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1. Einleitunq

1.1 Epidemiologie der bakteriellen Meningitis

Im Jahre 1806 beschrieb der Schweizer Arzt Gaspard Vieusseux erstmals das
Krankheitsbild der bakteriellen Meningitis (Tyler, 2010). Bis zur Einfihrung der
Antibiotika in den 30er und 40er Jahren des 20. Jahrhunderts verliefen die meisten
Falle tédlich (Toomey und Roach, 1939). Obwohl Antibiotika wie Sulfonamide und
Penicillin  die bakterielle Meningitis heilbar gemacht haben und die
intensivmedizinische Betreuung sich stetig verbessert, bleiben sowohl Letalitat als
auch die Haufigkeit von Folgeschaden dieser Erkrankung unannehmbar hoch
(Koedel et al.,, 2002). Erregerspekirum und Inzidenz der akuten bakteriellen
Meningitis hangen vom Alter des Patienten ab. Menschen unter 5 Jahren und Uber
60 Jahren sind am haufigsten von Neuerkrankungen betroffen (Schuchat et al.,
1997). Die haufigsten Erreger auBerhalb der Neonatalperiode sind Streptococcus
pneumoniae mit einer Letalitat von 20-30% und Neisseria meningitidis mit 10% (de
Gans und van de Beek, 2002; Auburtin et al., 2006). In den letzten 20 Jahren lieBen
sich wesentliche Veranderungen in der Epidemiologie der bakteriellen Meningitis
erkennen. Die Inzidenz der durch Haemophilus influenzae Typ B verursachten
Meningitiden sank in den USA und Westeuropa durch die Einfihrung eines
konjugierten Impfstoffs flir Kinder Anfang der 90er Jahre drastisch (Schuchat et al.,
1997; Dawson et al., 1999; Thigpen et al., 2011). In diesen Landern ist die bakterielle
Meningitis nunmehr hauptsachlich eine Erkrankung des Erwachsenenalters (Koedel
et al.,, 2002). Durch die Zulassung eines heptavalenten Pneumokokken-Konjugat-
Impfstoffs (PCV 7) kam es in Landern mit hoher Durchimpfungsrate auch zur
Abnahme der durch Pneumokokken verursachten Meningitiden (Progress in
introduction of pneumococcal conjugate vaccine-worldwide, 2008; Hsu et al., 2009;
Ruckinger et al., 2009). Ein weiterer Trend ist die Zunahme Antibiotika-resistenter
Stdamme. In Sdd- und Osteuropa liegen die Raten Penicillin-resistenter
Pneumokokken zwischen 25% und 50%, wahrend der Anteil in Nord- und
Mitteleuropa unter 5% betragt (Cohen, 1997; Hoban et al., 2001; van de Sande-
Bruinsma et al., 2008). Diese Divergenz lasst sich im Wesentlichen durch den
unterschiedlichen Einsatz von Breitspektrumantibiotika erklaren (Goossens et al.,
2005).
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1.2 Klinische Komplikationen der Pneumokokkenmeningitis

Neurologische und neuropsychologische Langzeitfolgen betreffen bis zu 50% der
Uberlebenden (Schmidt et al., 2006; Ramakrishnan et al., 2009; Jit, 2010). Einen
unglinstigen Verlauf nimmt die Erkrankung vor allem durch intrakranielle
Komplikationen wie Hirnédem, zerebraler GefaBbeteiligung, erhdhter intrakranieller
Druck und Hydrozephalus (Koedel et al., 2010). In einer Studie zum Spektrum der
Komplikationen einer Pneumokokkenmeningitis untersuchten Kastenbauer und
Pfister 87 Patienten (Kastenbauer und Pfister, 2003). Intrakranielle Komplikationen
traten in 74,7% der Falle auf. Bei 27,6% der Patienten kam es zu Krampfen.
Zerebrovaskulare Komplikationen zeigten sich in 21,8% der Félle arteriell und in
10,3% vends. Zu einem diffusen Hirnddem kam es in 28,7%, zu einem
Hydrozephalus in 16,1% und zu spontanen intrakraniellen Blutungen in 9,2% der
Falle. 19,5% der Patienten erlitten einen Hoérschaden. In 4,6% der Falle traten
Hirnnervenldhmungen auf. Seltenere Komplikationen waren Myelitis und Cerebritis.
Die Mortalitatsrate betrug 24,1%. Nur 48,3% der Patienten konnten bei guter
Gesundheit nach Hause entlassen werden (Kastenbauer und Pfister, 2003). Ferner
entwickelten 37,9% der Patienten systemische Komplikationen. Dazu gehdéren
septischer Schock, disseminierte intravasale Gerinnung, Nierenversagen und ARDS
(acute respiratory distress syndrome). Zu ahnlichen Resultaten kommt eine Studie
von van de Beek et al. (2004), die von Oktober 1998 bis April 2002 696
niederlandische Patienten mit ambulant erworbener akuter bakterieller Meningitis, die
durch Liquorkulturen nachgewiesen wurde, prospektiv evaluierte. Bei Aufnahme
zeigten sich 14% der Patienten komatds und 33% hatten fokalneurologische Defizite.
Die Sterblichkeitsrate betrug insgesamt 21% und war bei Patienten mit
Pneumokokkenmeningitis (30%) hoéher als bei Patienten, die an einer
Meningokokkenmeningitis litten (7%). In 34% der Falle kam es zu einem ungunstigen
Verlauf der Erkrankung mit Folgekomplikationen wie Hérverlust (14%), Aphasie (2%),
Hirnnervenldhmungen (5%) oder Hemiparesen (4%). Risikofaktoren dafiir waren
unter anderem ein héheres Alter des Patienten, Otitis oder Sinusitis, ein niedriger
Scorewert auf der Glasgow Coma Scale bei Aufnahme, Tachykardie, positive

Blutkulturen und Thrombozytopenie (van de Beek et al., 2004).
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1.3 Kurzer Uberblick zur Pathogenese und Pathophysiologie der

Pneumokokkenmeningitis

1.3.1 Invasion des Liquorraums

Die bakterielle Infektion des Liquorraums ist Ausléser einer purulenten Meningitis. Es
gibt fur die Erreger unterschiedliche Wege, um in den Liquorraum zu gelangen: auf
dem Blutweg (hadmatogene Meningitis), von einem in der Nahe gelegenen
Infektionsherd (Durchwanderungsmeningitis) oder durch direkte Infiltration bei
offenem Schéadel-Hirn-Trauma (Koedel, 2009). Der Liquorraum weist in
immunologischer Hinsicht einige besondere Merkmale auf (Niederkorn, 2006). Durch
die geringe Anzahl immunkompetenter Zellen ist er besonders anféllig far
eindringende  Erreger. Polymorphkernige Leukozyten, Immunglobuline und
Komplementfaktoren sind so gut wie abwesend (Scheld, 1984). Die Blut-Hirn-
Schranke isoliert den Liquorraum vom zirkulierenden Blut und erschwert den Ubertritt
von Blutbestandteilen (Pachter et al., 2003). AuBerdem besitzt die zerebrospinale
Flussigkeit eine groBe Anzahl anti-inflammatorischer und immunsuppressiver
Substanzen, die die Immunantwort aktiv unterdriicken kénnen (Niederkorn, 2006). So
kénnen sich die Erreger zunachst ungehindert vermehren.

1.3.2 Aktivierung des Immunsystems

Erreichen die Bakterien eine gewisse Dichte, werden sie schlieBlich durch
Nahrstoffmangel zur Autolyse gezwungen (Lewis, 2000). Dabei werden
Bakterienbausteine (PAMPs, pathogen associated molecular patterns) frei, deren
Prasenz durch Mustererkennungsrezeptoren (PRRs, pattern recognition receptors),
die sich auf und in Immunzellen befinden, detektiert werden. Zu diesen Mustern
gehdren bakterielle Zellwandbestandteile wie Lipoteichonsdure, Peptidoglykan, oder
der zytolytische Virulenzfaktor Pneumolysin (PLY). An der Erkennung dieser
Bestandteile sind sowohl foll-like- (TLR2 und TLR4) als auch NOD-l/ike-Rezeptoren
(nucleotide-binding oligomerization domain receptors) beteiligt (Echchannaoui et al.,
2002; Koedel et al., 2003; Klein et al., 2008). Das Zusammenspiel zwischen PRRs
und PAMPs fihrt Gber das Adaptermolekil MyD88 (Koedel et al., 2004) zur
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie Aktivatorprotein AP-1 (Tsuchiya et al.,
2007) und Nuklearfaktor NF-kB (Koedel et al., 2000). Diese regulieren die Expression

pro-inflammatorischer Zytokine (IL-1), Chemokine (CXCL-1, CXCL-2, CXCL-8) und
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Adhésionsmolekile (Koedel et al., 2002; Nau und Bruck, 2002; Weber und
Tuomanen, 2007). Durch das Zusammenwirken dieser Immunmediatoren wandern
Leukozyten in den Liquorraum ein. Zudem wird die intrazerebrale Expression von
Komplementfaktoren fiir die Opsonophagozytose Uber einen MyD88-abhangigen
Signalweg hochreguliert (Koedel et al., 2004; Rupprecht et al., 2007). Die
Bekédmpfung der Erreger im Liquorraum funktioniert jedoch nur eingeschrankt, die
Pathogene kbénnen nur teilweise eliminiert werden (Ernst et al., 1983). Dadurch
kénnen die Bakterien im Liquorraum sehr hohe Konzentrationen erreichen, was
letztendlich die ausgepragte Entziindungsreaktion bei der Pneumokokkenmeningitis
bedingt.

1.3.3 Korpereigene und Erreger-abhangige Gewebeschéadigung

Die fur die Pneumokokkenmeningitis typischen Pathologien werden vor allem von der
massiven, von Neutrophilen beherrschten Immunantwort hervorgerufen (Koedel et
al., 2010; Mook-Kanamori et al., 2011).

Die Immunantwort aktivierter Neutrophiler besteht unter anderem darin, starke
Oxidantien wie Peroxynitrit freizusetzen. Deren zytotoxische Effekte haben
verheerende Folgen auf zerebrales Gewebe (Klein et al., 2006). Eine weitere Waffe
dieser neutrophilen Granulozyten sind Granula, die proteolytische Enzyme freisetzen,
wie z.B. Matrixmetalloproteinasen (Koedel et al., 2010). Laut Studien mit
pharmakologischen Hemmstoffen scheinen diese Proteinasen zum neuronalen
Schaden und dem Aufbrechen der Blut-Hirn-Schranke beizutragen (Leib et al.,
2000). Ein weiterer Faktor, der entscheidend zum Ausmal3 des neuronalen Schadens
beitragt, ist die Toxizitat des Erregers. Der zytotoxische Virulenzfaktor Pneumolysin
scheint hier eine wichtige Rolle zu spielen und wird in fast allen klinischen Isolaten
von Streptococcus pneumoniae gefunden. Infiziert man Mause mit PLY-defizienten
Pneumokokken-Stammen, kommt es zu signifikant geringeren neuronalen Schaden
(Braun et al., 2002; Hirst et al., 2008). Zudem war die Persistenz hoher PLY-Spiegel
im Liquor von Patienten mit einer Pneumokokkenmeningitis mit einer unginstigen
Prognose der Erkrankung vergesellschaftet (Wall et al., 2012). Wichtigste
Voraussetzung fur die Freisetzung von Pneumolysin ist wahrscheinlich die Fahigkeit
des Bakteriums zur Autolyse (Hirst et al., 2004). Zu Beginn der Entziindung, in der

Pneumolysin noch in geringer Konzentration vorliegt, scheint seine wesentliche Rolle
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die Induktion von Apoptose (Braun et al., 2002), die Aktivierung des Komplements
(Mitchell et al., 1991) und die Initierung pro-inflammatorischer Antworten in
Immunzellen (Cockeran et al., 2001) zu sein. In hohen Konzentrationen hat
Pneumolysin eine lytische Wirkung auf alle Zellen (Abb. 1), deren Membran
Cholesterol enthélt (Boulnois et al., 1991).

Abb. 1: Mechanismen Meningitis-assoziierter Gewebeschadigung

bakterielle Nervenzellschidigung

Erythrozyt Toxizitat

@

Pneumoclysin
H,0,
A

S. pneumoniae

- massives
Leukozyteninfiltrat

Hirnédem %

o reaktive Sauerstoffspezies
reaktive Stickstoffzwischenprodukte

‘ proteolytische Enzyme
zerebrale

Einblutungen
korpereigene Zytotoxine

Thrombeotischer
Gefillverschluss

AN
Endothelzellschadigung

Legende: Die histopathologischen Merkmale der Pneumokokkenmeningitis umfassen
Hirnédem, kortikale Einblutungen, fokale Nekroseherde in kortikalen und subkortikalen
Strukturen und neuronale Apoptose im Hippocampus. Studien im Tiermodell haben gezeigt,
dass die vaskularen und kortikalen Schadigungen vor allem durch die massive von
Neutrophilen ausgehende Entziindungsreaktion entstehen. Diese flhrt zur Freisetzung
zahlreicher kdrpereigener Zytotoxine, wie Oxidantien und proteolytische Enzyme. Zusétzlich
zu entzindungsbedingten Schaden tragen auch zytotoxische Bestandteile von
S. pneumoniae, wie Pneumolysin oder Wasserstoffperoxid, zur Gewebsverletzung bei
(Koedel et al., 2010).

Es gibt Hinweise darauf, dass Pneumokokken, die diesen Virulenzfaktor besitzen,
zudem leichter die Blut-Hirn-Schranke Gberwinden und so Zutritt zum Liquorraum
erhalten. Pneumolysin-defiziente Stdmme waren in vitro nicht in der Lage,
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Endothelzell-Barrieren zu durchdringen (Zysk et al., 2001). Auch im Mausmodell
zeigten Pneumolysin-negative Mutanten einen abgeschwéachten Verlauf der
Meningitis (Wellmer et al., 2002; Hirst et al., 2008; Hoegen et al., 2011; Reiss et al.,
2011). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sowohl kérpereigene als auch
bakterielle Toxine zu den typischen neuropathologischen Veranderungen der
Pneumokokkenmeningitis  wie  Hirnédem, Hydrozephalus und zerebrale

GefaBkomplikationen beitragen.

1.3.4 Circulus vitiosus pathophysiologischer Verdnderungen

Durch die in der Entziindung freiwerdenden Proteasen und Oxidantien entstehen
endotheliale Zellschaden. Diese flhren zu einem Zusammenbruch der
zerebrovaskularen Autoregulation, der Reaktivitdt der zerebralen GefaBe auf CO,
und der Integritdt der Blut-Hirn-Schranke (Abb. 2). Durch den Verlust der
Autoregulation kann die Hirnperfusion bei Blutdruckschwankungen nicht mehr
konstant gehalten werden. Es kann also beim Anstieg des Blutdrucks zu einem
Anstieg der Hirndurchblutung und folglich des intrakraniellen Drucks, bei einem Abfall
des Blutdrucks zu Minderperfusionen kommen (Paulson et al., 1974). Durch frei
werdende Sauren, wie Lactat oder Pyruvat, steigen die Protonenkonzentrationen an,
was wiederum eine Vasodilatation und damit eine Zunahme des zerebralen
Blutflusses auslésen kann (Jones et al., 1989). Durch die Zerstérung der Blut-Hirn-
Schranke kénnen Plasmabestandteile in zerebrales Gewebe eindringen und dort ein
vasogenes Odem auslésen (Kempski, 2001). Durch zytotoxische Substanzen von
Erreger und Wirt kommt es zum Verlust der Zell-Homdostase und einer Zunahme
intrazellularer Fliissigkeit. Daraus resultieren zytotoxische Odeme (Braun et al.,
2001). SchlieBlich kénnen auch interstitielle Odeme entstehen, die auf einer
Zunahme des Liquorvolumens beruhen. Durch die entziindeten Arachnoidalzotten
kann der Liquor nur noch eingeschréankt oder gar nicht mehr resorbiert werden
(Scheld et al., 1980). All diese Mechanismen fihren zur Zunahme des intrakraniellen
Druckes und halten die pathophysiologischen Veranderungen in einer Art
»leufelskreis“ aufrecht. Durch den erhdhten Druck kann es zu zerebralen
Einklemmungen oder aber auch zur Minderperfusion des Gehirns bis hin zum
Schlaganfall kommen (Koedel et al., 2002).
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Abbildung 2: Circulus vitiosus der Meningitis

Eitrige Meningitis > Metabolische le
————————> Storungen
L 4
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v N
v Zerebrale
Vaskulitis Einklemmung
L
Zerebrale
Ischamie

Legende: Mechanismen der Entstehung zerebraler Sekundarschaden bei der bakteriellen
Meningitis. CBV: cerebrales Blutvolumen; ICP: intrakranieller Druck (auf der Grundlage von
Pfister, 1989)

1.4 Rolle endogener Alarmsignale

In den letzten Jahren wurde in neurowissenschaftlichen Studien zunehmend deutlich,
dass Entziindungsreaktionen an zerebralen Schadigungen im Rahmen nicht-
infektidser Erkrankungen beteiligt sind. Als Ausléser dieser nicht-infektidsen
Entzindungsreaktionen werden sogenannte endogene Alarmsignale, im englischen
Sprachgebrauch auch als damage associated molecular patterns (DAMPS)
bezeichnet, angesehen (Bianchi, 2007; Chan et al., 2012). Endogene Alarmsignale
werden aus geschadigtem Gewebe freigesetzt und besitzen pro-inflammatorische
Aktivitat. Uberdies kdnnen diese Molekiile auch von Makrophagen und Granulozyten
aktiv ,sezerniert® werden. Dies geschieht beispielsweise nach Kontakt mit
Entzindungsstimulatoren wie Lipopolysaccharide oder Zytokine (TNF-a, IL-1p,
Interferon-y) (Voganatsi et al., 2001; Ryckman et al., 2003; Dumitriu et al., 2005). Zur
Gruppe der DAMPs gehéren verschiedene Molekile, wie z.B. Hitzeschockproteine,
Harnsaurekristalle, HMGB-1 (high mobility group protein B1) oder auch S100A8 und
S100A9 (Basu et al., 2000; Ishii et al., 2001; Ni et al., 2002; Shi et al., 2003; Foell et

al., 2007).
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1.5 Mégliche Rolle von S100A8/A9 in der Immunpathogenese der

Pneumokokkenmeningitis

In den letzten Jahren haufen sich die Hinweise, dass Proteine aus der S100-Familie,
zu denen S100A8 (Myeloid-related Protein 8 (MRP 8), auch bekannt als Calgranulin
A) und S100A9 (MRP 14, Calgranulin B) gehéren, als endogene Alarmsignale wirken
kénnen (Chan et al., 2012). S100A8 und S100A9 sind kleine, Kalzium-bindende
Proteine, die konstitutiv und in groBen Mengen in Neutrophilen und in geringeren

Mengen in Monozyten exprimiert werden (Edgeworth et al., 1991).

1.6 Nomenklatur der S100-Proteine

S100-Proteine bilden die gréBte Subgruppe in der Superfamilie der EF-Hand
Proteine. Sie besitzen zwei kalziumbindende EF-Hand-Motive. EF-Hand Proteine
binden Kalzium Uber ein Helix-Loop-Helix-Motiv. Der Name ,EF-Hand“ wurde
erstmals 1973 formuliert, um das kalziumbindende Motiv von Parvalbumin graphisch
zu beschreiben (Kretsinger und Nockolds, 1973; Lewit-Bentley und Rety, 2000).
Diese Struktur erinnert an eine greifende Hand, woraus der Name dieser Proteine
entstand. Durch die Bindung an Kalzium andert sich die Konformation des Proteins
und damit auch seine Funktion. Namensgeber fir S100 ist die 100%ige Ldslichkeit in
Ammoniumsulfatiésung (100% soluble = S100) (Foell et al., 2004). Erste Mitglieder

dieser groBen Familie wurden vor mehr als 40 Jahren in Rinderhirnen entdeckt.

1.7 Stammbaum der S100-Proteine

Bis heute sind mehr als 20 Vertreter dieser Proteine beschrieben worden. S100-
Proteine sind kleine, saure Proteine mit einer GréBe von 10-14 kDa. Viele von ihnen
zeigen ein Zell- und Gewebe-spezifisches Expressionsmuster, was auf eine hohe
Spezifitat hindeutet. AuBerdem formen sie Homo-, Hetero- und sogar Oligomere, was
zu ihrer funktionellen Diversitat beitrdagt (Marenholz et al., 2004). Bisher konnten
S100-Proteine nur in Wirbeltieren gefunden werden, daher scheint es im Vergleich zu
anderen Vertretern wie Troponin C oder Calmodulin eine phylogenetisch junge
Gruppe der EF-Hand Proteine zu sein. Trotz ihrer phylogenetisch kurzen Geschichte
ist die Diversitat der S100-Familie als gréBte Subgruppe unter den EF-Hand
Proteinen schnell gewachsen. Eine Ahnlichkeit von 22% bis 57% in ihren Sequenzen
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deutet darauf hin, dass sie sich wahrend ihrer Evolution hoch spezialisieren konnten
(Marenholz et al., 2004). Phylogenetische Stammbaume von S100-Proteinen aus
Mensch, Maus und Ratte lassen erkennen, dass es vier groBe Untergruppen in
Saugetieren gibt (Abb. 3). Jede dieser Gruppen koénnte sich durch multiple
Genduplikationen aus einem gemeinsamen Vorlauferprotein entwickelt haben. Die
erste Untergruppe besteht aus S100B, S100A1, S100P und S100Z. S100A2,
S100A3, S100A4, S100A5 und S100A6 bilden die zweite Gruppe. Die berechneten
phylogenetischen Abstéande zwischen den Mitgliedern dieser Gruppe sind am
geringsten. Das deutet darauf hin, dass sie evolutionar gesehen am jlingsten sind.
Die dritte Gruppe beinhaltet S1T00A8, S100A9 und S100A12. Diese Proteine befinden
sich hauptsachlich im Intrazellularraum. Unter bestimmten pathologischen
Bedingungen, wie z.B. im Verlauf einer Arthritis, kommen sie allerdings auch in
hohen Konzentrationen im Extrazellularraum vor (Frosch et al., 2000; Foell et al.,
2004). Dort scheinen sie als chemotaktische Moleklle und Mediatoren pro-
inflammatorischer Signale zu fungieren. Die vierte Untergruppe ist aufgrund ihrer
phylogenetischen Distanz facettenreicher als die anderen drei. Sie umfasst die
Proteine S100A13, S100A14 und S100A16. Einige S100-Proteine kdénnen noch
keiner Untergruppe zugeordnet werden. Hierzu gehért beispielsweise S100A7 oder
auch Calbindin 3 (Marenholz et al., 2004).
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Abbildung 3: Phylogenetischer Stammbaum humaner S100-Proteine

s100Z
S100P
S100A1
S100B
S100A10
S100A11
S100A2
S100A3
S100A6
510044
S100A5
S100A7
CalbD9K
S100A8
S100A9
S100A12
S100A16
S100A13
S100A14

Legende (enthommen aus Marenholz et al., 2004): Es werden keine relativen Abstande
zwischen den einzelnen Proteinen gezeigt. Der Stammbaum teilt sich in vier groBe Aste auf,
die sich wiederum in verwandte S100-Proteine aufteilen.

1.8 Funktionen von S100-Proteinen

S100-Proteine nehmen viele verschiedene Funktionen wahr. Sie sind beispielsweise
am Zellwachstum, der Zelldifferenzierung, Zellzyklus-Regulation, Transkription und
Sekretion beteiligt. Die vielfaltigen biologischen Aktivitaten erreichen sie dadurch,
dass sie Uber verschiedene lonen-bindende Doméanen verfligen, in unterschiedlichen
Zellkompartimenten und im Extrazelluldarraum vorkommen und miteinander
interagieren kénnen. Hervorzuheben sind besonders drei Proteine, die eng mit der
angeborenen Immunabwehr verbunden sind: S100A8 (Calgranulin A, MRP 8),
S100A9 (Calgranulin B, MRP 14) und S100A12 (Calgranulin C, extrazellulares RAGE
bindendes Protein, EN-RAGE). S100A8 und S100A9 existieren als Homodimere und
kénnen Heterodimere wie S100A8/A9 (Calprotectin genannt) formen, die die
biologisch relevanten Formen dieser Proteine - zumindest beim Menschen -
darzustellen scheinen (Ehrchen et al., 2009). Als intrazellulare Ca?*-bindende
Molekiile spielen sie eine Rolle bei der Zellmigration und dem Stoffwechsel des
Zytoskeletts. Sobald sie in den Extrazellularraum freigesetzt werden (bei Zellschaden
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oder Aktivierung von Phagozyten), werden sie zu Alarmsignalen, die Immunzellen
und das vaskuldre Endothel aktivieren kénnen (Foell et al., 2007). Die Expression
dieser drei Vertreter der S100-Proteine kann im entzindeten Gewebe signifikant
hochreguliert werden (Odink et al., 1987; Zwadlo et al., 1988; Foell et al., 2004; Foell
et al., 2004; Foell und Roth, 2004). Ferner wurde eine enge Korrelation zwischen der
Serum-Konzentration von S100A8/A9 und dem Ausmal3 von Entziindungsreaktionen
bei der HIV-Infektion, mykobakteriellen Infektionskrankheiten, chronisch
entziindlichen Prozessen und Malignomen beobachtet (Lugering et al.,, 1995;
Strasser et al., 1997; Pechkovsky et al., 2000; Kleinegger et al., 2001; Foell et al.,
2004).

1.8.1 Intrazellulare Funktionen

Intrazellulares S100A8/A9 scheint unter anderem die [i] Reifung und Funktion von
Knochenmarkszellen und die [ii] Organisation des Zytoskeletts zu beeinflussen,
sowie [iii] wachstumshemmende Wirkung auf Mikroorganismen zu haben (Nacken et
al., 2003). Im Folgenden werden die drei Aspekte genauer beleuchtet.

S100-Proteine sind in der Lage, die Ca?-Homdostase aufrechtzuerhalten (Abb. 4)
und die Aktivitdt verschiedener Enzyme zu regulieren. S100A8/A9 moduliert
beispielsweise die Aktivitdt der Kaseinkinasen 1 und 2, zweier Enzyme, die
Topoisomerase 1 und RNA-Polymerase 2 phosphorylieren und somit die
Genexpression regulieren. Dies spricht fiir eine mégliche Rolle von S100A8/A9 bei
der Regulierung von Reifung und Funktion von Knochenmarkszellen. Die Expression
von S100A8 und S100A9 in Monozyten tritt in friihen Stadien der Differenzierung auf
(Lagasse und Clerc, 1988), jedoch nicht in gewebsstandigen Makrophagen (Zwadlo
et al., 1988). Zwadlo et al. (1988) konnten zeigen, dass Monozyten in vitro in den
ersten drei Tagen ihrer Ausdifferenzierung in zunehmendem MafB S100A8/A9
freisetzen. Ab dem vierten Tag nimmt die Freisetzung kontinuierlich ab. S100A8/A9
scheint also nur in bestimmten, frihen Differenzierungsstadien von Monozyten und
Makrophagen freigesetzt zu werden (Donato, 2001).

AuBerdem wirken S100-Proteine an der Organisation des Zytoskeletts mit (Donato,
2001). Sie modulieren Ca**-abhéngig die Interaktionen der Hauptkomponenten des
Zytoskeletts (Mikrotubuli, Intermediarfilamente und Mikrofilamente) mit Membranen.
S100A8, S100A9 und S100A12 translozieren in die Plasmamembran und in
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Intermediarfilamente aus Vimentin in Monozyten und Granulozyten (Lemarchand et
al., 1992; Roth et al., 1993) und in Intermediarfilamente aus Keratin in Epithelzellen
(Goebeler et al., 1995), sobald die zytosolische Calciumkonzentration steigt. Die
Phosphorylierung von S100A9 und S100A12 flhrt sowohl zur vermehrten
Translokation der Proteine als auch zur erhdhten Ca®*-Bindungsaffinitat dieser
Proteine. Die Verlagerung von S100A8 in Membranen und ins Zytoskelett erfordert
die vorherige Komplexbildung mit S100A9 (Roth et al., 1993; van den Bos et al.,
1996). Die Translokation dieser S100-Proteine kdnnte in Zusammenhang stehen mit
der Rolle von Plasmamembranen und dem Zytoskelett bei der Migration,
Chemotaxis, Degranulation und Phagozytose. All diese Vorgadnge sind
charakteristisch fur aktivierte Granulozyten und Monozyten. Die Aktivierung der
Proteinkinase C in Monozyten resultiert ebenso in einer Translokation von
S100A8/A9 in Mikrotubuli (Rammes et al., 1997; Donato, 2001).

Zusammengefasst gibt es immer mehr Hinweise darauf, dass S100-Proteine Ca?*-
sensitive Proteine sind, die eine Rolle bei der Ca®**-abhdngigen Regulierung von
Proteinphosporylierung,  Enzymaktivitdten,  Organisation des  Zytoskeletts,
Zellproliferation und -differenzierung spielen (Donato, 2001) (Abb. 5).

Abbildung 4: Ca**-abhangige Funktion von S100-Proteinen

@)
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Legende: S100-Proteine kénnen als Sensoren fir intrazelluldare Calcium-Spiegel innerhalb
der Zelle agieren und durch Ca**-abhéngige Bindung an ein Zielprotein dessen biologische
Aktivitat steuern. AuBerdem werden einige S100-Proteine durch ein Ca®* -Signal freigesetzt.
Extrazellular kénnen S100-Proteine bei Vorhandensein hoher Konzentrationen an Ca* und
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Zn** Polymere formen und beispielsweise an den

Rezeptor flr fortgeschrittene

Glykierungsendprodukte RAGE binden (modifiziert nach Marenholz et al., 2004).

Abbildung 5: Intrazellulare Wirkung von S100-Proteinen
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Legende: Schematische Darstellung der intrazellularen Aufgaben von S100-Proteinen
(modifiziert nach Donato, 2001).

1.8.2 Extrazelluldre Funktionen

Proteine wie S100A8 und S100A9 kénnen in den Extrazelluldrraum freigesetzt
werden (Marenholz et al., 2004). Extrazellulares S100A8/A9 kann an diverse
Zelloberflachenproteine wie Heparinsulfat-Proteoglykan oder carboxylierte Glykane
auf Endothelzellen binden (Srikrishna et al., 2001; Robinson et al., 2002). Als weitere
Bindungspartner gelten der Mustererkennungsrezeptor (PRR) toll-like Rezeptor
(TLR) 4 und der Rezeptor flur fortgeschrittene Glykierungsendprodukte (RAGE) auf
Immunzellen (Hofmann et al., 1999; Vogl et al., 2007; Boyd et al., 2008; Bjork et al.,
2009). Das Zusammenspiel von S100A8/A9 mit PRRs wie TLR4 kann zur Aktivierung
des Transkriptionsfaktors Nuklearfaktor NF-kB fiihren, was die Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine auslést (Vogl et al., 2007; Riva et al., 2012). In vitro wird
auch eine chemotaktische Wirkung von S100A8/A9 auf Neutrophile (Devery et al.,
1994; Ryckman et al.,, 2003) und die Stimulation der Neutrophilen-Adhéasion
und -Migration beschrieben (Newton und Hogg, 1998; Vogl et al., 2004). AuBerdem
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ist ST00A8/A9 wohl dazu in der Lage, die Degranulation neutrophiler Granulozyten
zu induzieren (Simard et al., 2010), zur Aktivierung der NADPH-Oxidase beizutragen
(Kerkhoff et al., 2005) und die antimikrobielle Wirkung von neutrophilen Granuloyzten
durch Verbesserung der Phagozytosefahigkeit zu erhéhen (Simard et al., 2011).
S100-Proteine kénnen auch Zink- und Kupferionen binden. Es konnte gezeigt
werden, dass die Candida-statischen Effekte von S100A8/A9-Proteinen auf ihren
Zink-bindenden Eigenschaften beruhen (Steinbakk et al., 1990; Clohessy und
Golden, 1995; Sohnle et al., 2000). In vitro zeigt ST00A8/A9 wachstumshemmende
Wirkung auf eine groBe Anzahl an Mikroorganismen. Da das Heterodimer Zink mit
hoher Affinitdt bindet, féllt die freie Konzentration dieses Metalls und steht
Mikroorganismen somit nicht mehr zur Verflgung, was die wachstumshemmende
Wirkung erklart (Sohnle et al., 2000).

Darlber hinaus zeigten in vitro Studien aber auch, dass S100A9 die pro-
inflammatorische Aktivitdt von Makrophagen nach Phagozytose apoptotischer
Neutrophiler unterdriicken (De Lorenzo et al., 2010) und den oxidativen Stoffwechsel
neutrophiler Granuloyzten hemmen kann (Sroussi et al., 2010).

Folglich scheint S100A8, S100A9 und S100A8/A9 offensichtlich pro- und anti-
entzindliche Eigenschaften zu besitzen. Die Art der Wirkung scheint von der
Konzentration, der Struktur und der Lokalisation des Proteins sowie von den
beteiligten Zellarten abzuhangen. Auf Letzteres weist eine klrzlich durchgeflhrte
Studie (Averill et al., 2011) hin, die unterschiedliche Effekte von S100A8/A9 auf
verschiedene Knochenmarkszellen demonstrierte. So zeigte S100A8/A9 pro-
inflammatorische Effekte auf Neutrophile, hatte keinen nachweisbaren Einfluss auf
Makrophagen und wirkte sogar anti-inflammatorisch auf dendritische Zellen (Averill et
al., 2011). Abgesehen von seinen immunmodulatorischen Eigenschaften kann
extrazellulares S100A8/A9 zum Verlust endothelialer Zell-Zell-Kontakte flhren. Des
Weiteren kann es eine verstarkte endotheliale Permeabilitdit und einen durch
Nekrose oder Apoptose ausgel6stem endothelialen Zelltod bedingen (Viemann et al.,
2005; Viemann et al., 2007). Zur Apoptose kommt es auch in verschiedenen anderen
Zellen unterschiedlicher Herkunft als Reaktion auf hohe Konzentrationen von
freigesetztem S100A8/A9 (Ghavami et al., 2010).
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1.9 Freisetzung von S100-Proteinen

S100A8/A9 scheint sowohl passiv als auch aktiv in den Extrazellularraum zu
gelangen (Abb. 6). Die passive Freisetzung erfolgt aus nekrotischen Zellen. Auch aus
fir Neutrophile beschriebene extrazellularen Netzen (NETs) kann S100A8/A9
freigesetzt werden (Urban et al., 2009).

Bei der aktiven Freisetzung wird S100A8/A9 von aktivierten Monozyten und
Granulozyten als Reaktion auf einen Kontakt mit mikrobiellen Komponenten und pro-
inflammatorischen Zytokinen freigesetzt (Rammes et al., 1997). Diese Freisetzung
wird durch den Kontakt von Phagozyten mit entzindetem Endothel geférdert (Frosch
et al., 2000). Im Detail ist dieser Freisetzungsmechanismus von S100A8/A9 noch
nicht geklart. Bekannt ist, dass die Freisetzung des S100A8/A9-Protein- Komplexes
aus aktivierten Monozyten nach Aktivierung der Proteinkinase C Uber einen
Sekretionsweg erfolgt, der ein intaktes mikrotubuldres Netzwerk erfordert (Rammes
et al., 1997). Dieser Sekretionsweg scheint sich jedoch von der nicht-klassischen
Sekretion zu unterscheiden. Durch elektronenmikroskopische Analysen fand man
heraus, dass im Zytosol weder S100A8/A9-haltige Endosomen noch entsprechende
Vesikel gefunden werden kénnen (Edgeworth et al., 1991). Die Freisetzung von
S100A8/A9 scheint also Vesikel-unabhangig zu erfolgen. Dartber hinaus scheint die
Freisetzung von S100A8/A9 keine Zelloberflachenexpression dieser Proteine zu
bendtigen. Daher ware es moglich, dass Oberflachenexpression und Sekretion des
S100A8/A9-Heterodimers zwei verschiedene, voneinander unabhangige Signalwege
darstellen (Nacken et al., 2003). In der folgenden Abbildung (Abb. 6) sind beide
Freisetzungsmechanismen und die wesentlichen Funktionen von extrazellularem

S100A8/A9 zusammengefasst dargestellt.
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Abbildung 6: Freisetzungsmechanismen und Funktionen von extrazellularem
S100A8/A9

Infektion

Zellmigration
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S100A8/A9 ——
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passive Freisetzung

Zelltod ‘ \ .

Phagozytose

Legende: S100A8/A9 kann sowohl passiv aus nekrotischen Zellen als auch aktiv sezerniert
werden. Extrazelluldres S100A8/A9 tragt unter anderem zur Zellmigration, Aktivierung von
Immunzellen mit konsekutiver Freisetzung von Zytokinen sowie zur Phagozytose bei.

1.10 Beteiligung von S100-Proteinen bei Erkrankungen auBerhalb des ZNS

S100A8/A9-Proteine spielen bei einer Reihe von Erkrankungen eine wichtige Rolle.
Hierzu gehdrt beispielsweise die Reaktive Arthritis, bei der aktivierte Phagozyten die
entzindlich verénderte Synovia infiltrieren und S100A8/A9 freisetzen (Odink et al.,
1987; Zwadlo et al., 1988). In der Synovialflissigkeit des entziindeten Gelenkes
findet sich S100A8/A9 in sehr hohen Konzentrationen; aber auch im Serum dieser
Patienten sind erhéhte S100A8/A9-Spiegel nachzuweisen (Berntzen et al., 1991;
Frosch et al., 2000; Kane et al., 2003). In mehreren klinischen Studien bei Patienten
mit rheumatoider Arthritis oder Psoriasis-Arthritis konnte eine auBerordentlich gute
Korrelation zwischen der S100A8/A9-Serumkonzentration und dem AusmalB der
arthritischen Veranderungen gezeigt werden. Diese soll sogar der Aussagekraft des
C-reaktiven Proteins und der Erythrozyten-Sedimentationsrate Uberlegen sein (Brun
et al., 1994; Kane et al.,, 2003; Foell et al., 2007). Auch bei der juvenilen
idiopathischen Arthritis (JIA) lassen sich in Serum und Synovialflissigkeit erhéhte
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Werte an S100A8/A9 messen, die in Langzeitstudien bei Kindern gut mit der
Krankheitsaktivitat korrelierten (Berntzen et al., 1991; Frosch et al., 2000; Foell et al.,
2004). Bei Kindern mit systemischem Beginn der JIA waren die Serumkonzentration
von Phagozyten-spezifischen S100-Proteinen 20-fach hdher als bei Patienten, die an
einer Sepsis oder anderen entziindlichen Erkrankungen litten (Frosch et al., 2003;
Waulffraat et al., 2003; Foell et al., 2004). Darlber hinaus wurde eine vermehrte
Expression dieser Proteine in Makrophagen von Patienten mit systemischen
Autoimmunerkrankungen wie Dermatomyositis oder Polymyositis beobachtet. Im
Verlauf entziindlicher Myopathien scheint S1T00A8/A9 zur Destruktion von Myozyten
beizutragen, indem es die Proliferation und Differenzierung von Myoblasten hemmt
und durch die Aktivierung von Caspase-3 deren Apoptose induziert (Seeliger et al.,
2003).

In Fdzes von Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen gemessene
Konzentrationen an S100A8/A9 sind in Kombination mit dem S100A8/A9-
Serumspiegel hilfreich in der Verlaufsbeobachtung von chronischen Erkrankungen
wie Colitis ulcerosa oder Morbus Crohn, da erhbéhte Messwerte auf lokale
Entzindungsherde hinweisen, die in klinischen Untersuchungen nicht detektiert
werden konnten (Limburg et al., 2000; Thjodleifsson et al., 2003). Es wird vermutet,
dass diese Proteine sogar als prospektive Biomarker fir das Outcome dieser
Patienten dienen kdnnten (Foell et al., 2003; Kane et al., 2003; Foell et al., 2004).
Auch bei anderen chronischen Erkrankungen wie Mukoviszidose oder der Kawasaki-
Vaskulitis kann eine erhdhte Konzentration von S100A8/A9 im Serum schon
geringste Entziindungsaktivitaten anzeigen, die bisher von anderen klinischen Tests
nicht detektiert werden kénnen (Frosch et al., 2000; Foell et al., 2003). Weitere
Erkrankungen, bei denen S100-Proteine eine Rolle zu spielen scheinen, sind
Atherosklerose oder Diabetes mellitus Typ 1 und 2. S100A8 und S100A9 kénnen
sowohl in Mausen als auch in Menschen in atherosklerotischen Plaques gefunden
werden (Eue et al., 2000; McCormick et al., 2005; lonita et al., 2009). Im Blut von
Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 wird die Expression inflammatorischer Gene
(S100A8 und S100A9) hochreguliert (Jin et al., 2013). Auch im Muskelgewebe von
Mausen mit gestdrter Glukosetoleranz bzw. Diabetes mellitus Typ 2 konnte eine
erhéhte Expression von S100A9 gemessen werden (Ortega et al., 2013).

S100A8/A9 scheint Uberdies durch vermehrtes Rekrutieren und Aktivieren von
Neutrophilen und Monozyten in den Arterienwédnden die Atherogenese zu
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beschleunigen (Schiopu und Cotoi, 2013). Weitere Hinweise flr die Beteiligung von
S100A8/A9 bei entzindlichen Erkrankungen konnten anhand von in vivo
Experimenten an S100A9-defizienten M&usen gewonnen werden. In der Maus flhrt
die gezielte Deletion des S100A9-Gens sowohl zu einem Verlust von S100A9 als
auch S100A8. Ursachlich hierflr durfte ein schnellerer Abbau von S100A8 in
Abwesenheit seines Bindungspartners S100A9 sein (Hobbs et al., 2003; Manitz et
al., 2003). In einem Mausmodell der abdominellen Sepsis ging die S100A9-Defizienz
mit einem verminderten bakteriellen Wachstum und einer geringer ausgepragten
systemischen Entziindungsreaktion einher. Dies war mit einer signifikant reduzierten
Sterblichkeit im Vergleich zu Wildtyp (WT) - Mausen assoziiert (Vogl et al., 2007; van
Zoelen et al., 2009). Ferner zeigten S100A9-defiziente Mause eine abgeschwachte
Infiltration neutrophiler Granulozyten im Modell der akuten Pankreatitis, in
verschiedenen Modellen von vaskularen L&sionen und wahrend der Wundheilung
(Vogl et al., 2004; Schnekenburger et al., 2008; Croce et al., 2009). Des Weiteren
verhinderte die Vorbehandlung von Mausen mit anti-S100A8- und anti-S100A9-
Antikérpern in einem Mausmodell der Pneumokokkenpneumonie die Rekrutierung
neutrophiler Granuloyzten in die Alveolen (nicht jedoch ins Lungengewebe), ohne
dabei die Chemokin-Konzentrationen zu mindern (Raquil et al., 2008). Im Gegensatz
dazu hatte die S100A9-Defizienz keinen Einfluss auf die Rekrutierung von
Granulozyten ins Ohr nach Injektion von IL-8 (Manitz et al., 2003), ins Peritoneum
nach Thioglycolat-Applikation (Manitz et al., 2003) sowie in die Lunge bei einer
experimentellen Klebsiellenpneumonie (Achouiti et al., 2012). Ebenso waren
neutralisierende Antikérper gegen S100A8 und S100A9 nahezu unwirksam bei der
Verhinderung einer durch LPS induzierten Lungenentziindung in der Maus
(Bozinovski et al., 2005). Die Behandlung mit S100A8/A9 unterdrickte sogar eine
akute Leberentziindung nach LPS-Injektion durch die Hemmung der Aktivitat pro-
inflammatorischer Zytokine (lkemoto et al., 2007). Zusammenfassend lasst sich
sagen, dass S100A8/A9 sehr vielfaltig zu agieren scheint. Je nach Tiermodell und
Erkrankung zeigt es sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Eigenschaften.
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2. Zielsetzung

Die massive, oft protrahierte Immunreaktion gilt heute als zentraler kausaler Faktor
fir die Schadigung neuronalen Gewebes bei der Pneumokokkenmeningitis.
Immunologische Untersuchungen der letzten Jahre haben demonstriert, dass bei
Gewebeschaden verschiedene endogene Alarmsignale, wie beispielsweise
S100A8/A9, freigesetzt werden, die eine akute Entziindungsreaktion auslésen bzw.
verstarken kénnen. Die Freisetzung endogener Alarmsignale in Folge Meningitis-
assoziierter Gewebeschaden kdnnte zur Perpetuierung und Verstarkung der
meningealen Entziindungsreaktion (und folglich auch der Gewebeschadigung)
beitragen (Abb. 7).

Abbildung 7: Mogliche Rolle von S100A8/A9 in der Pneumokokkenmeningitis
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Legende: Die Infektion des Liquorraums mit Streptococcus pneumoniae fihrt zur Produktion
von Lockstoffen, die die Einwanderung neutrophiler Granulozyten in den Liquorraum
initiieren.  Aktivierte Neutrophile schadigen koérpereigene Zellen und agieren als
Schlusselzellen bei der Pneumokokkenmeningitis. Da S100A8/A9 die am haufigsten
vorkommenden Proteine im Zytoplasma Neutrophiler sind, vermuteten wir eine wichtige
Regulierungsfunktion von S100A8/A9 in der Immunpathogenese der
Pneumokokkenmeningitis.
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Der thematische Schwerpunkt dieser Dissertationsarbeit lag auf der
Charakterisierung der Funktion des endogenen Alarmsignals S100A8/A9 in der
Immunregulation und  Neuropathologie der Pneumokokkenmeningitis. Die
Untersuchungen wurden in einem etablierten Mausmodell der Meningitis
durchgefihrt, in dem die beim Menschen beobachteten entzindlichen und
neuropathologischen Veranderungen nachvollzogen werden kénnen. Im Einzelnen
wurden folgende Untersuchungen durchgefihrt:
[i] Charakterisierung der Freisetzung von S100A8/A9 im Krankheitsverlauf der
Pneumokokkenmeningitis
[ii] Analyse der funktionellen Bedeutung von S100A8/A9 bei der Regulation der
Entzindungsreaktion und der Entstehung Meningitis-assoziierter
intrakranieller Komplikationen
[iii] Identifizierung von Mechanismen, die der biologischen Funktion von
S100A8/A9 bei der Pneumokokkenmeningitis zugrunde liegen, sowie
[iv] Uberpriifung, ob S100A8/A9 einen méglichen Angriffspunkt fiir eine adjuvante

Behandlung dieser Erkrankung darstellt.
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3. Material und Methoden

3.1 Genehmigung der Regierung von Oberbayern

Diese Arbeit wurde in strenger Ubereinstimmung mit den Richtlinien des Leitfadens
fir die Pflege und Nutzung von Labortieren (Institute of Laboratory Animal
Resources, National Research Council, USA) und dem Deutschen Tierschutzgesetz
durchgefuhrt. Das Tierversuchsvorhaben wurde von der Tierschutzkommission der
Regierung von Oberbayern genehmigt (Genehmigungsnummer: 55.2-1-54-2531-31-
09).

3.2 Tiermodell der Pneumokokkenmeningitis

In dieser Arbeit wurde ein gut etabliertes Mausmodell der Pneumokokkenmeningitis
verwendet (Klein et al., 2006; Koedel et al., 2009). Ausgewachsene mannliche
C57BL6/n Mause wurden gewogen und ihre Koérpertemperatur wurde gemessen.
Daraufhin wurden sie klinisch untersucht und ein Score erhoben, auf den unter Punkt
3.2.2.1 genauer eingegangen wird. Nach der klinischen Evaluation wurden die
Mause unter eine Sterilbank verbracht und die Meningitis mittels intrazisternaler
Injektion von 20 pl 107 Kolonien-bildender Einheiten (KBE)/ml S. pneumoniae Typ 2
induziert (D39 Stamm, dankenswerterweise von Herrn Prof. Sven Hammerschmidt,
Abteilung Genetik der Mikroorganismen, Ernst-Moritz-Arndt-Universitat, Greifswald,
zur Verfagung gestellt) (Abb. 8). Daflr erhielten die Tiere eine Kurzzeitnarkose mit
Isofluran (Abbott GmbH & Co.KG, Wiesbaden, Deutschland). Den Kontrollen wurden
20 pl phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS) intrazisternal injiziert. Zeigten die
Mause nach dem Abklingen der Narkose eine klinische Hirnstammsymptomatik
(Schwéche einer/ mehrerer Extremitaten, Drehen um die eigene Achse), wurden sie
umgehend euthanasiert. Tiere, die nach der Injektion keinerlei Auffalligkeiten zeigten,
wurden in ihren Kafigen belassen und mit ausreichend Futter und Wasser versorgt.
Heizdecken, auf denen die Kéfige platziert wurden, dienten der Konstanthaltung der
Kérpertemperatur. Alle Tiere, die langer als 24 Stunden nach Infektion beobachtet
wurden, erhielten eine antibiotische Therapie mit Ceftriaxon (MIP Pharma, Polen),
die 24 Stunden nach Infektion begann. Am Ende jedes Experiments wurden die Tiere
erneut gewogen, der klinische Score erhoben und ihre Kérpertemperatur gemessen.

Daraufhin wurden die Tiere mit Ketamin (100 mg/kg Korpergewicht)/Xylazin
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(10 mg/kg Kérpergewicht; Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg, Deutschland, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) intraperitoneal narkotisiert. In
regelmaBigen Abstanden wurde die Narkosetiefe durch Setzen von Schmerzreizen
kontrolliert und bei Bedarf wurde Ketamin/Xylazin nachinjiziert. Der Kopf der
narkotisierten Maus wurde nun in einem stereotaktischen Rahmen fixiert. Im
Anschluss wurde die Schéadelkalotte frei prapariert. Am Ubergang vom Os
interparietale zum Os occipitale wurde in Verlangerung der Sutura sagittalis mittels
einer Handbohrmaschine ein kleines Bohrloch angelegt.

Durch dieses wurde ein Katheter bestehend aus einer Stahlkantle und einem 1 cm
langem Polyethylenschlauch (mit einem Innendurchmesser von 0,58 mm und einem
AuBendurchmesser von 0,98 mm) in die Zisterna magna eingefihrt. Es wurden
Liquorproben zur Bestimmung der Leukozytenzahl und der Konzentration von
S100A8/A9 gewonnen und anschlieBend der intrakranielle Druck (ICP) gemessen.
Dazu wurde erneut ein Katheter eingebracht, mit Histoacryl (Aesculap, Tuttlingen,
Deutschland) fixiert und die entnommene Menge Liquor mit PBS ersetzt. Eineinhalb
Minuten nach der PBS-Gabe wurde der intrakranielle Druck mittels Druckwandler
ermittelt. Nach Applikation einer Uberdosis an Narkosemitteln wurde der Thorax der
Maus eréffnet, das Herz freiprapariert und 1 ml Blut aus dem rechten Ventrikel
entnommen. AnschlieBend wurde ein Plastikschlauch transkardial in die Aorta
ascendens gelegt und die Leber aufgeschnitten, um das Gehirn mit 15 ml eiskaltem
PBS, das 10 U/ml Heparin (ratiopharm, Ulm, Deutschland) enthielt, transkardial zu
perfundieren. Im Anschluss wurden die Hirne entnommen, das Kleinhirn fir die
Bestimmung der bakteriellen Titer verwendet (siehe unter 3.2.2.7) und das GroBhirn
umgehend tiefgefroren (- 80°C).

Abbildung 8: Mausmodell der Pneumokokkenmeningitis

S.pneumoniae
@ Parameter
f 24h
> * klinischer Status

<Q{Q * zerebrale Entziindung
—ﬂ" <QL ih» « Hirnpathologien
@ Ceftriaxon

Legende: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus des Mausmodells der
Pneumokokkenmeningitis und anschlieBende Untersuchungen.
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3.2.1 Versuchsgruppen

Um das Freisetzungsmuster von S100A8/A9 in der murinen
Pneumokokkenmeningitis zu untersuchen, entnahmen wir zur Analyse Liquor- und
Serumproben von C57BL6/n Mausen (WT-Mause, Charles River GmbH, Sulzfeld,
Deutschland) vor, sechs, 18, 24 und 48 Stunden nach der Pneumokokken-Infektion
(D39 Stamm; n =4 in jeder Gruppe) (Tabelle 1.1). Um eine mdégliche Quelle von
S100A8/A9 zu identifizieren, erfolgte in einer weiteren Versuchsreihe eine
Neutrophilen-Depletion durch intraperitoneale Gabe von 250 pg anti-GR1-
Antikérpern (RB6-8C5 Klon, BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) (Koedel et
al., 2009) (Tabelle 1.2). Vierundzwanzig Stunden spater wurden die Mause mit
S. pneumoniae infiziert und mit infizierten WT-Mausen verglichen, die anstelle des
anti-GR1-Antikdrpers einen Isotyp-Kontrollantikérper (BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland) in gleicher Dosierung erhalten hatten (n =5 in jeder Gruppe). In der
Folge flhrten wir immunhistochemische Untersuchungen an Hirnschnitten von
infizierten C57BL6/n-Mausen (jeweils n = 4) und S100A9-defizienten Tieren (jeweils
n=2) durch, deren Hirne jeweils 24 und 48 Stunden nach Infektion fir
Formalinfixierung und Paraffineinbettung entnommen wurden (Tabelle 1.3).
Zuséatzlich wurden WT-Mause anstelle mit dem D39-Wildtyp-Stamm mit einem
isogenen Pneumolysin-defizienten D39APLY Stamm infiziert, (n = 5 in jeder Gruppe),
um Aufschluss Uber die Rolle des bakteriellen Zytotoxins Pneumolysin bei der
Freisetzung von S100A8/A9 zu erhalten (Tabelle 1.4).

Um die Rolle von S100A8/A9 in der Entwicklung der Meningitis aufzuklaren, wurden
S100A9-defiziente M&use, die 10-fach auf den genetischen C57BL6/n-Hintergrund
rickgekreuzt worden waren, mit S. pneumoniae infiziert und nach 24 Stunden
evaluiert (Tabelle 1.5). Als positive Kontrollgruppe dienten infizierte C57BL6/n-WT-
Mause (n =9 in jeder Gruppe). Als Negativ-Kontrollen wurden C57BL6/n-WT-Mause
verwendet, denen anstelle von S. pneumoniae PBS in die Zisterna magna injiziert
wurde (n=4). Um Einsichten in die Funktion von S100A8/A9 im weiteren
Krankheitsverlauf einer Pneumokokkenmeningitis zu bekommen, wurden S100A9-
defiziente Tiere 24 Stunden nach der Infektion intraperitoneal mit 100 mg/kg
Kérpergewicht Ceftriaxon behandelt und vierundzwanzig Stunden spater (d.h. 48
Stunden nach der Infektion) untersucht (Tabelle 1.6). Die Antibiotikabehandlung
sollte die Mause vor einer fulminanten Infektion mit tédlichem Ausgang vor Ablauf der
48 Stunden schiltzen. Infizierte, Ceftriaxon-behandelte WT Ma&use dienten als
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Vergleichsgruppe (n =10 in jeder Gruppe), wohingegen PBS-injizierte Mause als
Negativkontrolle fungierten (n=4). In einer weiteren Versuchsserie sollte geklart
werden, ob extrazelluldres S100A8/A9 fir die beobachteten Effekte der S100A9-
Gendefizienz im fortgeschrittenen Krankheitsstadium einer Meningitis verantwortlich
zu machen ist. Dazu wurde S100A9-defizienten M&ausen zunéachst 25 ul von 400
ug/ml gereinigtem S100A8 oder S100A9 (von unserem Kooperationspartner Herrn
PD Dr. Thomas Vogl vom Institut fir Immunologie der Westfélische Wilhelms-
Universitat in Mdinster hergestellt) oder die identische Menge des jeweiligen
hitzeinaktivierten Proteins in die Zisterna magna injiziert (Tabelle 1.7). Eine Stunde
spater wurden die Mause infiziert, weitere 24 Stunden spéater mit Ceftriaxon
behandelt und schlieBlich 48 Stunden nach der Infektion untersucht (n =6 in jeder
Gruppe). In einer weiteren Versuchsreihe wurde Uberprift, ob S100A8, S100A9 oder
S100A8/A9 per se eine Liquorpleozytose induzieren kénnen. Hierfir wurde
gereinigtes S100A8 (in ausgewahlten Versuchen auch gereinigtes S100A9 und
S100A8/A9; 20 ul von 50 pg Protein/ml) in die Zisterna magna von Wildtyp-, RAGE™”
und TLR2-TLR4-doppelt-defizienten Mausen injiziert (Tabelle 1.8). Sechs Stunden
spater wurden die Leukozytenzahl und CXCL-2-Konzentrationen im Liquor bestimmt
(n=4 in jeder Gruppe). Als Kontrollgruppe dienten Mause, die PBS oder
hitzeinaktivierte rekombinante Proteine erhielten (n =4 in jeder Gruppe). In einer
abschlieBenden Versuchsserie untersuchten wir die therapeutische Wirkung des
Quinolin-3-Carboxamids Paquinimod, das uns freundlicherweise von Herrn Prof. Dr.
Tomas Leanderson (Immunologische Arbeitsgruppe, Universitat Lund, Schweden)
zur Verfligung gestellt worden war. Paquinimod gilt als S100A9-Antagonist (Bjork et
al., 2009). In dieser Versuchsreihe wurden WT-Mause mit 100 mg/kg Kérpergewicht
Ceftriaxon in Kombination mit 10 mg/kg Paquinimod (ABR-215757; n = 9) oder dem
entsprechendem Vehikel (PBS mit 25% Dimethylsulfoxid (DMSO; n = 9) behandelt
(Tabelle 1.9).
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Tabelle 1: Versuchsgruppen

1.1 Freisetzungsmuster im Zeitverlauf

Tiere Infektion Wirkstoff/Zeitpunkt | Untersuchungszeitpunkt Anzahl
S.pneumoniae vor, 6, 18, 48 h nach | n=4 pro
C57BL6/n | - _
i.c. Infektion Gruppe
1.2 Quelle von S100A8/A9 (Neutrophilen-Depletion)
Tiere Infektion Wirkstoff/Zeitpunkt | Untersuchungszeitpunkt Anzahl
_ 250 ug anti-GR1-
S.pneumoniae _ _
C57BL6/n | AK'i.p./ 24h vor 24 h nach Infektion n=5
i.C.
Infektion
, 250 pg Isotyp-
S.pneumoniae
C57BL6/n | Kontroll-AK i.p./ 24 h nach Infektion n=5
i.c.

24h vor Infektion

1.3 Immunhistochemischer Nachweis von S100A8/A9

Tiere Infektion Wirkstoff/Zeitpunkt | Untersuchungszeitpunkt | Anzahl
S100A9” | S.pneumoniae
. _ - 24 h nach Infektion n=4
i.c.
S100A9" | S.pneumoniae | Ceftriaxon i.p./24h
48 h nach Infektion n=2
* i.c. nach Infektion
S.pneumoniae )
C57BL6/n | - 24 h nach Infektion n=4
i.c.
S.pneumoniae | Ceftriaxon i.p./24h _
C57BL6/n | . 48 h nach Infektion n=2
i.C. nach Infektion
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1.4 Rolle von Pneumolysin

Tiere Infektion Wirkstoff/Zeitpunkt | Untersuchungszeitpunkt Anzahl
S.pneumoniae
C57BL6/n - 24 h nach Infektion n=5
APLY i.c.
S.pneumoniae )
C57BL6/n | - 24 h nach Infektion n=5
I.C.

1.5 Rolle von S100A8/A9 in der Entwicklung der Meningitis

Tiere Infektion Wirkstoff/Zeitpunkt | Untersuchungszeitpunkt | Anzahl
S.pneumoniae ,
S100A9-/-* | - 24 h nach Infektion n=9
i.c.
C57BL6/n, _
- S.pneumoniae .
positive _ - 24 h nach Infektion n=9
i.c.
Kontrollgruppe
C57BL6/n,
negative PBS i.c. - 24 h nach Infektion n=4
Kontrollgruppe
1.6 Funktion von S100A8/A9 im weiteren Krankheitsverlauf (48 h-Versuche)
Tiere Infektion Wirkstoff/Zeitpunkt | Untersuchungszeitpunkt | Anzahl
9 S.pneumoniae | Ceftriaxon i.p./24h .
S100A9™ | . 48 h nach Infektion n=10
i.C. nach Infektion
S.pneumoniae | Ceftriaxon i.p./24h .
C57BL6/n 48 h nach Infektion n=10
i.c. nach Infektion
C57BL6/n,
negative PBS i.c. - 48 h nach Infektion n=4
Kontrollgruppe
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1.7 Funktion von extrazellularem S100A8/A9

_ . . _ Untersuchungs-
Tiere Infektion Wirkstoff/Zeitpunkt . Anzahl
zeitpunkt
10 ug Ceftriaxon
S100A9" | S.pneumoniae | S100A8 i.p./ 24h _
48 h nach Infektion n==6
* I.C. i.c./1th vor | nach
Infektion Infektion
10 ug Ceftriaxon
S100A9" | S.pneumoniae | S100A9 i.p./ 24h _
48 h nach Infektion n==6
* I.C. i.c./ 1Thvor | nach
Infektion Infektion
10 ug HI- | Ceftriaxon
S100A9" | S.pneumoniae | S100A8 i.p./ 24h _
48 h nach Infektion n==6
* I.C. i.c./ Thvor | nach
Infektion Infektion
10 ug HI- | Ceftriaxon
S100A9" | S.pneumoniae | S100A9 i.p./ 24h _
48 h nach Infektion n==6
* i.C. i.c./ 1Thvor | nach
Infektion Infektion
1.8 Rolle von S100A8/A9 bei der Liquorpleozytose
Tiere Infektion Wirkstoff/Zeitpunkt | Untersuchungszeitpunkt | Anzahl
S.pneumoniae _ _
C57BL6/n | 1 ug S100A8i.c. | 6 h nach Wirkstoffgabe n=4
i.c.
" S.pneumoniae _ _
RAGE "™ | 1 ug S100A8 i.c. | 6 h nach Wirkstoffgabe n=4
i.c.
TLR2"- | S.pneumoniae _ _
" _ 1 ug S100A8i.c. | 6 h nach Wirkstoffgabe n=4
TLR4™ i.c.
S.pneumoniae . _ n =4 pro
C57BL6/n | HI-Proteine/PBS | 6 h nach Wirkstoffgabe
i.c. Gruppe
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1.9 Wirkung des S100A9-Antagonisten Paquinimod

Tiere Infektion Wirkstoff/Zeitpunkt | Untersuchungszeitpunkt | Anzahl

Ceftriaxon +
, 10mg/kg
S.pneumoniae o .
C57BL6/n | Paquinimod 48h nach Infektion n=9
i.C.

i.p./24h nach

Infektion

, Ceftriaxon +
S.pneumoniae o .
C57BL6/n | Vehikel i.p./24h 48h nach Infektion n=9
i.C.
nach Infektion

Legende: * Der genetische Hintergrund dieser Mause ist ebenfalls C57BL6/n.

3.2.2 Versuchsablauf

3.2.2.1 Klinische Beurteilung der Mause

Der klinische Score setzte sich aus folgenden Parametern zusammen: [i] ,Beam
Balancing“-Test, [ii] ,Postural Reflex“-Test, [iii] Beurteilung der Vigilanz und [iv] des
Fellstatus. Uberdies wurde in regelméBigen Abstanden die Kérpertemperatur und
das Kérpergewicht gemessen, ein ,Open Field Test” durchgefihrt, und die Mause auf
das Vorhandensein von Belastungszeichen untersucht (letzteres umfasste die
Beurteilung des Fellstatus, des Augenstatus, der Koérperstellung, der
Atembewegungen, der Vigilanz und der Gewichtsabnahme sowie des Auftretens
epileptischer Anfalle). Gesunde Tiere wiesen einen Scorewert von null Punkten auf;
elf Punkte erhielten Tiere mit einer terminalen Krankheitssymptomatik, die umgehend

euthanasiert werden mussten.

3.2.2.1.1 Beam Balancing Test

Bei diesem Test (abgeleitet von Feeney et al., 1982) wurde die Maus auf drei
Holzstabe unterschiedlichen Durchmessers (13,5 mm, 9 mm, 4,5 mm) gesetzt.
Konnte sie auf dem Stab mit kleinstem Durchmesser laufen, erhielt sie einen
Scorewert von 0 Punkten. Hielt sie sich mindestens 15 s darauf, wurde der Scorewert
1 vergeben. Der héchste Scorewert von 6 Punkten wurde einer Maus zugewiesen,
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wenn sie sich weniger als 15 s auf dem Stab mit dem gréBten Durchmesser halten
konnte.

3.2.2.1.2 Postural Reflex Test

Bei diesem Test (abgeleitet von Bedersen et al., 1986) wurde die Maus am Schwanz
leicht angehoben und die Kdrperhaltung der Maus begutachtet. Extendierte die Maus
alle vier Extremitaten symmetrisch, erhielt sie 0 Scorepunkte. Bog die Maus den
Rumpf in eine Richtung ab, drehte sie sich um die eigene Kérperachse, oder zeigte

sie keinerlei Kérperbewegung, dann wurden ihr 1, 2 oder 3 Scorepunkte zugeteilt.

3.2.2.1.3 Beurteilung von Fellstatus und Vigilanz

Der Fellstatus wurde anhand der Kategorien ,normal“ (Scorewert 0) bzw. ,struppig®,
.glanzlos® oder ,verschmutzt“ (Scorewert 1) beurteilt. Die Vigilanz der infizierten Tiere
wurde in die Grade ,wach“ (0 Pkt.), ,lethargisch® oder ,somnolent® (1 Pkt.) und
.komatds“ (keine Reaktion bei Auslésen des Schwanzreflexes, 6 Pkt.) eingeteilt.

3.2.2.1.4 Ermittlung der Kérpertemperatur

Die Kérpertemperatur der Maus wurde mit einer digitalen rektalen Temperatursonde
(GTH1160 Digitalthermometer, Greisinger electronic GmbH, Regenstauf;
Sondendurchmesser 1,5 mm), die mit Vaseline bestrichen wurde, gemessen.

3.2.2.1.5 Open Field Test

Um die motorische Aktivitat der Maus zu beurteilen, wurde sie zentral in eine Box mit
den MaBen 42 x 42 x 20 cm gesetzt (abgeleitet von Gould TD et al., 2009). Die
Grundflache ist in neun 14 x 14 cm groBBe Felder unterteilt. Zwei Minuten lang wurde
die Anzahl der Felder gezahlt, die die Maus durchquerte.

3.2.2.1.6 Erfassung mdglicher Belastungszeichen

Die  Erfassung  moglicher  Belastungszeichen  erfolgte  anhand  eines
Beurteilungsbogens, der folgende Parameter beinhaltete:

- Fellstatus: normal = 0 Scorepunkte (Pkt.); struppig, ungepflegt, schmutzig = 1 Pkt.

- Augenstatus: normal = 0 Pkt.; verklebt = 1 Pkt.; eingesunken = 3 Pkt.

- Kérperstellung: normal = 0 Pkt.; gekrimmt = 1 Pkt.; Seitenlage = 3 Pkt.

- Atembewegungen: normal = 0 Pkt.; leicht verstarkt = 1 Pkt.; deutlich verstarkt und
verlangsamt = 3 Pkt.

Christina Wache, 2015 29



- Motorische Anfélle: keine = 0 Pkt.; kurzzeitige Anfélle = 1 Pkt.; Status epilepticus
(Anfallsdauer > 5 min) = 6 Pkt.

- Vigilanz: normal = 0 Pkt.; somnolent = 1 Pkt.; komatds (keine Reaktion auf
Schwanz- und Zwischenzehenreflex) = 6 Pkt.

- Gewichtsabnahme: < 10% des Kdérpergewichts (KG) = 0 Pkt.; 10 — 15% des KG = 1
Pkt.; 15,1-20% des KG = 3 Pkt.; > 20% des KG = 6 Pkit.

In Abhangigkeit von den erhobenen Scorewerten wurde die klinische Uberwachung
entweder intensiviert oder das Experiment abgebrochen (bei 6 Scorepunkien des

Beurteilungsbogens).

3.2.2.2 Liquor- und Blutzellzahlbestimmung

Leukozytenzahlen im Liquor und im Blut wurden mit Hilfe von Fuchs-Rosenthal- und
Neubauerzahlkammern (Assistent, Sondheim/Rhén, Deutschland) bestimmt. Dazu
wurden 2 pl Liquor mit 18 pl Turk’scher Losung bzw. 20 pl Blut mit 180 ul Tark’scher
Lésung (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) versetzt. Mit dieser Suspension
wurde die jeweilige Zahlkammer beflllt und die Zellen wurden unter einem
Lichtmikroskop (Nikon GmbH, Dusseldorf, Deutschland) bei 40facher VergréBerung
ausgezahlt. Die Zellzahl pro Mikroliter im Liquor berechnet sich wie folgt: Zellzahl
[n/ul] = Z x Verdinnungsfaktor (10) / Kammertiefe (0,2) (Z: ausgezéahlte Zellzahl in
der Kammer). Die Zellzahl pro Mikroliter im Blut berechnet sich wie folgt: Zellzahl
[n/pl] = Z x Verdinnungsfaktor (10) / Kammertiefe (0,1) (Z: ausgezéhlte Zellzahl in

der Kammer).

3.2.2.3 Herstellung von Liquor- und Blutproben

Entnommene Liquor- und Blutproben wurden 10 min bei 2000 Umdrehungen/min mit
einer Zentrifuge (5415C, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) zentrifugiert, danach die

Uberstande abpipettiert und anschlieBend bei -20°C eingefroren.

3.2.2.4 Bestimmungq der bakteriellen Titer in Blut und Hirn

Das Kleinhirn wurde separiert, in 1 ml PBS verbracht und 1-2 min mit Hilfe eines

Ultra-Turrax® (IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland) homogenisiert. Darauf
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wurden 100 pl Kleinhirnhomogenat 10°- und 10°fach verdiinnt auf Blutagarplatten
(BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) ausgestrichen. Ebenso wurden 10 ul Blut
in der Verdiinnung 1:10 und 1:1000 auf Agarplatten ausplattiert. Nach 24 Stunden im
Brutschrank bei 37°C unter 5%iger Kohlendioxidbegasung wurden die sichtbaren
bakteriellen Kolonien ausgezahlt und die Titer unter Berlcksichtigung der

Verdinnungsstufen pro Kleinhirn bzw. ml Blut errechnet.

3.2.3 Analyse der Integritat der Blut-Hirn-Schranke

Zur Bestimmung der Integritat der Blut-Hirn-Schranke wurde in Mausehirnhomogenat
mit Hilfe eines ELISAs (enzyme Ilinked immunosorbent assay) die
Albuminkonzentration ermittelt (Koedel et al., 2004). Das Serumalbumin ist ein
geeigneter Indikatorstoff, da es bei intakter Blut-Hirn-Schranke nicht in das Gehirn
gelangen kann. Fir die Bestimmung der Albuminkonzentration wurden zun&chst
MaxiSorb-Platten (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) mit einem polyklonalen
Antikérper aus der Ziege (Mouse Albumin ELISA Quantitation Set, Bethyl
Laboratories Inc., Montgomery, USA) beschichtet, der sich spezifisch gegen
Mausalbumin richtet. Dazu wurde eine Antikdrperldsung in Beschichtungspuffer (0,05
M Natriumcarbonat, pH 9,6) im Verhaltnis 1:100 verdinnt und pro Vertiefung 100 pl
dieser Lésung aufgetragen. AnschlieBend wurde die Platte 60 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde sie dreimal mit Waschpuffer (50 mM Tris,
0,14 M NacCl, 0,05% Tween 20, pH 8,0) gewaschen und fir 30 min mit 200 pl
Blockierungspuffer (50 mM Tris, 0,14 M NaCl, 1% bovines Serumalbumin [BSA], pH
8,0) inkubiert. AnschlieBend erfolgte wiederum ein dreimaliges Waschen mit
Waschpuffer. Die Hirnschnitte wurden 10 min in sogenanntem Lysepuffer (10 mM
HEPES, pH 7,9, 10 mM KCI, 1,5 mM MgCI2 und einer Proteaseinhibitorenmischung
aus Phenylmethylsulfonylfluorid, Aprotinin, Leupeptin und Pepstatin A) auf Eis
inkubiert, dann im Ultraschallbad homogeniert und darauf bei 14000
Umdrehungen/min 15 min lang bei 4°C zentrifugiert. Die Hirnlysate wurden
anschlieBend nach Bestimmung der Proteinkonzentrationen mit Hilfe einer Roti®-
Nanoquant-Lésung (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) auf eine
einheitliche Proteinmenge von 0,5 pug/100ul eingestellt. Dann wurden jeweils 100ul
Hirnhomogenat in jede Vertiefung der Platte gegeben und fir eine Stunde bei

Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin erfolgte flnfmaliges Waschen mit dem
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Waschpuffer. AnschlieBend wurde das gebundene Albumin mittels eines
polyklonalen Peroxidase-konjugierten Antikérpers gegen Mausalbumin aus der Ziege
(Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, USA) detektiert. Dafir wurde die
Antikérperlésung in Probenkonjugatpuffer (50 mM Tris, 0,14 M NaCl, 1 % BSA,
0,05% Tween 20, pH 8,0) im Verhaltnis 1:10000 verdinnt und 100 pl dieser Lésung
in jede Vertiefung der Platte gegeben und fir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Im Anschluss wurde die Platte erneut finf Mal mit Waschpuffer gewaschen, je 100pl
Enzymsubstratreagenz (R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland) in jede Vertiefung
pipettiert und die Platte nochmals fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
kolorimetrische Reaktion wurde durch Zusatz von 100 pl 0,18 M Schwefelsédure
gestoppt und in der Folge die Absorption bei 450 nm bei einer Referenzwellenlange
von 620 nm gemessen. Mit unterschiedlichen Albuminkonzentrationen wurde eine
Eichkurve erstellt. Unter Berlcksichtigung der eingesetzten Proteinmenge in den
Proben lie3 sich die Konzentration von Albumin/ug Protein anhand der Eichkurve

errechnen.

3.2.4 Bestimmung des Ventrikelvolumens und Quantifizierung der

zerebralen Einblutungen

Das tiefgefrorene Mausehirn wurde mit Hilfe eines Kryomikrotoms (Leica Instruments
GmbH, Nussloch, Deutschland) bei -20°C nach einem definierten Protokoll
geschnitten. In diesem Schnittverfahren entstanden Hirnschnitte unterschiedlicher
Dicke fur ELISA-Untersuchungen zur Bestimmung des Albumingehalts, der CXCL-2-
Konzentrationen (30 um-Schnitte) und fir histologische Untersuchungen (10 pm-
Schnitte). Fir die Bestimmung des Ventrikelvolumens und die Quantifizierung der
Einblutungen wurden beginnend bei den anterioren Anteilen der Seitenventrikel in
Abstanden von jeweils 300 um insgesamt neun Schnittflachen fotografiert und
digitalisiert. Die GrdéBe des Gehirns und der Ventrikel wurde mit Hilfe der
Bildauswertungssoftware Image Tool for Windows 3.0 (UTHSCSA, San Antonio,
USA) bestimmt und deren Volumina entsprechend V = X Hirn- bzw. Ventrikelflache x
0,3 mm berechnet. AuBerdem wurde die Anzahl der Blutungen gezahlt und die

Gesamtflache der Blutungen ermittelt.
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3.2.5 Nachweis von apoptotischem Zelltod

Apoptotische Zellen wurden mit Hilfe eines kommerziellen histochemischen in situ
Testverfahrens in Hirnschnitten infizierter Mause nachgewiesen, dem sogenannten
Klenow-FrageL™ DNA fragmentation detection kit (Calbiochem, Darmstadt,
Deutschland). Das Klenow-Fragment ist ein aus Escherichia coli extrahiertes
Proteinfragment der DNA-Polymerase 1, das nach enzymatischer Spaltung mit
Subtilisin entsteht und modifizierte Nukleotide in DNA einbauen kann (Klenow und
Henningsen, 1970). Dabei binden Klenow-Fragmente zunachst an exponierte Enden
fragmentierter DNA und katalysieren die Bindung Biotin-markierter Deoxynukleotide
an diese DNA-Endstlicke. Die biotinylierten Nukleotide werden anschlieBend mit
einem an Meerrettichperoxidase gekoppelten Streptavidin-Konjugat detektiert. Die
Reaktion der markierten Probe mit Diaminobenzidin erzeugt ein unlésliches braunes
Substrat in Zellen, die eine fragmentierte DNA aufweisen. Die gefarbten Hirnschnitte
wurden mit Hilfe einer Digitalkamera, die an einen PC angeschlossen war, bei 35-
facher VergréBerung fotografiert. Im Anschluss wurden die Anzahl der FragELT-
positiven Zellen im ventrikularen Infiltrat und Hippocampus mit Hilfe der oben
genannten Bildverarbeitungssoftware ermittelt und als Anzahl FragEL™-positiver
Zellen pro 100 infiltrierter Leukozyten beziehungsweise pro Hirnschnitt dargestellt.

3.2.6 Immunhistochemischer Nachweis von S100A8/A9

Finf um dicke koronare paraffinierte Hirnschnitte, die die Seitenventrikel und
hippocampales Gewebe enthielten, wurden mit Maus-Antiserum aus dem Kaninchen
entweder spezifisch fir S100A8 oder S100A9 gefarbt (Roth et al., 1993). Dafir
wurden die Paraffinschnitte zweimal 10 min in Rotihistol entparaffiniert. AnschlieBend
wurde das Gewebe in einer absteigenden Alkoholreihe (je 2 min 100%, 96%, 80%,
70% Ethanol) rehydriert. Zur Demaskierung der Antigene wurden die Objekttrager in
Citratpuffer (0,1 M Zitronensaure und 0,1 M Natriumcitrat) fir 20 min inkubiert. Nach
der Hemmung endogener Peroxidase-Aktivitat mit 0,3% methanolischem
Wasserstoffperoxid und Blockade unspezifischer Bindungen mit 50%igem
Ziegenserum wurden die Hirnschnitte mit S100A8- oder S100A9-Antiserum (in einer
1:200 Verdinnung) Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Mit primarem Antikérper markierte
Zellen wurden anschlieBend mit biotinyliertem anti-Kaninchen IgG aus der Ziege

markiert (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA; Verdinnung von 1:200;
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Inkubation fir 60 min bei Raumtemperatur). Zur optischen, farbigen Darstellung der
S100A8- oder S100A9-positiven Zellen wurden die Hirnschnitte in der Folge mit
Meerrettichperoxidase-konjugiertem Streptavidin und 3,3-Diaminobenzidin inkubiert
(Vectastain ABC Kit, Vector Laboratories, Burlingame, USA). Nach Gegenfarbung mit
Mayers Hamatoxylinldésung wurden die Gewebeschnitte mit Hilfe eines Olympus
BX51 Mikroskops inspiziert und mit einer gekihlten Moticam 500 Digitalkamera
(Moticam, Deutschland), die mit einem PC verbunden war, Fotografien angefertigt.

3.2.7 Reinigung von S100A8, S100A9 und S100A8/A9

Gereinigtes S100A8, S100A9 und S100A8/A9 wurde uns freundlicherweise von
unserem Kooperationspartner Herr PD Dr. Thomas Vogl (Institut fir Immunologie,

Westfélische Wilhelms-Universitat Munster) zur Verfigung gestellt (Vogl et al., 2007).

3.2.8 Messung der CXCL-2- und S100A8/A9-Konzentrationen

Die CXCL-2-Konzentrationen in Hirnhomogenat wurden mit einem kommerziell
erhaltlichen ELISA (R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland) den
Anweisungen des Herstellers folgend bestimmt. Die Konzentrationen von S100A8/A9
wurden in Liquor- und Serumproben sowie in Zellkulturiberstanden von ER-Hoxb8-
Granulozyten und murinen Knochenmarksmakrophagen (BMDMs) mit Hilfe eines
Sandwich-ELISA am Institut unseres Kooperationspartner Herrn PD Dr. Vogl
gemessen (Vogl et al., 2007).

3.3 Zellkulturversuche

Alle Versuche mit Zellkulturen wurden unter einer Sterilbank durchgefiihrt. Die Zellen
wurden zwischen den einzelnen Bearbeitungsschritten in einem Brutschrank bei
37°C und 5%iger Kohlendioxidbegasung kultiviert. Zur Zellzahlbestimmung wurde
eine Neubauerzahlkammer verwendet. Tote Zellen lieBen sich mit Farbung durch
Trypan-Blau (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) identifizieren. Bei den
Zellkulturuntersuchungen  wurden  ER-Hoxb8-Granulozyten  sowie  murine
Knochenmarks-Granulozyten (BMN = bone marrow-derived neutrophils) und -

Makrophagen (BMDM = bone marrow-derived macrophages) verwendet.
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3.3.1 ER-Hoxb8-Granulozyten

3.3.1.1 Kultivierung der Vorlauferzellen

Die HoxB-Granulozyten wurden uns von Herrn Dr. Hans Hacker vom Institut fOr
Infektionskrankheiten am St. Jude Children's Research Hospital in Memphis, USA
zur Verfugung gestellt. Bei diesen Zellen handelt es sich um konditional mit
ER-Hoxb8 (estrogen-regulated Hoxb8) immortalisierte Progenitorzellen, die vorab
aus dem Knochenmark von C57BL6/n-Mausen gewonnen worden waren (Wang, G.
G., et al., 2006; Koedel, U., et al., 2009). Durch die Expression von ER-Hoxb8 wird
die Ausdifferenzierung der Knochenmarksvorlauferzellen (Blatt, C., et al., 1988;
Knoepfler, P. S., et al., 2001) verhindert. Um die Aktivitdt von ER-Hoxb8 exogen
beeinflussen zu kénnen, wurde das N-terminale Ende des Transkriptionsfaktor mit
der Ostrogen-bindenden Domane des Ostrogenrezeptors gekoppelt und somit eine
Ostrogenabhéngigkeit der ER-Hoxb8-Aktivitit erzielt (genaue Beschreibung
sicheWang et al., 2006). In anderen Worten: durch die Zugabe von 1 uM Ostrogen
zum Zellkulturmedium kdénnen die ER-Hoxb8-Zellen an der Ausdifferenzierung
gehindert werden und bleiben folglich vermehrungsfahig. Die ER-Hoxb8-
Vorlauferzellen wurden in 6-Well-Platten in Optimem-Medium kultiviert (Life
Technologies, Darmstadt, Deutschland), das 10% FCS, 30 uM B-Mercaptoethanol
(Sigma Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland), 100 IU/ml Penicillin G und 100 1U/ml
Streptomycinsulfat  (Biochrom, Berlin, Deutschland), 4% Uberstand aus
Stammzellfaktor-produzierenden CHO-Zellen (chinese hamster ovarian cells) und 1
uM Ostrogen (Sigma Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland) enthielt. Alle 48
Stunden wurden die Zellen gesplittet. Daflir wurden die Zellsuspensionen aus zwei
Wells in einem 50 ml Falcon-Réhrchen gesammelt, 10 min bei 900
Umdrehungen/min  zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet
anschlieBend in 2 ml Medium resuspendiert. Danach wurden 250 pul dieser
Zellsuspension in ein neues Well gegeben und mit 2,75 ml frischem Medium
gemischt. Vierundzwanzig Stunden nach dem Zellsplitting wurde der Inhalt eines
neuen Wells im Verhaltnis 1:1 auf zwei Wells aufgeteilt und zu jedem dieser Wells
1,5 ml frisches Medium hinzugegeben.
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3.3.1.2. Ausdifferenzierunq der Vorlauferzellen

Zur Ausdifferenzierung der ER-Hoxb8-Zellen mussten die Zellen in &stradiolfreies
Medium Uberflhrt werden. Dazu wurden die Vorlauferzellen zunéchst abzentrifugiert,
der Uberstand verworfen und das Pellet in 10 ml PBS mit 10% FCS resuspendiert.
Dieser Arbeitsschritt wurde einmal wiederholt und die Zellen daraufhin in 3 ml
Ausdifferenzierungsmedium (= Ostrogen-freies Kulturmedium) resuspendiert und die
Zelldichte mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Kammer ermittelt. Dazu wurden 20 pl der
Zellsuspension mit 80 pl Trypan-Blau-Losung gemischt; Trypan-Blau kann von toten
Zellen nicht aus dem Zytosol ausgeschleust werden, d.h. es reichert sich in toten
Zellen an und verfarbt diese blau bis dunkelblau. Unter einem Lichtmikroskop wurden
die Zellen bei 40-facher VergréBerung in einem GroBquadrat der Zahlkammer
gezahlt. Die Zellzahl pro Mikroliter berechnet sich wie folgt: Zellzahl [n/ul] = Z x
Verdinnungsfaktor (5) x Kammerfaktor (1,25) x 4 (Z = ausgezahlte Zellzahl in
Kammer; Faktor 4, da nur 4 statt 16 Quadrate ausgezahlt wurden). In Anschluss
wurde durch Zugabe von Ausdifferenzierungsmedium die Zellkonzentration im
Medium auf 1 x 10° (lebende, nicht blau gefarbte) Zellen/ml eingestellt und von
dieser Suspension jeweils 3 ml in die Wells einer 6 Well-Platte pipettiert. Nach 4-
tagiger Kultivierung im Ausdifferenzierungsmedium wurden die ER-Hoxb8-
Neutrophilen in ein Ausdifferenzierungsmedium ohne Antibiotika transferiert.

3.3.2 Murine Knochenmarks-Granulozyten

Zur Herstellung muriner Knochenmarks-Granulozyten wurden die Femores von
C57BL6/n-Mausen entnommen, an beiden Enden erdffnet und jeweils mit 5 ml PBS
gespult. Die so gewonnene Knochenmarkssupension wurde titriert und gréBere
verbliebene Gewebefragmente durch Filtrierung Uber ein 70 um-Sieb abgetrennt.
Das Filtrat wurde zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet zur Lyse
von Erythrozyten mit hypotoner NaCl-Lésung (0,2%) inkubiert. Im Anschluss wurde
die Zellsuspension Uber einen Gradienten aus Percoll (52%/64%/72%; verdinnt mit
1,5 M NaCl und Aqua dest.; Sigma Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland)
geschichtet. Nach 30-minltiger Zentrifugation bei 4°C und 1000 g konnten die
Neutrophilen aus der Grenzschicht zwischen 64%iger und 72%iger Percolllésung

gewonnen werden. AnschlieBend wurden diese Zellen mit PBS gewaschen und in
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einer Konzentration von 2 x 10° Zellen/ml in Optimem-Medium mit 0,5% Nutridoma-
SP Medium suspendiert.

Zur Uberpriifung der Reinheit der Zellpraparation wurden zwei Methoden eingesetzt:
der durchfluBzytometrische Nachweis GR1-positiver Zellen (deren Anteil war
regelhaft gréBer als 97%) und die morphologische Beurteilung der Zellpraparation.
Hierzu erfolgte die Fixation und Farbung der Zellen mit Hilfe eines Farbekits
(Hemacolor, Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland). Mit Hemacolor® wird ein
Farbeergebnis erzielt, das der Pappenheim Farbung entspricht. Dazu wurde der
Objekttrager mit dem Zellausstrich erst luftgetrocknet und anschlieBend 10 s in
Fixierlésung (Methanol) und je 20 s in Farbelésung 1 (Eosinlésung) und 2
(Thiazinldésung) gehalten. Die Farbung wurde im Anschluss mit destilliertem Wasser
gespult und getrocknet. Daraufhin erfolgte eine morphologische Beurteilung von 100
Zellen unter dem Lichtmikroskop (Anteil von Granulozyten > 95%).

3.3.3. Murine Knochenmarks-Makrophagen

Zur Gewinnung von Makrophagen (BMDM, aus WT-Mausen) wurden murine
Knochenmarkszellen aus dem Femur von WT-Mausen entnommen. Die Knochen
wurden mit eisgeklhlter PBS gespllt und die Zellsuspension durch ein 70 um-Sieb
filtriert. Die aufgefangenen Zellen wurden in Makrophagen-Medium (DMEM, 50 ng/ml
rM-CSF, 10% FCS, 10 mM HEPES, 10 mM L-Glutamin und 10 pg/ml
Penicillin/Streptomycin) resuspendiert und bei 5%iger Kohlendioxidbegasung und
37°C kultiviert. Vier Tage spater erfolgte ein Mediumwechsel. Nach weiteren drei
Tagen wurde das Medium abgenommen und durch 5 ml Accutase-Lésung (Sigma
Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland) ersetzt. Nach 10-mindtiger Inkubation bei
37°C im Brutschrank wurde die Zellsuspension in ein 50ml Falconréhrchen
transferiert und zentrifugiert. Daraufhin wurde das Zellpellet in 2 ml antibiotikafreiem
Makrophagenmedium resuspendiert und die Zellzahl wie unter Punkt 3.3.1.2
beschrieben bestimmt. AnschlieBend wurde eine definierte Zahl von Makrophagen
(200 000 Zellen pro Well) in Makrophagen-Medium ohne Penicillin/Streptomycin in
die einzelnen Vertiefungen einer 96-Well-Zellkulturplatte gegeben.
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3.3.4 Stimulation mit verschiedenen Streptococcus pneumoniae-Stammen

Vierundzwanzig Stunden nach Einbringen der Zellen in Antibiotika-freies Medium
wurden die ER-Hoxb8-Granulozyten in ein Falcon-Réhrchen transferiert, zentrifugiert,
nach Entfernen des Uberstands in 2 ml Stimulationsmedium (Optimem-Medium plus
30 mM Mercaptoethanol, 4% SCF und 1% Mausserum) resuspendiert und
anschlieBend gezéahlt. Im Anschluss wurde durch Verdinnen mit dem
Stimulationsmedium eine Suspension aus 2 Millionen Zellen pro ml Medium
hergestellt und jeweils 150 pl dieser Suspension in die einzelnen Vertiefungen einer
96-Well-Platte eingebracht. Fir die Stimulation wurden folgenden Bakterienstdmmen
verwendet: [i] ein S. pneumoniae D39-Wildtyp-Stamm, [ii] ein isogener Pneumolysin-
defizienten D39APLY-Stamm, sowie [iii] ein Pneumolysin-produzierender und [iv] ein
Pneumolysin-defizienter Serotyp 6a- und 6b-Stamm, die uns dankenswerterweise
von Herrn Prof. Dr. Sven Hammerschmidt (Institut fir Genetik und Funktionelle
Genomforschung, Ernst Moritz Arndt Universitat Greifswald) zur Verfigung gestellt
worden waren. Zwei, vier und acht Stunden nach der Stimulation wurden Uberstande
gewonnen, zentrifugiert und fir die Bestimmung von S100A8/A9 mittels ELISA bzw.
S100A8 und S100A9 mittels Western Blot bei -20°C eingefroren. AuBerdem fand zu
den jeweiligen Zeitpunkten eine Aktivitatsbestimmung der Lactatdehydrogenase, wie
unter Punkt 3.3.3 beschrieben, statt.

Die selektiven Hemmstoffen des klassischen ER-Golgi-Sekretionswegs und nicht-
klassischer Sekretionswege Brefeldin A und Demecolcin (Sigma Aldrich GmbH,
Steinheim, Deutschland) sowie deren Vehikel wurden den ausdifferenzierten
ER-Hoxb8-Granulozyten in einer Konzentration von jeweils 5 pg/ml vor Stimulation
mit Streptococcus pneumoniae Typ 2 (D39-Stamm, 6 Stunden lang) hinzugegeben.
Kontrollzellen (CON) wurden entweder mit Medium oder Streptococcus pneumoniae
Typ 2 inkubiert.

Die BMDMs wurden 24 Stunden nach Umsetzen in antibiotikafreies Makrophagen-
Medium mit folgenden Substanzen stimuliert bzw. behandelt: [i] S100A8, S100A9
und S100A8/A9, [ii] S100A8, S100A9, S100A8/A9 in Gegenwart eines anti-Maus
TLR4-Antikdrpers (1A6-Klon) oder dessen Isotyp-Kontrollantikbrpers (beide
Antikérper wurden uns freundlicherweise von Novimmune, Genf, Schweiz, zur
Verflgung gestellt), [ii] Pneumokokken (D39-Stamm), die vor Zugabe zu den
BMDMs 2 oder 20 Stunden lang mit Penicillin/Streptomycin behandelt (und dadurch
lysiert) worden waren, und [iv] Pneumokokken, die zuvor 20 Stunden lang mit
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Penicillin/Streptomycin inkubiert worden waren, in Kombination mit S100A8, S100A9
oder S100A8/A9. AuBerdem wurden die BMDMs mit aufsteigenden Konzentrationen
von unbehandelten Streptococcus pneumoniae inkubiert. Zwei, vier und acht
Stunden nach der Stimulation wurden Uberstéande gewonnen, zentrifugiert und fiir
die Bestimmung von CXCL-2 mittels ELISA und S100A9 mittels Western Blot
bei - 20°C eingefroren. Zusatzlich fand zu den jeweiligen Zeitpunkten eine
Aktivitatsbestimmung der Lactatdehydrogenase (LDH), wie unter Punkt 3.3.5
beschrieben, statt.

Die BMNs wurden entweder mit aufsteigenden Konzentrationen von Streptococcus
pneumoniae D39, der isogenen Pneumolysin-Mutante D39APLY oder mit Medium flr
die Dauer von 4 Stunden inkubiert. Am Versuchsende wurden im Zellkulturiiberstand
die Freisetzung von S100A9 mittels Western Blot und die Aktivitat der
Lactatdehydrogenase, wie unter Punkt 3.3.5 beschrieben, bestimmt.

3.3.5 Photometrische Bestimmung der Lactatdehydrogenase (LDH)

Die LDH ist ein ubiquitares zytoplasmatisches Enzym, das bei einer Schadigung der
Zellmembran (z.B. im Rahmen eines nekrotischen Zelluntergangs) in den
Extrazellularraum freigesetzt wird. Die LDH-Konzentration im Zellkulturiberstand
korreliert dabei mit dem AusmafB des Zelluntergangs. Die LDH katalysiert die
Oxidation von Lactat zu Pyruvat und reduziert gleichzeitig NAD+ zu NADH/H+. Im
verwendeten kolorimetrischen LDH-Nachweisverfahren reagiert NADH mit einer
spezifischen Substanz unter Bildung eines Farbstoffes, der ein Absorptionsmaximum
bei 450 nm aufweist (Biovision Lactate Dehydrogenase Activity Assay Kit, Biovision
Inc., Milpitas, California, USA). Die LDH-Konzentration wurde jeweils in
zentrifugierten Zellkulturiberstanden (S), in zentrifugierten Kontroll-Zelliberstanden
nach Lyse mit Triton X-100 (Positivkontrolle; PC) und in zellfreiem Kontrollmedium
(Negativkontrolle; NC) gemessen. Die Zytotoxizitdt wurde im Anschluss als
prozentualer Anteil der maximalen LDH-Freisetzung (nach physikalischer Zelllyse)
entsprechend folgender Formel berechnet: (S-NC/PC-NC) x 100.

3.3.6 Testverfahren zur Bestimmung der Himolyse

Die Produktion von Pneumolysin wurde, wie von Benton et al. (1997) beschrieben,

mit Hilfe eines Hamolyse-Assays gepruft. Dabei wurden je 100 pl eines Dithiothreitol-
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Puffers (10 mM Dithiotreitol, 0,1% bovines Serumalbumin in Phosphat-gepufferter
Kochsalzlésung, pH 7,4) in die Vertiefungen einer 96-Well-Platte (Nunc, Wiesbaden,
Deutschland) gegeben. Den Wells in der ersten Reihe der Platte wurden keine
Bakterien hinzugegeben. Einige Bakterienkolonien, die Uber Nacht auf Blutagar-
Platten gewachsen waren, wurden mit einer sterilen Impfése abgenommen und in 5
ml Medium aus Todd-Hewith Broth mit 0,5% Hefeextrakt (THY) eingebracht und
zentrifugiert. Das daraus entstandene Pneumokokken-Pellet wurde mit 400 pl
Lysepuffer (0,01% Natriumdodecylsulfat, 0,1% Natriumdeoxycholat, 0,015 M
Natriumcitrat) lysiert und bei 37°C fir 30 min inkubiert.

In die Reihen 2, 3 und 4 wurden je 50 ul des lysierten Pneumokokken-Pellets (hierflr
wurden die Stdmme D39, D39APLY, Serotyp 6byans und Serotyp 6bgpaque VErwendet)
hinzugeftgt und seriell im Verhéltnis 1:1, 1:2 und 1:4 verdiinnt. AnschlieBend wurden
in jede Vertiefung flnfzig Mikroliter von 2%igem Schafsblut pipettiert. Die Platte
wurde far 10 min bei 37°C inkubiert und danach fir weitere 10 min mit 1000
Umdrehungen/min zentrifugiert. Im Anschluss wurden die Wells auf Lyse des
Schafsbluts hin (Lysezeichen: aufgelostes Erythrozyten-Pellet, Rotfarbung und

Tribung der Pufferlésung) untersucht.

3.3.7 Western Blot-Analyse von S100A8 und S100A9

Zehn pl ZellkulturGberstand oder 3 pl Liquor (der mit 7 ul PBS versetzt wurde)
wurden 1:2 bzw. 1:6 in Probenpuffer (125 mM Tris-HCI, 4% SDS, 0,05%
Bromphenolblau, 20% Glycerol und 5% B-Mercaptoethanol) verdinnt und fir 10 min
in einer Mikrowelle auf 60°C erhitzt. Daraufhin wurden fiir die Elektrophorese jeweils
20 pl in die Taschen eines 4-12%igen NuPage Tris-Bis Gels (Life Technologies,
Darmstadt, Deutschland) gegeben und bei U =200 V und | = 110 mA 35 min lang in
einem Laufpuffer (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland; unter Zusatz von 950
ml Aqua dest.) aufgetrennt. Nach dem Transfer der Proteine auf eine
Polyvinylidenfluorid-Membran (Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland) mit Hilfe
eines Transferpuffers (50 ml Puffer, 100 ml Methanol und 850 ml Aqua dest., U = 30
V, 1 =170 mA, t = 60 min.) wurden die Proteine durch Trocknen bei 37°C im
Trockenschrank auf der Membran fixiert. AnschlieBend wurden sie bei 4°C flur 18
Stunden mit Kaninchen-Antiserum, das entweder gegen S100A8 oder S100A9
gerichtet war (Verdiinnung 1:1000 mit PBS-Tween und 0,5% Milchpulver), inkubiert.

Christina Wache, 2015 40



Dann wurden die Membranen 15 min in PBS-Tween gewaschen und mit einem
Peroxidase-konjugierten Antikérper gegen Kaninchen-lgG (Verdinnung 1:2000;
Sigma Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland) eine Stunde lang inkubiert. Daraufhin
folgte wiederum ein 15-minttiger Waschschritt. Primar gebundene Antikérper wurden
mit dem FemtoMax Chemilumineszenz-Substrat-Kit detektiert (Rockland Inc.,
Gilbertsville, USA). AnschlieBend wurden die Blots mit einem Doc-It® LS Bildanalyse-
System (UVP Inc., Upland, California, USA) visualisiert und digitalisiert.

3.4 Humane Liquorproben

Um die Freisetzung von S100A8/A9 wahrend der Erkrankung beim Menschen zu
bestatigen, analysierten wir Liquorproben von 20 erwachsenen Patienten mit Kultur-
positiver Pneumokokkenmeningitis sowie von zehn Alters- und Geschlechts-
abgestimmten Patienten mit nicht-entziindlichen neurologischen Erkrankungen (drei
mit Migrdne, zwei mit Kopfschmerzen anderer Atiologie und finf mit idiopathischer
Fazialisparese). Die Proben wurden mit Hilfe von ELISA und/oder Western Blot
untersucht. Bei allen Patienten wurde die Lumbalpunktion aus diagnostischen
Granden nach Aufklarung und Einverstandniserklarung durchgefiihrt. Die Nutzung
der Proben wurde von den Ethikkommissionen der Universitdten Mdnchen und
Kopenhagen (Proben von Patienten mit Pneumokokkenmeningitis unseres
Kooperationspartners Herrn Prof. Dr. Christian Ostergaard; Institut fir Klinische
Mikrobiologie, Universitatsklinikum Kopenhagen Hirvore, Ddnemark) genehmigt.

3.5 Statistische Analyse

Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse wurden die erhobenen Daten mittels
einseitiger Varianzanalyse (ANOVA, one way analysis of variance) und dem
Bonferroni Post Hoc-Test verglichen. Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikant
betrachtet. In den Abbildungen sind die Daten als Mittelwerte + Standardabweichung
(SDV) dargestellt.
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4. Ergebnisse

4.1 Untersuchungen zur Expression von S100A8/A9 bei der

Pneumokokkenmeningitis

4.1.1 S100A8/A9-Freisetzung in den Liquor wahrend der

Pneumokokkenmeningitis

Bis jetzt ist sehr wenig Uber die Freisetzung von S100A8/A9 bei ZNS-Erkrankungen
bekannt. Lediglich in Liquorproben von Patienten, die an einer Alzheimer-Erkrankung
litten, war bisher eine signifikante (wenn auch nur geringgradige) Erhéhung der
S100A8/A9-Konzentrationen im Vergleich zu Kontrollen beschrieben worden
(Kummer et al., 2012). In dieser Arbeit wurde mit Hilfe von ELISA-Untersuchungen
eine massive Freisetzung von S100A8/A9 in den Liquor von Patienten mit einer
Pneumokokkenmeningitis festgestellt (Abb.9 A). Bei zuséatzlichen Western Blot-
Analysen mit Antikérpern, die entweder gegen S100A8 oder S100A9 gerichtet
waren, zeigten sich in diesen Liquorproben deutliche Banden bei 8 kDa und 14 kDa,

die die monomere Form dieser Proteine kennzeichnen (Abb. 9 B, C).

Abbildung 9: Expression und Freisetzung von S100A8/A9 bei der

Pneumokokkenmeningitis
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Legende: A — C. S100A8/A9-Konzentrationen in Liquorproben von Patienten mit
Pneumokokkenmeningitis (PM) oder nicht-entziindlichen neurologischen Krankheiten
(NIND). A. Befunde der ELISA-Messung. B, C. Abbildung reprasentativer Western Blot-
Befunde. D, E. S100A8/A9-Konzentrationen in murinen Liquorproben. Wildtyp = C57BL6/n-
Mause. KO = S100A9-defizienten-Mause. D. Abbildung reprasentativer Western Blot-
Ergebnisse. E. Darstellung der ELISA-Resultate. * p < 0,05, verglichen mit Patienten mit
NIND mittels ungepaartem Student's-t-Test. # p < 0,05, verglichen mit Liquorproben, die vor
oder 6 Stunden nach Infektion gewonnen wurden, mittels einfacher Varianzanalyse (ANOVA)
und Bonferroni Post Hoc-Test.

AuBerdem waren Banden mit molekularen Massen zwischen 16 und 42 kDa sichtbar,
die mdglicherweise dimere oder trimere Homo- und/oder Heteromere von S100A8
und S100A9 reprasentieren. Ahnlich wie beim Menschen war S100A8/A9 sowohl bei
Western Blot- als auch bei ELISA-Untersuchungen in Liquorproben von Mausen mit

einer Pneumokokkenmeningitis nachweisbar (Abb. 9 D, E).
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Bemerkenswerterweise waren die Konzentrationen von S100A8/A9 in den
Liquorproben zu den Beobachtungszeitpunkten 18, 24 und 48 Stunden post
infectionem signifikant héher als zum Zeitpunkt 6 Stunden nach Infektion. Dieser
Befund kénnte ein Hinweis darauf sein, dass diese Proteine eher im fortgeschrittenen
als im frihen Krankheitsstadien von pathophysiologischer Bedeutung sind.

4.1.2 Zellulare Quellen von S100A8/A9 bei der Pneumokokkenmeningitis

Um einen Einblick in die zellularen Quellen von S100A8 und S100A9 bei der
Pneumokokkenmeningitis zu  bekommen, fihrten wir in der Folge
immunhistochemische Untersuchungen und Granulozyten-Depletionsversuche
durch. In den Abbildungen 10 A-H sind die wesentlichen Befunde der
immunhistochemischen Analysen dargestellt (Abb. 10 A - H): S100A9 lie3 sich im
gesunden Kontroll-Hirngewebe nicht anfarben. In infizierten Mausehirnen wurden
S100A9-positive Zellen vornehmlich im entzindlichen Infiltrat im
Subarachnoidalraum gefunden. In fortgeschrittenen Entziindungsstadien waren
S100A9-positive Zellen Uberdies in oberflachlichen kortikalen Schichten des Gehirns
detektierbar. Vermutlich handelt es sich bei den angefarbten Zellen um infiltrierte
Granulozyten (Abb.10 A-D). Immunfarbungen mit S100A8-Antikérpern zeigten
ahnliche Resultate wie Farbungen mit S100A9-Antikérpern (Abb. 10 E, G).

Abbildung 10: Immunhistochemische Farbungen muriner Hirnschnitte

Legende: Immunhistochemische Farbungen muriner Hirnschnitte mit S100A9-Antikdrpern:
nicht infizierte Kontrollmaus [A], WT-Maus 6 Stunden nach Infektion [B], 24 Stunden nach
Infektion [C] und 48 Stunden nach Infektion [D, E], sowie S100A9-defiziente Maus 48
Stunden nach Infektion [F]. Schwarze und schwarz-umrandete Pfeile deuten auf S100A9-
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positive Leukozyten im Subarachnoidalraum und im superfiziellen zerebralen Kortex.
Immunhistochemische Farbungen von Hirnschnitten mit S100A8-Antikérpern: WT-Maus [G]
und S100A9-defiziente Maus [H] 48 Stunden nach Induktion der Meningitis. Die Pfeilkdpfe
deuten auf S100A8-positive Zellen. Der MaBstabsbalken zeigt 100 pm.

Um Granulozyten als wichtige Quelle von S100A8/A9 zu verifizieren, depletierten wir
in einer weiteren Versuchsreihe durch eine Vorbehandlung mit anti-GR1-Antikérpern
Mause von Granulozyten. AnschlieBend bestimmten wir die S100A8/A9-
Konzentration in Liquorproben, die wir 24 Stunden nach der Krankheitsinduktion
gewonnen hatten. Die Granulozyten-Depletion resultierte in einer deutlichen
Reduktion der Granulozytenzahl in Blut (165 £+ 182 Zellen/ul, im Vergleich zu 2797 +
540 Zellen/ul im Blut von Isotyp-Kontrollmausen) und Liquor (1,149 + 469 Zellen/pl,
im Vergleich zu 11,872 +2,603 Zellen/ul im Liquor von Isotyp-Kontrollm&usen;
Reduktion von Uber 90%). Die Eliminierung von Granulozyten wurde von einer
signifikanten Reduktion der S100A8/A9-Konzentration im Liquor begleitet (9,1 £ 5,1
pg/ml im  Vergleich zu 51,0 +10,4 pg/ml in Isotyp-Kontrollmausen). Diese
Beobachtung unterstiitzte somit unsere histologischen Untersuchungsergebnisse.

4.2 S100A8/A9 wird Pneumolysin (PLY)-abhangig aus nekrotischen
neutrophilen Granulozyten freigesetzt

Zur weiteren Charakterisierung des Freisetzungsmechanismus von S100A8/A9
fOhrten wir zellkulturelle Untersuchungen durch. Dabei verwendeten wir in erster
Linie sogenannte ER-Hoxb8-Granuloyzten. Bei diesen Zellen handelt es sich um
murine Vorlauferzellen aus dem Knochenmark von C57BL6/n-Mausen, die mit einem
retroviralen Vektor transfiziert wurden, der neben der Ostrogen-bindenden Doméne
des Ostrogenrezeptors den Transkriptionsfaktor ER-Hoxb8 enthalt. Dadurch
exprimieren diese Zellen in Gegenwart von extrazellularem Ostrogen ER-Hoxb8, das
die Proliferation, nicht aber die Ausreifung von hamatopoetischen Vorlauferzellen
induziert (Wang et al., 2006). Wird den Zellen das Ostrogen entzogen, differenzieren
sie innerhalb weniger Tage zu Neutrophilen aus. In Voruntersuchungen konnten wir
zeigen, dass diese Zellen wahrend der Ausdifferenzierung zu Granulozyten
zunehmend S100A8 und S100A9 exprimieren (Abb. 11).
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Abbildung 11: Ausdifferenzierung von ER-Hoxb8-Granuloyzten aus ER-Hoxb8-
Progenitorzellen
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Legende: [A] Die Ausdifferenzierung der Progenitorzellen (links) wurde durch
Ostrogenentzug induziert. Nach 5-tagiger Kultivierung mit oder ohne Ostrogen wurden die
Zellen mit Giemsa-Farbung angefarbt, um ihre Kernmorphologie sichtbar zu machen. Man
beachte die typische Segmentierung der murinen neutrophilen Granulozyten (rechts). [B, C]
Die intrazellulare S100A8- und S100A9-Expression wurde mit Hilfe von Western Blot-
Untersuchungen von Zelllysaten wahrend des Ausdifferenzierungsprozesses gemessen. Als
Negativkontrollen dienten Lysate von S100A9-defizienten ER-Hoxb8-Zellen. Gereinigtes
S100A8/S100A9 (2 ng/Spur) diente als Positivkontrolle.

Die Stimulation mit 5 x 10" KBE/ml Pneumokokken (aber nicht mit 5 x 10° KBE/ml
oder 5 x 10° KBE/ml) fiihrte zu einer signifikanten Freisetzung von S100A8/A9 in den
Zellkulturiberstand (Abb. 12 A). Die Freisetzung von S100A8/A9 ging mit einem
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vermehrten Zelluntergang einher, was aus dem Anstieg der LDH-Konzentration in
den Zellkulturiberstdénden geschlossen werden kann (Abb. 12 B).

Abbildung 12: S100A8/A9-Freisetzung aus Neutrophilen wird durch
Pneumolysin-induzierten Zelltod geférdert
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Legende: Ausdifferenzierte murine ER-Hoxb8-Neutrophile wurden Pneumolysin (PLY)-
produzierenden (D39- und 6by.,s-Stamm) oder PLY-defizienten Streptococcus pneumoniae-
Stdmmen (isogene D39-Mutanzte D39APLY- und 6bgpaque-Stamm) ausgesetzt. ST100A8/A9-
Konzentrationen wurden mittels ELISA 4 Stunden nach Stimulation mit Pneumokokken in
den Zellkulturlberstdanden gemessen. Das Ausmaf3 des Zelltods wurde durch Bestimmung
der extrazellularen Laktatdehydrogenase-Menge (LDH) ermittelt. Die Pneumokokken
induzierten, abhangig von ihrer Konzentration, die Freisetzung von S100A8/A9 aus
ER-Hoxb8-Neutrophilen [A]. Die Freisetzung von S100A8/A9 korrelierte mit einer erhdhten
Freisetzung von LDH in den Zelliberstanden [B]. Die Daten von zwei unabhangig
voneinander durchgefiihrten Dreifachexperimenten sind als Mittelwerte £ SDV angegeben. *
p < 0,05, im Vergleich mit stimulierten Zellen des D39-Stammes (ANOVA und Bonferroni
Post Hoc-Test).

Streptococcus pneumoniae besitzt eine Reihe von Virulenzfaktoren, die das
Uberwinden von Schleimhautbarrieren, das Uberleben in der Blutbahn und das
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Eindringen ins Gewebe begiinstigen. Der bekannteste und vermutlich bedeutendste
dieser Faktoren ist das porenbildende Toxin Pneumolysin. Da Pneumolysin
nachgewiesener Weise zur Pneumokokken-induzierten Nekrose humaner
Granulozyten beitragen kann (Bruck et al., 1995), setzten wir murine ER-Hoxb8-
Neutrophile sowohl einer isogenen Pneumolysin-defizienten D39APLY-Mutante als
auch einem PLY-bildenden und -defizientem Serotyp 6b-Stamm aus. Beide PLY-
defizienten Stdmme zeigten im Vergleich zu den entsprechenden WT-Stammen eine
signifikant reduzierte Fahigkeit, S100A8/A9-Freisetzung zu induzieren. Die Reduktion
der Freisetzung von S100A8/A9 ging mit einer eingeschrankten Toxizitat der PLY-
defizienten Stdmme einher. Das spricht fir ein PLY-abhangiges, passives Austreten
von S100A8/A9 aus sterbenden Zellen als hauptsachlicher
Freisetzungsmechanismus von S100A8/A9.

Die Ergebnisse, die die Versuche mit ER-Hoxb8-Zellen lieferten, konnten bei
primaren BMNs nachvollzogen werden (Abb. 13). Im Gegensatz dazu setzten
BMDMSs in vitro nach Stimulation mit 5 x 107 KBE/ml Pneumokokken kein S100A8/A9
in den Zellkulturiberstand frei (Abb. 14).

Fir eine passive Freisetzung von S100A8/A9 sprechen ferner Befunde von
Versuchsreihen mit selektiven Hemmstoffen des klassischen ER-Golgi-
Sekretionswegs und nicht-klassischer Sekretionswege, wie Brefeldin A und
Demecolcin. Weder durch die Zugabe von Brefeldin A noch durch Demecolcin
konnte die Pneumokokken-induzierte S100A8/A9-Freisetzung aus neutrophilen

Granulozyten abgeschwéacht werden (Abb. 15).
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Abbildung 13: S100A9-Freisetzung aus murinen Knochenmarks-Granulozyten
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Legende: S100A9- und LDH-Freisetzung wurde in Zellkulturiberstanden von BMNs mit Hilfe
von Western Blot- [A] und LDH-Aktivitats-Untersuchungen [B] bestimmt. Dabei wurden die
BMNs aufsteigenden Konzentrationen von Streptococcus pneumoniae Typ 2 (D39-Stamm,
Uber 6 Stunden) oder der isogenen PLY-defizienten Mutante D39APLY ausgesetzt. Bei den
Western Blot-Analysen diente gereinigtes S100A8/A9 als Positivkontrolle.

Abbildung 14: S100A9-Freisetzung aus murinen Makrophagen und
Granulozyten

CON 5x10" 10" 5x10° CON 5x10° S100A8/A9
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BMDM BMN

Legende: S100A9-Freisetzung wurde in Zellkulturiiberstanden von BMDMs mit Hilfe von
Western Blot-Analysen bestimmt. Dabei wurden die BMDMs steigenden Konzentrationen
von Streptococcus pneumoniae Typ 2 (D39-Stamm, Uber 6 Stunden) ausgesetzt.
Gereinigtes S100A8/A9 und Uberstande von BMNs dienten als Positivkontrollen.

S100A9=
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Abbildung 15: S100A9-Freisetzung aus murinen ER-Hoxb8-Neutrophilen
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Legende: Die Freisetzung von S100A9 wurde in Zellkulturiberstdnden von ER-Hoxb8-
Neutrophilen mit Hilfe von Western Blot-Analysen bestimmt. ER-Hoxb8-Neutrophile wurden
Streptococcus pneumoniae Typ 2 (D39-Stamm, 6 Stunden lang) ausgesetzt und mit Vehikel,
Demecolcin (DC) oder Brefeldin A (BFA) behandelt. Kontrollzellen (CON) wurden nur mit
Medium inkubiert. Als Positivkontrolle diente gereinigtes S100A8/A9.

Zur Evaluation der Bedeutung dieses Freisetzungsmechanismus bei der
Pneumokokkenmeningitis (in vivo) infizierten wir Mause entweder mit dem PLY-
bildenden D39-Stamm oder der isogenen PLY-defizienten D39APLY-Mutante.
Daraufhin bestimmten wir die S100A8/A9-Konzentration in Liquorproben, die wir 24
Stunden spater gewonnen hatten. Die S100A8/A9-Konzentrationen im Liquor waren
nach einer Infektion mit der PLY-defizienten Mutante signifikant niedriger als nach
intrazisternaler Inokulation des entsprechenden Wildtyp-Stamms (14,9 £ 8,7 ug/ml
bei Mausen, die mit D39APLY infiziert worden waren, versus 50,9 + 26,2 ug/ml in
Mausen, die mit dem D39-Wildtypstamm infiziert worden waren; p = 0,03). Dieses
Ergebnis unterstreicht unsere Beobachtungen bei ER-Hoxb8- und Knochenmarks-

Granulozyten.

4.3 S100A8/A9 verstarkt die Entziindungsreaktion unter antibiotischer Therapie

Zur Charakterisierung der funktionellen Bedeutung von S100A8/A9 im frihen oder
fortgeschrittenen Stadium der Pneumokokkenmeningitis infizierten wir S100A9-
defiziente und WT-Mause intrazisternal mit S. pneumoniae und untersuchten sie
entweder 24 oder 48 Stunden spater. Da die Uberlebenszeit der unbehandelten
Meningitis in unserem Modell bei 36 — 60 Stunden liegt, wurden die Mause bei einer
geplanten Beobachtungszeit von 48 Stunden 24 Stunden post infectionem
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antimikrobiell behandelt, um die Ausfalls(Sterbe)rate mdglichst niedrig zu halten (die
Ausfallsrate bei den WT-M&usen betrug 1/10, bei den S100A9”-Mausen 0/9).

Die genetische Depletion von S100A9 hatte keinen Einfluss auf die Entwicklung der
Meningitis. Vierundzwanzig Stunden nach der Infektion zeigten S100A9-defiziente
Mause eine ahnliche Krankheitssymptomatik wie WT-Mause: beide Mausestamme
wiesen vergleichbare klinische Score-Werte (Abb. 16 A), Kérpertemperaturen und
Gewichtsverluste auf (Tabelle 2). Dementsprechend waren die intrakraniellen
Komplikationen, wie z.B. die intrakranielle Druckerhdhung, die Stérung der Blut-Hirn-
Schranke oder die Anzahl der intrazerebralen Blutungen, bei beiden Mausestdmmen
vergleichbar ausgepragt (Abb. 16 B - D). Uberdies waren die Anzahl der Leukozyten
im Liquor sowie die bakteriellen Titer in Hirn und Blut bei S100A9-defizienten und
WT-Mausen vergleichbar hoch (Abb. 16 E, Tabelle 2). Lediglich die Konzentration
des Neutrophilen-Chemokins CXCL-2 war im Hirnhomogenat von S100A9-
defizienten Mausen geringflgig (um 32%), aber signifikant niedriger als bei WT-
Mausen (Abb. 16 F).

Vollig differente Befunde lieferten unsere Untersuchungen an S100A9-defizienten
Mausen im fortgeschrittenen Krankheitsstadium. In dieser Versuchsreihe wurden die
Mause mit Ceftriaxon behandelt, um sie vor einer fulminanten Infektion mit tédlichem
Ausgang zu schitzen. Ceftriaxon ist das Antibiotikum der Wahl bei der
Pneumokokkenmeningitis und flhrt zur raschen Eliminierung von S. pneumoniae aus
dem Liquor und der Blutbahn. Dementsprechend kénnen 24 Stunden nach
Therapiebeginn keine oder nur sehr wenige Bakterien in Blut, Liquor und aus dem
Hirngewebe kultiviert werden (Koedel et al., 2009; Grandgirard et al., 2010). Die
S100A9-Defizienz  beeinflusste  die  Antibiotika-induzierte  Elimination  von
S. pneumoniae nicht (Tabelle 2).
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Abbildung 16: S100A9-Defizienz hat keinen Einfluss auf die Entwicklung der
Meningitis
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Legende: S100A9-defizienten M&use wurden intrazisternal mit dem Pneumokokkenstamm
D39 infiziert und mit WT-Mausen vergleichen (n =9 in jeder Gruppe). Als Negativkontrollen
wurden M&use verwendet, denen PBS in die Zisterna magna injiziert wurde (nicht infizierte
WT-Mause, n=4). Vierundzwanzig Stunden spater wurden die Tiere evaluiert. [A] Die
S100A9-Defizienz hatte keinen Einfluss auf den klinischen Status [B - D]. Ebenso waren der
Anstieg des intrakraniellen Drucks (ICP), die Stérung der Blut-Hirn-Schranke (als Indikator
fungierte der zerebrale Albumingehalt) und die Entwicklung eines Hydrozephalus (an einem
vergréBerten Ventrikelvolumen erkennbar) bei beiden M&usestammen vergleichbar. [E]
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Zudem fanden sich bei infizierten WT- und S100A9-defizienten Méause ahnliche
Leukozytenzahlen im Liquor. [F] Die Konzentrationen von CXCL-2 waren im Gehirn infizierter
S100A9-defizienter Mause signifikant niedriger als in dem von WT-Mausen. Die Daten sind
als Mittelwerte £ SDV angegeben. * p < 0,05, im Vergleich mit infizierten WT-M&usen
(berechnet mit ANOVA und Bonferroni Post Hoc-Test).

Tabelle 2: Klinische Parameter 24 und 48 Stunden nach Induktion der

Pneumokokkenmeningitis

Experiment Kérpertemper | Anderung des | Bakterielle | Bakterielle
elle Gruppe atur Kérpergewichts |  Titer im Titer im
[n]
[°C] [%] Gehirn Blut
[log1o [ml]
KBE/Organ
log1o KBE/]
PBS- 24 h?[4] 37,8+ 0,4 -3,5+4,4 0 0
injizierte
Kontrollen | 48 h [4] 37,3+0,3 +24+45 0 0
Infizierte 24 h [9] 37,2+0,9 -13,4+3,3* 6,5+0,7* | 56+t14*
Wildttyp-
Mause 48 h [9] 36,0+ 0,9 * -18,6+26* | 29+12* | 05+1,5
Infizierte 24 h [10] 36,8+09* -11,7+2,7* 6,2+0,7* |46+1,1*
S100A9-
defiziente 48h[10] | 36,4+05* | -156+16*# | 3,0+1,3* | 0,4+1,3
Mause

Legende: ? Zeitpunkt nach Infektion. * p < 0,05, im Vergleich mit Kontroll-Tieren, und # p <
0,05, im Vergleich mit infizierten WT-Mausen (zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt; die
statistische Auswertung wurde mittels einseitiger Varianzanalyse (ANOVA) und Fisher's
Least-Significant-Difference Post Hoc-Test durchgefiihrt). Die Daten sind als Mittelwerte +
SDV dargestellt.

Allerdings wiesen S100A9-defiziente Mause 48 Stunden nach der Infektion
signifikant geringere Liquorleukozytenzahlen als WT-Mause auf (Abb. 17 A). Die

weniger ausgepragte Liquorpleozytose wurde von einer signifikanten Reduktion der
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CXCL-2-Konzentration im Hirn begleitet (um ca. 80%; Abb. 17 B). Entsprechend dem
Konzept, dass die Entzindungsantwort bei der Pneumokokkenmeningitis mehr
Schaden als Nutzen verursacht (Koedel et al., 2010; Mook-Kanamori et al., 2011),
war die Reduktion der Liquorpleozytose mit einer signifikanten klinischen
Verbesserung vergesellschaftet. Dies zeigte sich sowohl in einer geringeren
Gewichtsabnahme (Tabelle 2) als auch einem besseren klinischen Score-Wert
(Abb. 17 C). Der mildere Krankheitsverlauf wiederum wurde von geringeren
intrakraniellen Druck-Werten, einer Rickbildung des Meningitis-assoziierten
Hydrozephalus und weniger FragEL™-positiver apoptotischer Neuronen im
Hippocampus begleitet (Abb. 17 D - G). Das AusmalB der Blut-Hirn-Schranken-
Stérung und der zerebralen Einblutungen war bei S100A9-defizienten und WT-
Mausen vergleichbar (Abb. 17 H, I). Diese Ergebnisse sprechen fir eine wesentliche
Rolle von S100A8/A9 bei der Persistenz der Leukozyteninfiltrate unter antibiotischer
Therapie. Die leukozytaren Infiltrate kénnten der Rickbildung des Hydrozephalus
entgegenwirken, indem sie beispielsweise den Liquorabfluss stdren. Diese These
wird von unserer Beobachtung gestitzt, dass die Liquorleukozytenzahl positiv mit
dem Ventrikelvolumen korrelierte (r = 0,687; p = 0,002).

Abbildung 17: S100A9-Defizienz wirkt bei antibiotisch behandelter Meningitis
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Legende: Die Pneumokokkenmeningitis wurde durch intrazisternale Injektion von
Streptococcus pneumoniae (D39-Stamm) induziert. Vierunzwanzig Stunden spater wurden
die Mé&use intraperitoneal mit Ceftriaxon behandelt (n=10 in jeder Gruppe). Als
Negativkontrollen dienten Mause, denen PBS in die Cisterna magna injiziert wurde (n = 4).
Vierunzwanzig Stunden nach Beginn der antibiotischen Therapie (48 Stunden nach
Infektion) wurden die Tiere evaluiert. S100A9-defiziente Mause zeigten im Vergleich zu
infizierten WT-M&useneine signifikant geringere Anzahl an wei3en Blutkérperchen im Liquor
[A]. Die Reduktion der Liquorpleozytose ging mit einer signifikant geringeren
CXCL-2-Konzentration im Hirngewebe einher [B]. Die reduzierte Immunreaktion war mit
einer signifikanten Reduktion der Hirnpathologien und der klinischen Symptome assoziiert,
was beispielsweise an niedrigeren klinischen Scorewerten [C] und intrakraniellen
Druckwerten sichtbar wurde [D]. Zudem wiesen S100A9-defiziente Mause im Vergleich zu
WT-Mausen ein signifikant kleineres Ventrikelvolumen [E, F] und weniger FragEL™-positive
Zellen im Gyrus dentatus [G] auf. Infizierte WT- und S100A9-defiziente Mause unterschieden
sich hinsichtlich der Albuminkonzentrationen im Gehirn [H] und der Anzahl zerebraler
Einblutungen [I] nicht. Unter [E] sind reprasentative Hirnschnitte von drei zufallig
ausgewahlten Mausen pro Gruppe zu sehen. Die gestrichelte Linie kennzeichnet die
Seitenventrikel. Die Pfeilspitzen deuten auf zerebrale Einblutungen. Die Daten sind als
Mittelwerte £ SDV dargestellt. * p < 0,05, im Vergleich mit nicht infizierten WT-M&usen. # p <
0,05, im Vergleich mit infizierten WT-M&usen. Als statistischer Test wurde eine ANOVA mit
Bonferroni Post Hoc-Test durchgefihrt.

4.4 Extrazellulares S100A8/A9 ist ein entscheidender Faktor fir die Wirkung bei
der Pneumokokkenmeningitis

S100A8 und S100A9 sind multifunktionelle Proteine, die intra- und extrazellulare
Funktionen haben (Corbin et al., 2008; Ehrchen et al., 2009). Unsere Beobachtung
einer massiven Freisetzung von S100A8/A9 in den Liquor deutet darauf hin, dass
extrazellulares S100A8/A9 fir deren Wirkung bei der Pneumokokkenmeningitis
verantwortlich ist. Um diese These zu verifizieren, flahrten wir sogenannte
Rekonstitutionsexperimente mit gereinigtem S100A8 und S100A9 durch (Vogl et al.,
2007). In dieser Versuchsreihe wurden S100A8 oder S100A9 in einer Dosierung, die
den Konzentrationen dieser Proteine im Liquor infizierter WT-M&usen entsprach, in
die Zisterna magna von S100A9-defizienten Ma&ausen injiziert. Die Kontrolltiere
erhielten stattdessen hitzeinaktiviertes S100A8 oder S100A9. Durch die
intrazisternale Gabe mit S100A8 bzw. S100A9 vor der Infektion (nicht aber von
hitzeinaktivierten Proteinen) konnte die bei S100A9-defizienten M&usen beobachtete
klinische Verbesserung sowie die Reduktion der intrakraniellen Druckwerte und der
Liquorleukozytenzahlen verhindert werden (Abb.18 A-C). Das bedeutet, dass
S100A9-defiziente Mause nach einer Rekonstitution von S100A8 oder S100A9 einen
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den WT-Mausen sehr &ahnlichen Krankheitsphdnotyp zeigen. Da durch die
extrazellulare Applikation der Proteine der Effekt der Gendefizienz reversibel war,
scheint extrazellulares S100A8/A9 flir die beobachteten Effekte wahrend der

Meningitis hauptverantwortlich zu sein.

Abbildung 18: Extrazellulares S100A8/A9 ist fiir seine Wirkung in der
Pneumokokkenmeningitis verantwortlich

g 12 A
S 10 -
0 g4
B 4 T #
¥4
0 ohne mit mit mit mit
: S100A8 S100A8 hiS10048 S100A29 hiS100A9
infizierter | |
WT infizierte S100A9-/-
30 5 B
L 25+
I 90
E o] * #
E.qq T T
o
S 5-
0
ohne pall! mit irit Tt
510048 S100A8 hiS100A8 S100A9 hiS100A9
infizierter | I
WT infizierte S10049-/-
S 15
E g 12 C
2 7
No 9
g8 ]
5SS 64 *
() 8 T #
- Pt 3 -
S X
o 0
a ohne mit mit mit mit
S100A8 S100A8 hiS100A8 S100A9 hiS100A9
infizierter | J
WT infizierte S100A9-/-

Legende: S100A9-defizienten Mausen wurde eine Stunde vor Infektion intrazisternal
S100A8 oder S100A9 injiziert (10 pg/Maus, n = 6). Achtundvierzig Stunden spater wurden
die Tiere evaluiert. Kontrollmause erhielten stattdessen hitzeinaktiviertes S100A8 oder
S100A9 (hiS100A8, hiS100A9, jeweils n=6, 80°C fir 30 min). Die intrazisternale
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Rekonstitution mit S100A8 oder S100A9 flihrte den Phanotyp der S100A9-defizienten Mause
auf den der WT-M&ause zuriick. Sichtbar wurde dies an &hnlichen klinischen Score-Werten
[A], intrakraniellen Druckwerten [B] und Leukozytenzahlen im Liquor [C]. Die beiden linken
Saulen entsprechen denen aus den Abbildungen 17 A, C, D. * p < 0,05, im Vergleich mit
S100A9-defizienten Mausen, denen intrazisternal hiS100A8 injiziert worden war, # p < 0,05,
im Vergleich mit S100A9-defizienten Mausen, die hiS100A9 erhalten hatten (der
unverbundene Student's-t-Test fungierte als statistisches Testverfahren).

4.5 Wirkmechanismus von extrazellularem S100A8/A9 bei der

Pneumokokkenmeningitis

Extrazellulares S100A8/A9 kann eine Entzindungsreaktion Uber verschiedene
Mechanismen beeinflussen: [i] S100A8/A9 kann die Produktion von Zytokinen und
Chemokinen in Immunzellen induzieren und verstarken (Vogl et al., 2007), [ii]
S100A8/A9 kann chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten wirken (Ryckman et
al., 2003). [ii] Zudem kann es dem apoptotischen Zelltod von neutrophilen
Granulozyten entgegenwirken (Atallah et al., 2012) und [iv] antimikrobielle Wirkung
zeigen (Corbin et al., 2008). Diese Funktionen scheinen - zumindest zum Teil - durch
die Interaktion von S100A8/A9 mit TLR4 und/oder RAGE vermittelt zu werden (Vogl
et al., 2007; Boyd et al., 2008). Unsere Beobachtung, dass die S100A9-Defizienz
keinerlei Auswirkung auf die bakteriellen Konzentrationen im Hirn und im Blut hatte,
sprechen gegen einen direkten antimikrobiellen Effekt von S100A8/A9 auf
S. pneumoniae in vivo. Um die Hypothese zu Uberpriifen, ob die Persistenz der
Entzindungsreaktion bei der Pneumokokkenmeningitis nach Beginn der
Antibiotikagabe auf einer S100A8/A9-vermittelten Hemmung der
Leukozytenapoptose basiert, bestimmten wir mit einem Kit zur Detektion von DNA-
Bruchstilicken (sogenannter ,FragEL™-Kit“) die Zahl apoptotischer Leukoyzten in
Hirnschnitten von S100A9-defizienten Mausen und WT-M&usen. Achtundvierzig
Stunden nach der Infektion lag der Anteil FragEL™-positiver Leukozyten im
ventrikularen Infiltrat von WT-M&usen bei 8,6% + 2,6%. Ein ahnlicher Prozentwert
apoptotischer Zellen (9,3% + 1,8%) wurde im entzindlichen Infiltrat S100A9-
defizienter Mause beobachtet (Abb.19). Somit scheinen die niedrigeren
Leukozytenzahlen in S100A9-defizienten Mausen nicht durch eine vermehrte

Leukozytenapoptose verursacht zu werden.
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Abbildung 19: Histochemische Detektion apoptotischer Leukozyten in murinen
Hirnschnitten
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Legende: Mit Hilfe eines kommerziellen histochemischen in situ Tests (Klenow-FrageL™
DNA fragmentation detection kif) wurden apoptotische Zellen nachgewiesen. Man beachte
die FragEL™-positiven Zellen (schwarze Pfeile) innerhalb der Ventrikel (schwarz umrandete
Pfeile) von infizierten WT- und S100A9-defizienten M&usen. Der MaBstabsbalken entspricht
50 pm.

In weiteren Versuchsreihen gingen wir der Frage nach, ob S100A8/A9 die
Leukozytenrekrutierung im Verlauf der Entziindungsreaktion férdert. Vorstellbar ware
sowohl ein direkter chemoattraktiver Effekt von S100A8/A9 als auch ein indirekter,
namlich durch Stimulation der Produktion von Chemokinen. In dieser Versuchsreihe
injizierten wir gereinigte S100A8-, S100A9- oder S100A8/A9-Proteine in den Liquor
von WT-Mausen und bestimmten 6 Stunden spéater sowohl die Liquorleukozytenzahl
als auch die Liquor-CXCL-2-Konzentration. Die Injektion der gereinigten Proteine
fihrte zur signifikanten Zunahme der Leukozytenzahlen im Vergleich zu
sogenannten Negativkontrollen, die entweder PBS oder hitzeinaktiviertes S100A8,
S100A9 bzw. S100A8/A9 erhalten hatten (Abb.20 A). Die Zunahme der
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Liquorleukozytenzahl wurde von einem Anstieg der CXCL-2-Konzentration im Liquor
begleitet (Abb. 20 B). Um mdgliche Rezeptoren zu identifizieren, die die S100A8/A9-
induzierte Leukozytenmigration vermitteln, applizierten wir anschlieBend S100A8-
Protein in TLR2-TLR4-doppeldefiziente und RAGE-defiziente Mause. TLR2-TLR4-
doppeldefiziente Mause (nicht aber RAGE-defiziente Mause) zeigten niedrigere
Leukozytenzahlen und CXCL-2-Konzentrationen als WT-M&ause (Abb. 20 A, B).

In der Folge versuchten wir an murinen Makrophagen-Zellkulturen den Einfluss von
S100A8/A9 auf die CXCL-2-Produktion genauer zu charakterisieren. Das
Heterodimer S100A8/A9 konnte die CXCL-2-Expression dosisabhangig induzieren
(Abb. 21 A). Dieser Effekt wurde durch Zusatz des Anti-Maus TLR4-Antikérpers 1A6
(nicht aber eines Isotyp-Kontrollantikérpers) in das Zellmedium aufgehoben. Wurden
die Makrophagen mit Pneumokokken stimuliert, die 2 Stunden zuvor durch Gabe von
Antibiotika inaktiviert worden waren, lie3 sich eine ausgepragte Freisetzung von
CXCL-2 messen (Abb. 21 B). Wurden die Pneumokokken jedoch 20 Stunden lang
mit Antibiotika pré-inkubiert, flhrte dies zum fast vollstdndigen Verlust ihrer
stimulierenden Wirkung. Gab man zu dieser Pneumokokken-Praparation S100A8/A9
hinzu, stieg die CXCL-2-Produktion um das 7,5-fache im Vergleich zu der von
Makrophagen, die nur Bakterien ausgesetzt worden waren, und um das 3,5-fache im
Vergleich zu der von Makrophagen, in deren Medium ausschlieBlich S100A8/A9
zugegeben worden war.

Diese Beobachtung spricht daftr, dass S100A8/A9 und Pneumokokkenbestandteile
eine synergistische Wirkung auf die Freisetzung von CXCL-2 besitzen. Ahnliche
Effekte wurden erzielt, wenn anstelle des Heterodimers S100A8/A9 die einzelnen
Proteine S100A8 und S100A9 als Ko-Stimulantien eingesetzt wurden (Abb. 21 A). In
Zusammenschau weisen diese Daten daraufhin, dass S100A8/A9, sobald es in den
Liquor freigesetzt wird, die Leukozyteninfiltration durch eine TLR-abhangige
Verstarkung der CXCL-2-Produktion férdern kann.

Christina Wache, 2015 60



Abbildung 20: S100A8, S100A9 und S100A8/A9 induzieren eine

Liquorpleozytose
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Legende: Um die inflammatorische Aktivitdt von S100A8/A9 in vivo genauer zu
charakterisieren, wurden 1 ug S100A8, S100A9 oder S100A8/A9 in den Liquorraum injiziert
(jeweils n =4). Sechs Stunden spater wurden Liquorproben gewonnen und die Anzahl
weiBer Blutkérperchen (WBC) [A] und die Konzentration von CXCL-2 [B] bestimmt. PBS =
Kontrollen, denen PBS injiziert wurde. HI = hitzeinaktiviert. Die Daten wurden als Mittelwerte
+ SDV angegeben. * p < 0,05, im Vergleich zu Mausen, die das entsprechende nicht
hitzebehandelte S100-Protein erhalten hatten; # p < 0,05, im Vergleich zu Mausen, denen 1
ug S100A8 appliziert worden war; $ p < 0,05, verglichen mit WT-Mausen, die S100A8
erhielten. Als statistischer Test wurde eine ANOVA mit Bonferroni Post Hoc-Test eingesetzt.
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Abbildung 21: S100A8/A9 moduliert die CXCL-2-Produktion durch

Makrophagen
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Legende: Um die CXCL-2-induzierende Wirkung von S100-Proteinen in vitro zu
untersuchen, wurden murine Knochenmarks-Makrophagen mit S100A8, S100A9 und
S100A8/A9 allein oder in Kombination mit Streptococcus pneumoniae stimuliert. Vor ihrer
Nutzung wurden die Pneumokokken entweder fir 2 oder fir 20 Stunden mit
Penicillin/Streptomycin inkubiert. Vier Stunden nach der Exposition mit S100A8, S100A9
oder S100A8/A9 [A] und/oder S. pneumoniae [B] wurden die Zellkulturiiberstande
entnommen und auf CXCL-2 untersucht. Alle Versuche wurden zweimal im Duplikat
durchgefiihrt. ISO = Isotyp-Kontroll-Antikérper (Ratten 1gG2b; 25 pg/ml). 1A6 = Anti-Maus-
TLR4-Antikérper (25 pg/ml). Die Daten wurden als Mittelwerte £ SDV dargestellt. * p < 0,05,
im Vergleich mit der Medium-Kontrolle; # p < 0,05, im Vergleich mit Zellen, die mit 1 pg/ml
S100A8/A9 stimuliert wurden; + p < 0,05, verglichen mit Zellen, die dem jeweiligen S100-
Protein in Gegenwart von Isotyp-Kontroll-Antikbrpern ausgesetzt waren; § p < 0,05, im
Vergleich mit Zellen, die mit 10’ KBE/ml S. pneumoniae stimuliert wurden, die vorher 2
Stunden lang mit Antibiotika behandelt worden waren; $ p < 0,05, im Vergleich zu Zellen, die
mit 10” KBE/ml S. pneumoniae stimuliert wurden, die vorher 20 Stunden lang mit Antibiotika

Christina Wache, 2015 62



behandelt worden waren. Eine univariate Varianzanalyse mit Bonferroni Post Hoc-Test
wurde fir die statistische Auswertung verwendet.

4.6 S100A8/A9 koénnte ein Angriffsziel fiir eine adjuvante Behandlungs-

maBnahme bei der Pneumokokkenmeningitis sein

Da die Gendefizienz von S100A9 im Maus-Meningitis-Modell protektiv wirkte, stellte
sich die Frage, ob eine pharmakologische Antagonisierung der S100A9-Aktivitat eine
mogliche Strategie flr adjuvante TherapiemaBnahmen bei dieser Erkrankung ist. Vor
kurzem wurde berichtet, dass Quinolin-3-Carboxamide wie ABR-215757
(Paquinimod) die Interaktion von S100A9 mit TLR4 blockieren und damit die
immunmodulierende Effekte von S100A9 antagonisieren kénnen (Bjork et al., 2009).
Um das therapeutische Potential dieser S100A9-Antagonisten wahrend der
Meningitis zu prifen, behandelten wir WT-Mause 24 Stunden nach der Infektion mit
einer Kombination aus Ceftriaxon und Paquinimod oder dessen Tragerstoff. Die
Behandlung mit Paquinimod hatte keinen negativen Einfluss auf die antimikrobielle
Wirkung von Ceftriaxon (2,76 = 1,38 logi, KBE/Organ bei Placebo-behandelten
Mausen versus 2,34 = 1,66 log,, KBE/Organ bei Paquinimod-behandelten Mausen).
Jedoch waren 48 Stunden nach der Infektion bei mit Paquinimod behandelten
Mausen die Liquorleukozytenzahlen signifikant niedriger als bei Mausen, denen die
entsprechende Tragerstoff injiziert worden war (Abb.22 A). Die Reduktion der
Liquorpleozytose ging mit einer signifikanten Verbesserung der klinischen Verlaufs
einher, was durch niedrigere intrakranielle Druckwerte (Abb. 22 B), einer weniger
ausgepragten Hypothermie (35,6 £ 0,7°C in Vehikel-behandelten Mausen versus
36,6 + 0,3°C in Paquinimod-behandelten Mausen; p < 0,01), geringer ausgepragtem
Hydrozephalus (2,29 + 0,28 mm?® in Vehikel-behandelten M&usen versus 1,68 + 0,29
mm? in Paquinimod-behandelten Mausen; p < 0,01), sowie geringeren klinischen
Score-Werten verdeutlicht wurde (Abb. 22 C). Diese Daten sprechen dafir, dass
S100A8/A9 ein neuer vielversprechender Angriffspunkt fir eine adjuvante Therapie

der Pneumokokkenmeningitis sein kdnnte.
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Abbildung 22: Die adjuvante Behandlung mit Paquinimod zeigte eine protektive
Wirkung bei der murinen Pneumokokkenmeningitis
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Legende: Die Pneumokokkenmeningitis wurde durch intrazisternale Injektion von
Streptococcus pneumoniae induziert. Vierundzwanzig Stunden spéater wurden die Mause
intraperitoneal mit einer Kombination aus Ceftriaxon (100 mg/kg) und dem S100A9-
Antagonisten Paquinimod (ABR-215757, 10 mg/kg, n =9) oder dessen Vehikel (PBS mit
25% DMSO; n =9) behandelt. Weitere vierundzwanzig Stunden spéater wurden die Mause
klinisch evaluiert. Die Begleittherapie mit Paquinimod fUhrte zu einer Reduktion der
Liquorpleozytose [A], des intrakraniellen Druckanstiegs [B] und der klinischen Score-Werte
[C]. Die Daten sind als Mittelwerte £ SDV dargestellt. * p < 0,05, im Vergleich mit Mausen,
die mit dem Vehikel behandelt wurden. Als statistischer Test wurde der unverbundene
Student‘s-t-Test verwendet.
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5. Diskussion

Die Pneumokokkenmeningitis zeichnet sich durch eine massive granulozytare
Entzindungsreaktion im Leptomeningealraum aus. Die Entziindungsreaktion tragt
entscheidend zu Gewebeschaden und unglnstigen klinischen Verlaufen bei. Bei
Gewebeuntergangen werden kérpereigene Molekile freigesetzt, die als sogenannte
JAlarmsignale® fungieren kdénnen. Als endogene ,Alarmsignale“ wurden eine Reihe
von Molekilen wie S100-Proteine (insbesondere S100A8/A9) beschrieben, die beim
nekrotischen Zelluntergang aus dem Intra- in den Extrazellularraum gelangen und als
Aktivatoren von Immunzellen wirken kénnen. ,Alarmsignale” wie S100A8/A9 kdnnen
Uberdies von Immunzellen als Reaktion auf diverse Stressoren aktiv (ohne
Zelluntergang) freigesetzt werden. Da eine Pneumokokkenmeningitis regelhaft zu
Zelluntergangen fuhrt, zudem mit einer massiven Rekrutierung und Aktivierung von
Immunzellen einhergeht, postulierten wir, dass [i] bei dieser Erkrankung groR3e
Mengen endogener ,Alarmsignale” in den Extrazellularraum gelangen und [ii] diese
LAlarmsignale“ zur Perpetuierung und Verstarkung der Entziindungsreaktion und
damit zu einem ungunstigeren Verlauf der Erkrankung beitragen kénnen. Zur
Uberpriffung dieser Hypothese wurden im Rahmen dieser Dissertationsarbeit
folgende Untersuchungen durchgefiihrt: [i] Charakterisierung der Freisetzung von
S100A8/A9 im Krankheitsverlauf der Pneumokokkenmeningitis, [ii] Analyse der
funktionellen Bedeutung von S100A8/A9 bei der Regulation der Entziindungsreaktion
und der Entstehung Meningitis-assoziierter intrakranieller Komplikationen, [iii]
Identifizierung ~ méglicher ~ Wirkmechanismen von  S100A8/A9 bei der
Pneumokokkenmeningitis, und [iv] Uberpriifung eines S100A9-Antagonisten in der
adjuvanten Behandlung der Pneumokokkenmeningitis. Kurz zusammengefasst
konnten wir in Untersuchungen von Liquorproben eine massive Erhéhung der
extrazellularen S100A8/A9-Konzentrationen bei erwachsenen Patienten mit einer
Pneumokokkenmeningitis feststellen (im Vergleich zu Kontrollpatienten). In
Ubereinstimmung mit den Patientenbefunden fanden wir in unserem Mausmodell bei
infizierten Mausen deutlich héhere S100A8/A9-Werte im Liquor als bei Kontrolltieren.
Zusatzliche immunhistochemische Analysen und Granulozyten-
Depletionsexperimente im Mausmodell belegten, dass S100A8/A9 vorwiegend aus in
den Liquorraum eingewanderten Leukozyten freigesetzt wird. Um Aufschluss Uber
eine mogliche Beteiligung von S100A8/A9 in der Pathophysiologie der

Pneumokokkenmeningitis zu bekommen, untersuchten wir in der Folge
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S100A9 - defiziente Mause im Akutmodell (24 Stunden Infektion) und im kliniknahen
Modell (Antibiotikabehandlung 24 Stunden nach der Infektion, Auswertung weitere 24
Stunden spater). Im Akutmodell konnten wir mit Ausnahme niedrigerer CXCL-2-
Konzentrationen im Hirnhomogenat keine Unterschiede zwischen infizierten WT- und
S100A9-defizienten Mausen feststellen. Im kliniknahen Modell hingegen zeigten
S100A9-defiziente Mause eine signifikant geringere Zahl an Liquorleukozyten, die
mit einer deutlichen Reduktion der Hirn-CXCL-2-Spiegel einherging. Die mildere
Immunreaktion ging mit einem besseren klinischen (Kurzzeit)-Verlauf und geringeren
intrakraniellen Komplikationen einher. S100A8/A9 scheint also eine wesentliche
Rolle bei der Aufrechterhaltung der Leukozyteninfiltration in den Liquorraum bei
antimikrobiell behandelten Tieren zu spielen. Um den Freisetzungsmechanismus
naher zu charakterisieren, wurden zellkulturelle Untersuchungen an ER-Hoxb8- und
primdren Knochenmarks-Granulozyten durchgeflhrt. Dabei zeigte sich, dass die
Freisetzung von S100A8/A9 passiv aus sterbenden Zellen erfolgte und dieser
Zelluntergang entscheidend von der Wirkung des bakteriellen Toxins Pneumolysin
abhing. Durch Rekonstitutionsversuche im Maus-Meningitis-Modell sowie durch
in vivo- und in vitro-Experimente mit aufgereinigten S100-Proteinen konnten wir
ferner demonstrieren, dass die entziindungsverstarkende Wirkung vermutlich von der
extrazellularen Prédsenz  dieser Proteine, deren Interaktion mit dem
Mustererkennungsrezeptor TLR4 sowie der konsekutiven Freisetzung des
Chemokins CXCL-2 abhéangig ist. In einer abschlieBenden Versuchsreihe im
Mausmodell mit dem S100A9-Antagonisten Paquinimod beobachteten wir eine anti-
inflammatorische und protektive Wirkung dieser Substanz im kliniknahen Modell, d.h.
wenn sie in Kombination mit Ceftriaxon appliziert wurde. Somit scheint S100A8/A9
ein potentieller neuer Angriffspunkt flr adjuvante BehandlungsmaBnahmen bei der

Pneumokokkenmeningitis zu sein.

5.1 Charakterisierunq der Freisetzung von S100A8/A9 im Krankheitsverlauf der

Pneumokokkenmeningitis

Im Hirngewebe von Patienten mit zerebraler Malaria kann man eine erhdhte
Expression von S100A8/A9 in Mikrogliazellen beobachten (Schluesener et al., 1998).
In zerebralem Gewebe von Patienten, die ein Schadel-Hirn-Trauma erlitten hatten,
wurde 72 Stunden nach dem Ereignis eine vermehrte Expression von S100A8/A9 in
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aktivierten Makrophagen und Mikroglia nachgewiesen, wahrend im Tiermodell des
Ischamie-Reperfusionsschadens bereits drei Stunden nach dem Insult S100A8/A9 im
Hirngewebe detektiert werden konnte (Postler et al., 1997; Engel et al., 2000).
Uberdies wurde eine erhdhte S100A9-Expression in menschlichen Gehirnen mit
aktiven Entmarkungsherden in der Frihphase der Multiplen Sklerose gefunden
(Bruck et al., 1995). Bis heute wurden jedoch nur wenige Studien veréffentlicht, die
sich mit der Freisetzung von S100A8/A9 in den Liquor bei ZNS-Erkrankungen
beschaftigten.

Zwei Arbeitsgruppen berichteten Uber leicht erhéhte Konzentrationen von S100A9 in
Hirngewebe und in Liquorproben von Patienten mit Morbus Alzheimer (Ha et al.,
2010; Kummer et al., 2012). In dieser Dissertationsarbeit konnte nun gezeigt werden,
dass S100A8/A9 in hohen Konzentrationen im Liquor von Patienten sowie von
Mausen mit Pneumokokkenmeningitis zu finden ist. Hohe Konzentrationen von
S100A8/A9 wurden in friheren Studien bei anderen Infektionskrankheiten in Mensch
und Maus beschrieben, wie beispielsweise der Klebsiellenpneumonie (Achouiti et al.,
2012), der Escherichia coli-Peritonitis (van Zoelen et al.,, 2009) und der
Pneumokokkenpneumonie (Raquil et al., 2008). Bei diesen Infektionskrankheiten
wurden die deutliche Erhéhung der S100A8/A9-Konzentration auf eine aktive
Sekretion dieser Proteine aus stimulierten ortsstandigen Makrophagen sowie
eingewanderten Monozyten und Neutrophilen zurtckgefiahrt (Vogl et al., 2007; van
Zoelen et al., 2009). Unsere immunhistochemischen Untersuchungen sprechen
daflir, dass eingewanderte Leukozyten, vorrangig neutrophile Granuloyzten, die in
der Akutphase der Meningitis zwischen 80% und 90% der Zellen des
Leukozyteninfiltrats reprasentieren (Koedel et al., 2009), die primare Quelle von
S100A8/A9 darstellen. Diese Annahme wird von den Ergebnissen unserer
Granulozyten-Depletionsversuche unterstitzt; in dieser Versuchsreihe beobachteten
wir  dramatisch  niedrigere  S100A8/A9-Konzentrationen in  Liquorproben
neutropenischer Mause als in denen normaler Mause. AuBBerdem setzten in vitro nur
neutrophile Granulozyten (nicht aber Makrophagen) S100A8/A9 als Reaktion auf
eine Infektion mit S. pneumoniae frei. Bei diesen zellkulturellen Untersuchungen
stellten wir ferner einen engen zeitlichen Zusammenhang zwischen der Freisetzung
von S100A8/A9 ins Kulturmedium und der von LDH, einem Marker fir
Plasmamembranschadigung und einem nekrotischen Zelluntergang, fest. Fir eine
passive Freisetzung von S100A8/A9 sprechen ferner unsere Befunde mit selektiven
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Hemmstoffen des klassischen ER-Golgi-Sekretionswegs (Brefeldin  A) und
nicht-klassischer Sekretionswege (Demecolcin). Andere Arbeitsgruppen hatten
berichtet, dass Demecolcin die Freisetzung von S100A8/A9 aus Monozyten nach
Aktivierung von Proteinkinase C verhindern kann (Rammes et al., 1997). In unseren
Experimenten wurde von keinem der eingesetzten Hemmstoffe die
Pneumokokken-induzierte S100A8/A9-Freisetzung beeinflusst.

Des Weiteren konnten wir zeigen, dass murine Granulozyten signifikant weniger
S100A8/A9 in die Zellkultur-Uberstinde freisetzen, wenn sie anstelle mit
Pneumolysin-produzierenden Pneumokokkenstdmmen mit Pneumolysin-defizienten
Stdmmen stimuliert wurden. Pneumolysin ist ein zentraler Virulenzfaktor von
S. pneumoniae. Es wird durch Autolyse der Bakterien, die am Ende ihres
logarithmischen Wachstums oder durch die Behandlung mit bakteriolytischen
Antibiotika ausgel6st wird, freigesetzt und wirkt in héheren Konzentrationen auf
eukaryotische Zellen zytotoxisch (Zysk et al., 2001; Spreer et al., 2003; Wall et al.,
2012). In unseren Experimenten ging die Stimulation mit Pneumolysin-defizienten
Stammen nicht nur mit einer geringeren S100A8/A9-Freisetzung einher, sondern wir
beobachteten Uberdies reduzierte LDH-Konzentrationen im Kulturmedium. Dieser
Befund ist im Einklang mit friiheren experimentellen Studien, die eine zytotoxische
Aktivitat von PLY gegenlber neutrophilen Granulozyten demonstriert hatten
(Johnson et al., 1981; Zysk et al., 2000), und spricht fir den passiven
Freisetzungsmechanismus von S100A8/A9 aus von Pneumolysin geschadigten
Zellen. Des Weiteren ist diese Beobachtung als Bestatigung fir die Bedeutung von
Pneumolysin in der Immunopathogenese der Pneumokokkenmeningitis zu werten.

In einer friiheren Studie hatten Hirst et al. (Hirst et al., 2008) gezeigt, dass Ratten, die
mit Wildtyp-Pneumokokken intrazisternal infiziert worden waren, innerhalb von 26
Stunden eine Meningitis entwickelten. Wurden die Tiere jedoch mit isogenen
Pneumolysin-defizienten Mutanten infiziert, kam es zu einem deutlich milderen
Verlauf der Erkrankung oder gar keiner Meningitis. Zu &hnlichen Ergebnissen kam
eine Arbeitsgruppe um Wellmer (Wellmer et al., 2002): diese zeigte in einem
Mausmodell, dass Tiere 36 Stunden nach einer intrazerebraler Infektion mit
PLY-defizienten Pneumokokken eine geringere klinische Symptomatik zeigten,
niedrigere Bakterientiter im Blut aufwiesen und insgesamt langer Uberlebten als
Tiere, die mit dem entsprechenden Wildtyp-Stamm infiziert worden waren. Die
bakteriellen Titer im Kleinhirn sowie das Ausmaf3 der Entziindungsreaktion und des
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neuronalen Schadens blieben in dieser Studie jedoch von der PLY-Defizienz
unbeeinflusst (Wellmer et al., 2002). Einen weiteren Hinweis auf eine mdgliche Rolle
von Pneumolysin bei der Stérung der Blut-Hirn-Schranke im Verlauf einer
Pneumokokkenmeningitis lieferte eine in vitro Studie, die zeigen konnte, dass
PLY-defiziente Pneumokokken auf mikrovaskulare Endothelzellen nicht zytotoxisch
wirken (Zysk et al., 2001; Hirst et al., 2008).

Im Gegensatz dazu stehen die Untersuchungen von Friedland et al. aus dem Jahre
1995 (1995). Diese Arbeitsgruppe beobachtete in einem Kaninchen-Modell, dass die
intrazisternale Injektion von rekombinantem PLY eine rasche Immunreaktion auslost.
Allerdings fand diese Arbeitsgruppe keinen Unterschied im Verlauf der meningealen
Inflammation nach einer Infektion mit einem PLY-defizienten und einem PLY-
produzierendem Stamm. Die Ergebnisse der Studie von Friedland et al. (1995)
deuten darauf hin, dass PLY im ZNS zwar pro-inflammatorisch wirken kann, flr die
Entstehung der meningealen Inflammation im Rahmen einer Pneumokkeninfektion
aber nicht unbedingt erforderlich ist.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass [i] im Liquor erkrankter Mause hohe
Konzentrationen von S100A8/A9 gefunden werden und [ii] Granulozyten die priméare
Quelle von S100A8/A9 zu sein scheinen. Dabei scheint S100A8/A9 aus diesen
Zellen vorwiegend passiv und Pneumolysin-abhangig freigesetzt zu werden.

5.2 Bedeutung von S100A9 bei der Pneumokokkenmeningitis

Ist STO0A8/A9 erst einmal in den Extrazellularraum freigesetzt, kann es als DAMP
(damage associated molecular patterns) agieren: DAMPs kénnen Immunreaktionen
bei Infektionen oder anderen Gefahren induzieren und verstéarken. Im Gegensatz zu
sogenannten PAMPs (Pathogen-assoziierte molekulare Muster), die vor allem in der
Frihphase der Pathophysiologie der Pneumokokkenmeningitis eine entscheidende
Rolle spielen, scheinen DAMPs wie S100A8/A9 erst in der Spatphase der
Inflammation entscheidend zu sein. In Uberstimmung mit diesem Konzept konnte in
dieser Dissertationsarbeit gezeigt werden, dass die S100A9-Defizienz nicht die
Entstehung der meningealen Entzindungsreaktion beeinflusst, aber zur
Abschwachung der Immunreaktion unter antibiotischer Therapie beitragt. Diese
Erkenntnis entspricht Beobachtungen einer friheren Untersuchung unserer
Arbeitsgruppe, namlich dass HMGB 1, eines der am besten charakterisierten DAMPs
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(Chan et al., 2012), zur Verstarkung der Entziindungsreaktion im fortgeschrittenem
Krankheitsstadium beitragen kann (Hohne et al., 2013). Die funktionelle Bedeutung
von HMGB1 und S100A8/A9 in diesem Krankheitsstadium dirfte - zumindest
teilweise - durch das zeitliche Freisetzungsprofil der beiden Alarmsignale zu erklaren
sein. Hohe Konzentrationen beider Molekile konnten erst 18 Stunden nach der
Infektion nachgewiesen werden. Ahnliche Zeitverlaufe der S100A8/A9-Freisetzung
konnten auch in Tiermodellen der Escherichia coli-Peritonitis und der
Klebsiellenpneumonie beobachtet werden (van Zoelen et al., 2009; Achouiti et al.,
2012). Beachtenswert ist auch eine Studie von Tuomanen et al. (1985), die zeigen
konnte, dass die Prasenz von Pneumokokken-Zellwandbestandteilen im Liquor
genigt, um eine Meningitis zu induzieren. In Zusammenschau der Ergebnisse ist
folgendes Szenario der Immunregulation bei der Pneumokokkenmeningitis
vorstellbar: Ist S. pneumoniae erst einmal in den Liquor gelangt, kann es sich dort
aufgrund der Ortlichen Infektabwehrschwéache, die vor allem durch niedrige
Konzentrationen an léslichen Opsoninen und wenige Phagozyten bedingt ist (Koedel
et al., 2010), leicht vermehren. Das exponentielle Wachstum der Erreger verursacht
eine Liguorazidose, die wiederum die Autolyse von S. pneumoniae auslésen und
férdern kann (Pinas et al., 2008). In der Folge werden Zellwandbestandteile in den
Liquor freigesetzt. |hre dortige Prasenz wird von koérpereigenen PRRs (pattern
recognition receptors) erkannt. Dies flhrt letztendlich zur Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten an den Ort der Infektion (Klein et al., 2008). Die Neutrophilen sind
jedoch nur bedingt in der Lage, das Wachstum der Pneumokokken zu begrenzen.
Als Folge dessen erreichen die bakteriellen Titer so hohe Konzentrationen, dass sie
kérpereigene Abwehrzellen (wie Neutrophile) schadigen kénnen (Zysk et al., 2000).
Diese setzen daraufhin S100A8/A9 in den Liquor frei. In der Folge kdénnen diese
Proteine als treibende Kraft der Entzindungsreaktion agieren. Dieser Mechanismus
scheint vor allem wahrend der antibiotischen Therapie von Bedeutung zu sein. Nach
Beginn der antimikrobiellen Therapie nehmen die Bakterienzahlen, aber auch die
Konzentration der bakteriellen Zellwandbestandteile innerhalb von Stunden ab
(Stucki et al., 2007). In dieser Situation scheinen endogene DAMPs wie S100A8/A9
die Rolle von PAMPs -zumindest teilweise - zu Ubernehmen und die

Entziindungsreaktion aufrechtzuerhalten.
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5.3 Wirkmechanismen von S100A8/A9 bei der Pneumokokkenmeningitis

Extrazellulares S100A8/A9 ist in der Lage, Immunantworten auf verschiedene Arten
zu modulieren. S100-Proteine kénnen sowohl direkt als auch indirekt zur Elimination
von Bakterien beitragen. Direkt scheint S100A8/A9 Uber Chelatbildung, indirekt via
Rekrutierung von Phagozyten und Férderung der Phagozytoserate zu wirken. Die
Chelatbildung von S100A8/A9 mit bivalenten Kationen wie Zink und Mangan, die den
Bakterien dadurch nicht fir essentielle Stoffwechselprozesse zur Verfligung stehen
(Corbin et al., 2008), tragt unter in vitro-Bedingungen zur Wachstumsinhibition einer
Vielzahl von Bakterien bei, wie z.B. Staphylococcus aureus und Escherichia coli. In
Ubereinstimmung damit zeigten S100A9-defiziente Mause héhere bakterielle Titer in
Leberabszessen nach intravendser Infektion mit Staphylococcus aureus (Corbin et
al., 2008) sowie eine gesteigerte bakterielle Dissemination nach Infektion mit
Klebsiella pneumoniae (Achouiti et al., 2012). Auf die indirekte Wirkung von
S100A8/A9 wies eine Studie von Simard et al. (Simard et al.,, 2011) hin. Bei
Untersuchungen an isolierten menschlichen Granulozyten beobachteten sie, dass
eine Exposition mit S100A9 die Phagozytoserate von Escherichia coli durch die
Abwehrzellen signifikant erhéht. Im Gegensatz zu den genannten Studien lieferten
Untersuchungen in anderen Tiermodellen, wie z.B. der durch Escherichia coli
ausgeldsten Sepsis (van Zoelen et al., 2009) oder der Pneumokokkenpneumonie
(Raquil et al., 2008), keine Hinweise auf eine antimikrobielle Rolle von S100A8/A9. In
unseren Untersuchungen konnte ebenfalls kein Unterschied in den bakteriellen Titern
im Hirn von infizierten WT- oder S100A9-defizienten Mausen festgestellt werden.
Folglich scheint die antimikrobielle Aktivitat von S100A8/A9 vom Bakterium und dem
Ort der Entziindungsreaktion abzuhéngen.

Ein weiterer mdglicher Mechanismus zur Aufrechterhaltung der Entziindungsreaktion
ist eine durch S100A8/A9-vermittelte Hemmung der Neutrophilen-Apoptose. Atallah
et al. (2012) berichteten, dass die konstitutive Apoptose von Neutrophilen Gber deren
Zellkonzentration reguliert wird. In anderen Worten: je hoher die Zahl der
Neutrophilen, desto geringer die Apoptoserate. Verantwortlich flr diesen Effekt
machten die Autoren S100A8/A9-Proteine, die aus den sterbenden Granulozyten
freigesetzt werden und in der Folge Uber TLR4-abhangige Signalwege das
Uberleben benachbarter Granulozyten férdern. Ein weiterer Hinweis auf einen
moglichen anti-apoptotischen Effekt von S100A8/A9 ist die verminderte Anzahl
neutrophiler Granulozyten im Knochenmark S100A9-defizienter Mause (Manitz et al.,
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2003). Da neutrophile Granulozyten die vorherrschende Leukozytensubpopulation im
Liquor bei einer Pneumokokkenmeningitis darstellen, kénnte die beobachtete
Reduktion der Liguorpleozytose auf einer vermehrten Apoptose dieser
Leukozytensubpopulation in Abwesenheit von S100A8/A9 beruhen. Dieser
Mechanismus scheint jedoch eher unwahrscheinlich zu sein, da in unserer Studie die
Anzahl apoptotischer Granulozyten im meningealen Infiltrat sowohl 24 Stunden als
auch 48 Stunden nach der Infektion bei S100A9-defizienten- und WT-M&ausen
nahezu identisch war. In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen hatten auch
Raquil et al. (2008) in einem Modell der Pneumokokkenpneumonie keine
Unterschiede bei der Anzahl apoptotischer Granulozyten in der bronchoalveolaren
LavageflUssigkeit gefunden, unabhangig davon, ob die Mause mit Antikérpern gegen
S100A8 und S100A9 behandelt worden waren oder nicht.

Ein weiterer denkbarer Mechanismus zur Aufrechterhaltung der Entziindungsreaktion
kénnte darin bestehen, dass S100A8/A9 zur Rekrutierung neutrophiler Granulozyten
zum Entzindungsherd beitragt. Frihere Studien hatten gezeigt, dass S100A8 und
S100A9 per se und im Zusammenspiel eine direkte chemotaktische Aktivitat auf
neutrophile Granulozyten in vivo und in vitro besitzen (Cornish et al., 1996; Newton
und Hogg, 1998; Ryckman et al., 2003). Die biologische Relevanz dieser
Beobachtung wird durch Studienergebnisse in experimentellen Krankheitsmodellen
gestltzt. So fuhrte in einem Tiermodell der Gichtarthritis eine passive Immunisierung
mit Antikérpern gegen S100A8 und S100A9 (nicht aber gegen die murinen
Neutrophilen-Chemokine CXCL-1 und CXCL-2) zur Hemmung der Neutrophilen-
Akkumulation im betroffenen Gelenk (Ryckman et al., 2003). In einem Mausmodell
der Pneumokokkenpneumonie konnte durch eine Vorbehandlung mit anti-S100A8-
und anti-S100A9-Antikérpern die Anzahl der neutrophilen Granulozyten in den
Alveoli signifikant reduziert werden, obwohl die Antikérper-Gabe gleichzeitig mit einer
Erhéhung der lokalen Chemokin-Produktion einherging (Raquil et al., 2008).
Zusatzlich zur direkten chemotaktischen Aktivitdt kann S100A8/A9 auch indirekt
durch Induktion einer Zytokin- und Chemokinproduktion die Leukozyteninfiltration ins
entziindete Gewebe férdern. So demonstrierten beispielsweise Cesaro et al. (2012),
dass [i] S100A9 per se die Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-
1B und TNF-a sowie von Chemokinen wie CXCL-2 aus Monozyten induzieren kann
und [ii] eine Behandlung mit S100A9-neutralisierenden Antikdérpern zu einer

Abnahme der Zytokinfreisetzung und Leukozyteninfiltration in einem Arthritismodell
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fihrt. Eine gemeinsame Reduktion von leukozytdrem Infiltrat und lokaler Zytokin-
/Chemokinproduktion wurde ebenfalls in Mausmodellen der Sepsis und von
GefaBschaden beschrieben (Croce et al., 2009; van Zoelen et al., 2009; Cesaro et
al., 2012). Weitere Befunde, die das Konzept der indirekten chemotaktischen
Wirkung stitzen, lieferte die Arbeitsgruppe von Makino (2006). Diese berichtete,
dass sowohl durch eine Exposition mit ST00A8/A9 als auch mit S100A9 alleine die
Freisetzung von Zytokinen wie TNF-a aus isolierten humanen Monozyten und
ausdifferenzierten Makrophagen ausgelést werden kann. Ferner demonstrierten Vogl
und Mitarbeiter (2007), dass [i] S100A8 die pro-inflammatorische Wirkung des PAMP
Escherichia coli LPS verstarken kann und [ii] dieser Effekt vorwiegend durch dessen
Interaktion mit TLR4 vermittelt wird (Vogl et al., 2007). Neuere Studien zeigten
zudem, dass auch S100A9 an TLR4 binden und dadurch pro-inflammatorisch wirken
kann (Riva et al., 2012). In Ubereinstimmung mit den zitierten Arbeiten beobachteten
wir in unseren Untersuchungen im Mausmodell der Pneumokokkenmeningitis eine
reduzierte Liquorpleozytose und verminderte zerebrale CXCL-2-Konzentrationen in
S100A9-defizienten Mausen. Der Chemokin-Ligand 2 (CXCL-2) ist ein kleines
Zytokin, das zur Familie der CXC-Chemokine gehért. Es wird von Monozyten und
Makrophagen sezerniert und wirkt chemotaktisch auf polymorphkernige Leukozyten
und hamatopoetische Stammzellen. In seiner Aminosaure-Sequenz ist es zu 90%
identisch mit dem Chemokin CXCL-1 (Wolpe et al.,, 1989; lida und Grotendorst,
1990). Es aktiviert Zellen, in dem es mit seinem Zelloberflachenrezeptor CXC
chemokine receptor CXCR-2 interagiert (Pelus und Fukuda, 2006). In
Untersuchungen an Kaninchen war gezeigt worden, dass die intrazisternale Injektion
von CXCL-2 per se eine Liquorpleozytose ausldésen kann (Saukkonen et al., 1990).
Ferner beobachteten Diab et al. (1999) in einem Rattenmodell der HIB-Meningitis,
dass die Neutralisation von CXCL-2 durch Gabe spezifischer Antikérper zu einer
Abschwachung der Neutrophilen-Rekrutierung in den Liquorraum fihrt. Zu ahnlichen
Befunden kam unsere Arbeitsgruppe bei Untersuchungen im Mausmodell der
Pneumokokkenmeningitis (Woehrl et al., 2011). In der vorliegenden Arbeit konnte
zudem demonstriert werden, dass [i] eine Stimulation von Makrophagen mit S100A8,
S100A9 und S100A8/A9 eine Freisetzung von CXCL-2 bedingt, [ii] die S100-Proteine
diesbezlglich synergistisch mit Pneumokokkenbestandteilen wirken kénnen, [iii] die
intrazisternale Applikation von S100-Proteinen sowohl eine Liguorpleozytose als
auch eine Erhéhung der CXCL-2-Spiegel im Liquor zur Folge hat, und [iv]
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letztgenannte Effekte von der Interaktion mit TLR4 abhangen. Somit scheint
S100A8/A9 (als Heterodimer oder als Homodimer) vorwiegend Uber eine Regulation
der CXCL-2-Produktion an der Rekrutierung von Leukozyten bei der
Pneumokokkenmeningitis beteiligt zu sein.

5.4 Einordnung von S100A8/A9 in das derzeit gultige Konzept zur

Pathophysiologie der Pneumokokkenmeningitis

In den vergangenen 10 Jahren hat sich unser Verstéandnis der Immunpathogenese
der Pneumokokkenmeningitis, insbesondere aufgrund von tierexperimentellen
Studien, erheblich verbessert (Abb. 23) (Koedel et al., 2010). Heute gilt als gesichert,
dass die Detektion bestimmter PAMPs durch Mustererkennungsrezeptoren (PRRs)
auf und in den Immunzellen das zentrale initiale Ereignis der Immunaktivierung bei
der Pneumokokkenmeningitis darstellt. Wichtige PAMPs von Streptococcus
pneumoniae sind die Zellwandbausteine Peptidoglykan (PG) und Lipoteichonsaure
(LTA) sowie das Toxin Pneumolysin (PLY). An deren Erkennung wirken Mitglieder
der toll-ike Rezeptor-Familie (insbesondere TLR2 und TLR4) und NOD-like
Rezeptoren (wie NLRP3, nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat and
purine domain containing gene product family receptor 3) mit. Die Interaktion
zwischen PAMPs und TLRs fluhrt zu einer vom intrazelluldren Adaptermolekdl
MyD88-abhangigen Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie Nuklearfaktor NF-kB.
Diese Transkriptionsfaktoren steuern die Expression zahlreicher Gene, die flr pro-
inflammatorische Zytokine (wie Interleukin-163, IL-1B), Chemokine und bestimmte
Adhésionsmolekile kodieren. In der Folge wandern aktivierte Leukozyten, in erster
Linie Granulozyten, in den Liquorraum ein. Parallel zur Leukozyteninfiltration wird
Uber einen MyD88-abhangigen Signalweg die zerebrale Expression von
Komplementfaktoren, die bei Primarinfektionen von Lunge oder Blut entscheidend fir
die Opsonophagozytose von Pneumokokken sind, stark hochreguliert. Allerdings
funktioniert diese Abwehrstrategie im Liquorraum nur eingeschrankt; die Phagozyten
kénnen die Pathogene nur partiell eliminieren. Infolge der Persistenz der Pathogene
und einer geringen Apoptoserate eingewanderter Granulozyten entwickeln sich die
neuropathologisch  charakteristischen, massiven granulozytaren Infiltrate im
Liquorraum. Greift man dem Immunsystem ,unter die Arme®, indem man die

Betroffenen antimikrobiell behandelt, flihrt die dadurch induzierte bakterielle Lyse zur
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Freisetzung groBer PAMP-Mengen wund konsekutiv zur Verstarkung der
Entzindungsreaktion (,inflammatory burst). In der klinischen Situation verlauft die
Immunreaktion oft protrahiert und fuhrt haufig zu Zellschadigungen. Eine mdégliche
Erklarung flar dieses Phanomen ware die Freisetzung sogenannter endogener
(wirtseigener) Alarmsignale (DAMPs) aus geschadigten Zellen. In dieser Arbeit
konnten wir nun demonstrieren, dass groBe Mengen des Alarmsignals S100A8/A9
aus geschéadigten Granulozyten in den Liguorraum freigesetzt werden, dass
extrazellulares S100A8/A9 die Produktion des Chemokins CXCL-2 férdert und
dadurch die Rekrutierung weiterer Granulozyten in den Liquorraum und in
angrenzendes Gewebe bewirkt. Da die Immunreaktion entscheidend zur Entstehung
von Gewebeschaden bei der Pneumokokkenmeningitis beitragt, geht die
Aufrechterhaltung der Entziindungsreaktion vermutlich mit einer Zunahme des

Meningitis-assoziierten Gewebeschadens einher.

Abbildung 23: Rolle von S100A8/A9 in der Pneumokokkenmeningitis
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5.5 S100A9: Mégliches Ziel fiir eine adjuvante Behandlung der

Pneumokokkenmeningitis

Ein pharmakologischer Eingriff in die Wirkung von DAMPs bei der
Pneumokokkenmeningitis hat nicht nur pathophysiologische Relevanz, sondern
bietet neue Mdoglichkeiten der Begleittherapie um die Meningitis-assoziierten
zerebralen Schadigungen zu reduzieren. Ein mdglicher begleitender Therapieansatz
neben der Gabe von Antibiotika kénnte die Anwendung des S100A9-Antagonisten
Paquinimod sein (Bjork et al., 2009). Vergleichbar mit der S100A9-Gendefizienz
fihrte auch die Applikation von Paquinimod zu einer schnelleren
Entzindungsresolution und einem gtinstigeren klinischen Verlauf im Mausmodell. Wir
beobachteten eine anti-inflammatorische und protektive Wirkung dieser Substanz im
kliniknahen Modell, d.h. wenn sie in Kombination mit Ceftriaxon appliziert wurde.
Somit scheint vor allem S100A9 ein potentieller neuer Angriffspunkt fir adjuvante
BehandlungsmafBnahmen bei der Pneumokokkenmeningitis zu sein.
S100A8/A9-Proteine zeigen ein nahezu identisches Expressionsmuster in Mensch
und Maus (Goebeler et al., 1993). Daher bietet es sich an, die Funktionen dieser
beiden Proteine im Mausmodell zu untersuchen. Allerdings stellte sich heraus, dass
die Deletion des Gens fir S100A8 in der Maus zur frihen Resorption des Embryos in
utero fihrt. S100A8 scheint also eine wichtige Rolle in der murinen Embryogenese
zu spielen (Passey et al., 1999). Im Gegensatz dazu fihrt die Gendeletion von
S100A9 zu keinem auffélligen Phanotyp. Die Mause sind fertil und
verhaltensunaufféllig; sie erreichen ein normales Kérpergewicht und haben eine
normale Lebenserwartung. Sie zeigen Uberdies keine Auffélligkeiten in der Zahl und
Morphologie peripherer Leukozyten.

Bemerkenswerterweise exprimieren S100A9-defiziente Mause auch kein S100A8.
Grund hierfir ist der Abbau von S100A8 in Abwesenheit von S100A9. Daher kénnte
der Phanotyp der S100A9-defizienten Mause - zumindest teilweise - auch auf der
Defizienz von S100A8 beruhen. Die Tatsache, dass Paquinimod, das vornehmlich
die Wirkung von S100A9 antagonisieren soll, einen vergleichbare Wirkung wie die
S100A9-Gendefizienz hat, spricht jedoch dafiir, dass S100A9 entscheidend flr die
beobachteten Effekte bei der Pneumokokkenmeningitis zu sein scheint.
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6. Zusammenfassung

Bei der Pneumokokkenmeningitis handelt es sich um eine lebensbedrohliche
Infektionserkrankung. Trotz gezielter Therapie sterben weiterhin etwa 15% der
Patienten; ein Drittel der Uberlebenden leidet an neurologischen Folgeschaden
(Thigpen et al., 2011). Hauptverantwortlich flr unginstige klinische Verlaufe sind
intrakranielle Komplikationen wie Hirnédem, Hydrozephalus oder zerebrale Ischamie
(van de Beek et al., 2004). Diese Komplikationen entstehen vor allem durch die
UbermaBige granulozytéare Immunreaktion (Koedel et al., 2010). Die granulozytare
Entzindungsreaktion persistiert haufig Gber Tage, obwohl die antibiotische Therapie
innerhalb von Stunden zur Elimination des Erregers und seiner Bestandteile fihrt
(Stucki et al.,, 2007). Ein mdgliche Erklarung fir dieses Phanomen ist, dass
endogene Alarmsignale (DAMPs), die aus aktivierten und geschéadigten Zellen
freigesetzt werden, die Funktion Pathogen-assoziierter molekularer Muster (PAMPSs)
Ubernehmen und die Entztindungsreaktion aufrechterhalten.

In den letzten Jahren fanden sich Hinweise darauf, dass S100-Proteine (darunter
S100A8 und S100A9) als DAMPs wirken kénnen (Chan et al., 2012). S100A8 und
S100A9 werden konstitutiv in hohen Mengen in neutrophilen Granulozyten exprimiert
(Chan et al.,, 2012). DarlUber hinaus wurde eine Expression dieser Proteine in
Makrophagen (Hu et al., 1996), Endothel- und Epithelzellen — insbesondere nach
einer Stimulation mit Entziindungsmediatoren — beobachtet (Nisapakultorn et al.,
2001). S100A8 und S100A9 (als Homo- und Heterodimer) kénnen von Immunzellen
als Reaktion auf diverse Stressoren aktiv sezerniert werden (Rammes et al., 1997).
Uberdies kénnen sie beim nekrotischen Zelluntergang passiv in  den
Extrazellularraum gelangen. In Analogie zu PAMPs wird die extrazelluldare Prasenz
von DAMPs durch Mustererkennungsrezeptoren erkannt. Dabei scheinen sowohl der
toll-like Rezeptor (kurz TLR) 4 als auch der Rezeptor fur fortgeschrittene
Stoffwechselprodukte der Glykierung (kurz RAGE) als Sensoren von S100A8,
S100A9 und S100A8/A9 zu fungieren (Vogl et al., 2007; Boyd et al., 2008; Bjork et
al., 2009). Die Interaktion von S100A8, S100A9 und S100A8/A9 mit PRRs fuhrt zur
Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nuklearfaktor NF-kB und férdert die Produktion
pro-inflammatorischer Zytokine (Vogl et al., 2007). Uberdies scheinen diese
S100-Proteine direkt chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten zu wirken
(Ryckman et al.,, 2003). Abgesehen von diesen immunmodulatorischen
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Eigenschaften kdnnen extrazellulare S100-Proteine auch zum Zelltod durch Nekrose
oder Apoptose beitragen (Viemann et al., 2007).

Da S100A8 und S100A9 in groBen Mengen im Zytoplasma neutrophiler
Granuloyzten vorhanden sind und diese Zellen die vorherrschende
Leukozytensubpopulation im meningealen Infiltrat bei der Pneumokokkenmeningitis
darstellen, stellten wir uns die Frage, ob und, wenn ja, welche Rolle diese Proteine in
der Immunpathogenese der Pneumokokkenmeningitis spielen. Im Rahmen dieser
Dissertationsarbeit wurde beabsichtigt [i] die Freisetzung von S100A8/A9-Proteinen
im Krankheitsverlauf der Pneumokokkenmeningitis zu charakterisieren, [ii] die
funktionelle Bedeutung dieser Proteine bei der Regulation der Entzindungsreaktion
und der Entstehung Meningitis-assoziierter intrakranieller Komplikationen zu
analysieren, und [iiij die zugrundeliegenden Mechanismen der S100A8/A9-
abhangigen Effekte bei der Pneumokokkenmeningitis genauer zu definieren. Die
Untersuchungen wurden [i] in einem etablierten Mausmodell der Meningitis, in dem
die beim Menschen beobachteten entzindlichen und neuropathologischen
Veranderungen gut nachvollzogen werden kdénnen, [ii] an primaren murinen
neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und murinen ER-Hoxb8-Granulozyten,
sowie [iii] mit menschlichen Liquorproben durchgefihrt.

In Untersuchungen von Liquorproben konnten wir eine massive Erhdéhung der
extrazelluldaren S100A8/A9-Konzentrationen bei erwachsenen Patienten mit einer
Pneumokokkenmeningitis feststellen (im Vergleich zu Kontrollpatienten). In
Ubereinstimmung mit den Patienten-Befunden fanden wir in unserem Mausmodell
bei infizieten Tieren deutlich héhere S100A8/A9-Werte im Liquor als bei
Kontrolltieren; die S100A8/A9-Konzentrationen waren nach 6 Stunden um das 4-
fache, nach 24 und 48 Stunden sogar um das 30-fache erhdht. Dabei wurden die
S100A8- und S100A9-Proteine entsprechend unserer immunhistochemischen
Befunde vornehmlich von in den Subarachnoidalraum immigrierten Leukozyten
exprimiert. In Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung zeigten nachfolgende
Granulozyten-Depletionsversuche im Mausmodell eine massive Reduktion der
S100A8/A9-Konzentrationen im Liquor. Somit scheinen bei der
Pneumokokkenmeningitis neutrophile Granulozyten die Hauptquelle von S100A8/A9
zu sein. Anhand von Zellkulturversuchen an murinen neutrophilen Granulozyten
konnten wir in der Folge demonstrieren, dass das Pneumokokkentoxin Pneumolysin
die Wirtszellen schadigt und konsekutiv S100A8/A9 passiv in den Extrazellularraum
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gelangt. Um Aufschluss Uber eine mdgliche Beteiligung von S100A8/A9 in der
Pathophysiologie der Pneumokokkenmeningitis zu bekommen, untersuchten wir in
der Folge S100A9-defiziente M&use im Akutmodell (24 Stunden Infektion) und
kliniknahen Modell (Antibiotikabehandlung 24 Stunden nach der Infektion,
Auswertung weitere 24 Stunden spater).

Im Akutmodell konnten wir - abgesehen von geringfligig geringeren Konzentrationen
des Chemokins CXCL-2 bei den S100A9-defizienten Mausen - keine signifikanten
Unterschiede zwischen den gendefizienten Mausen und den entsprechenden
WT-Mausen feststellen. Allerdings flihrte die Gendefizienz von S100A9 zu einer
Verbesserung des Kklinischen Zustands im fortgeschrittenen Krankheitsstadium.
Diese klinische Verbesserung ging mit einer Abnahme der Liquorleukozytenzahl und
der Hirn-CXCL-2-Konzentration, einer Reduktion der Hydrozephalusentwicklung und
des intrakraniellen Druckanstiegs, nicht aber der intrazerebralen Einblutungen einher.
Durch eine intrazisternale Vorbehandlung mit hoch aufgereinigtem S100A8 oder
S100A9 konnte der Phanotyp der S100A9-defizienten Mause auf den der WT-Mause
zurlckgefihrt werden. Dieser Befund spricht daflr, dass die Wirkung der
Gendefizienz bei der Pneumokokkenmeningitis vornehmlich auf einem Ausfall der
Funktion von extrazellularen S100A8/A9-Proteinen beruht. Diese Hypothese konnte
in Folgeuntersuchungen bekréftigt werden: die intrathekale Applikation von
gereinigtem S100A8, S100A9 und S100A8/A9 per se kann eine Meningitis
verursachen. Diese biologische Aktivitdt konnte in WT- und RAGE-defizienten
Mausen, nicht aber TLR2 und TLR4-doppeldefizienten Mausen beobachtet werden
und war mit einer Erhéhung der CXCL-2-Konzentrationen im Liquor
vergesellschaftet. Zur weiteren Charakterisierung der pro-inflammatorischen Wirkung
von extrazellularem S100A8, S100A9 und S100A8/A9 flihrten wir Experimente an
primdren murinen Knochenmarksmakrophagen durch. Dabei zeigte sich, dass alle
drei S100-Proteinpraparationen Uber einen TLR4-abhangigen Mechanismus die
Produktion von CXCL-2 durch Makrophagen induzieren kénnen und dieser Effekt
durch die Anwesenheit von Pneumokokkenfragmenten synergistisch verstarkt
werden kann. In einer abschlieBenden Versuchsreihe Uberpriften wir in einem
klinikknahen Mausmodell, ob sich S100A9-Antagonisten (in unserem Fall:
Paquinimod) moglicherweise zur adjuvanten Behandlung einer

Pneumokokkenmeningitis eignen. Vergleichbar mit der S100A9-Gendefizienz fliihrte
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auch die Applikation von Paquinimod zu einer schnelleren Entziindungsresolution
und einem gunstigeren klinischen Verlauf.

Zusammenfassend lasst sich somit sagen, dass [i] ST00A9 und S100A8 im Verlauf
einer Pneumokokkenmeningitis  (vorwiegend) passiv aus untergehenden
Granulozyten freigesetzt werden, [ii] in der Folge als DAMP zur Aufrechterhaltung der
Entzindungsreaktion und damit zur Verschlimmerung der pathophysiologischen
Veranderungen beitragen, [iii] die biologische Aktivitat der S100-Proteine (zumindest
zum Teil) CXCL-2- und TLR4-abhéangig ist, und [iv] die Antagonisierung der Wirkung
von S100A8/A9 ein vielversprechendes Ziel fir die begleitende Therapie dieser

Erkrankung zu sein scheint.
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7. Ausblick

Ein pharmakologischer Eingriff in die Wirkung von DAMPs kénnte eine neue Option
in der adjuvanten Behandlung der Pneumokokkenmeningitis sein. Ein mdglicher
Therapieansatz ware die Gabe des S100A9-Antagonisten Paquinimod (Bjork et al.,
2009). Das Quinolin-3-Carboxamid Paquinimod scheint die Bindung von S100A9 an
TLR 4 kompetitiv. zu hemmen (Bjork et al.,, 2009) und folglich die
Immunzellaktivierung zu verhindern (Riva et al., 2012). Zurzeit befindet sich diese
Substanz in klinischer Entwicklung zur Behandlung von Multipler Sklerose (Polman et
al., 2005; Comi et al., 2008; Comi et al., 2010), Prostatakrebs (Bratt et al., 2009),
systemischem Lupus erythematodes (Bengtsson et al.,, 2012) und systemischer
Sklerose.

Bevor an eine Kklinische Translation von S100A9-Antagonisten bei der
Pneumokokkenmeningitis gedacht werden kann, missen noch verschiedene Fragen
experimentell geklart werden. Eine wichtige Frage ist, ob der Antagonist auch dann
noch wirkt, wenn er nach Beginn der Antibiotikabehandlung gegeben wird. Zur
Aufrechterhaltung der Entzindungsreaktion bei der Pneumokokkenmeningitis
scheinen auch andere DAMPs, wie beispielsweise HMGB1, beizutragen (Hohne et
al., 2013). Daher sollte in weiteren Untersuchungen Uberprift werden, ob durch die
Applikation unterschiedlicher DAMP-Antagonisten (wie beispielsweise Paquinimod
und funktionsblockierende anti-HMGB1-Antikérper) eine additive protektive Wirkung
erzielt werden kann. Des Weiteren sollte der Frage nachgegangen werden, ob die
gemeinsame Applikation von DAMP-Antagonisten und Daptomycin, einem
nicht-bakteriolytischen  Antibiotikum, das der Freisetzung von mikrobiellen
Alarmsignalen wahrend der antimikrobiellen Therapie entgegenwirkt, synergistische
protektive Effekte aufweist. AbschlieBend sollte noch getestet werden, ob die
zuséatzliche Gabe von DAMP-Antagonisten und/oder Daptomycin die protektive
Wirkung von Dexamethason verstarken kann. Diese Versuchsreihe ist flr eine
spatere Translation in die Klinik wichtig, da Dexamethason Bestandteil der
Standardtherapie der Pneumokokkenmeningitis ist (siehe Richtlinien der Deutschen

Gesellschaft fir Neurologie; www.dgn.org).
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8. Quellenverzeichnis

Apparaturen und Gerate:

Material Typ Herkunft

Kdrpergewichtswaage ABS/ABJ KERN&SOHN, Balingen,
Deutschland

Digitalthermometer GTH 1160 GREISINGER electronic,

Stoppuhr

Narkosemittel-Verdampfer

Mikrobiologische
Sicherheitswerkbank

Heizkissen
Lampe
Skalpell
groBBe Schere

kleine Schere

Pinzette

Bohrer

Druckwandler

Perfusor

Zahlkammer

Mikroskop
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Vet.Med.Vapor

HERAsafe®

HK 20

150 HL

INOX, Biologie No. 5

Micromot 50

SIRECUST 403 R

Precidor

Fuchs-Rosenthal

TMS, ROBRA Micro

Regenstauf,
Deutschland

Junghans, Schramberg,
Deutschland

Drager, Libeck,
Deutschland

Thermo Electron
Corporation, Waltham,
Massachusetts, USA
Beurer,Ulm, Deutschland
Flexilux®

Feather®

Biochem luox

Quadrolab, Meckenheim,
Deutschland

Dumont®

Proxxon, Foéhren,
Deutschland

Siemens, Minchen,
Deutschland

Infors AG Basel,
Schweiz

Assistent, Sondheim/
Rhon, Deutschland

Nikon Deutschland,
Dusseldorf
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Zentrifuge

feine Waage

Zerstauber

Vortexer

Pipetten

Kryostat-Mikrotom

Antirollplatte

Probenhalter

Digitalkamera

Verbrauchsmaterialien:

Material

5415C

ABJ

Ultra-Turrax®

Mixer UZUSIO

VTX-3000L

CM 3050 S

Glas, 70 mm

Aluminium, geriffelt,

rund, 40 mm

EasyShare DX 4330

Typ

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

KERN&SOHN, Balingen,
Deutschland

Janke&Kunkel KG,
Staufen, Deutschland

LMS, Tokio, Japan
Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Leica Biosystems,
Nussloch, Deutschland

Leica Biosystems,
Nussloch, Deutschland

Leica Biosystems,
Nussloch, Deutschland

Kodak Deutschland,
Stuttgart

Herkunft

Einmalhandschuhe

Einmalmundschutz

Reaktionsgefal3e

Reaktionsgefalle

Pipettenspitzen

Reaktionsgefal3e
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Manufix, powder-free,
sensitive

Surgical face mask,
Standard, Barrier®

PP-Tubes, 14 ml steril

15 ml, 50 ml BlueMax
Falcon

20, 200, 1000 pl

1,5 ml Eppendorf-Tubes

Braun, Melsungen,
Deutschland

MéInlycke Health Care
GmbH, Erkrath-
Unterfeldhaus,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen,
Deutschland

BD Biosciences,
Deutschland, Heidelberg

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland
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Einmal-Mikropipetten

Gewebekleber

Plastikschlauch

sterile Einmalspritzen
sterile Einmalinjektionsspritzen
ohne Nadel

sterile Feindosierspritzen
mit Nadel

Kanulen

Tupfer

Plastikschalchen

Agar-Platten

96-Well-Platten

serologische Pipetten

Rollenpflaster

Verschlussfolie

Objekttrager
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100 pl, Blaubrand®, Brand GmbH + Co. KG,

intraEnd

0,5 ml Histoacryl®

Portex Non Sterile
Polythene Tubing
0,58 mm ID

0,96 mm OD

Wertheim, Deutschland

Aesculap, Tuttlingen,
Deutschland

Sims Portex Ltd., Smiths
Medical Deutschland
GmbH, Grasbrunn

5 ml, 20 ml, Discardit ™ || BDMedical Deutschland,

Omnifix®-F, Luer 1 ml
Omnican®-F, 1 ml,
30G x 12

Microlance™ 3,22 G 14

Maicell XT®, Zellstoff

Heidelberg

Braun, Melsungen,
Deutschland

Braun, Melsungen,
Deutschland

BD Medical,
Deutschland,Heidelberg

MaiMed Medical,
Neuenkirchen,
Deutschland

Plastic Tissue Dispomolds Diapath S.p.A.,

24 Xx24 x5 mm

COL-S, Columbia
Nunc 96 MicroWell,
steril, 5 ml, 10 ml
Falcon®

Leukoplast® hospital

Parafiim M

SuperFrost®, geschliffen

Martinengo, ltalien

BD Biosciences
Heidelberg, Deutschland

Nalge Nunc, Roskilde,
Danemark

BD Heidelberg,
Deutschland

BSN medical GmbH,
Hamburg, Deutschland

Pechiney Plastic
Packaging, Chicago,
lllinois, USA

Menzel Glaser,

Braunschweig,
Deutschland
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Einbettmedium

Mikrotomklingen

Reagenzien:

Material

Jung tissue freezing
medium

High-profile disposible
microtome blades 818

Typ

Leica Biosystems,
Nussloch, Deutschland

Leica Biosystems,
Nussloch, Germany

Herkunft

Antikoagulans

Narkotikum

Sedativum

Desinfektionsmittel

Inhalationsnarkotikum

Lokalanasthetikum

Farbeldésung
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Heparin-Natrium 25000 I.E.,
5 ml Injektionslésung

Ketaminhydrochlorid, 10 ml
50 mg/ml Injektionslésung

Xylazinhydrochlorid, = 99%.,
wasserldslich

Ethanol, 70% vergallt mit
1% MEK (Methylethylketon)

Forene® (Isofluran), 250 ml,
Flussigkeit zur Herstellung
eines Dampfes zur Inhalation

Xylocain 1%
(Lidocainhydrochlorid),
50 ml Injektionsflaschen

Tarksche Lésung zur
Leukozytenzahlung
(Wasser, Gentianaviolett)

Ratiopharm, Ulm,
Deutschland

Inresa Arzneimittel
GmbH, Freiburg,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland

bezogen vom
Klinikbedarf
des Klinikums
GroBhadern,
Minchen

Abbott GmbH & Co. KG,
Wiesbaden, Deutschland

AstraZeneca
Deutschland GmbH
Wedel

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland
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