Streptokokken der Gruppe B lassen sich bei etwa 16 - 30 Prozent der
schwangeren und nicht schwangeren Frauen in Vaginal- und Rektalabstrichen
nachweisen [47,48,49]. Die Tragerinnen sind zumeist asymptomatisch, haben jedoch
ein hoheres Risiko, eine Frihgeburt zu erleiden [50]. Wahrend der Geburt kommt es in
etwa 50 - 70 Prozent der Falle zu einer Ubertragung der Streptokokken auf das
Neugeborene [50] und zu dessen Besiedelung. B-Streptokokken sind mit einer Inzidenz
von etwa 35 Prozent weltweit die haufigsten Erreger von Sepsis, Meningitis und
Pneumonie bei Neonaten [2,3], es gibt jedoch deutliche regionale Unterschiede. Diese
konnten durch verschiedene Faktoren wie z.B. die Art der intrapartualen Antibiotika-
Therapie (generelles Screening aller Schwangeren in der spaten Schwangerschaft vs.
Risiko-basierter Applikation) sowie ethnische und genetische Unterschiede in den
verschiedenen Populationen, bedingt sein.

Ende der 90-ziger Jahre wurde in den USA mit der Einfuhrung der prophylaktischen
prapartualen Antibiotika-Therapie aller Schwangeren mit GBS-Besiedlung begonnen.
Dadurch konnte dort die Inzidenz einer Early onset-Sepsis von 1,7 / 1000
Lebendgeburten auf 0,8 Falle pro 1000 Lebendgeburten gesenkt werden[51]. In
England, wo eine Risiko-basierte Antibiotika-Therapie durchgefiuhrt wird, liegt die
Inzidenz bei 0,72 Fallen pro 1000 Lebendgeburten [52], in den Niederlanden bei 1,9
Fallen pro 1000 Lebendgeburten [53]. Zwischen 2001 und 2003, nach Einfuhrung der
generellen Antibotika-Prophylaxe, wurde in Deutschland erstmals eine prospektive
Multicenterstudie zur Inzidenz, Morbiditat und Mortalitat von Erkrankungen mit
Streptokokken der Gruppe in den ersten drei Lebensmonaten durchgefiihrt. Die dabei
erhobenen Daten sind mit denen aus den USA Stammenden vergleichbar. Die Inzidenz
der GBS-Infektion lag im untersuchten Zeitraum bei 0,47 Fallen pro 1000
Lebendgeburten. In 60 Prozent der Falle manifestierte sich die Erkrankung als Early

onset-Sepsis, dabei war eine Meningitis in 16 Prozent der Falle nachweisbar, beim
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Auftreten einer Late onset-Sepsis war eine Meningitis in etwa 60% Prozent der Falle
nachweisbar [54].

In den letzten Jahren ergaben sich viele neue Erkenntnisse Uber die Pathogenese von
GBS-Erkrankungen. Es gelang, einige Virulenzfaktoren des Erregers zu identifizieren
und charakterisieren. Eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der Infektion
scheint die Kapsel des Erregers zu spielen. Alle aus Abstrichen isolierten GBS waren
bekapselt [55]. Bisher ist es gelungen, neun verschiedene
Kapselpolysaccharidserotypen zu identifizieren. Die unterschiedlichen Serotypen sind
fur die geographischen Inzidenzunterschiede und das Auftreten bestimmter
Krankheitsbilder in den verschiedenen Altersstufen verantwortlich [56]. Ausléser der
neonatalen Sepsis bzw. Meningitis ist vorwiegend der Erreger mit dem
Kapselpolysaccarid Typ Ill [56,57]. Die Kapsel hat antiphagozytare Eigenschaften [58]
und enthalt Lipoteichonsaure und Peptidoglykane [59]. Der vermutlich wichtigste
Virulenzfaktor der GBS ist das beta-Hamolysin/Zytolysin (beta-H/Z). Das Toxin |asst
sich bei 99 Prozent der isolierten B-Streptokokken nachweisen [55]. Es flhrt zur
Auflésung von Lungenepithel- und Endothelzellen und zerstort somit deren
Barrierefunktion. Die Invasion der Keime ist damit deutlich erleichtert [60,61]. Ein
weiterer Faktor, der eine Rolle bei der Uberwindung kdrpereigener Barrieren zu spielen
scheint, ist die Hyaluronatlyase, ein Enzym, das Hyaluronsaure, einen Hauptbestandteil
von Bindegewebe, spaltet [62]. GBS produzieren aullerdem cAMP-Faktor, ein
extrazellulares Protein, das in Zellmembranen oligomerisiert, kleine Poren bildet und

somit ebenfalls die Lyse der Zellen triggert [63].

1.1.4.2 DAsS POREN-FORMENDE TOXIN BETA-HAMOLYSIN/ZYTOLYSIN

Beta-Hamolysin/Zytolysin ist ein Sauerstoff-stabiles, vermutlich Membran-gebundenes
Toxin. Es wird von den meisten S. agalactiae-Stammen gebildet und ist vermutlich fur
die Entstehung des die Bakterienkultur umgebenden Hamolysehof auf
Blutagarkulturplatten verantwortlich. Diese Form der Hamolyse wird auch beta-
Hamolyse genannt [64,65]. Es gibt Hinweise darauf, dass die Bildung des @G-
Hamolysins ist vom Vorhandensein des cyl-Operon abhangig ist, dabei scheint
insbesondere cylA und cyIB eine entscheidende Rolle zu spielen [66,67]. Verschiedene
in-vitro-Untersuchungen an und mit isogenetischen hyper- und nicht hamolytischen

Mutanten des Erregers haben zu neuen Erkenntnissen Uber die Rolle dieses Toxins in
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der Pathogenese typischer GBS-induzierter Erkrankungen gefuhrt. So konnte gezeigt
werden, dass isogenetische, nicht hamolysierende Mutanten weitaus weniger virulent
sind als hyperhamolytische Mutanten [68]. Die Letalitdt einer GBS- Erkrankung
korreliert eng mit der Menge des freiwerdenden Toxins [69]. Beta-H/Z ist ein
pluripotenter Virulenzfaktor, der vermutlich zur Zellschadigung durch Zytoloyse flhrt
und durch Induktion von Inflammation wesentlich an der Pathogenese der GBS-
Erkrankungen beteiligt zu sein scheint [70,71]. Die beta-H/Z-Produktion korreliert mit
der Schadigung von Lungenepithelzellen, zerebralen Endothelzellen und Makrophagen
durch Zytoloyse [72,73]. Das Toxin induziert die Transkription der induzierbaren NO-
Synthetase (iINOS), triggert die Produktion und Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO)
aus Makrophagen [74] und kann deren apoptotischen Zelltod ausldsen. In geringen,
nicht lytischen Dosen beglnstigt beta-H/Z die Invasion der Streptokokken in
Lungenepithelzellen und triggert die Freisetzung von Interleukin-8 (IL-8) aus
neutrophilen Granulozyten [75]. Das Toxin fuhrt auch zur Freisetzung von Interleukin-6
(IL-6), einem Hauptmediator fur die Produktion von Akut-Phase-Proteinen in der Leber
[69]. Beta-H/Z induziert die Expression verschiedener pro-inflammatorischer Gene und
Adhasionsmolekule in Zellen der Blut-Hirn-Schranke, triggert dadurch die Aktivierung
neutrophiler Granulozyten und somit die Inflammation wahrend der GBS-Meningitis. In
Untersuchungen an zerebralen Endothelzellen konnte kirzlich ein direkt zytotoxischer
Effekt von beta-H/Z nachgewiesen werden [76]. Das Toxin wirkt auch direkt zytolytisch
auf Makrophagen und neutrophile Granulozyten und kann so der kdrpereigenen
Abwehr entgegenwirken. Bei Verwendung beta-H/Z-defizienter Mutanten zeigte sich
eine schnellere Eliminierung der Bakterien aus dem Organismus der Versuchstiere
[77,78]. Ahnlich wie das Pneumolysin der Pneumokokken scheint das Toxin
Temperatur- und Konzentrationsabhangig Poren in die Zellmembranen der Zielzellen
zu bilden[79]. In Experimenten mit murinen Makrophagen konnte gezeigt werden, dass
beta-H/Z fir Defekte in der Zellmembran verantwortlich zu sein scheint, des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass die durch das Toxin induzierte Apoptose vom Einstrom
extrazelluldaren Kalziums abhangig zu sein scheint. Bei Bindung des extrazellularen
Kalziums durch Chelatoren wurde dessen Einstrom in die Zelle verhindert, es liel3 sich
keine Apoptose nachweisen[80]. Die Virulenz des Toxins kann durch das im Surfactant
enthaltene Protein Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) beeintrachtigt werden [60,81].
Das konnte erklaren, warum Streptokokkenerkrankungen gerade bei Frihgeborenen

mit Surfactantmangel besonders schwer verlaufen. In diesem Patientenkollektiv ist bis
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zur Vollendung der 34. Schwangerschaftswoche die Surfactantkonzentration aufgrund

mangelnder Synthese sehr gering.

1.1.4.3 STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

Streptococcus pneumoniae gehort ebenfalls zur Gruppe der Streptokokken und Iasst
sich hier der alpha-hamolysierenden Untergruppe zuordnen. Der grampositive Erreger
lagert sich typischerweise paarweise zusammen und wurde deshalb friher auch als
Diplococcus pneumoniae bezeichnet. Mit einer Grofle von etwa 2 pm sind
Pneumokokken gerade noch lichtmikroskopisch sichtbar. Im Jahr 1881 wurden sie
erstmals von G. M. Sternberg und L. Pasteur isoliert. S. pneumoniae kommt bei
Menschen und verschiedenen Saugetierarten als Bestandteil der Standortflora des
Nasen- und Rachenraums vor. Etwa 40 — 70 % der Bevodlkerung tragen Pneumokokken
in der Rachenschleimhaut, die Trager stellen jedoch keine direkte Infektionsquelle dar,
da es sich in der Regel um unbekapselte, nicht pathogene Stdmme handelt. Einer der
Hauptvirulenzfaktoren von S. pneumoniae ist die Kapsel. Nur bekapselte
Pneumokokken-Stamme sind virulent. Dabei handelt es sich um eine aus
Polysacchariden bestehende Struktur, die einen Schutz gegenuber Phagozytose durch
Granulozyten und Makrophagen sowie Komplementinaktivierung [82,83,84] darstellt.
Innerhalb der Pneumokokkenfamilie lassen sich allein mehr als neunzig verschiedene
Kapsel-Polysaccharide nachweisen [85]. Zehn der Uber 90 Kapseltypen zeichnen sich
durch eine besonders hohe Virulenz aus [21] und sind flr Uber 80 Prozent der
Pneumokokkeninfektionen im Kindesalter verantwortlich. Die Virulenz des Erregers
steht in direktem Verhaltnis zur Dicke der Kapsel. Nach Angaben der WHO stellen
Pneumokokken, die etwa zwei Millionen Todesfalle jahrlich bedingen, nach
Plasmodium spp. den zweithaufigsten Krankheitserreger dar [86]. Pneumokokken
produzieren Autolysin. Es ist auf der Kapsel der Erreger lokalisiert und liegt zunachst in
seiner inaktiven Form vor. Die Stérungen des Zellwandstoffwechsels, zum Beispiel
durch Nahrstoffmangel oder Antibiotika, haben eine Aktivierung des Proteins, die
Auflésung der Murinquervernetzung und die Lyse der Bakterien zur Folge. Des
Weiteren produziert S. pneumoniae ein intrazellulares Zytolysin, das Pneumolysin [87].
Dieses Polypeptid wird nach der oben beschriebenen Autolyse vermehrt freigesetzt
[88,89].
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1.1.4.4 DAS POREN-FORMENDE TOXIN PNEUMOLYSIN

Poren-formende Toxine stellen die grofdte Gruppe bakterieller Toxine dar. Neben dem
Toxin der Listerien, Clostridien und Bacillus-Spezies gehort Pneumolysin zur Familie
der Thiol-aktivierten Toxine [90]. Der Name ist auf frihere Theorien zurtickzufihren, die
davon ausgingen, dass die Aktivierung der Toxine durch Addition eines Thiol-
reduzierenden Restes geschieht. In neueren Untersuchungen konnte diese Theorie
nicht bestatigt werden [91]. Allen Toxinen dieser Familie ist die Bindung wasserloslicher
Monomere an den Cholesterolrezeptor, die nachfolgende Oligomerisation und
anschlieRende Porenbildung in der Zellmembran mit folgender Lyse der Zelle gemein.
Die Tatsache, dass Pneumokokken ein Hamolysin produzieren, wurde erstmals im
Jahre 1905 von Libman beobachtet. Eine erste Charakterisierung des Pneumolysins
gab es in den dreiliger Jahren des letzten Jahrhunderts. Shumway und Mitarbeiter
beschriecben 1958 die Rolle des Pneumolysins in der Pathogenese von
Pneumokokkenerkrankungen. Sie beobachteten die Bildung von Spharozyten und eine
Verminderung der osmotischen Resistenz von Kaninchen-Erythrozyten wahrend einer
Pneumokokkenerkrankung. Durch spatere Versuche mit gereinigtem Pneumolysin
konnten die Beobachtungen verifiziert werden [92]. Pneumolysin ist ein hydrophiles,
aus 471 Aminosauren bestehendes Polypeptid mit einem Molekulargewicht von 53
kDa. Das Toxin, welches im Zytosol der Pneumokokken lokalisiert ist, liegt hier zum
groliten Teil in Form von Monomeren, in geringen Konzentrationen auch als
Pneumolysindimer vor [90] und wird vermehrt nach Lyse des Bakteriums freigesetzt.
Dabei kann die Lyse durch Aktivierung des Bakterien- eigenen Autolysin oder durch
aulere Einflisse, z.B. durch Antibiotika induziert werden [87,93,94]. Pneumolysin setzt
sich aus vier verschiedenen Domanen zusammen, wobei Aufbau und Anordnung der
Doméanen im Protein ausschlaggebend fur biochemische, aber auch funktionelle
Eigenschaften des Toxins sind. So ist die Domane 1 malgeblich an der
Oligomerisation der Monomere und somit an der Porenbildung beteiligt. Die Domane 4
hat groe strukturelle Ahnlichkeit mit dem Fc-Teil von Immunglobulinen, was eine Rolle
bei der Antikorper-unabhangigen Aktivierung der klassischen Komplementkaskade
spielen konnte. Beiden Strukturen ist die Ausbildung eines beta-Sandwichs gemein.
Die C1-Komponente des Komplementsystems bindet normalerweise an den Fc-Teil
von IgG-Polymeren. Die Membran-gebundenen Pneumolysinoligomere erinnern in ihrer

Struktur sehr an diese Immunglobulinpolymere und werden vermutlich vom
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Komplementsystem als solche erkannt. Das konnte erklaren, warum Pneumokokken
das Komplementsystem trotz des Fehlens spezifischer Anti-Pneumokokken-Antikorper
aktivieren kénnen [95]. Auch eine partielle Ahnlichkeit mit Teilen des C-reaktiven-
Proteins (CRP) wird als Ursache fur die Komplementaktivierung diskutiert, denn auch
das CRP aktiviert AntikOrper-unabhangig das Komplementsystem [96,97]. In den
Domanen 2 und 3 scheinen die Sequenzen flr die zytolytische Aktivitat des Toxins zu
liegen [98]. Pneumolysin ist an verschiedenen intra- und extrazellularen Prozessen
beteiligt und hat Effekte auf verschiedene Systeme im Organismus. Dabei gibt es zwei
Haupteigenschaften, die in der Pathogenese der Pneumokokkenerkrankungen im
Vordergrund stehen, zum einen die zytolytische Aktivitat des Toxins und zum anderen
die Fahigkeit, den klassischen Weg der Komplementkaskade zu aktivieren [95,96,99].
Verschiedene in-vitro- und in-vivo-Untersuchungen haben gezeigt, dass es bei der
Verwendung von Pneumolysin-Mutanten mit verminderter lytischer und Komplement-
aktivierender Fahigkeit zu einer abgeschwachten inflammatorischen Antwort, zu
leichteren Krankheitsverlaufen und geringeren Schaden im entsprechenden Modell
kam [100]. Geringe Pneumolysindosen hemmen die Ausschittung polymorphkerniger
Leukozyten. In Folge dessen kommt es zur verminderten Opsonierung der
Pneumokokken und damit zu geringerer Elimination durch die korpereigenen
Abwehrmechanismen. Das Toxin stort die Leukozytenfunktion, was zu verminderter
Chemotaxis und Migration dieser Zellen fuhrt [101]. Pneumolysin schadigt Zilien-
tragende Epithelien. In-vitro-Untersuchungen an Bronchialepithelien haben gezeigt,
dass es zu einer Abnahme der Zilienfunktion und unter Einfluss hoher Toxindosen zur
Zerstorung der Epithelzellen kommt [102]. Auch im ZNS konnte diese Beobachtung
bestatigt werden. Das Toxin fuhrt zur Schadigung Zilien-tragender Ependymzellen des
Plexus choroideus. Nach Zerstorung der Zellen wird die Vermehrung der
Pneumokokken und der Ubertritt von Bakterien aus dem Liquor in das umliegende
Gehirngewebe wahrend einer Meningitis begunstigt [103]. Pneumolysin fuhrt zur
Zerstorung von ,tight junctions® zwischen Epithelzellen, heftet sich an die freien Enden
der Zellen an und gelangt so durch die Epithelbarriere. Die beschriebenen Effekte
begunstigen die Invasion des Erregers, reduzieren die Elimination der Bakterien aus
dem Respirationstrakt oder ZNS und foérdern somit die Auspragung einer Pneumonie,
Sepsis oder Meningitis. Pneumolysin fordert die Freisetzung proinflammotorischer

Zytokine wie TNF-alpha und Interleukin-1-beta (IL-1-beta) aus Monozyten [104].
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Bedingung flr die Porenbildung ist das Vorhandensein von Cholesterolmolekilen in der
Zellmembran der Wirtszelle [105,106]. Nach der Freisetzung einzelner Pneumolysin-
Mono- und -Dimere verlauft die Ausbildung der Poren in zwei Schritten. Zunachst
binden die im Zytosol vorliegenden Mono-und Dimere an die Cholesterolmolekule der
Zellmembranen [107] und werden in die Lipidschicht integriert. Dabei spielt die Domane
4 eine entscheidende Rolle. Sie enthalt eine Tryptophan-reiche Sequenz. Dieser
hydrophobe Rest wird in der Zellmembran der Wirtszelle verankert. Spater kommt es
durch sequentielle Addition weiterer Monomere zur Oligomerisation, und Ausbildung
typischer Ringstrukturen (Durchmesser 30-45 nm) [108,109]. Die Oligomerisierung ist
die Voraussetzung zur Bildung von Poren in Zellmembranen eukaryoter Zellen und

deren nachfolgender Lyse.

1.2 APOPTOSE

1.2.1 DEFINITION UND BEDEUTUNG

Als Apoptose bezeichnet man den programmierten Zelltod. Im Genom jeder Zelle ist
ein Programm fir diese Form des Zelluntergangs festgelegt. Diese physiologische
Form des Zelltodes ist ein aktiver, Energie-abhangiger Prozess, der durch
verschiedene endogene und exogene Faktoren angestolden oder inhibiert werden kann
[110]. John Kerr beobachtete in den frihen siebziger Jahren mit Hilfe
elektronenmikroskopischer Untersuchungen, dass es bei bestimmten Formen des
Zelltodes zu einem geordneten Untergang der Zelle kommt, bei dem die intakten
Zellorganellen in Membranvesikel eingeschnirt werden und die sterbende Zelle
schliellich von Phagozyten inkorporiert und abgebaut wird [110]. Nach der
Beschreibung der Apoptose durch Kerr und der Abgrenzung von dem bisher
verwendeten Begriff der Nekrose wurde diese Art des Zelluntergangs fur viele
physiologische Mechanismen beschrieben. Zu diesen gehdren zum Beispiel die
Veranderung der Organe wahrend der Embryogenese oder die Zellmauserung von
Geweben mit hohem Zellumsatz [111]. Der Beseitigung geschadigter Zellen aus dem
Gewebeverband kommt ebenfalls eine besondere Bedeutung zu. Physiologisch ist
dabei ein ausgewogenes Verhaltnis zwischen Initierung und Inhibition des
apoptotischen Zelltodes. Fir verschiedene Erkrankungen wurde eine Stdérung dieses

Gleichgewichtes beschrieben [111]. So sind zum Beispiel Tumorerkrankungen mit einer
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verminderten [111,112], AIDS oder verschiedene neurodegenerative Erkrankungen mit

einer verstarkten Apoptoserate verbunden.

1.2.2 MORPHOLOGISCHE CHARAKTERISTIKA

Zur Differenzierung des Zelltodes in Apoptose oder Nekrose werden morphologische
und biochemische Kriterien verwendet. Apoptose ist nach Kerrs Definition durch die
Schrumpfung (Pyknosis) und Fragmentierung (Karyorrhexis) des Zellkernes,
Veranderungen von Membraneigenschaften und Ausbildung von Blasen in den
Membranen sowie der Bildung Membran-umschlossener Vesikel, so genannter
apoptotischer Korperchen charakterisiert [113]. In der Umgebung apoptotischer Zellen
findet man im Gegensatz zur Nekrose keine Inflammation. Dieses Phanomen lasst sich
mit der Ausbildung der Vesikel in Verbindung bringen. Die dort eingeschlossenen
Zellfragmente werden durch Makrophagen und benachbarte Zellen rasch abgebaut.
Bei der Nekrose handelt es sich um ein akzidentelles Ereignis, das durch verschiedene
Stimuli induziert wird und durch deren Ausschaltung verhindert werden kann [114].
Charakteristische morphologische Veranderungen sind das Anschwellen der Zelle und
des Zellkernes. Es kommt zur ungeordneten Degradation des Chromatins und sehr
frih zum Verlust der Membranintegritat und zur Lyse der Zelle mit Freisetzung von
Zellbestandteilen. Dadurch wird in der Umgebung der Zellen eine entzindliche

Reaktion ausgeldst [115].

1.2.3 DIE BEDEUTUNG DER CASPASEN WAHREND DER APOPTOSE

In jeder Korperzelle sind die verschiedenen, zur Apoptose-Induktion notwendigen
Proteine vorhanden. Diese liegen entweder als inaktive Vorstufen oder in
abgeschlossenen Zellorganellen vor und werden erst nach Beginn des
Apoptoseprogramms aktiviert bzw. freigesetzt. Dadurch wird eine unkontrollierte
Apoptose verhindert. In der Apoptosekaskade spielen Cystein-Aspartat-Proteasen,
sogenannte Caspasen, eine entscheidende Rolle. In jeder Saugetierzelle ist eine
gewisse Anzahl dieser spezifischen Enzyme vorhanden. Bisher wurden insgesamt 14
verschiedene Caspasen identifiziert, zu denen zwolf humane Homologe bekannt sind
[116,117,118]. Bis zu ihrer Aktivierung liegen die Caspasen als ungespaltene
Proenzyme in der Zelle vor. Durch proteolytische Prozesse kdnnen sie aktiviert werden.

Caspasen kénnen funktionell in zwei grole Gruppen eingeteilt werden. Die Mitglieder
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der einen Gruppe sind an der Prozessierung von Zytokinen beteiligt. Dazu zahlen
neben der Caspase-1, die auch ,Interleukin-1-beta-converting enzyme® genannt wird,
auch die Caspase-4 und die Caspase-5. Caspase-1 spielt, wie ihr Name sagt, bei der
Umwandlung des proinflammatorischen Zytokins Interleukin-1-beta eine entscheidende
Rolle [119,120]. Die Angehorigen der anderen Gruppe sind an der Regulation und
Ausflihrung von Apoptose beteiligt. Hier kdnnen Initiator-Caspasen (z.B. Caspase-8,
Caspase-9 und Caspase-10) und Effektor-Caspasen (z.B. Caspase-3, Caspase-6 und
Caspase-7) unterschieden werden. Diese fuhren durch die Spaltung zellularer Proteine
zu den Apoptose-typischen morphologischen Veranderungen der Zelle [117]. Eine
wichtige Substratgruppe der Caspasen sind dabei Zytoskelettproteine [121,122,123].
Auch die morphologischen Veranderungen des Zellkernes mit der Kondensation und
Fragmentation des Chromatins sind an die Aktivierung der Caspasen gekoppelt. Durch
die Caspasen-abhangige Desoxyribonuklease (CAD) wird die DNS zwischen den
Nukleosomen so gespalten, dass 180 Basenpaare (bp) umfassende Fragmente
entstehen. Dieses Endstadium der nuklearen Apoptose ist durch eine sehr kompakte
Kondensation des Chromatins ohne oder mit Bildung apoptotischer Kérperchen
gekennzeichnet [124,125]. Das Stadium | der nukledren Apoptose, ist durch die
periphere Chromatinkondensation sowie eine Spaltung der DNS in ca. 50 kb grol3e
Fragmente charakterisiert. Im Gegensatz zum Stadium Il ist das Stadium | ein von
Caspasen unabhangiger Prozess, der an eine Translokation des mitochondrialen

Proteins apoptosis inducing factor (AIF) in den Kern gebunden ist [124].

1.2.4 INDUKTION UND REGULATION DER APOPTOSE

Die Induktion der Apoptose kann durch zwei Regulationswege erfolgen. Es existieren
ein extrinsischer, durch so genannte Todesrezeptoren vermittelter Prozess und ein
intrinsischer, durch die Beteiligung der Mitochondrien bestimmter Prozess [126]. Im
Verlauf der extrinsischen Kaskade werden Signale von extrazellularen Todes-
Liganden, z.B. TNF-alpha und Fas-Ligand, weitergeleitet. Durch Bindung dieser
Liganden an vorbestehende Rezeptorkomplexe wird letztlich die Aktivierung der
Caspase-8 durch ein spezielles Adaptermolekll [,Fas-associated death domain®
(FADD)] eingeleitet [127]. Die intrinsische Kaskade kann durch verschiedene Stimuli
wie Sauerstoffradikale, Strahlung und Chemotherapeutika induziert werden [128]. Das

Mitochondrium spielt hierbei eine zentrale Rolle und ist durch die Freisetzung des
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proapoptotischen Proteins Cytochrom c selbst Vermittler der Apoptose. Cytochrom ¢
induziert die Bildung des so genannten Apoptosoms, eines makromolekularen
Komplexes, in dem durch die proteolytische Funktion eines in diesem Komplex
enthaltenen Enzyms (APAF-1) Caspase-9 aktiviert wird [129]. Sowohl am Ende des
extrinsischen, als auch des intrinsischen Weges, konnen Effektor-Caspasen (Caspase-
3 und Caspase 7) aktiviert werden und so die klassische Apoptose ablaufen [126]. Es
gibt Hinweise darauf, dass neben der klassischen, Caspasen-abhangigen Apoptose
auch andere Formen des programmierten Zelltodes stattfinden, die neben gleichen
morphologischen Kriterien auch einen programmierten Ablauf wie die klassische
Apoptose aufweisen. Die genauen Mechanismen dieser alternativen Prozesse des
programmierten Zelltodes sind derzeit noch weitgehend unbekannt und Gegenstand
der aktuellen Forschung. Bekannt ist, dass bestimmte Proteasen beim Ablauf dieser
Prozesse eine Rolle spielen und dass diese alternativen Formen des Zelltods ebenfalls
durch Todesrezeptoren oder mitochondriale Veranderungen ausgelost werden konnen
[114]. Die Mechanismen, die im Rahmen der Pneumokokken-Meningitis zur Apoptose
fuhren, sind bisher noch nicht vollstandig geklart. Braun et al. zeigten, dass eine
Inaktivierung von Caspasen durch den Caspase-Inhibitor z-VAD-fmk zwar zu einer
Verminderung der Apoptose im Kaninchen-Meningitismodell, jedoch nicht zu deren
vollstandiger Blockade fuhrt [16,17]. Es scheinen also auch Caspase-unabhangige
Mechanismen eine Rolle in der Schadenskaskade der bakteriellen Meningitis zu
spielen. In-vitro-Untersuchungen an humanen Mikrogliazellen und Neuronen, murinen
Gehirnzellen und Ratten-Hippokampus-Neuronen zeigten, dass Pneumokokken in der
Lage sind, Apoptose ohne die Aktivierung von Caspasen auszulésen [130,131,132].
Die durch Pneumolysin induzierten transmembranaren Poren bedingen den Einstrom
von Kalzium-lonen (Ca®*) in das Zytosol [133]. Dieser bewirkt eine Veranderung des
mitochondrialen Membranpotenzials und nachfolgend die Freisetzung des Apoptose-
induzierenden Faktors (AIF) ins Zytosol. Dieses Protein ist an der Regulation eines
grolRen Teils des Caspasen-unabhangigen Zelltodes beteiligt. Es resultiert auch hier
programmierter Zelltod, in diesem Falle Caspasen-unabhangig. Eine Fragmentierung
der DNS wird ebenfalls beobachtet, jedoch sind die DNS-Fragmente bei dieser Form
des programmierten Zelltodes typischerweise 50 - 150 kb grof® [134,135]. Der Ablauf
dieser AlF-induzierten DNS-Fragmentierung ist bisher nicht bekannt. Es gibt jedoch

Hinweise darauf, dass AIF mit einem anderen mitochondrialen Protein, der
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Endonuklease G interagiert. Dieses Protein induziert unabhangig von der Aktivierung

von Caspasen die Fragmentierung der DNS [136,137].

1.3 DAS NEONATALE RATTEN-MENINGITIS-MODELL

In den letzten Jahren kommt der Erforschung bakterieller Toxine in der Pathogenese
bakterieller Erkrankungen zunehmend Bedeutung zu. Es existieren verschiedene in-
vivo- und in-vitro-Modelle, um unterschiedliche Infektionskrankheiten wie Pneumonie,
Sepsis oder Meningitis zu untersuchen. Dazu werden verschiedene Tier- und Zell-
Typen unterschiedlicher Alterstufen verwendet. Gut etabliert ist ein juveniles Ratten-
Meningitismodell mit elf Tage alten Ratten [40,138,139]. Die Induktion erfolgt hier durch
intrazisternale Inokulation der Bakterien.

Das immature Rattengehirn befindet sich am Ende der ersten Lebenswoche in einer
Phase schnellen Hirnwachstums. Beim Menschen beginnt die Phase des so genannten
,orain growth spurt® im letzten Trimenon der Schwangerschaft und setzt sich in den
ersten Lebensjahre fort [140]. Trotz dieser Parallelen existierte bisher aber kein Modell,
bei dem eine Meningitis in neonatalen Ratten (PND 7) durch intrazisternale Bakterien-
Injektion induziert wurde. Da Frih- und Neugeborene - unter anderem durch die
Unreife ihres Immunsystems - besonders haufig eine Sepsis mit nachfolgender
Meningitis erleiden, erschien die Etablierung eines solchen neonatalen
Meningitsmodells zur Untersuchung der Rolle bakterieller Toxine als mdglicher
Ursache neuronalen Schadens jedoch sinnvoll. Beim Menschen ist das Ausmal} der
Folgeschaden nach einer Meningitis in der Neonatalperiode ausgepragter als bei
alteren Kindern. Neuronale Unreife und gesteigerte Vulnerabilitit gegenuber
schadigenden Noxen sind mogliche Ursachen dafir. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde ein neonatales Ratten-Meningitsmodell an sieben Tage alten Wistar-
Ratten etabliert. Um auch im Tiermodell moégliche altersspezifische, durch Reifung
bedingte Unterschiede im Ausmal} der Schadigung zu untersuchen, wurde auch das
oben genannte juvenile Meningitismodell verwendet. Um die Rolle bakterieller Toxine in
der Pathogenese bakterieller Meningitiden zu untersuchen, ist die Verwendung
unterschiedlicher Toxin-defizienter Bakterien-Mutanten etabliert [39,100,141,142].
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1.4 HYPOTHESEN

Der neuronale Schaden im Rahmen der Meningitis entsteht durch das Zusammenspiel
wirtseigener Abwehrmechanismen und direkter Toxizitat der Bakterien. Welchen
direkten Einfluss Bakterien und deren Toxine auf neuronalen Zelltod haben, ist jedoch
zum jetzigen Zeitpunkt nicht vollstandig geklart. Vollig offen ist ebenfalls die Frage,
welchen Einfluss diese Toxine auf die Entwicklung neuronalen Schadens insbesondere
im unreifen Gehirn haben.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden folgende Hypothesen untersucht:

e Streptococcus pneumoniae und beta-hamolysierende Streptokokken der Gruppe
B induzieren im neonatalen Ratten-Meningitismodel neuronale Apoptose im

Kortex und Hippokampus.

o Wesentliche Mediatoren dieser neuronalen Apoptose sind die von diesen

Bakterien freigesetzten Toxine Pneumolysin und beta-Hamolysin.
¢ Die neuronale Apoptose ist bei Verwendung Toxin-defizienter Mutanten reduziert.

e Das Ausmal} der neuronalen Apoptose ist vom Reifungsgrad der Rattengehirne

abhangig.
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2

2.1

MATERIAL UND METHODEN

BAKTERIENSTAMME

2.1.1 STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

D39: Pneumokokken-Wildtyp, Kapseltyp 2 (Rockefeller University, New York,
USA)

plnA™: Pneumolysin-negative Mutante von D39 (D. Briles, University of Alabama,
Birmingham, USA [100])

spxB: Pyruvatoxidase-/Wasserstoffperoxid-defiziente Mutante von D39 [143,144]

plnA”/spxB™:  Pyruvatoxidase- und Pneumolysin-und Pyruvatoxidase-negative
Mutante von D39 [39]

2.1.2 BETA-HAMOLYSIERENDE STREPTOKOKKEN DER GRUPPE B

COH-1: GBS-Wildtyp, Serotyp Ill (V. Nizet, University of California, San Diego,
USA [145])

COH-1cylE Acat: Hamolysin-defiziente Mutante von COH-1 (V. Nizet, University
of California, San Diego, USA [145])

2.2 MEDIEN UND LOSUNGEN

Der

Ansatz der Pneumokokken-Bakterienkultur erfolgte in einem speziellen

Nahrmedium, im weiteren C+Y genannt. Die GBS wurden in einem Instant-Hefe-

Medium kultiviert, im weiteren TH-Medium genannt. Die Zusammensetzung der Medien

wird im Folgenden erklart. Dariber hinaus wurden verwendet:

Erythromycin (Biochrom Deutschland)

Chloramphenicol (Biochrom Deutschland)

Blutagarplatten (Merkoplate®, Merck , Deutschland)

PBS (0.1 M, pH 7,4; Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe)

pyogenfreies destilliertes Wasser (dH,ODelta Pharma)
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2.2.1 CASEIN PLUS YEAST (C+Y)-MEDIUM

e 400 ml Pra-C-Medium (s.u.)

¢ 13 ml Ergdnzungsmedium (s.u.)

e 10 ml Glutamin

e 10 ml Adams-3-Losung (s.u.)

e 5 ml Pyruvat (2 %)

¢ 15 ml Kaliumphosphatpuffer (1 M)
e 10 ml Hefeextrakt (5 %)

2.2.2 PRrRA-C-MEDIUM

e 1,45 g Natriumacetat
e 6 mg L-Tryptophan

e 60 mg L-Cystein

e 6 g Casaminosaure
e 1200 ml dH,0

e pH auf 7,4 einstellen

2.2.3 ERGANZUNGSMEDIUM

60 ml 3-fach Salzlésung

e 10 g MgCl,

e 50 mg CaCl

e 20 pul MnSO4

e 100 ml dH;O

e 120 ml Glukose (20 %)

e 6 ml Sucrose (50 %)

e 120 ml Adenosin (2 mg/ml)
e 120 ml Uridin (2 mg/ml)
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2.2.4 ApDAMS-1-LOSUNG

60 pl Biotin (0.5 mg/ml)
30 mg Nikotinsaure

35 mg Pyridoxin

120 mg Ca-Pantheonat
32 mg Thiamin-HCI

14 mg Riboflavin

200 ml dH,0O

2.2.5 ADAMS-2-LOSUNG

50 mg FeSO4
50 mg CuSOy4
50 mg ZnSO4
20 mg MgCl;
100 ml dH,O
1 ml HCI

2.2.6 ADAMS-3-LOSUNG

64 ml Adams-1-Loésung (s.0.)
16 ml Adam-2-Lésung (s.o0.)

800 mg Asparagin
80 mg Cholin-Chlorid
0, 64 ml CaCl, (1%)
400 ml dH,O

Die verwendeten Vitamine wurden steril filtriert, die GUbrigen Komponenten nach dem
Ansetzen fur 15 Minuten bei 121 °C autoklaviert und bei 4 °C im Kuhlschrank, gelagert,
die Adams-3-LOosungen zusatzlich lichtgeschutzt. Vor Verwendung des Mediums
erfolgte das Mischen der Komponenten in den angegebenen Mengen unter sterilen

Bedingungen. Das fertige C+Y-Medium konnte bei 4 °C mehrere Wochen aufbewahrt
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werden. Zum Ausschluss einer Kontamination wurde bei jedem Bakterienansatz ein
Rohrchen C+Y als Sterilkontrolle inkubiert. Zeigte sich Bakterienwachstum in der

Kontrolle, wurde auch der nachfolgend beschriebene Bakterienansatz verworfen.

2.2.7 Topbb-HeEwiITT-HEFE-MEDIUMS

Fir die Herstellung des Todd-Hewitt-Hefe-Mediums (TH-Medium) wurde ein
Instantmedium (DIFCO) verwendet. Einem Liter destilliertem, pyogenfreien Wasser
(Delta Pharma) wurden 30 g des Pulvers zugesetzt. Unter stdndigem Rihren wurde die
Lésung erhitzt. Nach vollstandigem Auflésen des Pulvers wurde das fertige Medium 15
Minuten bei 121 °C autoklaviert und bis zur Verwendung bei 4 °C im Kuihlschrank
gelagert. Zum Ausschluss einer Kontamination wurde bei jedem Bakterienansatz ein
Roéhrchen TH-Medium als  Sterilkontrolle inkubiert. Bei nachgewiesenem
Bakterienwachstum in der Kontrolle, wurde auch der nachfolgend beschriebene

Bakterienansatz verworfen.

2.3 BAKTERIENANSATZE

2.3.1 STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

In ein steriles Zentrifugen-Rdhrchen (Falcon) wurden zu 4 ml C+Y-Medium
Pneumokokken (D39), die bei - 80 °C in 15 % Glycerol gelagert wurden, gegeben.
Dieser Ansatz wurde flr sechs Stunden bei 37 °C und 4 % CO2 inkubiert. Bei der
Verwendung der Toxin-defizienten Pneumokokken-Mutanten (p/nA~ oder spxB’)
wurden dem Medium Erythromycin (2 pg/ml) zugesetzt. Bei der Verwendung der
Doppel-Mutante (p/nA”/spxB’) wurden dem Medium zusatzlich noch Chloramphenicol (2
Mg/ml) zugesetzt. In den Einzelmutanten ist die Mutation mit einem Erythromycin-
Restenzgen gekoppelt. Durch das Zufuhren des Antibiotikums werden die Bakterien
selektioniert, die auch die Mutation tragen. Dem gleichen Prinzip folgend ist in der
Doppelmutante die zweite Mutation an ein Resistenzgen fur Chloramphenicol
gekoppelt. Die Zugabe des Antibiotikums verhindert auch hier die Elimination der
eingefligten Mutation. Um alle Bakterien moglichst in der gleichen Wachstumsphase zu
verwenden, erfolgte nach der oben beschriebenen Inkubationszeit die Verdunnung der
Stammldésung. Dazu wurde ein Milliliter der Bakteriensuspension mit drei Millilitern

vorgewarmtem C+Y-Medium verdlinnt und fir eine weitere Stunde bei oben genannten
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Bedingungen inkubiert. Danach erfolgte bei einer Wellenlange von 620 nm die
Bestimmung der optischen Dichte (OD) (Helios ) Spektrometer von
Thermospectronic). Bei einer OD zwischen 0,4 bis 0,6 - diese entspricht der linearen
Wachstumsphase - wurde der Ansatz verwendet. 2 ml der Suspension wurden in
einem sterilen Eppendorfgefall drei Minuten bei 8000 U/min zentrifugiert (Eppendorf
Zentrifuge 5415D). Der Uberstand wurde entfernt und das entstandene Bakterienpellet
in 1 ml sterilem PBS resuspendiert. Entsprechend der gemessenen OD wurde die
Bakteriensuspension auf eine Konzentration von 10® Kolonie-bildenden Einheiten
(KBE) pro ml verdinnt (eine OD von 0,1 entsprechen bei dem verwendeten
Spektrometer einer Bakterienkonzentration von 10® KBE/ml). Nachfolgend wurde eine
serielle Verdiinnung bis auf die gewiinschte Zielkonzentration (10° KBE/ml) angefertigt.
Durch Ausstreichen auf Blutagarplatten wurde die vorher bestimmte Konzentration der
Bakterien kontrolliert, gleichzeitig war das Wachstum der Bakterien auf den Agar-
Platten Beweis fir deren Viabilitdt und ein Test auf Kontamination. Der Ansatz der

Bakterienkultur erfolgte in Anlehnung an das Protokoll von Braun et al. [39].

2.3.2 BETA-HAMOLYSIERENDE STREPTOKOKKEN DER GRUPPE B

In ein steriles Zentrifugen-Rohrchen wurden zu 4 ml TH-Medium Streptokokken der
Gruppe B (COH1-WT, Serotyp lll), die bei -80 °C in 20 % Glycerol gelagert wurden,
gegeben. Dieser Ansatz wurde flr sechs Stunden bei 37° C und 4 % CO; inkubiert. Bei
der Verwendung der Toxin-defizienten Mutante (COH-1cylEAcat) wurden dem Medium
2 pg/ml Chloramphenicol zugesetzt. Das weitere Prozedere erfolgte wie im Abschnitt
2.3.1 beschrieben.

2.4 TIEREXPERIMENTELLES MODELL

2.4.1 INDUKTION DER MENINGITIS

FUr die Versuche wurden Wistar-Ratten (Fa. Charles River, Deutschland GmbH/
Sulzfeld) am siebten und elften postnatalen Tag (PND7/PND11) mit einem
durchschnittichen Gewicht von 15g (PND7) und 25g (PND 11) verwendet. Vor
Versuchsbeginn wurde das Gewicht der Tiere bestimmt. Die Tiere wurden von der
Mutter getrennt und fur die Zeit der Injektion in einem separaten Kafig, der mit einer

Warmelampe versehen war, aufbewahrt. Nach einer Ather-Kurznarkose erfolgte die
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langsame Injektion von 10 ul einer Bakteriensuspension in die Zisterna magna mit 10°
KBE/Ratte. Die Punktion erfolgte mittels einer 30-Gauche-Kanlle, welche mit einem
Plastikschlauch so Uberzogen wurde, dass nur 2,5 mm der Nadel freilagen, was die
Eindringtiefe entsprechend begrenzte. Nach der Injektion wurden die Jungtiere wieder
zur Mutter zurickgegeben. Im Abstand von vier Stunden erfolgten erneute
Gewichtsbestimmungen sowie die subkutane Injektion von 0,5 ml einer Glukose-
Elektrolytiésung (Jonosterii PAD I, Fresenius GmbH, Deutschland). Der
Allgemeinzustand der Tiere verschlechterte sich im Verlauf des Experiments
zunehmend, so dass die Tiere nicht mehr in der Lage waren, ihren Bedarf an
Flissigkeit und Glukose durch Saugen zu decken. Die subkutane Substitution erfolgte,
um Hypoglykdmien und Hypotension vorzubeugen. Vor jeder Injektion erfolgte die
klinische Beurteilung des Versuchstieres. Es wurden die Spontanaktivitdt sowie das
Umdrehen in die Bauchlage beurteilt. Auf einer Skala von null bis zu funf Punkten
erfolgte dann die Einteilung des klinischen Zustandes. Funf Punkte entsprachen einer
normalen spontanen Aktivitdt mit sofortigem Umdrehen aus der Rulcken- in die
Bauchlage, vier Punkte entsprachen einer leicht verminderten spontanen Aktivitat mit
einem Umdrehen innerhalb von funf Sekunden. Bei drei Punkten erfolgte das
Umdrehen in mehr als funf Sekunden, bei zwei Punkten erfolgte kein Umdrehen in die
Bauchlage mehr und bei einem Punkt war keine spontane Bewegung mehr
nachweisbar [44]. Nach einer durchschnittlichen Inkubationszeit von etwa 20 Stunden
erfolgte letztmalig die Bestimmung des Gewichtes und des klinischen Scores. Bei
deutlicher Einschrankung des klinischen Zustandes wurden die nachfolgenden

Arbeitschritte vorzeitig durchgefluhrt.

2.4.2 ZISTERNALPUNKTION

Nach der letzten Feststellung des klinischen Zustandes erfolgte die Punktion der
Cisterna cerebromedullaris. Dazu wurde die von Meyding-Lamade und Mitarbeitern
1996 beschriebene Methode leicht abgewandelt. Die Versuchstiere wurden mit 120 pl
einer Narkoseldosung aus Ketanest und Xylazine tief anasthesiert. Die Stammldsung
setzte sich aus 2 ml Ketaminhydrochlorid 100 mg/ml, 1 ml Xylazinhydrochlorid 2 % und
5,5 ml PBS zusammen. Danach erfolgten eine Inzision der Nackenhaut Uber der
Zisterna magna sowie die Entfernung der Muskeln in diesem Bereich bis zur

Darstellung der Zisterne. Im Anschluss erfolgte die Punktion der Zisterna magna durch
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die noch intakte harte Hirnhaut (Dura mater) mittels einer 27-G-Butterfly-Kantle
(Vycon). Unter leichter Aspiration einer angeschlossenen Hamilton-Spritze wurden 10 —
15 ul Liquor entnommen. In einer Fuchs-Rosenthal-Kammer (Poly-Optik, Bad
Blankenburg) erfolgte die Quantifizierung der Liquor-Pleozytose. Zur Quantifizierung
des Bakterienwachstums wurde eine serielle Verdiinnungsreihe des Liquors bis 107
angefertigt und auf Blutagarplatten ausgestrichen. Die Bestimmung der KBE aus dem
Liquor erfolgte nach 48 Stunden Inkubationszeit bei 37 °C und 4 % COs,.

2.4.3 PERFUSIONFIXIERUNG
2.4.3.1 MATERIALIEN UND LOSUNGEN

e PBS (0,1 M, pH 7,4; Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe)
e Paraformaldehyd-Pulver (Sigma, pH 7,4)
¢ Natriumhydrogencarbonat-Plattchen (NaOH, Merck)

2.4.3.1.1 PHOSPHAT-GEPUFFERTE SALZ-LOSUNG (PBS)

Zur Herstellung der PBS-Losung wurde ein Zehnfach-Fertigkonzentrat verwendet.
Dieses wurde im Verhaltnis 1:10 mit destilliertem Wasser verdinnt. Nachfolgend wurde
ein pH-Wert von 7,4 eingestellt. Das zum Ansetzen der Bakterienkulturen und zum
Verdlnnen der Liquorproben verwendete PBS wurde unter der Sterilarbeitsbank mit

sterilem, pyogenfreiem, destilliertem Wasser (Delta Pharma) hergestellt.

2.4.3.1.2 HERSTELLUNG DES FIXATIVS (PFA 4%)

Die nachfolgenden Arbeitschritte erfolgten unter einem Abzug. Das Fixativ wurde vor
jedem Versuch neu hergestellt.

50 g Paraformaldehyd (Sigma) und 250 ml destilliertes Wasser (Millipore-Anlage)
wurden unter standigem Ruhren auf 60 °C erhitzt. Um die Ldslichkeit von PFA zu
verbessern, wurden zwei Plattchen Natriumhydrogencarbonat (Merck) dazugegeben.
Nach vollstandigem Aufklaren der, initial triben LOosung wurde ein Liter PBS
zugegeben. Anschlielend wurde der pH-Wert der Lésung auf 7,4 eingestellt. Die

Lagerung erfolgte bis zur Verwendung bei 4 °C.

30



Material und Methoden

2.4.3.2 DURCHFUHRUNG

Far die histochemischen Untersuchungen wurden die Rattengehirne durch
transkardiale Perfusion fixiert. Dazu wurde die Methode von Somogyi leicht modifiziert
[146]. Nach der Zisternalpunktion wurden die noch tief anasthesierten Tiere in
Rickenlage fixiert. Es erfolgte die Erdffnung des Abdomens durch einen Hautschnitt
unterhalb des Zwerchfells und des Thorax durch beidseitige Durchtrennung der
Rippen. Nach Erdéffnung des rechten Atriums erfolgte die Inzision des linken Ventrikels
an der Herzspitze. Nach Einlage einer Butterfly-Kanule wurde diese mit einer
GefalRklemme fixiert, und es erfolgte eine Spulung mit 10 ml Phosphat-gepufferter
Kochsalzlésung bis aus dem rechten Vorhof klare Flissigkeit austrat. Nachfolgend
wurden mit Hilfe einer Spritze langsam 10 ml 4-%-iges Paraformaldehyd infundiert.
Anschliellend erfolgte eine zehnminutige PFA-Tropfinfusion. Auf diese Weise erfolgt
eine gleichmaRige Durchstromung des Gewebes mit dem Fixativ. Das fixierte Tier
wurde dekapitiert, das Gehirn zur weiteren Fixierung vorerst im kndéchernen Schadel
belassen und Uber Nacht in 4 % PFA bei 4 °C nachfixiert. Danach erfolgte die
Praparation des Gehirns aus dem Schadel. Mit Hilfe einer Kunststoff-Matrize wurde das
Gehirn in H6he des Chiasma opticum koronar durchgeschnitten. Auf diese Weise
erhielt man zwei Teile des Gehirns, die jeweils Hippokampus-Strukturen enthielten. Die
Gehirnscheiben wurden fur weitere vier Stunden bei 4°C in 4% PFA nachfixiert.

Danach erfolgte die Weiterbehandlung bis zur Einbettung in Paraffinblocke.

2.4.4 AUFARBEITUNG DER GEHIRNE FUR DIE HISTOLOGISCHE UNTERSUCHUNG

Vor der Einbettung in Paraffin wurden die Gehirne entwassert, anschlieffend erfolgte
die Einbettung in Paraplast. Die Paraffinblécke wurden am Mikrotom (Microm HM 330)
geschnitten und auf industriell beschichtete Objektrager aufgebracht. Bis zur weiteren
Verwendung wurden die Objektrager in Aufbewahrungskasten bei Raumtemperatur

gelagert.
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2.4.4.1 MATERIALIEN UND LOSUNGEN

e Paraplast (Sigma, Deutschland)

e Ethanol 100%, 96%, 80%, 70% (J. T. Baker, Deutschland)

e Chloroform (J. T. Baker)

e Objekttrager (Super Frost ® Plus, Menzel GmbH & Co. KG /Braunschweig)

2.4.4.2 ENTWASSERUNG DER GEHIRNE

Jedes Gehirn wurde in ein separates Plastikrohrchen gegeben. Das Fixativ wurde
verworfen. Die nachfolgenden Arbeitsschritte wurden alle bei Raumtemperatur
durchgefuhrt. Die grob geschnittenen Gehirne wurden zunachst fur vier Stunden in
70%-igem Ethanol gelagert, anschlieRend erfolgte die Umsetzung in 80%-iges Ethanol.
Hier verblieben die Gehirne Uber Nacht. Danach wurden die Gehirne jeweils zwei
Stunden in 96%-igem bzw. 100%-igem Ethanol gelagert. Nachfolgend wurden sie fur
jeweils 25 Minuten in ein Gemisch aus 100%-igem Ethanol und Chloroform umgesetzt.
Nach jeder Inkubationsphase wurde das Mischungsverhaltnis Ethanol zu Chloroform zu
Gunsten des Chloroform geandert (I. Ethanol: Chloroform 2:1, II. 1:1, lll. 1:2).
AnschlielRend folgte die Inkubation in reinem Chloroform fur 60, 40 und 20 Minuten.

Nach jeder Inkubation wurde die Losung erneuert.

2.4.4.3 PARAFFINEINBETTUNG

Nun wurden die Gehirne in flissigen Paraplast (synthetisches Paraffin) umgesetzt und
fur zunachst zweimal 20 Minuten bei 60 °C im Brutschrank inkubiert, nach jeder
Inkubation erfolgte ein Wechsel des Paraplasts. Zuletzt wurden die Gehirne Uber Nacht
bei 60 °C in Paraplast belassen. Am nachsten Morgen wurden die Gehirne mit Hilfe
von Edelstahlformen zu Paraffinblocken gegossen, auf das noch weiche Paraplast
wurde eine Kunstoffplatte aufgelegt, diese fungiert nach Hartung des Paraplast als
Trager der Paraffinblocke und kann in das Mikrotom eingespannt werden. Nach
Aushartung wurden am Mikrotom (Microm HM 330) 5 um dicke Schnitte angefertigt und
auf Objektrager aufgebracht. Es wurde von jedem Tier eine Serie von Schnitten
angefertigt. Dazu wurden die Gehirne vor dem Ausgief3en so in den Metallférmchen
fixiert, dass die beiden Schnittflachen (siehe Anfertigung der Grobschnitte) direkt

auflagen. Das fuhrte dazu, dass beim Anschneiden der Paraffinblécke immer ein
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vorderer und ein hinterer Schnitt des jeweiligen Hippokampus entstanden. Es wurden
nun koronare Schnitte in sechs verschiedenen Ebenen angefertigt. Von jeder
Schnittebene wurden sechs Objektrager angefertigt. Um eine geeingnete Konsistenz
des Paraffins zu erreichen wurden die Blocke auf Eis gelagert. Die hergestellten
Schnitte wurden in ein 30-35°C warmes Wasserbad eingebracht, dort gestreckt und
anschlieBend schwimmend auf die Objekttrager aufgebracht. Anschliefend erfolgte
uber Nacht die Trocknung der Schnitte in einem Warmeschrank bei 37°C. Die Schnitte
konnten in diesem Zustand bis zur Weiterverarbeitung bei Raumtemperatur gelagert

werden.

2.4.5 HisToLoGISCHE FARBE-METHODEN
2.4.5.1 MATERIALIEN UND LOSUNGEN

e Xylol (J. T. Baker)

e Hamatoxylin Gill Nr. 2 (SIGMA)

e Eosin (Chromagesellschaft, Deutschland)
e Alkoholreihe (J. T. Baker)

e Vitro clud ® (Fa. R. Langenbrink/ Emmerdingen)

2.4.5.2 HAMATOXYLIN-EOSIN-FARBUNG (H&E-FARBUNG)

Zur quantitativen Beurteilung der Hirnhistologie wurde eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung
(H&E-Farbung) angefertigt. Gefarbt wurde jeweils der erste Schnitt einer Schnittstufe.
Insgesamt wurden also sechs Objekttrager pro Tier gefarbt. Dazu wurden die Schnitte
auf den Objektragern zunachst entparaffiniert und wie nachfolgend beschrieben
rehydriert. Nach Rehydrierung erfolgte die H&E-Farbung. Es wurden industriell
gefertigte Hamatoxylin- und Eosin-Lésungen verwendet. Nach Durchfuhrung der
Farbung nach einem Standardprotokoll [147] wurde die oben beschriebene
Alkoholreihe in aufsteigender Reihenfolge zur Entwasserung der Schnitte verwendet
und die Objekttrager mit Deckglasern und einem Eindeckmedium (Vitro clud ®) luftdicht

verschlossen.
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2.4.5.3 ENTPARAFFINIERUNG UND REHYDRIERUNG DER SCHNITTE IN ABSTEIGENDER

ALKOHOLREIHE

e Xylol fr 5 Minuten

e Xylol fr 5 Minuten

e 100 % Ethanol fir 5 Minuten

e 100 % Ethanol fir 5 Minuten

e 96 % Ethanol fur 5 Minuten

e 80 % Ethanol fur 5 Minuten

e 70 % Ethanol fur 5 Minuten

e Spdulen in PBS fur 5 Minuten

e Spdulen in PBS fur 5 Minuten

e Spulen in PBS fur 5 Minuten

2.4.5.4 FARBUNG

e Spulen mit Aqua dest. (2 x 5 min)

e Hamatoxylin-Lésung (5 min)

¢ Differenzierung mit Aqua dest. und HCI (10 s)
e Spllen in Leitungswasser (30 s)

e Blauen in Leitungswasser (5 min)

e Spdulen in Aqua dest.

e Eosin-Losung (15 s)

e Spulen in Aqua dest.

2.4.5.5 REHYDRIERUNG UND EINDECKELN

o Aufsteigende Alkoholreihe (vgl. 2.5.2.1)
e Xylol (2 x 5 min)

e Eindecken mit Vitro clud ® gemal} Herstellerangaben
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2.4.6 “TpT-meEDIATED D UTP-BIOTIN NICK END LABELING” (TUNEL-METHODE)
2.4.6.1 MATERIALIEN UND LOSUNGEN

e Apop TAG® Peroxidase in situ Apoptosis Detection Kit S7100 (Intergen
Company, New York, USA)

e PBS
e Proteinase K (20 pg/ml in Tris-HCI, Sigma)
e Tris-HCI (Sigma)

2.4.6.2 PRINZIP

Mit der TUNEL-Methode werden die fur den apoptotischen Zelltod typischen DNA-
Doppelstrangbriche, die zu freien 3’-OH-Gruppen flhren, dargestellt [148]. Eine freie
3’-OH-Gruppe wird auch als nick end bezeichnet. Die terminale Desoxynukleotid-
Transferase (TdT) katalysiert die kovalente Bindung von Desoxynukleotiden an freie 3°-
OH-Gruppen. Bei der TUNEL-Methode dient ihr an Digoxygenin konjugiertes 2°-
Desoxy-uridin-5’-triphosphat (dUTP) als Substrat. Die eingebauten dUTP-Digoxygenin-
Komplexe werden von einem anti-Digoxygenin-Antikorper erkannt. Man hat nun die
Madglichkeit diese Antikorperbindung mittels einer bindenden Peroxidase sichtbar zu
machen. Es wurde der kommerziell erhaltliche Apop-Tag-Kit S 7100 (Intergen,
Heidelberg) verwendet. Die nachfolgend verwendeten Begriffe ,Aquilibrierungs-Puffer,
~Stopp-Lésung” und ,Reaktions-Puffer” sind die von der Herstellerfirma verwendeten
Produktbezeichnungen.

Die Entparaffinierung und Rehydrierung der Schnitte erfolgte wie im Abschnitt H&E-
Farbung beschrieben. Die Inkubation mit Proteinase K flihrt zum Abbau zelleigener
DNAsen und denaturiert umgebende Proteine, was die Zuganglichkeit an die
kondensierte DNS erleichtert. Durch die Blockade der endogenen Peroxidase mit
Wasserstoffperoxid (H,O,) wird die unspezifische Bindung des 3,3-Diaminobenzidin
(DAB) am Ende der Reaktion minimiert. Das Aufbringen des Aquilibrierungs-Puffer
fuhrt zur Einstellung eines fur die Reaktion optimalen pH-Wertes. Dieser Puffer wird
vom Hersteller gebrauchsfertig geliefert. Das TdT-Enzym katalysiert die Bindung der im
Reaktionspuffer enthaltenen Digoxygenin-gekoppelten Nukleotide an die freien 3°-OH-
Enden der DNS. Beide Reagenzien werden kurz vor Gebrauch in einem definierten

Verhaltnis gemischt und auf die Schnitte aufgebracht. Die Stopp-Lésung unterbricht
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diese Reaktion. Sie wird als Konzentrat vom Hersteller geliefert und 30 Minuten vor
Gebrauch mit destillietem Wasser im Verhaltnis 1:35 gemischt. Das nachfolgend
aufgebrachte Anti Digoxygenin-Peroxidase-Konjugat (ebenfalls gebrauchsfertig) bindet
an die neu angebrachten Nukleotidenden und ist Bindungsstelle fur das im letzten
Arbeitsschritt verwendete DAB, welches bei einer enzymatischen Reaktion mit H,O,
oxidiert wird, der resultierende braune Farbumschlag wird im histologischen Praparat
sichtbar. Um eine bessere Zuordnung der TUNEL-positiven Zellen in die anatomischen
Regionen und eine Darstellung der Zellkerne zu ermdglichen, erfolgte eine kurze
Gegenfarbung mit Hamatoxylin. Nachfolgend wurden die Schnitte, wie im Abschnitt

2.4.5.5 Uber die H&E-Farbung beschrieben, entwassert und mit Deckglasern versehen.

2.4.6.3 ProTokoLL DAB-TUNEL

1. Entparaffinierung (wie bei H&E)

Spulen mit PBS (3 x 5 Minuten)

Inkubation mit Proteinase K (8 Minuten, Konzentration 20 ug/ml)
Spullen mit PBS (3 x 5 Minuten)

Inkubation mit 3 % H,O, (5 Minuten)

Spulen der Objekttrager mit PBS

Inkubation mit dem Aquilibrierungspuffer (10 Sekunden)

© N o a bk~ w0 b

Inkubation des  TdT-Enzym-/Reaktions-Puffer-Gemisches aus 70 %
Reaktionspuffer und 30 % TdT-Enzym (90 Minuten, 37°C und 4 % CO,)

9. Spulen in der Stopp-Ldsung (10 Minuten)

10.Spulen mit PBS (3 x 5 Minuten)

11.Inkubation mit dem Anti Digoxygenin-Peroxidase-Konjugat fur 45 Minuten
12.Spullen mit PBS (3 x 5 Minuten)

13.Inkubation mit DAB fir 8 Minuten (0,05 % DAB, 0,01 % H,O, in PBS)
14.Stoppen der Reaktion in destilliertem Wasser fur 5 Minuten

15.Spulen mit PBS (3 x 5 Minuten)

16.kurzes Eintauchen in Hamatoxylin (3 Sekunden )

17.Spdulen in destilliertem Wasser

18.Blauen in Leitungswasser
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19.Spdllen in Aqua dest.
20.Entwasserung in aufsteigender Alkoholreihe

21.Eindeckeln der Objekttrager mit Vitro clud®

Mit Ausnahme der Spullvorgange wurden alle Arbeitsschritte in einer feuchten Kammer
durchgefuhrt. Das Spulen erfolgte in einer GlasklUvette. Die Inkubation mit dem TdT-
Enzym erfolgte bei 37°C und 4 % CO,, die ubrigen Arbeitschritte wurden bei
Raumtemperatur durchgefihrt. Fir die Arbeitschritte 3, 8 und 11 wurden die
Objekttrager zusatzlich mit Parafilm abgedeckt, um ein Austrocknen der Schnitte zu

verhindern. Das pro Schnitt verwendete Probenvolumen betrug 30 pl.

2.4.7 AUSWERTUNG
2.4.7.1 BEURTEILUNG DES NEURONALEN SCHADENS IM KORTEX

Nach Anfertigung der Serienschnitte und Durchfihrung H&E-Farbung an jeweils sechs
Schnitten pro Tier erfolgte die histologische Beurteilung der Praparate. Die
Differenzierung in Apoptose oder Nekrose erfolgte nach Kriterien wie Zellschrumpfung,
-vergréfRerung und Kernkondensation sowie Ballonierung. Die histologische Beurteilung
erfolgte durch einen verblindeten Untersucher. Durch die oben beschriebene koronare
Schnittflihrung durch das Chiasma opticum und die entsprechende Anordnung
wahrend der Paraffineinbettung erhielt man auf jedem Objekttrager einen ,frontalen®
und einen ,okzipitalen® Schnitt. Es wurden pro Objekttrager der ,.frontale“ und der
,0kzipitale® Schnitt, sowie jeweils rechte und linke Hemisphare beurteilt, pro Tier
ergaben sich somit 24 Werte. Es wurde die Zahl der apoptotischen Zellen pro
Kubikmillimeter bestimmt, dazu wurde die Grolke der beurteilten Flache mit Hilfe eines
Objektivs mit 40-facher VergroRerung und einem im Okular des Mikroskops integrierten
Zahlgitter bestimmt. Das Zahlgitter bestand aus 100 Kastchen mit einer jeweiligen
Abmessung von 0,025 x 0,025 mm (bei 40-facher VergroRerung). Durch Multiplikation
mit der Schichtdicke der Schnitte (5 ym) ergab sich das Volumen des beurteilten
Kortex. Das Zahlgitter wurde im Bereich des Kortex pro Hemisphare an drei3ig
verschiedenen Stellen angelegt. Aus allen Werten eines Tieres wurde der Mittelwert
gebildet. Aus allen Mittelwerten einer Gruppe wurde dann ein Mittelwert gebildet der fur

die weitere Auswertung verwendet wurde.
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2.4.7.2 BEURTEILUNG DES NEURONALEN SCHADENS IM GYRUS DENTATUS

Im Fall des Gyrus dentatus wurden ebenfalls - wie oben beschrieben - jeweils der
frontale und der okzipitale Schnitt sowie die rechte und die linke Hemisphare beurteilt.
Es wurde hier noch zusatzlich zwischen oberem Anteil und unterem Anteil
unterschieden. Aufgrund der unregelmafligen Form des Gyrus dentatus erfolgte die
Bestimmung der Flache des beurteilten Areals mit Hilfe einer Stereologieeinrichtung.
Nach Multiplikation mit der Schichtdicke ergab sich das Volumen der beurteilten
Region. Aus allen Werten eines Tieres wurde der Mittelwert bestimmt, aus allen
Mittelwerten einer Gruppe wurde wiederum ein Mittelwert gebildet, welcher fur die

nachfolgende Auswertung verwendet wurde.

2.4.7.3 ANGEWANDTE STATISTISCHE VERFAHREN

Die statistische Signifikanz der Messwerte wurde entweder mit dem ungepaarten t-Test
oder dem Mann-Whitney Rank Sum Test bestimmt. Die Fehlerbalken in den
Abbildungen zeigen im Fall der Histologie-Auswertung den Standardfehler der
Mittelwerte (SERM) in allen anderen Abbildungen die Standardabweichung der
Mittelwerte an (SD).

38



Ergebnisse

3 ERGEBNISSE

3.1 INDUKTION DER MENINGITIS DURCH STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE,
STREPTOCOCCUS AGALACTIAE UND IHRE TOXIN-DEFIZIENTEN MUTANTEN

3.1.1 BEURTEILUNG DES KLINISCHEN ZUSTANDES
3.1.1.1 KLINISCHER SCORE

Zur Untersuchung der Hypothesen wurde ein neonatales Ratten-Meningitismodell
etabliert. Dazu wurde die Meningitis bei sieben Tage alte Ratten durch intrazisternale
Injektion verschiedener Bakterien-Wildtypen und Toxin-defizienter Mutanten induziert.
Dabei fanden ein humanpathogener Pneumokokken- (D39) und GBS-Wildtyp (COH-1)
Verwendung. Beide Erreger wurden aus Patientenmaterial isoliert. Um den Einfluss
bakterieller Toxine auf das Ausmal} der neuronalen Schadigung zu untersuchen, wurde
die Meningitis durch verschiedene Toxin-defiziente Mutanten induziert. Als Toxin-
defizienten Mutanten von D39 wurden pInA’, eine Pneumolysin-defiziente Mutante,
spxB~ eine Wasserstoffperoxid-defiziente Mutante und die Doppelmutante p/nA”/spxB’,
die keinen der beiden Virulenzfaktoren produziert, verwendet. Um die Rolle des beta-
Hamolysin/Zytolysin zu untersuchen, wurde die isogenetische Hamolysin-defiziente
Mutante COH-71cylEAcat verwendet. Den Kontrolltieren wurde sterile PBS-LAsung
intrazisternal injiziert. Wahrend des Versuches wurden die Tiere vierstindlich gewogen
und erhielten zur Pravention von Hypoglykamien und Hypotension eine subkutane
Glukose-Elektrolyt-Injektion. Nach einer Versuchsdauer von 20 Stunden erfolgte
zunachst die klinische Beurteilung der Versuchstiere. Parameter zur Beurteilung des
klinischen Zustandes war das Umdrehen aus der Ricken- in die Bauchlage, es wurden
Punkte auf einer Skala von Null bis Funf vergeben. Erfolgte, bei normaler spontanen
Aktivitat das sofortige Umdrehen in die Bauchlage, wurden funf, bei leicht verminderter
spontaner Aktivitat und einem Umdrehen innerhalb von finf Sekunden vier Punkte
vergeben. Dauerte das Umdrehen mehr als finf Sekunden gab es drei, bei fehlendem
Umdrehen zwei und bei vollstandigem Fehlen spontaner Bewegung einen Punkt. Das
Versterben eines Tieres wurde mit null Punkten bewertet. Die Ergebnisse der
klinischen Evaluation sind fur alle Experimente in Abbildung 1 (Pneumokokken) und 2
(GBS) jeweils als Mittelwert und Standardabweichung aller Tiere einer Gruppe

dargestellt.
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Abbildung 1: Klinischer Score bei Pneumokokken-Meningitis

Deutliche Einschrankung des Allgemeinzustandes bei Verwendung von D39 (p = 0,002) und Mutanten (p
< 0,001) gegenuber den Kontrollen. Bei Verwendung der Bakterien-Mutanten verglichen mit der Wildtyp-
Gruppe ist der klinische Score im Vergleich zu D39 signifikant verbessert (p < 0,001). (Ko: n =7; D39: n
= 9; plnA: n = 10; spxB: n = 12; Doppelmutante: n =11; Ergebnisse aus vier unabhangigen
Experimenten im Mann-Whitney Rank Sum Test.)

Es zeigte sich bei den mit Pneumokokken-Wildtypen und -Mutanten behandelten
Tieren eine Verschlechterung des Allgemeinzustandes gegenlber den PBS-Kontrollen
(Ko 5 £ 0; D39: 1,0 £ 0,7; plnA”: 3,2+ 1,0; spxB": 3,1£1,0; pInA/spxB™: 2,9+0,9). Das
Fehlen eines bakteriellen Faktors (H2O2/Pneumolysin) bewirkte eine signifikant
geringere Beeintrachtigung des Allgemeinzustandes der Tiere. Fehlten beide oben
genannten Faktoren (Doppelmutante) flhrte dies nicht zu einer signifikanten

Verbesserung des klinischen Zustandes verglichen mit den Einzelmutanten.
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Abbildung 2: Klinischer Score bei GBS-Meningitis
Deutliche Einschrankung des Allgemeinzustandes bei Verwendung des Wildtypstammes (p < 0,001) und

der Mutanten verglichen mit der Kontrollgruppe. Der klinische Zustand ist bei Verwendung der Mutante

verglichen mit der Wildtyp-Gruppe signifikant verbessert (p = 0,006) (Ko: n = 12; COH-1-WT: n = 20;

COH-1-MUT: n = 12; Ergebnisse aus vier unabhangigen Experimenten im Mann-Whitney Rank Sum

Test)

Wahrend der GBS-induzierten Meningitis zeigte sich sowohl bei Verwendung des

Wildtyps, als auch der Mutante eine deutliche Verschlechterung des Kklinischen

Zustandes verglichen mit der Kontrollgruppe (Ko: 5,0 £ 0; COH-1-WT: 1,7 £ 1,03; COH-

1-MUT: 2,9 £ 0,87).

Bei Verwendung der Toxin-defizienten Mutante war die

Einschrankung des Allgemeinzustandes verglichen mit der Wildtyp-Gruppe jedoch

deutlich weniger ausgepragt.

3.1.1.2 GEWICHTSVERLAUF

Als weiterer Parameter zur Beurteilung des Allgemeinzustandes der Tiere diente das
Korpergewicht. Dazu wurden die Tiere vierstundlich sowie am Ende des Versuches

vom Endgewicht

In Abbildung 3 (Pneumokokken) und 4 (GBS) sind Mittelwerte und

Das subkutan verabreichte Volumen wurde dabei
Standardabweichungen aller Tiere einer Gruppe dargestellt.

gewogen.

subtrahiert.
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Abbildung 3: Gewichtsverlauf wahrend der Pneumokokken-Meningitis

Deutliche Gewichtsabnahme der Wildtyp-Gruppe verglichen mit der Kontrollgruppe (p = 0,001), kein
signifikanter Unterschied zwischen dem Wildtyp und den Einzel-Mutanten. Bei Verwendung der Doppel-
Mutante signifikante Gewichtsabnahme verglichen mit der Wildtyp-Gruppe (p = 0,001). (Ko: n =7; D39: n
=9; plnA” n =10; spxB n = 11; pInA/spxB™: n =12; Ergebnisse aus vier unabhangigen Experimenten. t-
Test)

Im Rahmen der Pneumokokken-Meningitis kam es bei den mit D39 infizierten Tieren zu
einer deutlichen Gewichtsreduktion verglichen mit der Kontroll- und der
Doppelmutanten-Gruppe (Ko: -0,06 + 0,53g; D39: -1,37g + 0,38g; p/nA/spxB™: -0,36 *
0,379g). Die mit den Mutanten (p/nA", spxB™ und pInA/spxB°) behandelten Tiere zeigten
hingegen keine signifikante Gewichtsreduktion verglichen mit der Kontrollgruppe (p/nA

- 0,67 + 1,23g; spxB™ - 0,84 + 1,279).
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Abbildung 4: Gewichtsverlauf wahrend der GBS-Meningitis

Es zeigt sich eine signifikante Reduktion des Koérpergewichtes sowohl in der Wildtyp-, als auch in der
Mutanten-Gruppe verglichen mit der Kontrollgruppe (p < 0,001). Kein signifikanter Unterschied zwischen
Wildtyp- und Mutantengruppe. (Ko: n=12; COH-1-WT: n=20; COH-1-MUT: n=12; Ergebnisse aus vier
unabhangigen Experimenten, t-Test)

Im Falle der GBS-Meningitis kam es sowohl bei einer Infektion mit dem GBS-Wildtyp,
als auch der Hamolysin-defizienten Mutante zu einer signifikanten Reduktion des
Korpergewichtes verglichen mit der Kontrollgruppe. Es bestand kein signifikanter
Unterschied zwischen der Wildtyp- und der Mutanten-Gruppe (Ko 0,36g + 0,97; COH-
1-WT: - 1,7g £ 0,65; COH-1-MUT: - 1,6g = 1,0)

3.1.2 NACHWEIS DER MENINGITIS
3.1.2.1 BEURTEILUNG DER PLEOZYTOSE

Zum Nachweis der Meningitis erfolgte die lichtmikroskopische Untersuchung des
Liquors. Dazu wurde in dem aus der Zisterna magna entnommenen Liquor mit Hilfe
einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer die Zahl der Leukozyten/ul Liquor bestimmt. Die
Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Abbildung 5 (Pneumokokken) und Abbildung 6
(GBS) als Mittelwert und Standardabweichung der einzelnen Gruppen dargestellt. Mit

Blut kontaminierter Liquor wurde nicht in die Auswertung einbezogen.
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Abbildung 5: Liquor-Pleozytose wahrend der Pneumokokken-Meningitis

Deutliche Pleozytose in allen Meningitis-Tieren. Kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den
Meningitis-Gruppen. Keine Pleozytose im Liquor der Kontrollgruppe. (Ko: n =5; D39: n =5, plnA n =4,
spxB: n = 6; Doppelmutante: n =7; Ergebnisse aus vier unabhangigen Experimenten. Mann-Whitney
Rank Sum Test)

Sowohl die Wildtyp-Bakterien als auch die verschiedenen Mutanten induzierten in
diesem Modell eine Meningitis, die durch den Leukozyten-Einstrom verifiziert wurde.
Eine Pleozytose lield sich sowohl in der Wildtyp-, als auch in den Mutanten-Gruppen
nachweisen (D39: 6443/ul £ 9794; pInA™: 9896/ul £ 11266,3; spxB™: 1925/ul £+ 1019,2;
Doppel-Mutante: 2589/ul £ 986,3). Die Leukozytenzahl im Liquor der Kontrolltiere lag
im physiologischen Bereich (Ko: 6,7 + 12,5). Beim Vergleich der Wildtypstamme mit
den Toxin-defizienten Mutanten zeigte sich im Falle der Pneumokokken-Meningitis
keine signifikante Differenz der Leukozytenzahl im Liquor. Es lag eine grolde
interindividuelle Schwankungsbreite der Zellzahl in den einzelnen Versuchsgruppen

vor.
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Abbildung 6: Liquor-Pleozytose wahrend der GBS-Meningitis

Vergleichbare Pleozytose in der Wildtyp und Mutanten-Gruppe ohne signifikanten Unterschied. Keine
Pleozytose in der Kontrollgruppe. Signifikanter Unterschied zwischen Meningitis- und Kontrollgruppe (p <
0,001; t-Test) (Ko: n = 7; COH-1-WT: n = 7; COH-1-MUT: n = 4; Ergebnisse aus vier unabhangigen
Experimenten)

Sowohl bei Verwendung des Wildtyps, als auch der Mutante liel} sich ein gegenuber
der Kontrolle signifikanter Einstrom von Leukozyten in den Liquor beobachten. Es
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der Wildtyp- und der
Mutanten-Gruppe (COH-1-WT: 10590/ul + 7497,8; COH-1-MUT: 14682/ul £ 9924,9). Im
Liquor der Kontrolltiere konnte keine unphysiologische Pleozytose nachgewiesen
werden (Ko: 13,7/ul £ 19). Wie bei den mit Pneumokokken behandelten Tieren zeigte
sich eine grolde interindividuelle Schwankung der Zellzahl in den einzelnen

Versuchsgruppen.
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3.1.2.2 NACHWEIS DER VITALITAT DER BAKTERIEN DURCH KULTIVIERUNG AUF
BLUTAGARPLATTEN

Der verbleibende Liquor wurde auf Blutagarplatten kultiviert. Dazu wurde mit 5 pl Liquor
eine Verdiinnungsreihe angefertigt. Fiir die Auswertung wurden die Stufen 107, 10°
und 107 auf den Agarplatten ausgestrichen. Das Ablesen der Platten erfolgte nach 48
Stunden. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aller Tiere einer
Gruppe. Abbildung 7 zeigt die Ergebnisse der bakteriologischen Untersuchung des
Liquors nach Pneumokokken-Meningitis, in Abbildung 8 ist die Auswertung der GBS-

Meningitis dargestellt.
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Abbildung 7: Bakterienwachstum im Liquor nach Pneumokokken-Meningitis

Vergleichbares Wachstum der Bakterien im Liquor wahrend der Inkubationszeit ohne signifikanten
Unterschied zwischen Wildtyp- und Mutantengruppen (t-Test). Kein Bakterienwachstum in der
Kontrollgruppe. (Ko: n = 5; D39: n =5, plnA™ n = 4, spxB: n =6, plnA/spxB": n =7; Ergebnisse aus vier
unabhangigen Experimenten.)

Sowohl bei den mit D39 (Wildtyp), als auch bei den mit den Mutanten behandelten
Tieren fand sich nach Injektion von 10° KBE/Tier eine deutliche Vermehrung der
Bakterien im Liquor (D39: 1,42 x 10° + 1,5 x 108 KBE/ml; pinA™: 5,37 x 10° + 8,1 x 10®
KBE/ml; spxB: 1,63 x 10° + 3,9 x 10® KBE/ml; Doppelmutante: 6,39 x 10° + 1,04 x
10’KBE). Zwischen den verschiedenen Bakterienstdmmen waren keine signifikanten
Unterschiede in der bakteriellen Wachstumsrate nachweisbar. Im Liquor der Kontrollen

zeigte sich kein Bakterienwachstum.

46



Ergebnisse

1010 - .
T
5 108 ~
=]
Rey
4
E 108 1
w
m
X 104
102
0
Ko COH-1 COH-1
WT MUT

Abbildung 8: Bakterienwachstum im Liquor nach GBS-Meningitis

Vergleichbares Wachstum der GBS im Liquor wahrend der Inkubationszeit. Kein Unterschied zwischen
Wildtyp und Mutanten-Gruppe (t-Test). Kein Bakterienwachstum in der Kontrollgruppe. (Ko: n = 7, COH-
1-WT: n =7, COH-1-MUT: n = 4; Ergebnisse aus vier unabhangigen Experimenten.)

Nach intrazisternaler Injektion von 10° KBE/Tier fand sich bei allen GBS-
Meningitistieren (Wildtyp und Mutante) eine deutliche Vermehrung der Bakterien im
Liquor (COH-1-WT: 3,55 x 10° £ 2,7 x 10® KBE; COH-1-MUT: 1,16 x 10° £ 1,1 x 10’
KBE). Es bestand kein signifikanter Unterschied bezlglich der Wachstumsrate

zwischen den beiden Gruppen. Bei den Kontrollen konnte kein Bakterienwachstum

nachgewiesen werden.
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3.2 PNEUMOKOKKEN UND BETA-HAMOLYSIERENDE
STREPTOKOKKEN DER GRUPPE B INDUZIEREN APOPTOTISCHEN
ZELLTOD KORTIKALER NEURONE

Die histologische Untersuchung der Rattenhirne hinsichtlich eines neuronalen
Schadens erfolgte nach Perfusionsfixierung und Einbettung in Paraffin. Es wurden pro
Tier je zwolf verschiedene Schnitte pro Hemisphare beurteilt. Aus allen Werten wurde
pro Gehirn ein Mittelwert gebildet. Zunachst erfolgte anhand der Morphologie die
Differenzierung des Schadens in Apoptose oder Nekrose. Dazu wurden die Schnitte
mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt und unter dem Lichtmikroskop beurteilt. Die
Differenzierung in Apoptose oder Nekrose erfolgte nach Kriterien wie Zellschrumpfung,
VergroRerung und Kernkondensation sowie Ballonierung. Die histologische Beurteilung
erfolgte durch einen verblindeten Untersucher. Die Anzahl der apoptotischen
Zellen/mm? Kortex ist in den Abbildungen 9 (Pneumokokken) und 12 (GBS) als
Mittelwert mit Standardfehler der einzelnen Gruppen dargestellt. Es fand sich
uberwiegend apoptotischer Zelltod mit den typischen lichtmikroskopisch nachweisbaren
Merkmalen wie Zellschrumpfung und Zellkernkondensation. Als Apoptose-Nachweis
diente zusatzlich die TUNEL-Methode (Tdt mediated dUTP Nick End Labeling), dabei
werden modifizierte Nukleotide enzymatisch durch die terminale Deoxynukleotid
Transferase an DNS-Einzel- und Doppelstrangbriche gebunden und mittels DAB
angefarbt. Die Zellkerne apoptotischer Zellen kénnen auf diese Weise
lichtmikroskopisch dargestellt werden. Die histologischen Praparate sind in Abbildung
10 (H&E) und 11 (TUNEL-Methode) fur die Pneumokokken- und in Abbildung 13 (H&E)
und 14 (TUNEL-Metode) fur die GBS-Meningitis dargestellt
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Abbildung 9: Histologie des Kortex nach Pneumokokken-Meningitis

Ausgepragter kortikaler Schaden bei Verwendung von D39 (103 KBE/Tier) im Vergleich zur Kontrolle (p <
0,001), signifikante Verminderung des kortikalen Schadens gegeniiber dem Wildtyp bei Verwendung der

Toxin-defizienten Mutanten plnA

(p < 0,05),

spxB(p = 0,01) und pinA/spxB" (p = 0,002). Bei

Verwendung der Einzelmutanten signifikant mehr Schaden verglichen mit den Kontrolltieren (p/nA™ p =
0,005 vs Ko; spxB™ p = 0,004 vs Ko). Bei Verwendung der Doppelmutante kein signifikanter Unterschied
im Vergleich zur Kontrollgruppe. (Ko: n =7, D39: n =7, plnA n =9, spxB": n = 12; Doppelmutante: n
=11; Ergebnisse aus vier unabhangigen Experimenten, t-Test)

Abbildung 10: Histologie des Kortex nach Inkubation mit dem Pneumokokken-

Wildtypstamm D39 (H&E-Farbung)

Lichtmikroskopische Darstellung apoptotischer Kortex-Neurone. A: H&E-Farbung, 40-er Objektiv. B:
H&E-Farbung, 100-er Objektiv. Die Pfeile kennzeichnen apoptotische Neurone
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Abbildung 11: Histologie des Kortex nach Inkubation mit dem Pneumokokken-
Wildtypstamm D39 (TUNEL-Methode)

Lichtmikroskopische Darstellung apoptotischer Kortex-Neurone. A: unbehandelte Kontrolle, 20-er
Objektiv. B:D39, 20-er Objektiv. C: D39, 40-er Objektiv. Die Pfeile kennzeichnen TUNEL-positive
Neurone.

Bei Injektion von D39 und den Einzelmutanten (p/nA” und spxB’) konnte ein
ausgepragter apoptotischer Zellschaden im Bereich des Kortex verglichen mit den
Kontrolltieren nachgewiesen werden (Ko: 626,6 + 114,4/ mm?3;, D39: 5345,7 + 814,0/
mm?3;, plnA~ 3240 = 543,6/ mm?3; spxB: 2690 * 522,7/ mm?3). Bei Injektion der
Doppelmutante zeigte sich keine signifikante Zunahme der Apoptoserate verglichen mit
den Kontrollen (p/lnA/spxB™: 1498,2 + 321,2/ mm?), jedoch eine signifikante Reduktion
verglichen mit dem Wildtyp. Lichtmikroskopisch fanden sich in der durchgefihrten
Hamatoxylin- Eosin Farbung Apoptose-typische morphologische Veranderungen der
Zellen wie zum Beispiel Zellschrumpfung und Kernkondensation. Die apoptotischen
Zellen sind in Abbildung 10 durch Pfeile gekennzeichnet. Als Apoptose-Nachweis
wurden weiterhin die fir diese Form des Zelltodes typischen DNA-Doppelstrangbriiche
mittels TUNEL-Methode dargestellt. Die Auswertung der histologischen Praparate
erfolgte analog zur H&E-Farbung. Die Rate und die Verteilung der so angefarbten
Zellen korrelierte mit der zahl der apoptotischen Zellen in den H&E-gefarbten Schnitten.
Die Daten sind nicht gezeigt. Abbildung 11 zeigt TUNEL-positive Zellen im Kortex bei

D39- induzierter Meningitis, diese sind mit Pfeilen gekennzeichnet.
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Abbildung 12: Histologie des Kortex nach GBS-Meningitis

Ausgepragter kortikaler Schaden bei Verwendung des COH-1-WT (103 KBE/Tier) und der Toxin-
defizienten Mutante gegeniiber der Kontroligruppe (p < 0,001 Ko vs Wt, p=0,003 Ko vs Mut),
Verminderung des kortikalen Schadens bei Verwendung der Toxin-defizienten Mutante COH-1 cylEAcat
im Vergleich zum Wildtyp (p <0,001). (Ko: n = 8, COH-1-WT: n=16, COH-1-MUT: n=10, Ergebnisse aus
vier unabhangigen Experimenten, Mann-Whitney Rank Sum Test und t-Test)

Abbildung 13: Histologie des Kortex nach Inkubation mit dem GBS-Wildtypstamm
COH-1 (H&E-Farbung)

Lichtmikroskopische Darstellung apoptotischer Kortex-Neurone. A: H&E-Farbung, 40-er Objektiv. B:
H&E-Farbung, 100-er Objektiv. Die Pfeile kennzeichnen apoptotische Neurone
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Abbildung 14: Histologie des Kortex nach Inkubation mit COH-1 (TUNEL-Methode)

Lichtmikroskopische Darstellung apoptotischer Kortex-Neurone. A: unbehandelte Kontrolle, TUNEL-
Methode, 20-er Objektiv. B: COH-1-Wildtyp, TUNEL-Methode, 20-er Objektiv. C: COH-1-Wildtyp, TUNEL-
Methode, 40-er Objektiv. Die TUNEL-positiven Zellen sind durch Pfeile gekennzeichnet.

Nach Injektion des GBS-Wildtyps und der Mutante kommt es zu einem signifikanten
Anstieg der Apoptoserate verglichen mit der Kontrollgruppe (Ko: 645,8 £ 101,5/ mm?;
COH-1- WT: 3225,2 £+ 303,4/ mm?; COH-1-MUT: 1595,6 + 221,9/ mm?). Nach Injektion
der Mutante zeigt sich eine signifikante Reduktion des kortikalen Schadens im
Vergleich zum Wildtyp (p < 0,05). Auch bei der GBS- induzierten Meningitis fanden sich
lichtmikroskopisch in der Hamatoxylin- Eosin Farbung typische Apoptosemerkmale. Die
apoptotischen Zellen sind in Abbildung 13 durch Pfeile gekennzeichnet. In der
Abbildung 14 sind die Ergebnisse einer DAB-TUNEL-Methode dargestellt. Es finden
sich hier keine TUNEL-positiven Zellen im Kortex des Kontrolltieres. Die Zahl der
TUNEL-positiven Zellen korreliert auch bei der GBS-induzierten Meningitis mit der
Apoptoserate der mit H&E gefarbten Schnitte. Die Daten sind nicht gezeigt.

3.3 PNEUMOKOKKEN UND BETA-HAMOLYSIERENDE
STREPTOKOKKEN DER GRUPPE B INDUZIEREN APOPTOTISCHEN
ZELLTOD IM GYRUS DENTATUS

Daruber hinaus erfolgte die histologische Beurteilung des Gyrus dentatus. Die Anzahl
der apoptotischen Zellen / mm?® Gyrus dentatus ist in Abbildungen 15 fir die
Pneumokokken-Meningitis uns Abbildung 18 flr die B-Streptokokken-Meningitis als

Mittelwert und Standardfehler aller Tiere einer Gruppe dargestellt.
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Abbildung 15: Histologie des Gyrus dentatus nach Pneumokokken-Meningitis

Ausgepragter Schaden im Gyrus dentatus bei Verwendung des Pneumokokken-Wildtyps (D39)(p<0,02
vs Ko, Mann-Whitney Rank Sum Test). Signifikante Verminderung des Schadens bei Verwendung der
Toxin-defizienten Mutanten (p < 0,01 fir den Vergleich mit p/nA”; p < 0,05 fur den Vergleich mit spxB
und der Doppelmutante pinA/spxB’).Kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und den
drei Mutantengruppen. (Ko: n =7, D39: n =7, plnA= n = 9, spxB: n = 12; Doppelmutante: n =11;
Ergebnisse aus vier unabhangigen Experimenten.)

D39 induzieren ein grof3es Mal} an Apoptose im Gyrus dentatus (Ko: 9836,3 £ 2484,1/
mm?3; D39: 65572,6 + 8351,02/ mm?). Die Injektion der Doppelmutante flhrte zu einer
signifikanten Reduktion des apoptotischen Schadens (p/nA-/spxB-: 22624,9 + 7645,3/
mm?) verglichen mit dem Wildtyp. Wie auch im Kortex fand sich eine signifikante
Verminderung der Neurodegeneration bei Verwendung der Einzelmutanten (p/nA™:
35839,6 + 4969,5/ mm?3; spxB: 15108,8 + 3566,2/ mm3). Das Ausmal} der D39-
induzierten neuronalen Apoptose war im Gyrus dentatus um das Zwdlffache hoher als
im Kortex. In Abbildung 16 (H&E) und 17 (TUNEL-Methode) sind histologische

Beispiele dargestellt.
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Abbildung 16: Histologie des Gyrus dentatus nach Inkubation mit dem
Pneumokokken-Wildtypstamm D39 (H&E-Farbung)

Lichtmikroskopische Darstellung apoptotischer Neurone im Gyrus dentatus. A: H&E-Farbung, 20-er
Objektiv. B: H&E-Farbung, 40-er Objektiv. Die Pfeile kennzeichnen apoptotische Neurone

Abbildung 17: Histologie des Gyrus dentatus nach Inkubation mit dem
Pneumokokken-Wildtypstamm D39 (TUNEL-Methode)

Lichtmikroskopische Darstellung apoptotischer Neurone im Gyrus dentatus.,A:D39, 20-er Objektiv
VergréRerung. B: D39, 40-er Objektiv. Die Pfeile kennzeichnen TUNEL-positive Neurone
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Abbildung 18: Histologie des Gyrus dentatus nach GBS-Meningitis

Ausgepragter Schaden im Gyrus dentatus bei Verwendung des GBS-Wildtyps COH-1 und der Toxin-
defizienten Mutante. (p< 0,005 vs Ko, Mann-Whitney Rank Sum Test). Signifikante Verminderung des
Schadens bei Verwendung der Toxin-defizienten Mutanten im Vergleich zur Wildtyp-Gruppe (p = 0,015;
Mann-Whitney Rank Sum Test) Ergebnisse aus vier unabhangigen Experimenten; Ko: n = 8, COH-1-WT:
n=16, COH-1-MUT: n=10,

Im Rahmen der B- Streptokokkenmeningitis kommt es sowohl bei der Verwendung des
Wildtypstammes als auch bei der Verwendung der Hamolysin-defizienten Mutante zu
Apoptose im Gyrus dentatus (Ko: 600 + 67,8/ mm3; COH-1 WT: 5268,7+ 1226,5/ mm?,
COH-1- Mut 2463,3 + 468,7). Die Injektion der Toxin -defizienten Mutante fuhrt zu einer
signifikanten Reduktion des apoptotischen Schadens verglichen mit dem
Wildtypstamm. Auch bei den durch COH-1 und die Mutante infizierten Tieren lielRen
sich im Gyrus dentatus TUNEL-positive Zellen nachweisen. Die Zahl der TUNEL —
positiven Zellen korreliert mit den in der H&E- Farbung erhobenen Werten. Daten und

Fotos sind hier nicht gezeigt

3.4 DAS VERTEILUNGSMUSTER DER APOPTOSE IM RAHMEN DER
PNEUMOKOKKEN-MENINGITIS IST ALTERSABHANGIG

Um den Einfluss des Reifegrades des Gehirns auf das Ausmal® des neuronalen
Schadens zu untersuchen, wurden eine Pneumokokken-Meningitis bei sieben (PND7)
und elf Tage (PND11) alten Tieren induziert. Der Versuchsablauf erfolgte wie unter

2.3. beschrieben. In den Abbildungen 19 und 20 ist die Zahl der apoptotischen
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Neurone /mm? Kortex (Abbildung 19) und Gyrus dentatus (Abbildung 20) bei sieben
und elf Tage alten Tieren als Mittelwert und Standardfehler dargestellt.

o 6000 7 [ * p < 0,001 vs PND 11
g #p =0,003 vs PND 7
£ 5000 A
C
3
T 4000 1
(0]
o
S 3000 -
S
8 2000 -
o
<C
1000 - T #
0 *
PND 7 PND11  KoPND7 Ko PND 11

Abbildung 19: Neuronaler Schaden im Kortex nach Pneumokokken-Meningitis bei
Ratten unterschiedlichen Alters

Histologische Untersuchung des Kortex. Dargestellt ist die Zahl der apoptotischen Zellen als Mittelwert
mit Standardfehler fur beide Versuchsgruppen. Es findet sich eine signifikante Reduktion des kortikalen
Schadens mit steigendem Lebensalter (p < 0,001, Mann-Whitney Rank Sum Test)

Verglichen mit den sieben Tage alten Tieren zeigte sich bei den elf Tage alten Tieren
eine signifikante Verminderung des kortikalen Schadens. (PND7: 5345,7 + 814/ mm?;
PND11:999,1 + 140,2/ mm
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Abbildung 20: Neuronaler Schaden im Gyrus dentatus nach Pneumokokken-
Meningitis bei Ratten unterschiedlichen Alters

Histologische Untersuchung des Gyrus dentatus. Dargestellt ist die Zahl der apoptotischen Zellen als
Mittelwert mit Standardfehler fiir beide Versuchsgruppen. Signifikanter Schaden im Vergleich zu den
altersentsprechenden Kontrollgruppen (p < 0,02 vs PND 7, p>0,05 vs PND 11). Es findet sich keine
signifikante Reduktion des Schadens mit steigendem Lebensalter (Mann-Whitney Rank Sum Test),

Beim Vergleich des Gyrus dentatus bezuglich neuronaler Schadigung zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den sieben Tage und elf Tagen alten Tieren (PND7:
65572,7 £ 8351/ mm?3;, PND11: 52477,7 + 28990,6/ mm3).
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4 DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe eines in-vivo-Meningitismodells die Bedeutung
bakterieller Toxine als Mediatoren in der Pathogenese neuronaler Apoptose im
Rahmen der neonatalen Meningitis zu untersuchen. Voraussetzung daflr war, ein
neonatales Ratten-Meningitis-Modell zu etablieren. Um die Rolle bakterieller Toxine zu
untersuchen, wurden Toxin-defiziente Bakterien-Mutanten verwendet.
Dabei ergaben sich folgende Resultate:

I. Pneumokokken und beta-hamolysierende Streptokokken der Gruppe B

induzieren Meningitis im neonatalen Rattenmodell.

Il. Pneumokokken und beta-hamolysierende Streptokokken der Gruppe B
induzieren neuronale Apoptose im neonatalen Ratten-Meningitismodell im

Kortex und Gyrus dentatus.

lll. Der neuronale Schaden wird wesentlich durch die Poren-bildenden Toxine

Pneumolysin und beta-Hamolysin und durch Wasserstoffperoxid vermittelt.

IV. Eine Reduktion des neuronalen Schadens fiihrt zu einer Verbesserung des

klinischen Zustandes.

V. Es zeigt sich ein altersspezifischer Unterschied im Verteilungsmuster der

Apoptose.

Die Ergebnisse sollen nachfolgend im Einzelnen diskutiert werden.

4.1 DER EINFLUSS BAKTERIELLER TOXINE AUF PLEOZYTOSE UND
BAKTERIENWACHSTUM IM LIQUOR CEREBROSPINALIS

Durch intrazisternale Injektion von S. pneumoniae und S.agalactiae-Wildtypen konnte
in diesem Modell zuverlassig eine Meningitis induziert werden. Auch bei Verwendung
der verschiedenen Toxin-defizienten Mutanten kam es zur Ausbildung einer Meningitis.
Diese wurde durch Liquorpleozytose und Bakterienwachstum im Liquor verifiziert. Es
zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Wachstum der verschieden
Bakterienstamme zwischen den beiden Wildtypen und den entsprechenden Mutanten.

Hinsichtlich der Liquor-Pleozytose fanden sich sowohl bei der Pneumokokken- als auch

bei der GBS-Meningitis keine signifikanten Unterschiede zwischen den Wildtyp- und
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Mutantengruppen. Es zeigte sich eine grofR3e interindividuelle Schwankungsbreite der
Zellzahlen in den einzelnen Versuchsgruppen. Welchen Einfluss bakterielle Toxine auf
den Leukozyteneinstrom und das Wachstum der Erreger im Liquor haben, ist bisher
nicht vollstandig geklart. In einem Kaninchen-Meningitis-Modell wurde nach
intrazisternaler Injektion von D39 und p/nA™ gezeigt, dass das Poren-formende Toxin
Pneumolysin keinen Einfluss auf die Liquor-Pleozytose und das Wachstum der
Bakterien im Liquor hat. Bei Verwendung der Toxin-defizienten Mutante (p/nA’) fand
sich bezuglich der Pleozytose und der Zahl der KBE im Liquor in dieser Studie kein
Unterschied zwischen Wildtyp- und Mutanten-Gruppe [141]. In einem murinen
Meningitismodell konnte ebenfalls gezeigt werden, dass bei Verwendung einer
Pneumolysin-defizienten Mutante die Inflammation im Subarachnoidalraum nicht
vermindert ist [142]. Es gibt Hinweise darauf, dass die Pneumolysin-defiziente Mutante
sich im Blut schlechter vermehrt als der Widtypstamm [100,142]. Das liegt vermutlich
daran, dass Pneumolysin in geringen Konzentrationen die bakterizide Aktivitat
polymorphkerniger Granulozyten und Makrophagen inhibiert [101,149]. Da
Pneumolysin von der Mutante nicht mehr produziert wird, kdnnen die Bakterien durch
phagozytierende Zellen schneller aus dem Blutstrom eliminiert werden. Diese
Vermutung wird durch die Tatsache unterstutzt, dass in in-vitro-Versuchen keine
Unterschiede in der Wachstumsrate zu finden sind. Der Liquorraum zeichnet sich durch
geringe Leukozyten-Prasenz, niedrige Immunglobulin-Konzentrationen und mangelnde
opsonierende Aktivitat aus [150], es herrscht hier also eine lokale Immunschwache
[151]. Das konnte die Erklarung daflir sein, dass das Wachstum der Toxin-defizienten
Mutante im Liquor im Vergleich zum Wildtyp - anders als im Blut - nicht vermindert ist.

FUr beta-Hamolysin/Zytolysin existieren bisher keine Daten Uber Pleozytose und
Wachstum in Abhangigkeit vom Vorhandensein des Toxins. Die in dieser Arbeit
gefundenen Ergebnisse weisen darauf hin, dass auch dieses Poren-formende Toxin
keinen Einfluss auf das Wachstum der Bakterien im Liquorraum und auf das Ausmalf}

der Liquorpleozytose hat.

4.2 DER EINFLUSS BAKTERIELLER TOXINE AUF DEN KLINISCHEN
VERLAUF DER MENINGITIS

Zur Kklinischen Untersuchung wurde ein gut etablierter Score verwendet bei dem das
Umdrehen aus der Rucken- in die Bauchlage beurteilt wurde [40,44,138,139]. Dabei
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wurden auf einer Skala Punkte von null bis finf vergeben. Kriterien waren die Dauer
des Umdrehens und die allgemeine motorische Aktivitat der Tiere bei der
Untersuchung. Dieser Score wird auch in anderen Modellen verwendet und erlaubt
eine gute Beurteilung des klinischen Zustandes, da andere Funktionstest wie z.B. der
Morris-Watermaze- oder der Tight-Rope-Test [152] aufgrund der entwicklungsbedingt
eingeschrankten motorischen und kognitiven Fahigkeiten der Versuchstiere nicht
durchfuhrbar sind. Es zeigte sich eine Reduktion des Allgemeinzustandes bei
Verwendung der Wildtyp-Stamme (D39, COH-1) verglichen mit den Kontrolltieren.
Wurde die Meningitis durch die Toxin-defizienten Mutanten induziert, zeigte sich
gegenuber der Wildtyp-Meningitis ein besserer, verglichen mit den Kontrolltieren jedoch
reduzierter klinischer Score. Das Fehlen der Toxine flhrt zu einer weniger schwer
verlaufenden Erkrankung. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass bakterielle Toxine
einen Einfluss auf den Verlauf der Meningitis haben und werden durch Untersuchungen
anderer Arbeitsgruppen gestutzt, bei denen es bei Verwendung der Pneumolysin-
defizienten Mutante zu einem weniger schweren Krankheitsverlauf kam [142]. In einer
anderen Studie zeigte sich eine Verlangerung der Uberlebenszeit nach Immunisierung
von Mausen mit einem Pneumolysin-Antikorper verglichen mit den Kontrolltieren. Auch
dieses Ergebnis unterstitzt die Bedeutung von Pneumolysin in der Pathogenese der
Erkrankung [153].

4.3 DER EINFLUSS BAKTERIELLER TOXINE AUF DAS AUSMASS DES
NEURONALEN SCHADENS WAHREND DER BAKTERIELLEN
MENINGITIS

D39 und COH-1 induzieren neuronale Apoptose im Bereich des Kortex und des Gyrus
dentatus. Der Schaden im Bereich des Gyrus dentatus erreichte etwa das zehnfache
Ausmall des kortikalen Schadens. Bei Verwendung der Toxin-defizienten Mutanten
(pInA°, spxB’, pInA/spxB~ und COH-1cylEAcat) kam es sowohl im Kortex, als auch im
Gyrus dentatus zu einer signifikanten Reduktion des Schadens.

In verschiedenen Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass es im Rahmen der
Pneumokokken-induzierten Meningitis zum apoptotischen Zelltod von Neuronen des
Gyrus dentatus kommt [15,17]. In humanem Autopsiegewebe gelang der Nachweis
neuronaler Apoptose im Gyrus dentatus [14]. In MRT-Untersuchungen von Meningitis-

Patienten fand sich eine deutliche, mdglicherweise durch Neuronenverlust bedingte,
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Atrophie des Gyrus dentatus [43]. Dieser Teil des Hippokampus spielt eine wichtige
Rolle in Prozessen des Gedachtnisses und des Lernens [154]. Das konnte erklaren,
warum die Patienten nach einer Meningitis so haufig unter Lerndefiziten und Stérungen
des Kurzzeitgedachtnisses leiden.

Die Tatsache, dass in unserem Modell die Verbesserung des klinischen Zustandes mit
einer Abnahme des neuronalen Schadens im Hippokampus und Kortex assoziiert ist,
lasst sich mit diesen Beobachtungen in Verbindung bringen. Es ist durchaus denkbar,
dass die Reduktion des neuronalen Schadens auch zu einer geringeren Auspragung
neuro-psychologischer Defizite flihrt. Diese in einem neonatalen Ratten-Modell zu
verifizieren, ist jedoch schwierig. Zum Einen ist es im Rahmen dieser Arbeit nicht
gelungen, das Uberleben der mit den Wildtypen behandelten Tiere ausreichend zu
verlangern, um motorische und kognitive Funktionstests durchzuflihren, zum Anderen
existieren bisher keine Tests, um die kognitiven Fahigkeiten sieben Tage alter Ratten
hinreichend zu beurteilen. In Versuchen mit adulten Mausen konnte gezeigt werden,
dass bei Ausdehnung des neuronalen Schadens das Lernen im Water-Maze-Modell
deutlich reduziert ist [142]. Der Neuronenverlust korreliert also mit einer Stérung
kognitiver Fahigkeiten.

Der bessere klinische Zustand und die Reduktion des neuronalen Schadens bei
Verwendung der Toxin-defizienten Mutanten in unserem Modell kénnen im
Zusammenhang gesehen werden: eine Reduktion des neuronalen Schadens fuhrt zu
einer Verbesserung des klinischen Zustandes.

Warum es insbesondere zur Neuronenschadigung im Bereich des Gyrus dentatus
kommt, ist derzeit noch nicht ganz klar. Es wird ein Zusammenhang zwischen der
raumlichen Nahe der Liquor-gefillten Seitenventrikel zum Gyrus dentatus und einem
direkt toxischen Effekt der Bakterien auf die Neurone diskutiert [17]. Im Liquorraum
kommt es nach Eintritt der Bakterien zu deren Vermehrung und dann nach Beginn der
Antibiotika- und/oder Autolysin-induzierten Bakterienlyse zur Freisetzung verschiedener
bakterieller Faktoren, insbesondere bakterieller Toxine wie Pneumolysin oder beta-
Hamolysin.

Es gibt aber auch Hinweise darauf, dass Neurone unterschiedlicher Hirnregionen sich
hinsichtlich ihrer Vulnerabilitat gegenuber schadigenden Noxen wie Trauma oder
Hypoxie [155,156,157] unterscheiden. Eine unterschiedliche Empfindlichkeit gegeniber
bakteriellen Toxinen ist ebenfalls denkbar, da an anderen juvenilen und adulten

Meningitismodellen bereits gezeigt werden konnte, dass es insbesondere Neurone des
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Gyrus dentatus sind, die im Verlauf der Erkrankung durch apoptotischen Zelltod
absterben. Im Bereich des Kortex hingegen findet sich in diesen Studien Uberwiegend
nekrotischer Zelltod. [24,40,138,158,159].

4.4 DIE ROLLE BAKTERIELLER TOXINE IN DER PATHOGENESE DES
NEURONALEN SCHADENS

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Meningitis durch den Pneumokokken-
Wildtyp D39 und verschiedene Toxin-defiziente Mutanten (plhA°, spxB’, pInA/spxB’)
sowie einen Serotyp-llI-GBS (COH-1) und dessen Hamolysin-defiziente Mutante
induziert. Auf diese Weise konnte der Einfluss der Toxine auf das Ausmal} des
neuronalen Schadens untersucht werden.

Im Falle der Pneumokokken-Meningitis fuhrt bereits das Fehlen eines Toxins zu einer
signifikanten Reduktion des Schadens im Kortex. Bei Verwendung der Pneumolysin-
defizienten Mutante (p/nA’) kam es zu einer Reduktion des Schadens um 40 Prozent,
beim Fehlen von Wasserstoffperoxid (spxB°) reduzierte sich der Schaden um etwa 50
Prozent, fehlten beide Toxine (pIlnA/spxB’) fand sich eine Verminderung des Schadens
um ca. 70 Prozent verglichen mit dem Wildtyp. Verglichen mit den Kontrolltieren zeigte
sich kein Unterschied im Ausmal des Schadens, wenn die Meningitis durch die
Doppelmutante induziert wurde. Beim Fehlen beider Toxine ist also das Ausmal} des
Schadens auf ein Minimum reduziert.

Im Bereich des Gyrus dentatus zeigte sich bei Verwendung der Einzel-Mutanten eine
Reduktion des Schadens um 45 (p/nA’) bzw. 77 Prozent (spxB’). Das gleichzeitige
Fehlen beider Faktoren (p/nA/spxB’) flihrte zu einer Reduktion des Schadens um etwa
65 Prozent. Diese Daten sind vergleichbar mit den Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen. Hier zeigte sich in einen Kaninchen-Meningitismodell eine signifikante
Reduktion der neuronalen Apoptose im Gyrus dentatus bei Verwendung der Toxin-
defizienten Mutanten [39]. Bei Verwendung der GBS zeigte sich ein ahnlicher Effekt.
Hier ergab sich bei Verwendung der COH-1 Mutante eine Reduktion der kortikalen
Neuronen-Degeneration um etwa 50 Prozent, beim Vergleich der Apoptoserate im
Gyrus dentatus fand sich eine Reduktion des Schadens um etwa 47 Prozent. Die zu
neuronaler Apoptose fuhrenden Mechanismen sind bis heute noch nicht vollstandig
geklart. Es konnte bisher in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass die Bakterien

selbst in der Lage sind, Apoptose zu induzieren [39,130]. Die Pneumokokken-Toxine
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Wasserstoffperoxid und Pneumolysin spielen dabei in der Pathogenese eine
entscheidende Rolle. In einem Kaninchenmodell konnte gezeigt werden, dass es bei
Verwendung der Pneumolysin-defizienten Mutante zu einer Reduktion des neuronalen
Schadens im Gyrus dentatus verglichen mit der D39-Gruppe kommt. Bei Verwendung
der Doppelmutante zeigte sich eine weitere Reduktion des Schadens [39]. Diese Daten
lassen darauf schlielen, dass auch Wasserstoffperoxid ein wichtiger Trigger
neuronaler Apoptose ist. Es wird in groRen Mengen von S. pneumoniae [160],
gebildet.. Pneumokokken produzieren wie alle Streptokokken - keine Katalase und
konnen somit groRere Mengen Wasserstoffperoxid produzieren, welches nach deren
Lyse freigesetzt wird [161,162]. Auch GBS besitzen keine Katalase, die von ihnen
produzierte Wasserstoffperoxidmenge ist jedoch deutlich geringer als die anderer
Streptokokkenspezies[163]. In welchem Ausmall der in dieser Arbeit verwendete
Serotyp Il (COH-1) Wasserstoffperoxid produzieren kann ist nicht geklart. Eine im
Vergleich zu D39 geringere H,O2-Produktion koénnte jedoch die Erklarung fiur das
geringere Ausmal} der neuronalen Schadigung bei Verwendung der COH-17-
Wildtypbakterien sein. Wasserstoffperoxid kann leicht in eukaryote Zellen diffundieren
und dort durch die Bildung freier Sauerstoffradikale zu Membranschadigung der
Mitochondrien [160,164] und damit verbunden zu einer Stérung der ATP-Produktion
und Apoptose fuhren [39]. Kirzlich konnte gezeigt werden, dass Wasserstoffperoxid in
der Lage ist, in Neuronen eine durch den Einstrom von extrazellularem Kalzium
getriggerte, Caspasen-unabhangige Form der Apoptose zu induzieren. Dabei kommt
es zur Freisetzung von Apoptose-induzierendem Faktor ins Zytosol [165,166,167].
Pneumolysin induziert die Ausbildung transmembranarer Poren [105,106,168] mit
nachfolgendem Kalzium-Einstrom. Nach dem Influx von Kalzium kommt es zu
Storungen im Membranpotential der Mitochondrien und zur Translokation von AlF aus
den Mitochondrien ins Zytosol. Auch Pneumolysin ist also in der Lage, Apoptose ohne
die Aktivierung von Caspasen zu induzieren [39]. In in-vitro-Untersuchungen flhrte die
Blockade beider Pneumokokken-Toxine zu einer Reduktion des mitochondrialen
Schadens und der Apoptose [39]. Diese Daten sprechen fur eine Schlusselrolle der
Toxine bei der Entstehung des neuronalen Schadens im Rahmen der experimentellen
Meningitis. Es ist gut untersucht, dass auch andere Poren-formende Toxine Apoptose
in verschiedenen Zellen induzieren konnen [169,170,171].

GBS induzieren Apoptose in Makrophagen ohne die Aktivierung von Caspase 1, 3 und

9 [78,172]. Die Rolle von beta-Hamolysin als Apoptose-induzierender Faktor ist bisher
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noch nicht ausreichend aufgeklart. Fur eine Abhangigkeit dieser Apoptose vom
Vorhandensein von intrazellularem Kalzium spricht die Tatsache, dass es nach
Bindung des Kalziums an Chelatoren - und damit dessen Inaktivierung - zu einer
Reduktion der Apoptose kam [172]. Ob es auch zu einer Freisetzung von AlIF kommt,
ist derzeit noch nicht vollstandig geklart. Da Kalzium eine zentrale Rolle in der Kaskade
der AlF-Freisetzung aus den Mitochondrien [173] spielt, ist das durchaus denkbar. Es
gibt in-vitro Untersuchung in einer murinen Makrophagen-Zelllinie die mit f-Hamolysin-
produzierenden und -defizienten GBS-Stammen inkubiert wurden, aus der sich
Hinweise darauf ergeben, dass nicht B-Hamolysin allein, sondern ein zusatzlicher
Glukose-abhangiger Faktor an der Induktion der Apoptose beteiligt zu sein scheint, die
Identifikation dieses Faktor steht allerdings bisher noch aus [73]. In dieser zitierten
Studie wurde des Weiteren kein Unterschied in der Mortalitdt der Makrophagen bei
Verwendung der verschiedenen Bakterien gefunden, dies kdénnte jedoch damit erklart
werden, dass es bei der Verwendung lebender Bakterien in einer Zellkultur durch die
Bakterien zum Verbrauch von im Medium enthaltenen, fur die Zellen lebenswichtigen
Substanzen kommt, und somit das Uberleben der Zellen reduziert sein kénnte. Um
diesen moglicherweise vorhandenen Effekt zu umgehend erscheint die Verwendung
von gereinigtem Hamolysinextrakt sinnvoll.

Mdglicherweise ist es ein generelles Prinzip Poren-formender Toxine, Apoptose-
ahnlichen Zelltod ohne Caspase-Aktivierung zu induzieren.

In dem oben beschriebenen Kaninchenmodell [39] kam es nach genetischer
Ausschaltung beider Toxine jedoch nur zu einer Reduktion des Schadens um etwa 50
Prozent. Dieses Ergebnis spricht dafir, dass bei der Entstehung neuronaler Apoptose
noch andere Faktoren beteiligt sind. Es konnte gezeigt werden, dass auch die durch
die Erreger induzierte Aktivierung des Immunsystems, die Einwanderung neutrophiler
Granulozyten und die Ausschittung pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-1, IL-6 und
TNF-alpha zu neuronaler Apoptose fuhrt. Im Rahmen dieser Kaskade kommt es zu
klassischer Apoptose durch Caspase-3—Aktivierung. S. pneumoniae ist also in der
Lage, neuronalen, apoptotischen Zelltod Uber zwei verschiedene Pathomechanismen

zu induzieren [131].

4.5 DER EINFLUSS DES ALTERS AUF DIE AUSPRAGUNG DES NEURONALEN
SCHADENS
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Da es in anderen Studien bei Verwendung alterer Ratten hauptsachlich zu Apoptose im
Gyrus dentatus kommt, in unserem neonatalen Modell jedoch auch eine grof3e Zahl
apoptotischer Neurone im Kortex zu finden war, lag die Vermutung nah, dass auch das
Alter der Versuchstiere und somit der Reifungsgrad der Gehirne eine Rolle in der
Entstehung neuronaler Apoptose spielt. Um den Einfluss des Alters zu untersuchen,
wurden sieben (PND 7) und elf (PND11) Tage alte Ratten verwendet und durch
intrazisternale Injektion von D39 eine Meningitis induziert. Der Reifungsgrad der
Tierhirne entspricht am siebten Lebenstag dem frihgeborener Kinder zu Beginn des
letzten Trimenon der Schwangerschaft. Diese Altersgruppe macht auch das
Patientenkollektiv fir eine early-onset-Sepsis mit Meningitis aus.

Apoptose ist im unreifen Gehirn die vorwiegende Form des Zelltodes [174]. In
verschiedenen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass die Vulnerabilitat
gegenuber schadigenden Noxen wie Hypoxie oder Trauma im immaturen Rattengehirn
innerhalb der ersten Lebenswoche am hdchsten ist [175,176,177]. Dieser Zeitraum
entspricht der Periode des so genannten ,brain growth spurt®, der Phase des schnellen
Hirnwachstums, das beim Menschen im letzten Trimenon der Schwangerschaft beginnt
und die ersten Lebensjahre andauert [140]. Das vorliegende Modell eignet sich gut zur
Untersuchung der altersabhangigen Schadigung, da Tiere unterschiedlichen Alters
untersucht und verglichen werden konnten.

Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass es einen direkten
Zusammenhang zwischen dem Reifungsgrad der Gehirne und der Empfindlichkeit der
Neurone gegenlber Pneumokokken gibt. Auch bei den elf Tage alten Tieren zeigte
sich ein signifikanter apoptotischer Schaden im Kortex und Gyrus dentatus verglichen
mit der Kontrollgruppe. Es fand sich jedoch eine signifikante Reduktion des kortikalen
Schadens bei Verwendung elf Tage alter Ratten verglichen mit Tieren am siebten
postnatalen Tag. Beim Vergleich der hippokampalen Neurodegeneration (Gyrus
dentatus) fand sich kein Unterschied zwischen den verschiedenen Altersgruppen.
Kortikale Neurone scheinen also im frihen Reifungsstadium vulnerabler gegeniber
schadigenden Noxen zu sein als zu einem spateren Zeitpunkt (PND 11) der
Hirnentwicklung. Im Laufe der Entwicklung kommt es auch zu einer Reifung der Blut-
Hirn-Schranke. In anderen Studien konnte gezeigt werden, dass mit steigendem
Lebensalter der Tiere die Permeabilitat der BHS abnimmt. Die Zunahme der

Barrierefunktion und der somit erschwerte Ubertritt der Bakterien und ihrer Toxine ist
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eine weitere mogliche Erklarung fur die Abnahme des kortikalen Schadens mit

steigendem Lebensalter.

4.6 AUSBLICK

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die bakteriellen Toxine Pneumolysin,
beta-Hamolysin und Wasserstoffperoxid wesentlich an der Genese neuronaler
Apoptose im neonatalen Meningitismodell beteiligt sind. Da das Ausmall des
neuronalen Schadens eng mit dem klinischen Zustand korreliert, kommt der weiteren
Erforschung dieser Toxin-induzierten Neuronenschadigung eine grofle Bedeutung zu.
Zum derzeitigen Stand der Forschung scheint klar zu sein, dass die Pneumokokkken-
induzierte Apoptose sowohl durch die Aktivierung von Caspasen als auch Caspase-
unabhangig durch die Freisetzung von AIF stattfindet. Dabei scheinen Bestandteile der
Kapsel und Zellwand eher Caspase-abhangig Apoptose zu induzieren, wahrend bei der
Pneumolysin- und Wasserstoffperoxid-induzierten Apoptose keine Aktivierung dieser
Proteasen nachweisbar ist. Es gibt bereits erste Anzeichen dafur, dass auch das GBS-
Toxin beta-Hamolysin Caspase-unabhangige Apoptose induzieren kann. Der weiteren
Untersuchung dieser Mechanismen kommt in Zukunft grofle Bedeutung zu. Es
erscheint sinnvoll, die isolierte Rolle des beta-Hamolysin in der Kaskade des
programmierten Zelltodes in einem in-vitro Modell zu untersuchen. Aufgrund
zunehmender Antibiotika-Resistenzen ist davon auszugehen, dass in Zukunft
bakterielle Erreger langer im Organismus Uberleben werden und somit auch die
Konzentration bakterieller Toxine im Liquor erhoht sein wird. Die Anwendung Toxin-
spezifischer Antikorper als neue adjuvante Therapieoption erscheint moglich und
sinnvoll. Des weiteren sollte die Frage naher untersucht werden ob auch andere Poren-
formende Toxine wie zum Beispiel das von Listeria monocytogenes produzierte
Listerolysin O oder das Toxin von Neisseria meningitis Uber ahnliche Mechanismen
programmierten Zelltod induzieren koénnen. Auch der weiteren Erforschung AIlF-
induzierter Mechanismen kommt gro3e Bedeutung zu. Das bessere Verstandnis der
intrazellularen Kaskaden, z.B. die Regulation der Translokation von AIF und die
Interaktion mit anderen intrazellularen Faktoren wird dazu beitragen, die wahrend einer

Inflammation ablaufenden Mechanismen der Zellschadigung besser zu verstehen und
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neben der direkten Blockade bakterieller Toxine durch spezifische Antikorper weitere
Therapieoptionen eroffnen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Eine bakterielle Meningitis im Neugeborenenalter kann besonders folgenschwer fur die
weitere Entwicklung des Patienten sein. Wahrend einer bakteriellen Meningitis kommt
es zum permanenten Verlust von Neuronen, besonders im Kortex und Gyrus dentatus.
Dieser Neuronenuntergang konnte die Erklarung fur die verschiedenen neurologischen
Defizite sein, unter denen Patienten nach einer Meningitis leiden. Die genauen

Mechanismen dieser Neuronenschadigung sind bisher noch nicht vollstandig geklart.

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle der Poren-formenden Toxine Pneumolysin und beta-
Hamolysin in der Pathogenese der neuronalen Schadigung zu untersuchen. Dazu
wurde ein Meningitismodell in der neonatalen Ratte etabliert. Die Entzindung wurde
durch intrazisternale Injektion von einem Pneumokokken- und einem GBS-Stamm

sowie entsprechender Toxin-defizienter Mutanten in sieben Tage alten Ratten induziert.

Der Nachweis der Meningitis erfolgte durch Bestimmung der Leukozytenzahl und des
Bakterienwachstums im Liquor. Mittels eines klinischen Scores erfolgte die
Untersuchung und Beurteilung des Allgemeinzustandes der Tiere. Mit Hilfe der
Hamatoxylin-/Eosin- und der TUNEL-Methode erfolgte die Detektion neuronaler
Schadigung im Kortex und im Hippokampus. Typische Eigenschaften des
programmierten Zelltodes wie Zellschrumpfung und Kernkondensation und DNA-
Doppelstrangbriiche konnten auf diese Weise dargestellt werden.

Es konnte gezeigt werden, dass alle verwendeten Pneumokokken- und GBS-Stamme
in der Lage waren, in unserem Modell eine Meningitis zu induzieren. Dabei zeigten sich
keine Veranderung der Pleozytose und kein signifikanter Unterschied in der
Bakterienzahl im Liquor zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen.

Bei der klinischen Untersuchung zeigten sich hingegen signifikante Unterschiede
zwischen den mit Wildtyp-Stammen und den mit Bakterien-Mutanten infizierten Tieren.
Sowohl die Abwesenheit von Pneumolysin bei der Pneumokokken-, als auch von
Hamolysin bei der GBS-Meningitis, fuhrten zu einer signifikanten Verbesserung des
klinischen Zustandes.

Die Verwendung der Toxin-defizienten Mutanten von S. pneumoniae und S. agalactiae
(pInA’; spxB; pInA/spxB™ und COH-1cylEAcat) fuhrte zu einer Reduktion der kortikalen

und hippokampalen Apoptoserate verglichen mit den Wildtypgruppen. Diese Daten
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stehen in engem Zusammenhang mit dem klinischen Score: ein geringerer
Neuronenverlust ging mit einer Verbesserung des klinischen Zustandes einher.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind von besonderer klinischer Relevanz, da diese Toxine
sowohl von lebenden Bakterien, als auch bei der durch Antibiotika induzierten
Bakterienlyse freigesetzt werden. Ein wichtiger Aspekt ist auch, dass durch die
zunehmende Resistenzentwicklung in Zukunft von einer langeren Persistenz lebender
Bakterien im Gehirn ausgegangen werden muss. Dies konnte zu einer vermehrten

Freisetzung der bakteriellen Neurotoxine flihren.

Perspektivisch sind die molekularen Mechanismen des Zelltodes durch Poren-bildende
Toxine zu klaren sowie weitere bakterielle Toxine als Neurotoxine zu identifizieren. Die
rasche Verfugbarkeit molekularer Techniken zur Erregeridentifikation konnte

spezifische Interventionen z.B. mit Antikdrpern gegen solche Neurotoxine erméglichen.
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Abkilrzungsverzeichnis

8 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abb Abbildung

AlF Apoptosis inducing factor

AIDS Acquired immunodeficiency syndrome
AIS Ammnioninfektionssyndrom

Aqua dest. Destilliertes Wasser

ATP Adenosintriphosphat

beta-H/Z Beta Hamolysin/Zytolysin

bp Basenpaare

BHS Blut-Hirn-Schranke

bzw beziehungsweise

CAD Caspase abhangige Deoxyribonuklease
cAMP zyklisches Adenosin-Monophosphat
CO, Kohlendioxid

CrP C-reaktives Protein

Cytc Cytochrom ¢

C+Y Casein plus Yeast

DAB 3,3 Diamonobenzidin

D39 S.pneumoniae Wildtyp

DNS Desoxyribonukleinsaure

FAD FAS assozierte Todesdomaine

GBS Streptokokken der Gruppe B

H&E Hamatoxylin-Eosin-Farbung

HCL Salzsaure

H202 Wasserstoffperoxid

IAP Inhibitor of apoptosis protein

ICE Interleucin-1p coverting enzyme

IL-1 Interleukin-1

IL-6 Interleukin-6

iINOS Induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthetase
kbp Kilobasenpaare

KBE/ml Kolonie-bildende Einheiten pro Milliliter

93



Abkilrzungsverzeichnis

Ko Kontrolle

min Minuten

ml Milliliter

MW Mittelwert

n Anzanhl

NO Stickstoffmonoxid

NAD Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid

oD Optische Dichte

PAF Plattchen-aktivierender Faktor

PFA Paraformaldehyd

PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung

PND Postnataler Tag

RT Raumtemperatur

S. siehe

SERM Standardfehler der Mittelwerte

SD Standardabweichung

SSW Schwangerschaftswoche

TdT Terminale Desoxynukleotid Transferase
TH-Medium Todd-Hewit-Medium

TNFa Tumor Nekrose Faktor a

TUNEL TdT mediated dUTP Nick End Labeling
WHO Weltgesundheitsorganisation

WT Widltyp

z.B. Zum Beispiel

ZNS Zentralnervensystem

zVVAD-fmk z-VAL-ALA-ASP (OME)-Fluoromethylketon
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