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Abstract (English):
Meningeal cells participate in regulating the immune response to pneumococcal infection
L. Ercegovac 1, S. Dyckhoff-Shen 1, B. Angele 1, S. Hammerschmidt 2, T. Kohler 2, M. Klein 1,

H.W. Pfister 1, U. Ködel 1
1 LMU Klinikum - Munich (Germany), 2 Universität Greifswald - Greifswald (Germany)

Background: Pneumococcal infection of the central nervous system generates a massive in-
flammatory reaction which can cause brain damage and thus contributes to unfavourable disease
outcome. The host immune response is triggered by the recognition of pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs) by pattern recognition receptors, predominantly Toll-like receptors
(TLRs). Whereas the molecular mechanisms of immune activation have been characterized to a
great extent, there is still uncertainty about the major cellular sentinels of pneumococcal infection
in the leptomeningeal space. In this study, we aimed to investigate the role of meningeal fib-
roblasts in pathogen recognition and cytokine production.

Methods: The reaction to exposure to antibiotic-lysed S. pneumoniae was examined in an in vitro
model based on the culture of benign meningothelial meningioma cells (Ben-Men-1 cell line) and
primary human meningeal cells. These were stimulated with varying duration, bacterial concent-
ration and serotypes (D39, D39 ΔPLY, 6B, 7F). Subsequently, we measured cell proliferation and
cell death via WST- and LDH-assay as well as production of interleukin-6, -1β and -8. Further-
more, we evaluated the effect of a set of pharmacological inhibitors (such as blocking antibodies
for TLR2) and co-cultivation with THP-1 cells.

Results: Following challenge with pneumococci, both Ben-Men-1 and primary meningeal cells
showed cell death and cytokine secretion in correlation to duration of stimulation and bacterial
load. PLY-deficiency led to attenuated cell death and cytokine levels. Weakened cytokine respon-
ses of Ben-Men-1 cells were achieved with a BET-inhibitor, while no effective inhibitor was
identified for primary meningeal cells. Interestingly, inhibition of TLR2 and TLR4 had no signi-
ficant effect on these endpoints. Co-cultivation of both meningeal cell types with THP-1 cells
caused an up to 100-fold increase in IL-6-production. Inversely, IL-1ß was secreted more by THP-
1 cells alone than in additional presence of meningeal cells.

Conclusion: The data suggest that meningeal cells actively participate in the inflammatory
response during pneumococcal meningitis, seemingly via a TLR-independent pathway. Therefore
future investigation into meningeal immunity offers potential targets for drug intervention.
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Abkürzungsverzeichnis
AIF    Apoptose-induzierender Faktor
ANOVA Analysis of variance
AP-1    Aktivator-Protein-1
ASC Apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment

domain
Ben-Men-1 Benign-Meningioma-1
BET Bromodomain and extra-terminal domain
BHS    Blut-Hirn-Schranke
BRD Bromodomänen-haltiges Protein (bromodomain-containing protein)
BSA    Bovines Serumalbumin
CBP    CREB-bindendes Protein
CCL    CC-Chemokin-Ligand
CO2 Kohlenstoffdioxid
Col1α1    Kollagen-Typ 1α1
CREB cAMP-response element binding protein
CSF    Liquor cerebrospinalis (cerebrospinal fluid)
CXCL    Chemokine (C-X-C Motif) Ligand
DAMP Damage-associated molecular pattern
DAPI    4′,6-Diamidin-2-phenylindol
DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium
DMSO    Dimethylsulfoxid
DNA    Desoxyribonukleinsäure
DSMZ    Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
DTT    Diethiothreitol
ECACC European Collection of Authenticated Cell Cultures
ECDC Europäisches Zentrum für die Prävention und die Kontrolle von Krankheiten

(European Centre for Disease Prevention and Control)
ECM Extrazelluläre Matrix
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EGF Epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor)
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
F-12 Ham’s F-12-Medium
FBS Fetales Kälberserum (fetal bovine serum)
FN     Fibronektin
FSP-1    Fibroblasten-spezifisches Protein-1
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
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H. influenzae  Haemophilus influenzae
H+     Proton
H2SO4 Schwefelsäure
Hib Haemophilus influenzae Typ B
HIC1 Hypermethylated in cancer
HMC Human Meningeal Cells
HMGB1 High-mobility group box 1 protein
hTERT    Humane Telomerase-Reverse-Transkriptase
ICP     Intrakranieller Druck (intracranial pressure)
IL     Interleukin
IL-1R    Interleukin-1-Rezeptor
IPD     Invasive Pneumokokken-Erkrankung (invasive pneumococcal disease)
IRF Interferon regulatory factor
IκB     Inhibitorisches κB-Protein
JAK    Janus-Kinase
KBE    Koloniebildende Einheit
KCl    Kaliumchlorid
KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat
LDH    Laktatdehydrogenase
LP     Lipopeptid
LPS    Lipopolysaccharid
MAPK Mitogen-activated protein kinase
MCGS Meningeal Cell Growth Supplement
MCM Meningeal Cell Medium
MMP    Matrix-Metalloproteinasen
MRP14 Myeloid-related protein-14
MS     Multiple Sklerose
MyD88 Myeloid differentiation primary response 88
N. meningitidis  Neisseria meningitidis
Na2HPO4 Dinatriumhydrogenphosphat
NaCl    Natriumchlorid
NAD+/NADH+H+ Nicotinamidadenindinukleotid
NanA    Neuraminidase A
NET Neutrophil extracellular trap
NF-IL6 Nuclear factor IL-6
NF-κB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
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NLRP Nukleotid-bindende Oligomerisierungs-Domäne (NOD) Leucin-reiche Wie-

derholungsregionen-enthaltende Proteine
NO     Stickstoffmonoxid
NSE    Neuronenspezifische Enolase
OD     Optische Dichte
P/S     Penicillin/Streptomycin
PAFR Plättchenaktivierender Faktor-Rezeptor
PAMP Pathogen-assoziiertes molekulares Muster (pathogen-associated molecular

pattern)
PBS    Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (phosphate buffered saline)
PCho    Phosphorylcholin
PCR    Polymerase-Kettenreaktion
PCV    Pneumokokken-Konjugatimpfstoff (pneumococcal conjugate vaccine)
PCW    Pneumokokken-Zellwandkomponente
PDGFR    Platelet-derived growth factor receptor
PDTC Pyrrolidinedithiocarbamate ammonium
PECAM-1 Platelet endothelial cell adhesion molecule
PFA    Paraformaldehyd
PI3K9    Phosphoinositol-3-Kinase
PIgR    Polymerer Immunglobulinrezeptor
PKB    Protein-Kinase-B
PLL    Poly-L-Lysin
PLY    Pneumolysin
PM     Pneumokokken-Meningitis
PMA    Phorbol 12-Myristat 13-Acetat
PPAR    Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren
PspA Pneumococcal surface protein A
rcf     Relative Fliehkraft (relative centrifugal force)
PRR    Mustererkennungsrezeptor (pattern recognition receptor)
Regnase-1   Regulatorische RNase 1
RNS    Reaktive Stickstoffspezies (reactive nitrogen species)
ROS    Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species)
rpm    Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)
RPMI Roswell Park Memorial Institute
RT     Raumtemperatur
S. pneumoniae Streptococcus pneumoniae
SD     Standardabweichung (standard deviation)
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ST     Serotyp
STAT3 Signal transducer and transcription-3
T/E     Trypsin/EDTA
THP-1 Tohoku Hospital Pediatrics-1
THY Todd Hewitt Broth and Yeast Extract
TLR    Toll-like-Rezeptor
TNF-α     Tumornekrosefaktor-α
WHO    Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization)
WST    Wasserlösliches Tetrazolium-Salz (water-soluble tetrazolium)
xg     Mal Schwerkraft (times gravity)
ZNS    Zentralnervensystem
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1. Einleitung
1.1 Epidemiologie und Prognose der bakteriellen Meningitis
Weltweit kommt es jährlich zu über 2 Millionen Fällen von bakterieller Meningitis mit nahezu
200000 Todesopfern (GBD 2016 Meningitis Collaborators 2018). In den westlichen Industriena-
tionen ist die bakterielle Meningitis mit 0,9-3 Fällen pro 100000 Einwohner eine seltene Erkran-
kung (Bijlsma et al. 2016; McIntyre et al. 2012; van de Beek et al. 2016; van de Beek et al. 2021),
während in Ländern mit niedrigerem Bruttosozialprodukt, insbesondere in den südlich an die Sa-
hara angrenzenden Ländern Afrikas, über 200 Verdachtsfälle pro 100000 Einwohner jährlich ge-
meldet werden (Kambiré et al. 2016; van de Beek et al. 2021; GBD 2016 Meningitis Collaborators
2018).
Mit der Einführung der Konjugatimpfstoffe in die klinische Praxis änderte sich das Erregerspekt-
rum und das Haupterkrankungsalter der bakteriellen Meningitis. In der Vergangenheit war Ha-
emophilus influenzae Typ B (Hib) in den USA und Westeuropa der häufigste Erreger der bakte-
riellen Meningitis, gefolgt von Streptococcus pneumoniae und Neisseria meningitidis (Dery et al.
2007; Koedel, Scheld, et al. 2002). Mit der Einführung des Hib-Konjugatimpfstoffs wurde dieses
Bakterium in der westlichen Welt zunehmend von S. pneumoniae als häufigster Meningitis-Erre-
ger abgelöst; S. pneumoniae ist mittlerweile für bis zu 72 % der Krankheitsfälle verantwortlich
(Castelblanco et al. 2014; Bijlsma et al. 2016; Dery et al. 2007; Wall et al. 2021). Überdies ist die
bakterielle Meningitis heute mit einem medianen Patientenalter von 61 Jahren primär eine Er-
krankung des Erwachsenenalters (Bijlsma et al. 2016; van de Beek et al. 2016; Koedel, Scheld,
et al. 2002).
Trotz optimierter Therapie und intensivmedizinischer Versorgung ist die Letalität der Pneumo-
kokken-Meningitis (PM) mit Werten bis zu 20 % in den USA und Westeuropa weiterhin hoch
(Koelman et al. 2022). Zudem sind bis zu 50 % der überlebenden Patienten von neurologischen
und otologischen Defiziten betroffen (Buchholz et al. 2016). Ursächlich für die neurologischen
Folgeschäden sind im Krankheitsverlauf auftretende intrakranielle Komplikationen (Buchholz et
al. 2016; Lucas et al. 2016; Koelman et al. 2022). Zu den häufigsten Komplikationen der PM
zählen Hirnödeme (15 %), epileptische Anfälle (15-31 %), zerebrale Ischämien (13 %), Hydro-
zephalus (4-11 %), Vaskulopathien (40-43 %) sowie Hörverlust (22-69 %) (Buchholz et al. 2016;
Lucas et al. 2016; Klein et al. 2011). Systemische Komplikationen wie Kreislaufversagen oder
respiratorische Insuffizienz sind bei 33 % der Patienten zu beobachten (Koelman et al. 2022).
Auch langfristig sind Patienten mit PM in ihrer Lebensqualität und allgemeinen Gesundheit be-
einträchtigt. Noch bis zu 5 Jahre nach einer akuten Infektion weist ein Drittel der Patienten neu-
rologische Defizite auf, hierunter insbesondere eine Hörminderung und kognitive Defizite (Kloek
et al. 2020; Lucas et al. 2016).
Im Gegensatz zur Hib-Impfung konnten präventive Ansätze mit Konjugatimpfstoffen bisher die
Inzidenz der PM nicht konsequent senken (Brouwer et al. 2018). Klinische Studien berichteten
initial zwar von einem mäßigen bis deutlichen Rückgang der Inzidenz invasiver Pneumokokken-
Erkrankungen (IPD) bzw. der PM nach Implementierung von Impfprogrammen mit dem heptava-
lenten (PCV7) und dem zuletzt eingeführten 13-valenten Konjugatimpfstoff (PCV13) (Whitney
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et al. 2003; Imöhl et al. 2015; Hanquet et al. 2019; Moore et al. 2015). Allerdings scheinen die
Impfprogramme keinen dauerhaften Effekt zu entfalten (Alexandre et al. 2010). Überdies scheint
durch den Einsatz von PCV13 kein weiterer Rückgang der Inzidenz im Vergleich zu PCV7 erzielt
zu werden (Galanis et al. 2016; Olarte et al. 2015). Als limitierender Faktor für den Impferfolg
gilt unter anderem, dass infolge eines sogenannten Serotypen-Replacements Infektionen zuneh-
mend durch Serotypen verursacht werden, die nicht durch die Impfstoffe abgedeckt sind und die
vor deren Einführung lediglich eine untergeordnete Rolle als Verursacher von IPD spielten
(Koelman et al. 2022; Waight et al. 2015; Raboba et al. 2021; McIntyre et al. 2012; van de Beek
et al. 2016; Naucler et al. 2017). In England und Wales sind diese Serotypen mittlerweile für über
40 % der IPD verantwortlich (Ladhani et al. 2018).
Eine weitere Herausforderung sind Penicillin-resistente S. pneumoniae-Stämme, die seit 2017 auf
der Prioritätenliste Antibiotika-resistenter Bakterien der Weltgesundheitsorganisation (WHO)
stehen (Tacconelli et al. 2018). Der Surveillance Report des Europäischen Zentrums für die Prä-
vention und Kontrolle von Krankheiten (ECDC) gab für das Jahr 2019 eine europaweite Rate
Penicillin- und Makrolid-unempfindlicher Stämme von 6,2 % an (ECDC 2020). In einer japani-
schen Studie zur Charakterisierung nicht-invasiver Pneumokokken-Isolate wurden 2,2 % der
Stämme als resistent und 33,8 % als intermediär gegen Penicillin eingestuft (Kawaguchiya et al.
2020). Auch in den USA werden geschätzt mehr als 1,2 Millionen Infektionen pro Jahr durch
Antibiotika-resistente S. pneumoniae-Stämme verursacht und steigende Resistenzraten im zwei-
stelligen Bereich beobachtet (Cherazard et al. 2017).
Zusammenfassend stellt die bakterielle Meningitis und insbesondere die PM weiterhin eine glo-
bale, ernstzunehmende Infektionskrankheit dar (Brouwer et al. 2010). Dementsprechend werden
in Zukunft neue adjuvante Therapieoptionen sowie Impfstoffe mit erweitertem Serotypenspekt-
rum benötigt (Koelman et al. 2020; Wall et al. 2021).

1.2 Pathophysiologie der Pneumokokken-Meningitis
1.2.1 Bakterielle Invasion des Leptomeningealraums
Pneumokokken können den Liquorraum entweder ausgehend von einem benachbarten Infekti-
onsherd (per continuitatem; der häufigste Infektionsweg im Erwachsenenalter) oder hämatogen
über den Blutkreislauf erreichen (Koedel, Klein, et al. 2009; Østergaard et al. 2005; Koelman et
al. 2022). Um hämatogen eine Meningitis zu verursachen, muss der Erreger die Blut-Hirn-
Schranke (BHS) überwinden. Diese besteht aus mikrovaskulären Endothelzellen mit Basalmemb-
ran und Tight Junctions, die im Zusammenspiel mit Perizyten und Astrozytenfortsätzen eine
Schutzbarriere zwischen Blutbahn und Hirnparenchym sowie Liquorraum bilden (Serlin et al.
2015; Sweeney et al. 2019; Liebner et al. 2018; Sharif et al. 2018). Die wichtigste Eintrittspforte
für Pneumokokken befindet sich im Bereich postkapillärer Venolen und Venen innerhalb des
subarachnoidalen und perivaskulären Raums (van de Beek et al. 2016; Iovino et al. 2013). Es gibt
Hinweise auf einen transzellulären Transportweg in Vakuolen sowie auf eine parazelluläre Mig-
ration durch Störung der Tight Junctions (Iovino et al. 2013; Attali et al. 2008; Radin et al. 2005;
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McGill et al. 2016; Barichello et al. 2013). Über bakterielle Adhäsine wie das bakterielle Ober-
flächenprotein PspA und Neuraminidase (NanA) entsteht eine Bindung an den Plättchenaktivie-
renden Faktor-Rezeptor (PAFR), Laminin-Rezeptor, polymeren Immunglobulinrezeptor (PIgR)
und das platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM-1) der Endothelzellen, welche hier-
durch aktiviert werden (van de Beek et al. 2016; McGill et al. 2016; Iovino et al. 2017; Orihuela
et al. 2009; Mook-Kanamori et al. 2011; Yau et al. 2018). Nachfolgend bindet PAFR an Phos-
phorylcholin (PCho) auf der Oberfläche von S. pneumoniae, sodass das Bakterium schließlich in
die Endothelzellen eindringen kann (van de Beek et al. 2016; van de Beek et al. 2021). Das intra-
zelluläre Überleben von Pneumokokken wird während der transzellulären Migration über die
BHS durch den Virulenzfaktor Pneumolysin (PLY) gefördert (Surve et al. 2018; Chen et al. 2019;
Yau et al. 2018).

1.2.2 Der Virulenzfaktor Pneumolysin
Das Toxin PLY gehört neben der Polysaccharid-Kapsel, verschiedenen Oberflächenproteinen und
Enzymen zu den von S. pneumoniae exprimierten Virulenzfaktoren und wird zum Überleben der
Bakterien im Blutstrom und Auslösen einer schweren IPD benötigt (Orihuela et al. 2004; Zafar
et al. 2017; van de Beek et al. 2016). Im Liquor cerebrospinalis (CSF) kommt es zur autolytischen
PLY-Freisetzung, wenn die bakterielle Replikation eine stationäre Phase erreicht oder die Bakte-
rien mit lytischen antimikrobiellen Substanzen bekämpft werden (Hupp et al. 2022). Anschlie-
ßend bindet PLY an Cholesterol in der Zellmembran von Wirtszellen und generiert ringförmige
Poren (Iliev et al. 2007).
PLY hat eine ausgeprägte proinflammatorische Wirkung (McNeela et al. 2010; Zafar et al. 2017;
Pereira et al. 2022). So wurde gezeigt, dass epitheliale Zellen durch eine sublethale Dosis von
PLY zur Produktion proinflammatorischer Zytokine und Anlockung von Neutrophilen bereits im
Frühstadium einer Infektion angeregt werden (Ratner et al. 2006; Pereira et al. 2022). Darüber
hinaus führt PLY zu mitochondrialen Schäden und bewirkt eine Apoptose von Makrophagen,
Neuroblastomzellen, Fibroblasten und primären Astrozyten (Pereira et al. 2022; Braun et al. 2007;
Iliev et al. 2009; Bewley et al. 2014).
In hohen lytischen Konzentrationen kommt es durch die gebildeten Poren zur Störung der zellu-
lären Homöostase, sodass die Zellen irreversibel geschädigt und verschiedene Zelltodsignalwege
ausgelöst werden (Pereira et al. 2022; Nishimoto et al. 2020). Neben der direkt zytotoxisch ver-
mittelten, unkontrollierten Nekrose kann PLY beispielsweise in Mikrogliazellen einen pyroptoti-
schen Zelltod sowie eine IL-1β- und TNF-α-Sekretion bewirken (Hoegen et al. 2011; Subrama-
nian et al. 2019; Kim et al. 2015; McNeela et al. 2010; Witzenrath et al. 2011; Nishimoto et al.
2020; Karmakar et al. 2015). Darüber hinaus wurde demonstriert, dass PLY in Makrophagen und
Endothelzellen zur Nekroptose führen kann (Gilley et al. 2016; Kitur et al. 2015; González-Juarbe
et al. 2015; Riegler et al. 2019). Während die Nekroptose eine kontrollierte Nekrose bezeichnet
und durch den receptor-interacting protein kinase 1 (RIPK1)-RIPK3-Komplex vermittelt wird,
gründet die Pyroptose auf der Aktivität des Enzyms Caspase-1 (Lamkanfi et al. 2014; Kaczmarek
et al. 2013; Kesavardhana et al. 2020). Alle genannten Zelltodmechanismen sind durch Plasma-
membrandefekte gekennzeichnet und gehen mit der Freisetzung zellulärer Alarmmoleküle (wie
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z.B. high mobility group box 1 protein, HMGB1) und/oder proinflammatorischer Faktoren (wie
IL-1β) einher und entsprechen somit hoch inflammatorischen Prozessen (Kitur et al. 2015; Lam-
kanfi 2011; Galluzzi et al. 2018).
Im Mausmodell lassen sich bei PLY-defizienten Pneumokokken eine deutlich attenuierte Viru-
lenz, ein erniedrigter systemischer Bakterientiter sowie eine weniger ausgeprägte Klinik beobach-
ten (Wellmer et al. 2002; Hoegen et al. 2011; Hirst et al. 2008). Auch wurde demonstriert, dass
in murinen Knochenmarksmakrophagen und THP-1-Makrophagen ohne PLY eine IL-1β-Sekre-
tion ausbleibt (Hoegen et al. 2011). In klinischer Korrelation ist eine Studie zur PM mit Vergleich
von Liquorproben Überlebender und Nicht-Überlebender anzuführen; die verstorbenen Patienten
wiesen höhere PLY-Konzentrationen sowie eine höhere Bakterienlast auf (Wall et al. 2012).

1.2.3 Pathogenerkennung
Im Rahmen der bakteriellen Autolyse kommt es zur Freisetzung stark immunogener Zellbestand-
teile (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) (Doran et al. 2016; Hanke et al. 2011;
van de Beek et al. 2016; Koedel et al. 2010). Diese werden von pattern recognition receptors
(PRRs) erkannt, die sich auf der Oberfläche, im Zytoplasma und in intrazellulären Organellen wie
den Endosomen immunkompetenter Zellen befinden (Doran et al. 2016; Klein, Koedel, et al.
2006; van de Beek et al. 2016; Fitzgerald et al. 2020; Ampie et al. 2022; Hanke et al. 2011). Zu
relevanten PRRs gehören unter anderem Toll-like-Rezeptoren (TLR), wovon im Menschen zehn
und in der Maus zwölf verschiedene identifiziert sind (Koppe et al. 2012; Fitzgerald et al. 2020;
Ampie et al. 2022; Hanamsagar et al. 2012; Koedel et al. 2010). Diese führen ausgehend von
individuellen Stimuli über bestimmte Adaptermoleküle und Transkriptionsfaktoren zur Zytokin-
ausschüttung (Abb. 1, S. 19) (Koppe et al. 2012; Satoh et al. 2016; Koedel et al. 2010).
In den 1980er-Jahren demonstrierten bahnbrechende Experimente von E. Tuomanen und Mitar-
beitern, dass die Injektion von Pneumokokken-Zellwandkomponenten (PCW) in den Liquor von
Labortieren ausreicht, um eine Meningitis auszulösen (Tuomanen, Liu, et al. 1985). In Einklang
mit diesen Befunden wurde berichtet, dass hohe PCW-Konzentrationen im Liquor bei Patienten
mit PM mit ungünstigen klinischen Verläufen assoziiert sind (Schneider et al. 1999). In den letz-
ten 20 Jahren wurde eine Handvoll PRRs identifiziert, die zur Detektion von S. pneumoniae im
Liquor beitragen, wobei TLR die dominierende PRR-Familie sind (van de Beek et al. 2016; van
de Beek et al. 2021).
Der oberflächengebundene TLR2 wurde mit dem Nachweis von Pneumokokken-Komponenten
wie Lipoproteinen in Verbindung gebracht (Gisch et al. 2013; Shu et al. 2020). Es wurde berich-
tet, dass PLY mit oberflächengebundenem TLR4 interagiert (Malley et al. 2003); allerdings ist
dies nach Befunden anderer Arbeitsgruppen immer noch Gegenstand von Debatten (McNeela et
al. 2010). Darüber hinaus wurde beschrieben, dass TLR9 durch genomische Pneumokokken-
DNA unter in vitro-Bedingungen aktiviert wird (Mogensen et al. 2006). Kürzlich wurde gezeigt,
dass endosomales TLR13 in Mäusen und TLR8 in Menschen die Präsenz Gram-positiver Bakte-
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rien wie S. pneumoniae dadurch erkennen, dass sie mit bakteriellen ssRNA-Segmenten interagie-
ren (Deshmukh et al. 2011; Oldenburg et al. 2012; Eigenbrod et al. 2015; Moen et al. 2019; Famà
et al. 2020).
Um einen ersten Hinweis auf die funktionelle Relevanz von TLR bei der PM zu erhalten, analy-
sierte unsere Arbeitsgruppe zunächst den Krankheits-Phänotyp von Mäusen mit einer genetischen
Defizienz von MyD88 (myeloid differentiation primary response 88, Myd88-/-), einem zentralen
Adaptermolekül in der Signalkaskade aller TLR mit Ausnahme von TLR3 (Zhang et al. 2017;
Fitzgerald et al. 2020; Hanke et al. 2011; Albiger et al. 2007) im Vergleich zu entsprechenden
Wildtyp-Mäusen. Myd88-/--Mäuse zeigten eine massive Reduktion der Entzündungsreaktion im
Zentralnervensystem (ZNS), die mit einer starken Abschwächung Meningitis-assoziierter intra-
kranieller Komplikationen und Gewebeschäden einherging (Koedel et al. 2004; Klein et al. 2007).
Um die für diesen Phänotyp verantwortlichen TLR zu identifizieren, untersuchte unsere Arbeits-
gruppe in der Folge zunächst den Krankheitsverlauf von Mäusestämmen, denen entweder TLR2,
TLR4, TLR2 und TLR4 (TLR2/4-/-) oder TLR2 und TLR4 und TLR9 (TLR2/4/9-/-/-) fehlten. Wäh-
rend der Krankheitsverlauf durch die alleinige Defizienz von TLR2 oder TLR4 nicht entscheidend
beeinflusst wurde, zeigten TLR2/4-/--Mäuse eine signifikante Reduktion der meningealen Inflam-
mation und zerebralen Gewebeschäden; die zusätzliche Defizienz von TLR9 bedingte keine wei-
tere Abschwächung der Hirnpathologie (Koedel et al. 2003; Klein et al. 2008). Allerdings war die
Veränderung des Krankheitsphänotyps bei TLR2/4-/--Mäusen weniger stark ausgeprägt als bei
Myd88-/--Mäusen, was auf eine Beteiligung weiterer MyD88-abhängiger TLR bei der Pneumo-
kokken-Erkennung im Liquorraum hindeutete. Zur Klärung dieses Aspektes bestimmten wir an-
schließend den Krankheits-Phänotyp von Mäusen mit weiteren Defizienzen in der TLR-Signal-
kaskade, nämlich 3d-/TLR2/4-/-- (diese Mäuse weisen neben einer TLR2- und TLR4-Doppel-De-
fizienz einen Ausfall endosomaler TLR-Signalwege infolge einer inaktivierenden UNC93B1-
Mutation auf (Tabeta et al. 2006; Lee et al. 2013; Pelka et al. 2018), 3d--, TLR3/7/9-/-/-- ,
TLR2/3/4/7/9-/-/-/-/--, TLR2/4/13-/-/-- und TLR2/13-/--Mäuse. In dieser Versuchsreihe beobachteten
wir eine Übereinstimmung des Krankheitsphänotyps von Myd88-/--, 3d-/TLR2/4-/--, TLR2/4/13-/-
/-- und TLR2/13-/--Mäusen. Diese Mäusestämme zeigten eine vergleichbare Reduktion der Ent-
zündungsreaktion und Meningitis-assoziierter intrakranieller Komplikationen (Dyckhoff et al.
2019; Dyckhoff et al. 2018), was letztlich für eine zentrale Bedeutung von TLR2 und TLR13 bei
der murinen PM spricht.
Neben TLR sind Nukleotid-bindende Oligomerisierungs-Domäne (NOD) Leucin-reiche Wieder-
holungsregionen-enthaltende Proteine (NLRP, wie NLRP3), die zytoplasmatische PAMPs bin-
den, weitere potenzielle Sensoren für Pneumokokken-Infektionen des leptomeningealen Raums
(Surabhi et al. 2020). In Zellkulturexperimenten wurde festgestellt, dass die NRLP3-Aktivierung
durch porenbildende bakterielle Toxine wie PLY induziert wird (McNeela et al. 2010; Witzenrath
et al. 2011). In einem Maus-Meningitis-Modell war ein NLRP3-Mangel mit einer verminderten
Immunantwort auf eine Pneumokokken-Infektion verbunden und die NLRP3-abhängige Sekre-
tion von Interleukin (IL)-1β in den Liquor war nach einer Infektion mit PLY-defizienten S. pneu-
moniae wesentlich geringer als mit PLY-produzierenden S. pneumoniae (Hoegen et al. 2011;
Geldhoff et al. 2013).
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Diese Befunde illustrieren, dass wir heute über ein sehr gutes Wissen über die Erkennungsme-
chanismen einer Pneumokokken-Infektion des Liquorraums verfügen.

1.2.4 Aktivierung des NFĸB-Signalwegs
Die Interaktion zwischen PAMPs und TLR führt zu einer von intrazellulären Adaptermolekülen
(z.B. MyD88) abhängigen Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie Nuklearfaktor (NF)-κB.
Der induzierbare Transkriptionsfaktor NF-κB spielt eine Schlüsselrolle bei der Regulation der
Entzündungs- und Immunantwort bei Säugetieren. Der prototypische NF-κB-Komplex (das He-
terodimer von p50 und RelA) wird durch Komplexbildung mit dem Inhibitorprotein IκBα im
Zytoplasma festgehalten. Bei adäquater Stimulation, beispielsweise mit TLR-Liganden, wird der
IκB-Kinase-Komplex aktiviert; dieser phosphoryliert in der Folge IκBα, was zum Abbau von
IκBα sowie der Kerntranslokation des NF-κB-Komplexes mit konsekutiver Aktivierung von NF-
κB-Zielgenen führt, wie beispielsweise der Zytokine IL-1β und IL-6 sowie des Chemokine (C-
X-C Motif) Ligands 8 (CXCL8, IL-8) (Mitchell et al. 2016; Zhang et al. 2017; Yu et al. 2020;
Tanaka et al. 2014). Die optimale transkriptionelle Aktivität von NF-κB für bestimmte Zielgene
erfordert überdies die Interaktion mit koaktivierenden Proteinen wie dem CREB (cAMP-response
element binding protein)-bindenden Protein (CBP) oder p300 sowie dem Chromatin-Bindepro-
tein Bromodomänen-haltiges Protein 4 (BRD4), einen Mitglied der BET (bromodomain and extra
terminal domain)-Proteinfamilie (Huang et al. 2009; Bao et al. 2017; Devaiah et al. 2016). Akti-
viertes CREB dagegen scheint die transkriptonelle Aktivität von NF-κB inhibieren zu können,
vermutlich indem es mit NF-κB um die koaktivierenden Proteine CBP/p300 konkurriert (Wen et
al. 2010).
Im Rattenmodell der PM wurde eine Zunahme der NF-κB-Aktivität nach intrazisternaler Infek-
tion mit S. pneumoniae beobachtet, und zwar vor allem in Immunzellen des Subarachnoidalraums
sowie im Ventrikel- und kortikalen Gefäßsystem (Koedel et al. 2000). Eine Behandlung mit NF-
κB-Inhibitoren führte zu einer Reduktion der Krankheitszeichen, der intrakraniellen Komplikati-
onen sowie der Liquor-Pleozytose; auch kam es zu einer reduzierten zerebralen Expression von
IL-6 (Koedel et al. 2000). Zu vergleichbaren Ergebnissen kam eine Studie in einem murinen PM-
Modell (Chen et al. 2017). Wie oben beschrieben ging die Infektion mit S. pneumoniae mit einer
verstärkten MyD88-abhängigen NF-κB-Aktivierung einher. Folglich wurden die Zytokine und
Chemokine TNF-α, IL-1ß, IL-6 und MCP-1 (CC-Chemokin-Ligand 2, CCL2) vermehrt ausge-
schüttet. In Gegenzug senkte die gezielte Inhibition von NF-κB deren Produktion. Auch ließ sich
eine Abnahme der Blut-Hirn-Schrankenstörung und ein besserer klinischer Zustand beobachten
(Chen et al. 2017). Somit scheint NF-κB einer der bedeutendsten Signalwege für die Immunant-
wort innerhalb des ZNS auf eine Invasion durch Pneumokokken und der damit verbundenen
Krankheitsausprägung zu sein.
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1.2.5 Expression proinflammatorischer Mediatoren
Transkriptionsfaktoren wie NF-κB steuern die Expression zahlreicher Gene, die für bestimmte
Adhäsionsmoleküle, Chemokine und proinflammatorische Zytokine kodieren.
Im Liquor von Patienten mit einer PM finden sich signifikant erhöhte Konzentrationen zahlreicher
Zytokine (IL-1ß, IL-6, IL-10, MIF, TNF-α), Chemokine (ENA-78 (CXCL5), GRO (CXCL1),
CXCL8, IP-10 (CXCL10), NAP-2 (CXCL7), CCL2, MCP-2 (CCL8), MIP-3a (CCL20)) sowie
Wachstumsfaktoren (Kastenbauer et al. 2005; Zwijnenburg, de Bie, et al. 2003; Brivet et al. 2005;
Spanaus et al. 1997; Østergaard et al. 2004; Wall et al. 2014). Analog zur klinischen Situation
wurden auch im Tiermodell der PM erhöhte Zytokin- und Chemokin-Spiegel beobachtet, unter
anderem von IL-1ß, IL-6, TNF-α, KC (CXCL1), MIP-2 (CXCL2), XCL-1, CXCL10, CXCL16,
CCL2 oder CCL20 (Barichello et al. 2010; Barichello et al. 2011; Klein, Paul, et al. 2006).
IL-6 ist ein klassisches proinflammatorisches Zytokin, das von einer Vielzahl von Zellen wie
Monozyten, T- und B-Lymphozyten, Fibroblasten und Endothelzellen produziert wird (Tanaka et
al. 2014; Mihara et al. 2012; Chen et al. 2022; Hirano 2021; Hasegawa et al. 2016). IL-6 ist an
der Regulation verschiedener physiologischer Prozesse beteiligt, einschließlich Akute-Phase-
Antwort, Entzündung, Immunantwort, Mechanismen der Wirtsabwehr, Hämatopoese und Zell-
wachstum (Tanaka et al. 2014; Hirano 2021; Del Valle et al. 2020; Chen et al. 2022; Rose-John
2018; Scheller et al. 2011; Jones 2005; Jones et al. 2018; Kany et al. 2019; McLoughlin et al.
2005; Fielding et al. 2008). Die IL-6-Spiegel werden weitgehend auf der Expressionsebene regu-
liert. Das menschliche IL-6-Gen enthält mehrere Elemente für die Transkriptionsfaktorbindung,
einschließlich NF-ĸB, Aktivator-Protein-1 (AP-1), C/EBPb und CREB, wobei insbesondere NF-
ĸB bei der Induktion der IL-6-Transkription eine herausragende Rolle zu spielen scheint (s. 1.2.4)
(Tanaka et al. 2014; Hirano 2021; Wolf et al. 2014; Luo et al. 2016). NF-ĸB-aktivierende Fakto-
ren, einschließlich Lipopolysaccharid (LPS), IL-1β und TNF-α, induzieren effizient die IL-6-
Transkription (Tanaka et al. 2014). Im Mausmodell einer intrakraniellen Pneumokokken-Infek-
tion war die Überlebenszeit von IL-6-/--Mäusen kürzer und ihre Sterblichkeit höher als die infi-
zierter Wildtyp-Mäuse (Albrecht et al. 2016). Der ungünstigere klinische Verlauf war mit einer
höheren Bakterienlast im Gehirn, im Blut und in der Milz vergesellschaftet (Albrecht et al. 2016).
In einer weiteren Studie, in der die Pneumokokken in den Liquorraum der Zisterna magna injiziert
wurden, wurde beobachtet, dass sowohl durch eine pharmakologische Neutralisation von IL-6 als
auch dessen genetische Ausschaltung die Meningitis-assoziierte Blut-Hirn-Schrankenstörung und
folglich der Anstieg des intrakraniellen Drucks (ICP) und die Hirnödembildung reduziert werden
konnten (Paul et al. 2003). Darüber hinaus wiesen sowohl anti-IL-6-behandelte als auch IL-6-
defiziente Tiere höhere Leukozytenzahlen im Liquor und dazu passend eine erhöhte Expression
bestimmter proinflammatorischer Zytokine wie TNF-α und IL-1ß auf (Paul et al. 2003; Scheller
et al. 2011). Diese Befunde sprechen für eine wichtige Funktion von IL-6 in der Immunpathoge-
nese der (experimentellen) PM.
Für die Granulozytenrekrutierung ist insbesondere das Chemokin CXCL8 relevant (Spanaus et
al. 1997; Kany et al. 2019). Ähnlich wie IL-6 wird CXCL8 unter anderem TLR-vermittelt über
den NF-ĸB- und AP-1-Signalweg exprimiert und bindet anschließend an die G-Protein-gekoppel-
ten Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 (Kany et al. 2019; Fousek et al. 2021). Es gibt Hinweise auf
eine lokale Produktion innerhalb des ZNS (Ostergaard, Yieng-Kow, Benfield, et al. 2000) sowie
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auf eine Freisetzung aus neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und Endothelzellen (Cockeran
et al. 2002; Fousek et al. 2021). Im PM-Modell in Kaninchen zeigte sich, dass die Leukozytenzahl
im Liquor nach intravenöser Applikation eines CXCL8-Antikörpers deutlich niedriger ist, jedoch
nicht nach intrazisternaler Gabe (Ostergaard, Yieng-Kow, Larsen, et al. 2000). Dies deutet darauf
hin, dass CXCL8 seine Hauptwirkung in mikrovaskulären Endothelzellen des Blutstroms entfaltet
(Ostergaard, Yieng-Kow, Larsen, et al. 2000; Mook-Kanamori et al. 2011). Im Mausmodell der
PM konnte durch systemische Gabe von neutralisierenden Antikörpern gegen die murinen
CXCL8-Homologe CXCL1 und CXCL2 die Liquorpleozytose stark vermindert und der klinische
Status der Tiere erheblich verbessert werden (Woehrl et al. 2011). Diese Daten sprechen für eine
zentrale klinische Bedeutung der Granulozyten(rekrutierung) bei der (experimentellen) PM.
IL-1β ist ein relevantes proinflammatorisches Zytokin aus der IL-1-Superfamilie, das unter ande-
rem von Makrophagen, Monozyten, neutrophilen Granulozyten und Mikrogliazellen produziert
werden kann (Dinarello 2005b; Basu et al. 2004; Mook-Kanamori et al. 2011; Behzadi et al. 2022;
Arend et al. 2008; Garlanda et al. 2013; Sims et al. 2010; Kany et al. 2019). Die Synthese wird
durch endogene Stimuli wie beispielsweise Lipoproteine, Komplementfaktoren oder Zytokine
wie IL-1β, IL-18 und TNF-α nach Bindung an die entsprechenden Rezeptoren (z.B. TLR oder
den IL-1-Rezeptor, IL-1R) ausgelöst (Dinarello 2011; Behzadi et al. 2022; Sims et al. 2010).
Anschließend muss die inaktive Form durch ausgewählte Proteasen, wie z.B. der Caspase-1, in
die aktive Form gespalten werden (Dinarello 2011, 2005a; Mook-Kanamori et al. 2011; Koedel,
Winkler, et al. 2002; Behzadi et al. 2022; Garlanda et al. 2013). Die Aktivierung der Caspase-1
erfolgt in sogenannten Inflammosomen, wie dem NLRP3-Inflammosom-Multiproteinkomplex,
der unter anderem durch PLY aktiviert werden kann (van de Beek et al. 2016; Hoegen et al. 2011;
McNeela et al. 2010; Kany et al. 2019; Barichello et al. 2013). In der angeborenen Immunabwehr
spielt IL-1β eine entscheidende Rolle insbesondere bei der Stimulierung von dendritischen Zel-
len, Makrophagen und Monozyten durch Bindung an den IL-1R ((Behzadi et al. 2022; Kany et
al. 2019). Der Inflammasom-/IL-1-Signalweg gilt als Schlüsselfaktor in der Immunpathogenese
der PM. IL-1R-, Caspase-1-, ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase
recruitment domain)- und NLRP3-defiziente Mäuse wiesen eine geringere Entzündungsreaktion,
mildere intrakranielle Komplikationen und einen besseren klinischen Verlauf als entsprechende
Wildtyp-Tiere auf (Zwijnenburg, van der Poll, et al. 2003; Koedel, Winkler, et al. 2002; Hoegen
et al. 2011). Eine ähnliche protektive Wirkung wurde im Tiermodell durch Gabe des IL-1R-An-
tagonisten Anakinra erzielt (Hoegen et al. 2011). Bei Patienten mit einer bakteriellen Meningitis
korrelierten die Liquorspiegel von IL-1β mit dem klinischen Verlauf (Mustafa et al. 1989).
Die Produktion großer Mengen an proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen bedingt die
Einwanderung einer großen Anzahl von Leukozyten und insbesondere neutrophilen Granulozyten
aus der Blutbahn in den Liquorraum.
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Abbildung 1: Mechanismen der Pathogenerkennung bei einer Infektion des Liquorraums mit S.
pneumoniae (SP). LP wird durch TLR2 erkannt, während TLR4 möglicherweise PLY auf der Oberfläche
Antigen-präsentierender Zellen des Wirtsorganismus erkennt. TLR8, TLR9 und TLR13 detektieren bak-
terielle Nukleinsäuren. Hierauf folgt die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB über eine vom
Adaptermolekül MyD88 abhängige Signalkaskade. Nachfolgend kommt es zur Expression proinflamma-
torischer Zytokine wie IL-6. Basierend auf Koppe et al. 2007 und Fitzgerald et al. 2020.

1.2.6 Leukozyteneinwanderung und Gewebeschädigung
Die Zytokin-/Chemokinproduktion führt zur Einwanderung von neutrophilen Granulozyten und
in geringerem Umfang anderer Leukozytenpopulationen in den Liquorraum (Loughran et al.
2019; Yau et al. 2018). Um eingedrungene Krankheitserreger zu bekämpfen, können neutrophile
Granulozyten verschiedene antimikrobielle Substanzen freisetzen, welche jedoch auch zu Kolla-
teralschäden am Wirtsgewebe führen können. Starke Hinweise für eine schädliche Rolle neutro-
philer Granulozyten bei der PM stammen aus Untersuchungen in Mausmodellen: dabei wurde
eine erhebliche Verringerung der vaskulären und neuronalen Schädigung nach einer pharmako-
logischen Depletion dieser Zellpopulation beobachtet (Hoffmann et al. 2007; Koedel, Franken-
berg, et al. 2009). Zu den von aktivierten neutrophilen Granulozyten ausgeschütteten Substanzen
gehören starke Oxidationsmittel und proteolytische Enzyme wie Matrix-Metalloproteinasen
(MMP). Oxidative Veränderungen an lebenswichtigen Wirtsmakromolekülen wie DNA wurden
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in Gehirnproben nachgewiesen, die sowohl von Patienten, die an einer Meningitis starben, als
auch in entsprechenden Tiermodellen gewonnen wurden (Klein, Koedel, et al. 2006). Bei Men-
schen mit einer bakteriellen Meningitis sind hohe Liquor-Spiegel von Biomarkern für oxidativen
Stress mit einem ungünstigen Krankheitsverlauf vergesellschaftet (Kastenbauer et al. 2002a).
Darüber hinaus haben Studien in Tiermodellen wesentliche Beweise dafür geliefert, dass eine
Behandlung mit Antioxidantien vor Meningitis-assoziierter Hirnschädigung schützen kann
(Klein, Koedel, et al. 2006). Des Weiteren ist bezüglich der MMP nachgewiesen, dass deren er-
höhte Aktivität die Permeabilität der Blut-Hirn-/Liquor-Schranke steigern und zu neuronaler Zell-
schädigung beitragen kann (Rosenberg 2009; Schaefer 2014). Signifikant erhöhte Konzentratio-
nen verschiedener MMP einschließlich MMP-3, -8 und -9 wurden in Liquor- und/oder Gehirn-
proben von Patienten und Tieren mit einer bakteriellen Meningitis gefunden (Green et al. 2011;
Leib et al. 2000). Hohe Liquor-MMP-Konzentrationen wurden als Risikofaktor für die Entwick-
lung neurologischer Folgeerscheinungen nach einer bakteriellen Meningitis beschrieben (Leppert
et al. 2000). In Übereinstimmung hiermit haben Tierstudien gezeigt, dass MMP-Inhibitoren in der
Lage sind, sowohl Gewebeschäden als auch die Letalität bei einer PM zu senken (Liechti et al.
2015). Zusätzlich zu entzündungsinduzierten Kollateralschäden scheint eine direkte bakterielle
Toxizität zum neuronalen Zelluntergang im Verlauf einer bakterieller Meningitis beizutragen
(Hirst et al. 2004). Zum Beispiel wurde festgestellt, dass die intrazisternale Injektion von Stäm-
men, die kein PLY, Autolysin oder Wasserstoffperoxid produzieren können, mit einer geringer
ausgeprägten neuronalen Schädigung einhergeht als die Infektion mit einem Wildtyp-Stamm
(Braun et al. 2002; Hirst et al. 2008). Darüber hinaus wurde beschrieben, dass PLY eine signifi-
kante synaptotoxische und dendritotoxische Rolle bei der PM spielt, indem es die Glutamatfrei-
setzung aus Astrozyten initiiert, was zu einer nachfolgenden Glutamat-abhängigen Synapsenschä-
digung führt (Wippel et al. 2013). Kombiniert scheint die konzertierte Wirkung von bakteriellen
und vom Wirt stammenden Toxinen für die direkte Zellschädigung bei der PM verantwortlich zu
sein.

Verstärkung von Entzündungen und Hirnschäden
Gestresste oder geschädigte Zellen wiederum können Alarmsignale (damage-associated
molecular patterns, DAMPs) freisetzen. Die DAMP-Familie besteht aus strukturell unterschied-
lichen und evolutionär nicht verwandten multifunktionellen endogenen Molekülen, die unter-
schiedliche physiologische Funktionen in gesunden Zellen ausüben und nach Zellstress und/oder
Zelltod in den Extrazellulärraum gelangen (Chan et al. 2012; van Zoelen et al. 2009; Gadani et
al. 2015). Beispiele für DAMPs sind das HMGB1 und Proteine der S100-Klasse (z.B. myeloid-
related protein 14, MRP14), die an spezifische Rezeptoren binden und Entzündungen nach Stress
und/oder Verletzungen fördern können. Kürzlich wurden deutlich erhöhte Konzentrationen so-
wohl von HMGB1 als auch von MRP14 in Liquorproben von Patienten sowie bei Mäusen mit
einer PM nachgewiesen (Tang et al. 2008; Asano et al. 2011; Höhne et al. 2013; Wache et al.
2015). Im Mausmodell hatte die Behandlung mit HMGB1-Antagonisten oder einem MRP14-In-
hibitor sowie ein genetischer MRP14-Mangel keinen Einfluss auf die Entstehung einer Meningi-
tis, war aber mit einem besseren Abklingen der Entzündung unter Antibiotikatherapie verbunden.
Diese Daten legen nahe, dass DAMPs, die vermutlich aus sterbenden Zellen freigesetzt werden,
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als Propagatoren der Entzündungsreaktion bei der PM fungieren können. Dies könnte eine Erklä-
rung für die empirische Beobachtung liefern, dass eine Entzündung über Tage anhalten kann,
obwohl eine Antibiotikatherapie den Liquor schnell sterilisiert und mit einer Eliminierung der
Pneumokokkenabbauprodukte innerhalb von Stunden einhergeht (Blazer et al. 1983; Viallon et
al. 2005; Kanegaye et al. 2001; Gerber et al. 2003; Stucki et al. 2007).

Das Hauptangriffsziel der Entzündungsreaktion: das zerebrale Gefäßsystem
In Obduktionsstudien wurde S. pneumoniae im Subarachnoidalraum sowie in den perivaskulären
und ventrikulären Räumen nachgewiesen, aber im Allgemeinen nicht (außer im seltenen Fall ei-
ner Abszessbildung) im Hirnparenchym (Rodriguez et al. 1991; Chiavolini et al. 2004; Guarner
et al. 2013). Eine Leukozyteninfiltration in das Hirnparenchym wurde nur während der späten
Infektion und in unmittelbarer Nähe der flüssigkeitsgefüllten Räume beobachtet (Rodriguez et al.
1991; Rorke et al. 1963; Dodge et al. 1965b, 1965a; Klein, Paul, et al. 2006; Brouwer et al. 2014).
Dieses Verteilungsmuster spricht gegen eine dominante Rolle der direkten, bakteriellen und vom
Wirt stammenden Toxin-induzierten Zytotoxizität bei Meningitis-assoziierten Hirnschäden.
Stattdessen dürften Hirnschädigungen eher durch pathologische Veränderungen im Gefäßsystem
vermittelt werden (Schaper et al. 2002). Der vorherrschende Befund bei Patienten ist eine arteri-
elle Stenose aufgrund einer schweren Entzündung der Gefäßwand (Vaskulitis) und/oder eines
Vasospasmus, was zu zerebraler Minderdurchblutung und Ischämie führen kann (Kastenbauer et
al. 2003; Pfister et al. 1992; Weisfelt et al. 2006; Klein et al. 2011). Ein Hirninfarkt kann auch als
Folge einer Thrombose und/oder eines embolischen Gefäßverschlusses auftreten (Schut et al.
2009; Schut et al. 2012; Vergouwen et al. 2010). Darüber hinaus kann eine Gefäßschädigung zu
einem Verlust der zerebrovaskulären Autoregulation (die als Aufrechterhaltung eines konstanten
zerebralen Blutflusses trotz Schwankungen des zerebralen Perfusionsdrucks definiert ist) und der
Integrität der BHS führen (Kastenbauer et al. 2003; Klein et al. 2011; Tureen et al. 1990; Møller
et al. 2000). Durch die Öffnung der BHS können Plasmabestandteile in das Gehirn entweichen,
was zu einem vasogenen Hirnödem und in der Folge zu einem Anstieg des ICP führt. Letzteres
kann für Patienten mit einer bakteriellen Meningitis gefährlich sein, da in Folge der zerebrale
Perfusionsdruck gesenkt und damit die zerebrale Perfusion reduziert werden kann, insbesondere
wenn die zerebrovaskuläre Autoregulation gestört ist. Ein stark erhöhter ICP kann zur zerebralen
Herniation mit nachfolgender Unterbrechung der Blutversorgung und folglich massiver Hirnschä-
digung führen.

1.3 Mögliche zelluläre Sensoren einer Pneumokokken-Infektion im
leptomeningealen Raum

1.3.1 Anatomie und Immunologie des leptomeningealen Raums
Das ZNS bei Wirbeltieren ist von drei Gewebeschichten umhüllt, die zusammen die Hirnhäute
und somit den Ort der Infektion bei der PM bilden (Abb. 2) (Weller 2005; Decimo et al. 2021;



1 Einleitung 22
Wang et al. 2022). Die Dura mater (Pachymeninx), die starke äußere Schicht der Hirnhäute, be-
steht hauptsächlich aus unterschiedlichen Fibroblasten-Untergruppen und Kollagenfasern, die die
Dura mater am Schädel befestigen (Pikor et al. 2017). Die Dura mater beherbergt gefensterte
Blut- und Lymphgefäße, die diese meningeale Schicht mit der Peripherie verbinden (Pikor et al.
2017; Wang et al. 2022). Unterhalb der Dura mater befindet sich die Arachnoidea mater, die aus
einer oberen Schicht epithelähnlicher Zellen besteht, welche enge und adhärente Verbindungen
aufweisen (Dorrier et al. 2022). Diese Sperrschicht ist Teil der Blut-Liquor-Schranke und verhin-
dert die freie Bewegung von Molekülen zwischen Dura mater und leptomeningealem Raum. Die
tiefere Schicht der Arachnoidea mater besteht aus locker angeordneten Fibroblasten und Kol-
lagen, die die Arachnoidaltrabekel bilden. Diese überspannen den Liquor-gefüllten leptomenin-
gealen Raum und verbinden sich mit der darunter liegenden Pia mater (Wang et al. 2022; Pikor
et al. 2017; Decimo et al. 2012). Die Pia mater enthält eine dünne Schicht abgeflachter Fibroblas-
ten, unter der sich eine Basalmembran aus Kollagen und elastischen Fasern befindet, die die Pia
mater und die Glia limitans trennt (Pikor et al. 2017). Diese bezeichnet die Schicht zwischen den
Hirnhäuten und dem Hirnparenchym und wird von Astrozyten-Endfüßen gebildet (Pikor et al.
2017). Der Subarachnoidalraum enthält auch nicht gefensterte Blutgefäße, die von Fibroblasten
bedeckt sind (Xu et al. 2021). Zusammen mit eindringenden Blutgefäßen führt die Pia mater in
das Hirnparenchym. Daher finden sich Fibroblasten auch in perivaskulären Virchow-Robin-Räu-
men (Pikor et al. 2017; Decimo et al. 2012; Derk et al. 2021). Abgesehen von der bei weitem
größten Zellpopulation von Fibroblasten beherbergen die Meningen verschiedene andere Zellpo-
pulationen, nämlich ansässige Immunzellen wie Makrophagen und Mastzellen, andere Stroma-
zellen wie Perizyten und neurale Vorläufer (Decimo et al. 2021; Derk et al. 2021; Alves de Lima
et al. 2020).

Abbildung 2: Struktur der Meningen. Die Glia limitans liegt dem Hirnparenchym an und wird zum
CSF-gefüllten Subarachnoidalraum hin von der einschichtigen Pia mater begrenzt. Den Subarachnoidal-
raum durchziehen meningeale Arterien (A) und Venen (V). Die Arachnoidea mater bildet ein Trabekel-
werk sowie mit ihrer äußeren Schicht die Grenze zwischen Subarachnoidalraum und Dura mater, welche
ein Blut- und Lymphgefäßsystem (L) enthält und dem Schädelknochen anliegt. Basierend auf Engelhardt
et al. 2017 und Alves de Lima et al. 2020.
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1.3.2 Residente Immunzellen
Bei der Suche nach den zellulären Sensoren einer Pneumokokken-Infektion der Leptomeningen
lag der Fokus bisher auf residenten Immunzellen. Bisher wurden zwei Studien veröffentlicht, die
sich mit der Auswirkung der residenten Makrophagendepletion auf eine experimentelle PM be-
fassten (Trostdorf et al. 1999; Polfliet et al. 2001; Mustafa et al. 1989). In einem erwachsenen
Kaninchenmodell hatte die intrazisternale Applikation von Clodronat-Liposomen keinen signifi-
kanten Einfluss auf die Leukozyten- und Zytokinkonzentrationen im Liquor (Trostdorf et al.
1999). In einem erwachsenen Rattenmodell der PM war die intraventrikuläre Verabreichung von
Clodronat-Liposomen mit einem signifikant verringerten Leukozyteneinstrom in den Liquor, aber
erhöhten Zytokinspiegeln im Liquor verbunden (Polfliet et al. 2001). Unter Verwendung eines
Maus-Meningitis-Modells beobachtete unsere Gruppe 24 Stunden nach der Pneumokokken-In-
fektion einen signifikanten Anstieg der Liquor-Pleozytose bei Tieren, die intrazisternal mit
Clodronat-Liposomen behandelt worden waren. Noch bemerkenswerter war ein dramatischer An-
stieg der Hirnpathologie und Mortalität bei fortgeschrittener Erkrankung (zwischen der 24. und
42. Stunde nach Meningitis-Induktion) bei Mäusen, bei denen entweder durch eine topische
Clodronat-Liposomen-Verabreichung oder eine systemische Gabe des CSFR1-Inhibitors
PLX5622 die Makrophagenpopulation hochsignifikant reduziert worden war (Händle et al. 2022).
Zusammengenommen sind die bestehenden Erkenntnisse über die Rolle residenter Makrophagen
bei der PM uneinheitlich. Dies kann – zumindest teilweise – durch Unterschiede zwischen den
Studien in der Dosierung, dem Zeitpunkt und dem Injektionsweg von Clodronat-Liposomen, der
Tierart, den verwendeten Pneumokokken-Serotypen und der Versuchsdauer erklärt werden. Trotz
dieser uneinheitlichen Datenlage deuten die Studien darauf hin, dass [i] die Depletion residenter
Makrophagen zu einer Verschlechterung des Krankheitsverlaufs führen kann und [ii] die
Pneumokokken-Infektion trotz Depletion der Makrophagen (um etwa 75-95 %) immer noch eine
massive Immunantwort verursacht. Folglich scheinen entweder kleinste Makrophagenzahlen –
allein oder in Zusammenarbeit mit anderen Zelltypen – zur Initiierung einer Immunantwort aus-
zureichen, oder aber andere Zelltypen könnten primär für die Induktion der Immunantwort ver-
antwortlich sein.
Auf der Suche nach anderen beteiligten Zelltypen untersuchte unsere Arbeitsgruppe zunächst die
Rolle von Mastzellen bei der PM (Fritscher et al. 2018). Obwohl murine Mastzellen auf eine
Pneumokokken-Provokation mit Degranulation und Zytokinproduktion in vitro reagierten, hatten
weder zwei verschiedene Mastzell-defiziente Kit-Mutanten-Mausstämme noch eine pharmakolo-
gische Mastzellstabilisierung mit Cromoglycat einen signifikanten Einfluss auf den Krankheits-
phänotyp (Fritscher et al. 2018). Daher scheinen Mastzellen nicht als Wächterzellen einer
Pneumokokken-Infektion innerhalb des leptomeningealen Raums zu fungieren.
1.3.3 Meningeale Fibroblasten
1.3.3.1 Kurzer Überblick über die ZNS-Fibroblastenpopulation
Fibroblasten stellen die häufigste Zellpopulation in den Leptomeningen (meningeale Fibroblas-
ten) dar und sind auch in den Virchow-Robin-Räumen entlang von Arterien, Arteriolen, Venolen
und Venen (perivaskuläre Fibroblasten) vorhanden (Xu et al. 2021; Davidson et al. 2021; Dorrier
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et al. 2022). Fibroblasten sind Bindegewebszellen von spindelförmiger Morphologie, die von der
von ihnen sezernierten extrazellulären Matrix (ECM) umgeben sind (Schuster et al. 2021). Zu den
Merkmalen, die für die Einordnung von Zellen als Fibroblasten-ähnlich verwendet werden, ge-
hören die Expression von Kollagen-Typ 1α1 (Col1α1) sowie gemeinsame Markermoleküle wie
z.B. der sogenannte platelet-derived growth factor receptor-α (PDGFR-α) und HIC1 (hyperme-
thylated in cancer) (Dorrier et al. 2022). Andere Fibroblasten-Marker, die in der Regel kontext-
abhängig verwendet werden, sind Vimentin, CD90 (Thy-1), der Transkriptionsfaktor TCF, Fib-
roblasten-spezifisches Protein-1 (FSP-1/S100A4), Osteopontin (SPP1) und Podoplanin (GP38)
(Xu et al. 2021; Davidson et al. 2021; Dorrier et al. 2022; Schuster et al. 2021; Krausgruber et al.
2020; Månberg et al. 2021). Viele dieser Marker werden von diesen Zellen weder einheitlich noch
ausschließlich exprimiert (Xu et al. 2021; Davidson et al. 2021; Dorrier et al. 2022), was dafür
spricht, dass Fibroblasten heterogene Zellen sind, die funktionell unterschiedliche Populationen
umfassen (Muhl et al. 2020; Buechler et al. 2021). Die Phänotypen unterscheiden sich je nach
Herkunftsgewebe und bleiben sogar ex vivo in Zellkultur erhalten (Davidson et al. 2021; McGet-
trick et al. 2012; Forte et al. 2022). Letzteres legt nahe, dass Fibroblasten eine Positionsidentität
aufweisen (Davidson et al. 2021). Eine solche Prägung erfolgt während der Entwicklung und wird
postnatal durch epigenetische Regulation von HOX-Genen aufrechterhalten (Davidson et al.
2021; McGettrick et al. 2012). Diese ortsspezifischen Transkriptionsprogramme spiegeln wahr-
scheinlich die individuellen funktionellen Anforderungen des umgebenden Gewebes wider
(Davidson et al. 2021; McGettrick et al. 2012).
Die Rolle von ZNS-Fibroblasten bei Gesundheit und Krankheit wird erst seit einigen Jahren in-
tensiver untersucht. Eine wichtige Funktion von Fibroblasten besteht darin, das ZNS-Bindege-
webe durch die Sekretion von ECM-Komponenten strukturell zu unterstützen (Dorrier et al.
2022). Nach einer ZNS-Verletzung proliferieren, wandern und sezernieren Fibroblasten aktiv
ECM-Proteine und bioaktive Moleküle und tragen so zur Bildung fibrotischer Narben nach ze-
rebraler Ischämie, traumatischer Hirnverletzung, Rückenmarksverletzung und bei Multipler Skle-
rose (MS) bei (Dorrier et al. 2022; Makihara et al. 2015; Komuta et al. 2010; Soderblom et al.
2013; Yahn et al. 2020). Zusätzlich zur möglichen Rolle bei der Narbenbildung könnte die früh-
zeitige Aktivierung perivaskulärer Fibroblasten zum Fortschreiten der Amyotrophen Lateralskle-
rose (bei Mensch und im Mausmodell) beitragen, indem diese Aktivierung zur Freisetzung von
Molekülen führt, die die BHS stören (Månberg et al. 2021). In der Peripherie scheinen Fibroblas-
ten als Immunwächterzellen zu fungieren (Davidson et al. 2021). Wie Makrophagen können pe-
riphere Fibroblasten DAMPs und PAMPs durch spezifische PRRs wahrnehmen, was zur Aktivie-
rung entzündungsfördernder Signalwege führt, die wiederum die Rekrutierung von Leukozyten
und die Regulierung der Leukozyten-Aktivität sowie des -Überlebens unterstützen können (Cho
et al. 2007; Bombardieri et al. 2011; Brentano et al. 2005; Frank-Bertoncelj et al. 2018; Bajénoff
et al. 2006). Abgesehen von einer direkten Reaktion von Fibroblasten auf Gefahrensignale können
periphere Fibroblasten nach Aktivierung durch proinflammatorische Zytokine, die von Makro-
phagen/Monozyten bei Exposition mit PAMPs und/oder DAMPs freigesetzt werden, einen ent-
zündlichen Phänotyp annehmen (Davidson et al. 2021; Schuster et al. 2021; Ploeger et al. 2013;
Holt et al. 2010). Nach einer peripheren Entzündung bildet sich in Lymphknoten ein fibroblasti-
sches retikuläres Netzwerk, das als Immunzell-Nische dient (Bajénoff et al. 2006). Ein ähnliches
Netzwerk findet sich auch in den Hirnhäuten bei MS und nach einer viralen ZNS-Infektion
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(Magliozzi et al. 2007; Kim et al. 2009). Diese Netzwerke bestehen aus T-, B- und anderen Im-
munzellen, die mit Fibroblasten interagieren und alle durch von den Fibroblasten sezernierte
ECM zusammengehalten werden; ihre funktionelle Rolle bei ZNS-Infektionen muss noch geklärt
werden (Dorrier et al. 2022).

1.3.3.2 Bisherige Erkenntnisse über die Rolle von Fibroblasten bei der bakteriellen
Meningitis

Verschiedene in vitro-Studien haben versucht, einen Einblick in die mögliche Rolle meningealer
Fibroblasten bei bakteriellen ZNS-Infektionen zu gewinnen. Nach Stimulation mit Escherichia
coli LPS wurde eine Freisetzung von IL-1β, IL-6 und TNF-α aus meningealen Zellen der Ratte
beobachtet (Wu et al. 2005). Zusätzlich zur induzierbaren Freisetzung von entzündungsfördern-
den Zytokinen wurden leptomeningeale Zellen (vom humanen WHO-Grad-I-Meningiom abge-
leitete, hTERT-immortalisierte Zellen, Ben-Men-1 genannt) als hochaktive „Phagozyten“ be-
schrieben, die große Mengen an Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien aufnehmen kön-
nen (Fan et al. 2012). Darüber hinaus wurde berichtet, dass leptomeningeale Zellen (isoliert aus
chirurgisch entfernten menschlichen Gehirntumoren) bei Exposition mit N. meningitidis hohe
Konzentrationen an Zytokinen und Chemokinen, einschließlich TNF-α, IL-6 und CXCL8, in ei-
ner TLR4-MyD88-abhängigen Weise exprimieren (Christodoulides et al. 2002; Royer et al.
2013). Im identischen Modell kultivierter menschlicher Meningeomzellen wurde beobachtet, dass
die meningealen Pathogene N. meningitidis, H. influenzae und S. pneumoniae an diese Zellen
anhaften, aber nicht in diese eindringen können (Schulze-Lohoff et al. 1998). Die beiden erstge-
nannten Erreger induzierten eine konzentrationsabhängige Sekretion von IL-6, CXCL8, CCL2,
CCL5 und GM-CSF, jedoch keinen Zelltod. Bemerkenswerterweise wurde festgestellt, dass S.
pneumoniae die Zytokinsekretion nicht stimuliert, aber den Tod dieser Zellen verursachen kann,
allerdings nur bei hohen bakteriellen Konzentrationen (über 108 koloniebildende Einheiten (KBE)
pro Monolayer) (Schulze-Lohoff et al. 1998). Dieser überraschende Befund veranlasste uns dazu,
die Auswirkungen einer Pneumokokken-Provokation in alternativen meningealen Zellkulturan-
sätzen zu untersuchen, nämlich unter Verwendung der oben erwähnten Ben-Men-1-Zelllinie
(Püttmann et al. 2005) und im Handel erhältlicher primärer humaner Meningealzellen.
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2. Fragestellung und Zielsetzung
Bei der Invasion des Leptomeningealraums durch Pneumokokken kommt es zu einer massiven
Entzündungsreaktion, welche zu Gewebeschädigung führen und den Krankheitsverlauf ungünstig
beeinflussen kann. Die Pathogenerkennung erfolgt durch Bindung von PAMPs an PRRs. Hiervon
ausgehend werden multiple Signalkaskaden, einige davon über TLR, ausgelöst. Welche Zellpo-
pulation für die Initiierung dieser Immunantwort hauptverantwortlich ist, ist im Detail unbekannt.
Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle meningealer Zellen bei der Pathogenerkennung im Rahmen
einer Pneumokokken-Infektion des Liquorraums zu charakterisieren. Die Versuche wurden so-
wohl mit der humanen Meningeom-Zelllinie Ben-Men-1 als auch mit primären humanen menin-
gealen Zellen durchgeführt.
Es wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

a) Wie reagieren meningeale Zellen in vitro auf eine Exposition mit S. pneumoniae in
Hinblick auf Zelltod und Zytokinproduktion? Hierbei wurden meningeale Zellen mit
verschiedenen Pneumokokken-Stämmen in aufsteigenden Konzentrationen und für
unterschiedliche Zeit inkubiert.

b) Welche Signalwege sind für die S. pneumoniae-induzierte Zytokinausschüttung
durch meningeale Zellen entscheidend?

c) Wie beeinflussen sich meningeale Zellen und Makrophagen gegenseitig in ihrer Re-
aktion auf S. pneumoniae?

d) Wie werden die Zellvitalität und Zytokinproduktion meningealer Zellen nach
Pneumokokken-Inokulation durch die verwendeten Zellkulturbedingungen beein-
flusst?
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3. Material und Methoden
3.1 Material
3.1.1 Zellen
Ben-Men-1-Zelllinie Deutsche Sammlung von Mikroorganismen

und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Braun-
schweig

HMC (Lot-Nr. 11017, 12575, 19218)   ScienCell (Distributor: provitro AG, Berlin)
THP-1-Zelllinie  European Collection of Authenticated Cell Cul-

tures (ECACC), Porton Down, Salisbury, Ver-
einigtes Königreich

3.1.2 Zellkulturmedien, Reagenzien und Chemikalien
Accutase          Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
BSA           CARL ROTH GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Chemilumineszenz-Substrat  Rockland Immunochemincals, Inc., Pottstown,

USA
DMEM           Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
DMSO           Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
DTT           Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Endotoxin-free Ultra Pure Water  Merck Millipore, Burlington, USA
Ethanol           CLN GmbH, Langenbach
FBS  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
H2SO4           Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Handdesinfektionsmittel Sterilium® Pure LMU Klinikum – Apotheke, München
Humanes CSF  LMU Klinikum, Neurologische Klinik und Po-

liklinik, München
LDH-Cytotoxicity Colorimetric Assay Kit II BioVision, Milpitas, USA
MCGS           ScienCell, Carlsbad, USA
MCM           ScienCell, Carlsbad, USA
Oberflächendesinfektionsmittel Bacillol®  Hartmann, Heidenheim
P/S            ScienCell, Carlsbad, USA
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PBS           Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
PLL           ScienCell, Carlsbad, USA
PMA           Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
RPMI 1640          Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Schafblut (Oxoid)        Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
T/E            ScienCell, Carlsbad, USA
THY           CARL ROTH GmbH + Co. KG, Karlsruhe
TNS           ScienCell, Carlsbad, USA
Triton® X-100         Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Trypanblau          Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Tween®          Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
WST-1           Roche, Mannheim

3.1.3 Bakterienstämme
S. pneumoniae, ST2, D39
S. pneumoniae, ST2, D39 ΔPLY    Institut für Genetik und Funktionelle
S. pneumoniae, ST6B       Genomforschung, Universität Greifswald
S. pneumoniae, ST7F

3.1.4 Inhibitoren
(+)-JQ1 Hycultec, Beutelsbach
666-15 Tocris Bioscience, Bristol, Vereinigtes König-

reich
Anti-mouse/human TLR2 mAb T2.5 Hycult Biotech, Uden, Niederlande
BAY 11-7082 Hycultec, Beutelsbach
Chloroquine diphosphate salt  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
I-BET151 Selleckchem, Houston, USA
KG-501 (2-naphthol-AS-E-phosphate) Selleckchem, Houston, USA
Parthenolide Cayman Chemical, Ann Arbor, USA
PDTC Tocris Bioscience, Bristol, Vereinigtes König-

reich
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SR 11302  Tocris Bioscience, Bristol, Vereinigtes König-

reich
TLR4 Inhibitor, TAK-242 Calbiochem, San Diego, USA

3.1.5 Proteinchemie
ELISA Ancillary Reagent Kit 2 DuoSet®  R&D Systems, Wiesbaden
Human Cytokine Antibody Array C3 Raybiotech, Peachtree Corners, USA
Human IL-1 beta/IL-1F2 DuoSet® ELISA R&D Systems, Wiesbaden
Human IL-6 DuoSet® ELISA     R&D Systems, Wiesbaden
Human CXCL8/CXCL8 DuoSet® ELISA  R&D Systems, Wiesbaden

3.1.6 Molekularbiologie
Aurum™ Total RNA Mini Kit Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
iScript™ gDNA Clear cDNA Synthesis Kit Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
SsoAdvanced Universal SYBR Green    Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
Supermix
PrimePCR™-Primer  Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

3.1.7 Verbrauchsmaterialien
Cryo.s Einfrierröhrchen 2 ml  Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Deckgläser Menzel-Gläser 20×26 mm  Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig
Deckgläser Nunc™ Thermanox™ ø 13 mm  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Einmalhandschuhe        B. Braun SE, Melsungen
Einmal-Mikropipetten Glas  Brand GbhH + Co. KG, Wertheim
Einmalmundschutz        Zwetko GmbH, Olching
Eppendorfgefäße 1,5 ml       Eppendorf AG, Hamburg
Mikrotiterplatten Corning® 96 Well    Corning, Inc., Corning, USA
Mikrotiterplatten ROTILABO® V-Profil   Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
96 Well
Objektträger Menzel-Gläser  Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig
Pipettenspitzen Combitips® advanced 5ml  Eppendorf AG, Hamburg
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Pipettenspitzen epT.I.P.S.® 20, 200, 1000 μl Eppendorf AG, Hamburg
Falcon-Röhrchen Corning® 15 ml    Corning, Inc., Corning, USA
Falcon-Röhrchen Corning® 50 ml    Corning, Inc., Corning, USA
Serologische Pipetten Falcon® 5 ml, 10 ml  Corning, Inc., Corning, USA
Verschlussfolie Bemis Parafilm M™   Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Verschlussfolie Mikrotiterplatte  VWR International GmbH, Darmstadt
Zellkulturflaschen Corning® 75 cm²   Corning, Inc., Corning, USA
Zellschaber Corning®       Corning, Inc., Corning, USA

3.1.8 Apparaturen und Geräte
Analysenwaage KERN ABJ  KERN & SOHN GmbH, Balingen-Frommern
Autoklav Systec        Systec GmbH, Linden
ChemiDoc-It Imaging System™    UVP, LLC, Upland, USA
Digitalkamera Moticam 500  Motic Deutschland GmbH, Wetzlar
Einkanal-Pipette Multipette®     Eppendorf AG, Hamburg
Einkanal-Mikroliterpipetten 10, 200, 1000 μl Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf Research®
Einkanal-Pipette Easypet®      Eppendorf AG, Hamburg
Fluoreszenzmikroskop Olympus BX51  Olympus Deutschland GmbH, Hamburg
Fuchs-Rosenthal-Zählkammer  Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Kö-

nigshofen
Gefrierschrank −20 °C       Liebherr-International AG, Bulle, Schweiz
Gefrierschrank −80 °C       Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Kühlschränke         Liebherr-International AG, Bulle, Schweiz
Lichtmikroskop Leica LEITZ DM IL  Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
Magnetrührer  Heidolph Instruments GmbH & CO. KG,

Schwabach
Mehrkanal-Mikroliterpipette Transferpette®  Brand GbhH + Co. KG, Wertheim
Mikrobiologische Sicherheitswerkbank    Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
HERAsafe®
Mikrobiologischer Brutschrank Heraeus®  Heraeus Holding GmbH, Hanau
Mikrobiologischer Brutschrank Midi 40   Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Mikroplatten-Reader Tristar LB 941 Berthold Technologies GmbH & Co. KG, Bad

Wildbad
Mikrozentrifuge        Eppendorf AG, Hamburg
Pinzette Dumont  Manufaktur Dumont, Montignez, Schweiz
Plattenzentrifuge        HERMLE Labortechnik GmbH, Wehingen
Präzisionswaage KERN KB  KERN & SOHN GmbH, Balingen-Frommern
Falcon-Röhrchen-Ständer      Brand GbhH + Co. KG, Wertheim
Real-Time rapid PCR qTower3     Analytik Jena GmbH, Jena
Tischzentrifuge         Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Vortexer  Heidolph Instruments GmbH & CO. KG,

Schwabach

3.1.9 Bioinformatik
MikroWin 2000  Labsis Laborsysteme GmbH, Neunkirchen-

Seelscheid
GraphPad Prism (9.2.0)       GraphPad Software, San Diego, USA
ImageJ           National Institutes of Health, USA

3.2 Methoden
3.2.1 Zellkulturversuche
Alle Zellkulturversuche wurden zur Gewährleistung steriler Bedingungen unter einer mikrobio-
logischen Sicherheitswerkbank der Klasse II durchgeführt. Zur Kultivierung wurden die Zellen
in einem Brutschrank bei 37 °C und 5 % Kohlenstoffdioxid (CO2) inkubiert. Die Zellzahl wurde
mittels Fuchs-Rosenthal-Zählkammer und Trypanblau-Färbung ermittelt.

3.2.1.1 Humane Meningeom-Zelllinie Ben-Men-1
Die Ben-Men-1-Zelllinie (Benign-Meningioma-1) wurde von der Deutschen Sammlung von Mik-
roorganismen und Zellkulturen GmbH bezogen. Diese Zelllinie wurde von Püttmann et al. 2005
etabliert. Es handelt sich um eine immortalisierte, differenzierte humane Meningeom-Zelllinie.
Hierbei wurden primäre Zellen eines humanen Meningeoms WHO Grad 1 mit dem humanen
Telomerase-Reverse-Transkriptase-Gen (hTERT-Gen) retroviral transduziert, um die zelluläre



3 Material und Methoden 32
Seneszenz zu verhindern. Für diese Zelllinie wurden typische zytologische, immunzytochemi-
sche, ultrastrukturelle und genetische Merkmale von Meningeomzellen nachgewiesen (Püttmann
et al. 2005). Ben-Men-1-Zellen sind adhärente, in Monolayern wachsende Zellen. Die Ben-Men-
1-Zellen wurden in 75 cm²-Zellkulturflaschen in 25 ml Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM) mit 10 % fetalem Kälberserum (FBS) und 1 % P/S (10000 Einheiten Penicillin und
10 mg/ml Streptomycin) kultiviert. Die Zellen wurden alle 7 Tage subkultiviert. Hierfür wurde
der Überstand des Kulturmediums verworfen und anschließend der Monolayer zweimal mit Phos-
phatgepufferter Kochsalzlösung (PBS) gewaschen. Zur Lösung der Zellen vom Zellkulturfla-
schenboden wurden diese in 5 ml Trypsin und Ethylendiamintetraacetat (Trypsin/EDTA, T/E)
resuspendiert und für 5-10 Minuten im Brutschrank inkubiert. Nachfolgend wurde die Zellsus-
pension mit einer 10 ml-Pipette in ein 50 ml-Falcon-Röhrchen gegeben, 5 ml Medium hinzuge-
fügt und die Zelldichte ermittelt. Hierzu wurden 20 μl der Zellsuspension mit 80 μl Trypanblau
gemischt, wovon 20 μl auf eine Fuchs-Rosenthal-Zählkammer pipettiert wurden. Da Trypanblau
sich in toten Zellen anreichert, verfärbten sich diese dunkelblau. Somit konnten die vitalen Zellen
unter dem Lichtmikroskop pro Großquadrat ausgezählt werden. Die verwendete Formel lautete
Zellzahl [n/μl] = Z (ausgezählte Zellzahl) x 5 (Verdünnungsfaktor) x 4 x 1,25 (Kammerfaktor).
Anschließend wurde das Falcon-Röhrchen bei 1200 Umdrehungen pro Minute (rpm) zentrifu-
giert, der Überstand verworfen und das Pellet mit dem Medium zu einer Zellkonzentration von 1
Mio./ml resuspendiert. Zuletzt wurden 0,6 Mio. Zellen in eine Zellkulturflasche mit einem Ge-
samtinhalt von 25 ml Medium suspendiert. In Anlehnung an die Kulturbedingungen der im Ver-
gleich eingesetzten primären humanen meningealen Zellen (Human Meningeal Cells, HMC) wur-
den Ben-Men-1-Zellen in einigen Versuchsreihen zusätzlich in dem dafür vorgesehenen Zellkul-
turmedium kultiviert (s. 3.2.1.2 und Abb. 4).

3.2.1.2 Primäre humane meningeale Zellen
Die HMC wurden von der Firma ScienCell bezogen und stellen aus der humanen Leptomeninx
isolierte Zellen dar. Sie weisen den Zellmarker Fibronektin (FN) auf (vgl. Herstellerangaben,
https://www.sciencellonline.com/human-meningeal-cells.html). Laut Herstellerangaben sind die
Zellen nur für bis zu 15 Populationsverdopplungen experimentell verwendbar, sodass für die
Durchführung unserer Versuchsreihen drei verschiedene Lot-Nummern (entsprechend drei unter-
schiedlichen Spendern) notwendig waren. Das verwendete Kulturmedium setzte sich aus Menin-
geal Cell Medium (MCM), 2 % FBS, 1 % Meningeal Cell Growth Supplement (MGCS) und 1 %
P/S zusammen. Entsprechend der Vorgaben des Herstellers wurden zur Förderung der Zelladhä-
renz vor Subkultivierung alle zu verwendenden 75 cm²-Zellkulturflaschen mit 10 ml Endotoxin-
freiem Wasser und 2 μg/cm2 Poly-L-Lysin (PLL) beschichtet und mindestens 1 Stunde lang bei
37 °C inkubiert. Vor Verwendung wurden die Flaschen jeweils zweimal mit Endotoxin-freiem
Wasser gewaschen und anschließend mit 15 ml Zellkulturmedium aufgefüllt. Nach Erhalt wurden
die kryokonservierten Zellen aufgetaut, in die vorbereitete Zellkulturflasche gegeben und im
Brutschrank inkubiert. Nach mindestens 16 Stunden wurde das Medium ohne Subkultivierung
ausgetauscht. Folgend wurde das Medium alle 3 Tage ab Erreichen einer 70 %igen Konfluenz
alle 2 Tage gewechselt. Wenn der Zellrasen 90-95 % der Fläche des Flaschenbodens bedeckte,
wurden die Zellen subkultiviert. Hierzu wurden die Zellen nach Verwerfen des Überstands mit
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PBS gewaschen, in 10 ml 0,025 %ige T/E-Lösung resuspendiert und im Brutschrank inkubiert.
In minütlichen Abständen wurde die Erscheinungsform der Zellen lichtmikroskopisch überprüft.
Fanden sich dabei überwiegend rundliche, nicht adhärente Zellen, wurde die entsprechende Zell-
suspension in ein mit 5 ml FBS gefülltes 50 ml-Falcon-Röhrchen gegeben. Die Zellkulturflasche
mit den verbliebenen adhärenten Zellen wurde nun ohne Flüssigkeit für wiederum 1 Minute in-
kubiert, anschließend vorsichtig seitlich beklopft und abermals unter dem Lichtmikroskop be-
trachtet. Mit dieser Vorgehensweise konnte ein residualer Zellbestand von weniger als 5 % am
Boden der Zellkulturflasche erreicht werden. In der Folge wurde die Zellkulturfalsche zweimal
mit 5 ml TNS-Lösung gespült; diese Flüssigkeiten wurden ebenfalls in das oben genannte 50 ml-
FBS-Falcon-Röhrchen hinzugefügt. Dann wurde das Falcon-Röhrchen nach Zellzahlbestimmung
(genaue Ausführung s. 3.2.1.1) bei 1000 rpm für 5 Minuten zentrifugiert und durch Zugabe von
Medium eine Konzentration von 1 Mio. Zellen/ml hergestellt. Zuletzt wurden 0,5-2 Mio. Zellen
in 15 ml Gesamtinhalt in eine neue Zellkulturflasche transferiert.

3.2.1.3 Monozyten-Zelllinie THP-1
Makrophagen sind zentrale Wächterzellen, die aufgrund der Expression diverser PRRs zur
PAMP-Erkennung und folglich Induktion einer Immunantwort bei ZNS-Infektionen beitragen
können. Die etablierte THP-1-Zelllinie (Tohoku Hospital Pediatrics-1) wurde zu diesem Zweck
aufgrund ihrer Ähnlichkeit mit primären Makrophagen und Monozyten in einem Kokultursystem
mit Ben-Men-1-Zellen oder alternativ mit HMC eingesetzt (Chanput et al. 2014). Die Zelllinie
wurde von der European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC) bezogen. Die Kul-
tivierung der THP-1-Zellen erfolgte in 75 cm²-Zellkulturflaschen mit Subkultivierung im Abstand
von 3-4 Tagen. Das verwendete Zellkulturmedium bestand aus Roswell Park Memorial Institute-
Medium 1640 (RPMI 1640), 10 % FBS sowie 1 % P/S. Im Gegensatz zu Ben-Men-1-Zellen und
HMC stellt die THP-1-Zelllinie eine Suspensionskultur dar. Zur Subkultivierung konnte die Zell-
zahlbestimmung (genaue Ausführung s. 3.2.1.1) direkt aus dem in ein 50 ml-Falcon-Röhrchen
transferierten Flascheninhalt vorgenommen und anschließend die Zentrifugation mit 150 xg Re-
lative Fliehkraft (rcf) für 5 Minuten durchgeführt werden. Danach wurde der Überstand verwor-
fen und das Pellet in Zellkulturmedium resuspendiert. Anschließend wurden 12,5 Mio. Zellen in
25 ml Medium pro Zellkulturflasche gegeben. Vor Verwendung der THP-1-Zellen im Kokultur-
system wurden diese mit Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA; 1 µg/ml für 24 Stunden) behan-
delt. Dadurch wurde eine Differenzierung zu M0-Makrophagen erreicht (Chanput et al. 2014);
die Zellen adhärieren an Zellkulturoberflächen und ähneln von Monozyten abgeleiteten Makro-
phagen (Daigneault et al. 2010). Nach 24-stündiger PMA-Exposition wurde das Zellkulturme-
dium durch PMA-freies ersetzt; hierin wurden die Zellen für weitere 24 Stunden kultiviert.
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3.2.1.4 Stimulationsversuche mit Pneumokokken
3.2.1.4.1 Zellaussaat und Stimulationsmedien
Alle Stimulationsversuche wurden in 96-Well-Platten durchgeführt. Die Ben-Men-1-Zellen bzw.
HMC wurden durch Trypsinisierung abgelöst (s. 3.2.1.1 bzw. 3.2.1.2), in ein 50 ml-Falcon-Röhr-
chen transferiert und zentrifugiert. Anschließend wurde das Zellpellet in Aussaatmedium zu einer
Konzentration von 1 Mio. Zellen/ml resuspendiert. Das Aussaatmedium bestand bei den Ben-
Men-1-Zellen aus RPMI 1640 mit 10 % FBS und 1 % P/S (Abb. 3). Das RPMI 1640-Medium
wurde als Aussaat-/Stimulationsmedium verwendet, da Ben-Men-1-Zellen in diesem Grundme-
dium eine vergleichbare Morphologie und Wachstumsrate wie im DMEM zeigten und RPMI
1640 überdies als Grundmedium für die Kokulturexperimente mit THP-1-Makrophagen vorgese-
hen war. Das Aussaatmedium der HMC setzte sich aus MCM, 2 % FBS, 1 % MCGS und 1 % P/S
zusammen (Abb. 4). In eine 96-Well-Platte wurden Ben-Men-1-Zellen bzw. HMC mit einer Zell-
zahl von 50000/Well bzw. 25000/Well in 200 µl Medium gegeben. Anschließend wurden die
Ben-Men-1-Zellen für 2, 7 und 28 Tage kultiviert (Abb. 3). Bei 28-tägiger Kultivierungszeit
wurde das Zellkulturmedium in wöchentlichen Abständen und durch frisches ersetzt. Die HMC
wurden für 2 Tage kultiviert (Abb. 4). Dann wurden die Wells nach Abnahme des Aussaatmedi-
ums mit dem jeweiligen Stimulationsmedium gefüllt. Das Stimulationsmedium der Ben-Men-1-
Stimulationsversuche setzte sich aus RPMI 1640, 1 % FBS und 1 % P/S zusammen (Abb. 3). Das
Stimulationsmedium der HMC-Stimulationsversuche bestand aus MCM mit 1 % FBS, 1 %
MCGS und 1 % P/S (Abb. 4).

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Aussaat der Ben-Men-1-Zellen und der primär ver-
wendeten Medien bei Stimulationsversuchen mit S. pneumoniae.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Aussaat der HMC und der primär verwendeten Me-
dien bei Stimulationsversuchen mit S. pneumoniae.
Um einen möglichen Einfluss des Zellkulturmediums auf die Reaktivität der Ben-Men-1-Zellen
zu erfassen, wurde in zusätzlichen Versuchsreihen das RPMI 1640-Grundmedium durch DMEM,
MCM oder humanes CSF ersetzt; bei den HMC wurde anstelle des üblichen MCM-Mediums in
ergänzenden Analysen humanes CSF verwendet (Tab. 1). Die humanen CSF-Proben wurden von
Patienten mit Normaldruckhydrocephalus oder idiopathischer intrakranieller Hypertension im
Rahmen klinisch indizierter Liquorablassversuche gewonnen (Nr. des genehmigten Ethikantrags
523-16).

Zellen Kulturmedium Aussaatmedium Stimulationsmedium
Ben-Men-1 DMEM

10 % FBS
1 % P/S

RPMI 1640
10 % FBS
1 % P/S

RPMI 1640
1 % FBS
1 % P/S (Abb. 3)

DMEM
10 % FBS
1 % P/S

DMEM
10 % FBS
1 % P/S

DMEM
1 % FBS
1 % P/S (s. 4.4.1)

MCM
2 % FBS
1 % MCGS
1 % P/S

MCM
2 % FBS
1 % MCGS
1 % P/S

MCM
1 % FBS,
1 % MCGS
1 % P/S
(s. 4.4.1 und 4.4.2)

MCM
2 % FBS
1 % MCGS
1 % P/S

MCM
2 % FBS
1 % MCGS
1 % P/S

CSF (s. 4.4.2)

HMC MCM
2 % FBS
1 % MCGS
1 % P/S

MCM
2 % FBS
1 % MCGS
1 % P/S

MCM
1 % FBS
1 % MCGS
1 % P/S (Abb. 4)
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MCM
2 % FBS
1 % MCGS
1 % P/S

MCM
2 % FBS
1 % MCGS
1 % P/S

CSF (s. 4.4.3)

Tabelle 1: Verwendete Kultur-, Aussaat und Stimulationsmedien.

3.2.1.4.2 Kokultursystem mit THP-1-Zellen
Zur Etablierung eines Kokultursystems wurden die Ben-Men-1-Zellen bzw. HMC in eine 96-
Well-Mikrotiterplatte ausgesät und für 2 Tage im Brutschrank kultiviert (Abb. 5). Zur Gewinnung
der PMA-behandelten, adhärenten THP-1-Zellen wurden diese in der Zellkulturflasche mit 10 ml
PBS gewaschen und anschließend in 5 ml Accutase-Lösung inkubiert. Nach 10 Minuten wurden
die Zellen unter Zuhilfenahme eines Zellschabers von der Oberfläche der Zellkulturflasche abge-
löst und mit einer 10 ml-Pipette in ein 50 ml-Falcon-Röhrchen überführt. Die Zellkulturflasche
wurde anschließend mit 5 ml RPMI 1640 bzw. MCM gespült, um die noch verbliebenen Zellen
ebenfalls in das Falcon-Röhrchen zu transferieren. Im Anschluss wurde die Zellzahl bestimmt
und jeweils eine Zellzahl von 15625/Well, 62500/Well sowie 250000/Well zu den Ben-Men-1-
Zellen bzw. HMC hinzugegeben. Danach wurde die Platte für 1 Stunde inkubiert und schließlich
die Stimulation mit S. pneumoniae durchgeführt.

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Kokultursystems mit meningealen Zellen (hier Ben-
Men-1) und THP-1-Zellen bei Stimulationsversuchen mit S. pneumoniae.



3 Material und Methoden 37
3.2.1.4.3 Stimulationsdurchführung
Für die Stimulationsversuche wurden tiefgefrorene Pneumokokken-Suspensionen mit definierten
Keimkonzentrationen verwendet (s. 3.2.1.4.4.). Unmittelbar nach dem Auftauen wurden die
Pneumokokken mit einer 10 %igen P/S-Lösung abgetötet; durch gleichzeitige Zugabe von PBS
wurden die gewünschten Pneumokokken-Konzentrationen eingestellt. Als Kontrolle diente in der
Regel das Pneumokokken-Aufzuchtmedium THY, das analog zur Pneumokokken-Suspension
mit 10 %iger P/S-Lösung und PBS verdünnt wurde. In ausgewählten Experimenten wurden die
Pneumokokken vor ihrer Verwendung im Experiment zweimal mit 950 µl PBS gewaschen und
anschließend in PBS resuspendiert; in diesem Fall wurde PBS als Kontrolle eingesetzt.
Nach der Stimulation wurden die Mikrotiterplatten entweder für 6 oder für 24 Stunden inkubiert.
Am Versuchsende wurden in speziell dafür vorgesehene Wells 10 µl einer 1 %igen Triton X100-
Lösung gegeben; diese Wells fungierten bei der späteren Bestimmung der Laktatdehydrogenase-
Aktivität im Zellkulturüberstand (LDH, s. 3.2.1.5.2) als Positiv-Kontrollen. Im Anschluss wurden
die Platten für 5 Minuten bei 1500 rpm zentrifugiert, dann wurden 160 µl Überstand abgezogen,
in Mikrotiterplatten mit V-Profil überführt und für spätere Zytokinbestimmungen mittels Enzyme-
linked Immunosorbent Assay (ELISA, s. 3.2.1.7) bei −20 °C eingefroren. Überdies wurden 10 µl
des Zellkulturüberstands in eine weitere 96 Well-Zellkulturplatte mit geradem Boden für die
LDH-Bestimmungen (s. 3.2.1.5.2.) überführt. Im Anschluss daran wurden 10 µl WST-1-Reagenz
in die einzelnen Wells der Stimulationsplatte für die Bestimmung der Zellvitalität mithilfe eines
kommerziellen WST-1-Zellproliferationsassays gegeben (s. 3.2.1.5.1).

3.2.1.4.4 Serotypen
Es wurden folgende Pneumokokken-Serotypen (ST) verwendet:

1. S. pneumoniae ST2, D39 (Wildtyp-Stamm)
2. S. pneumoniae ST2, D39 ΔPLY (isogener PLY-defizienter Stamm)
3. S. pneumoniae ST6B
4. S. pneumoniae ST7F

Die S. pneumoniae-Stämme wurden uns freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Sven Hammer-
schmidt aus dem Institut für Genetik und Funktionelle Genomforschung der Universität Greifs-
wald zur Verfügung gestellt.

3.2.1.4.5 Hämolysin-Test
Mit dem sogenannten Hämolysin-Test sollte geprüft werden, ob die verwendeten Serotypen ver-
gleichbare Mengen an hämolytisch wirksamem PLY exprimierten. Hierzu wurden zunächst
Erythrozyten aus Schafblut gewonnen und anschießend bei 2700 rpm zentrifugiert und in 10 ml
PBS resuspendiert. Dieser Waschvorgang wurde dreimal durchgeführt. Nach dem letzten Wasch-
vorgang wurde das Zellpellet in 5 ml PBS aufgenommen und anschießend mit Lysepuffer im
Verhältnis 1:50 gemischt. Der Lysepuffer bestand aus PBS (pH 7,4), 10 mM Diethiothreitol
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(DTT) und 1 % bovinem Serumalbumin (BSA). In einer 96-Well-Platte wurden dann 100 µl Ly-
sepuffer pro Well vorgelegt und je nach Zielkonzentration zwischen 5 µl und 50 µl Pneumokok-
ken-Überstand unter Volumenausgleich mit PBS sowie 50 µl Erythrozytengebrauchslösung hin-
zugegeben. In den Kontrollgruppen wurde PBS in entsprechendem Volumen hinzugefügt. Die
Platte wurde schließlich bei 37 °C inkubiert und nach 30 Minuten für weitere 10 Minuten bei
1000 rpm zentrifugiert.
In den Kontrollgruppen ließen sich kreisrunde, rote Sedimente erkennen. Dasselbe galt für alle
Konzentrationen des PLY-defizienten ST2-Stamms sowie die Serotypen 6B und 7F in den Kon-
zentrationen 1x107 bis 1x108 KBE/ml. Lysierte Erythrozyten hingegen waren beim Wildtyp-
Stamm (ST2) mit Ausnahme der niedrigsten Konzentration sowie bei den Serotypen 6B und 7F
jeweils in der höchsten Konzentration sichtbar.

Abbildung 6: Hämolysin-Test zur Ermittlung der PLY-Expression in ST2 D39 (Wildtyp-Stamm),
ST2 D39 ΔPLY (isogener PLY-defizienter Stamm), ST6B und ST7F. Bei verbleibendem rotem Eryth-
rozytensediment ist von keiner PLY-Aktivität auszugehen, bei fehlendem Erythrozytensediment von aus-
reichender PLY-Aktivität.

3.2.1.4.6 Inhibitoren
Zur Identifizierung der Mechanismen, die der Aktivierung meningealer Zellen und insbesondere
der IL-6-Freisetzung bei einer Pneumokokken-Exposition zugrunde liegen, wurden die Zellen
unmittelbar vor Stimulation mit S. pneumoniae mit ausgewählten Inhibitoren behandelt. Bei der
Erkennung einer Pneumokokken-Infektion durch immunkompetente Zellen wird Rezeptoren der
TLR-Familie, wie TLR2, TLR4, TLR9 und TLR 13, eine Schlüsselrolle zugeschrieben (s. 1.2.3).
Um einen ersten Einblick zu erhalten, ob diese Rezeptoren an der Detektion von Pneumokokken
durch meningeale Zellen mitwirken, wurden die Zellen mit einem TLR-Inhibitor-Cocktail behan-
delt, der sich aus einem funktionsblockierenden anti-TLR2-Antikörper (25 µg/ml), einem TLR4-
Antagonisten (5 µM) sowie Chloroquin (20 µg/ml), das wiederum die Aktivierung endosomaler,
Nukleinsäure-detektierender TLR blockieren kann, zusammensetzte (Matsunaga et al. 2011; de
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Stoppelaar et al. 2016; Kuznik et al. 2011; Lee et al. 2007). Bei der Aktivierung von Immunzellen
im Rahmen einer Pneumokokken-Infektion ist der Transkriptionsfaktor NF-κB von herausragen-
der Bedeutung (s. 1.2.4). Um dessen Rolle bei der Pneumokokken-induzierten Aktivierung me-
ningealer Zellen zu erfassen, behandelten wir die Zellen mit Hemmstoffen des NF-κB-Signalwegs
sowie negativer und positiver Regulatoren der NF-κB-Aktivität (s. 1.2.4), nämlich [i] den bekann-
ten IκB-Kinase-Inhibitoren BAY 11-7082 (1-10 µM) (Lee et al. 2012; Cook et al. 2022; Irrera et
al. 2017; Strickson et al. 2013; Mori et al. 2002), PDTC (10 µM) (Ishizuka et al. 2016; Lu et al.
2022) und Parthenolid (0,5 µM) (Kwok et al. 2001; Sobota et al. 2000; Hehner et al. 1999; Ding
et al. 2022), [ii] den CREB-Inhibitoren KG-501 (10 µM) (Shao et al. 2020; Best et al. 2004) und
666-15 (1 µM) (Xie et al. 2015; Yan et al. 2021) sowie [iii] den BRD4-Inhibitoren I-BET151
(10 µM) (Guo et al. 2019; Barrett et al. 2014; Seal et al. 2012) und JQ1 (1 µM) (Filippakopoulos
et al. 2010; Shi et al. 2018). Um eine mögliche Beteiligung des Transkriptionsfaktors AP-1 bei
der Aktivierung meningealer Zellen zu erfassen, wurden Ben-Men-1-Zellen und HMC überdies
mit dem selektiven AP-1-Hemmstoff SR 11302 (1 µM) (González-Rubio et al. 2016; Huang et
al. 1997; Lu et al. 2022) behandelt.
Als Vehikelsubstanz für den TLR4-Antagonisten, für Parthenolid und I-BET151 wurde das Lö-
sungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO) verwendet. Zur Berücksichtigung eines möglichen
DMSO-Effekts wurden jeder Stimulation Kontrollgruppen mit DMSO in 1:500-1:5000-Verdün-
nung hinzugefügt. Die anderen Hemmstoffe konnten in PBS gelöst werden.

3.2.1.5 Photometrische Verfahren zur Bestimmung von Zellvitalität und Zelltod
3.2.1.5.1 WST-1 Zellproliferationsassay
Zur Ermittlung der Zellvitalität wurde ein kommerziell erhältlicher WST-1-Zellproliferations-
Assay (water-soluble tetrazolium 1) durchgeführt. WST-1 ist ein wasserlösliches Salz, welches
durch die mitochondriale Dehydrogenase (Komplex I der mitochondrialen Atmungskette) und
somit ausschließlich in lebenden Zellen zum Farbstoff Formazan gespalten wird. Die Menge des
gebildeten Formazans korreliert mit der Anzahl der lebenden Zellen und kann kolorimetrisch
quantifiziert werden. Hierzu wurden wie unter Punkt 3.2.1.4.3 beschrieben zum in den einzelnen
Wells verbliebenen Zellkulturüberstand 10 µl WST-Reagenz hinzugefügt. Die Mikrotiterplatte
wurde anschließend 1 Stunde lang im Brutschrank inkubiert und nachfolgend die Absorption im
Mikroplatten-Reader (Maximum 450 nm, Referenzwellenlänge 620 nm) gemessen.

3.2.1.5.2 LDH als Zelltodmarker
Das Ausmaß der zytolytischen Wirkung von S. pneumoniae wurde durch Bestimmung der Kon-
zentration von LDH im Kulturmedium ermittelt. LDH ist ein zytoplasmatisches Enzym, das bei
einer Schädigung der Plasmamembran in den Zellkulturüberstand freigesetzt werden kann und
somit mit der Anzahl lytischer Zellen korreliert. Die LDH katalysiert die Oxidation von Laktat
zu Pyruvat, womit die Reduktion von NAD+ zu NADH/H+ einhergeht. NADH wiederum reagiert
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mit WST und führt zu einer gelblichen Verfärbung der Probenlösung, die kolorimetrisch mithilfe
eines Mikroplatten-Readers bestimmt werden kann.
Als Positiv-Kontrollen wurden mit Triton X100 lysierte Zellen verwendet. Von jedem Well wur-
den 10 µl Überstand in eine 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert (s. 3.2.1.4.3). Dann wurden 10 ml
des LDH-Assay-Buffers mit 200 µl des WST-Substrats gemischt und 100 µl dieser Lösung in
jedes Well gegeben. Die Platte wurde anschließend 30 Minuten lang lichtgeschützt bei Raumtem-
peratur (RT) inkubiert und danach im Mikroplatten-Reader (Maximum 450 nm, Referenzwellen-
länge 620 nm) ausgewertet. Die LDH-Werte wurden als prozentualer Anteil der Positiv-Kontrol-
len dargestellt.

3.2.1.6 Detektion der Expressionslevel multipler Zytokine mittels Antikörper-Array
Mithilfe eines kommerziell erhältlichen Antikörper-Arrays wurden die Expressionslevel von 42
Zytokinen und Chemokinen semiquantitativ untersucht. Die Durchführung des Arrays diente als
Screening-Test; nachfolgend wurden die Ergebnisse für einzelne Zytokine mittels ELISA bestä-
tigt (s. 3.2.1.7). Bei diesen Arrays sind sogenannte „Capture“-Antikörper für ausgewählte Zyto-
kine und Chemokine (sowie zusätzlich jeweils Positiv- und Negativ-Kontrollen) in doppelter
Ausführung auf Nitrozellulosemembranen aufgetragen. Für die Analysen wurden jeweils vier
Membranen verwendet. Die freien Bindungsstellen dieser Membrane wurden zunächst durch
Verwendung eines Blockpuffers blockiert (Inkubation für 30 Minuten bei RT). Im Anschluss
wurden eine sogenannte Kontrollmembran mit Stimulationsmedium (1 ml DMEM, 1 % FBS, 1 %
P/S bzw. 1 ml MCM, 2 % FBS, 1 % MCGS, 1 % P/S) und die restlichen drei Membranen mit
gepoolten Probenüberständen folgender Versuchsgruppen inkubiert (über Nacht bei 4 °C): [i] un-
stimulierte Kontrollzellen, [ii] mit Wildtyp-Pneumokokken stimulierte Zellen und [iii] mit PLY-
defizienten Pneumokokken stimulierte Zellen. Am nächsten Tag wurden die Membranen fünfmal
mit 2 ml Waschpuffer gewaschen und anschließend mit einem sogenannten „Detection“-Antikör-
per für 2 Stunden bei RT inkubiert. Nach einem erneuten Waschvorgang wurden die Membranen
mit 2 ml einer Meerrettichperoxidase-Lösung überschichtet. Nach 2 Stunden bei RT wurden die
Membranen erneut gewaschen und mit dem Kit-eigenen Chemilumineszenz-Substrat inkubiert:
dieses erzeugt ein Lichtsignal, das zur Menge der gebundenen Antikörper-Komplexe proportional
ist. Die so erzeugten Lichtsignale wurden mit einem Chemilumineszenz-Imaging-System aufge-
zeichnet und densitometrisch mithilfe des Software-Programms ImageJ ausgewertet. Aus den
beiden Messwerten eines Zytokins/Chemokins wurden Mittelwerte gebildet, die Prozentwerte der
Negativ-Kontrolle subtrahiert und diese Werte als Prozentwerte der Positiv-Kontrolle dargestellt.
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Abbildung 7: Anordnung der Proteine auf der Arraymembran, s. https://doc.raybiotech.com/pdf/Ma-
nual/AAH-CYT-3.pdf.

3.2.1.7 Messung der Entzündungsmarker IL-6, -1ß und -8 mittels ELISA
Die Konzentrationen von humanem IL-6, CXCL8 und IL-1β in den Zellkulturüberständen wur-
den mittels kommerziell erhältlicher ELISA-Kits gemessen. Zunächst wurde eine Mikrotiterplatte
mit Capture-Antikörper (100 µl/Well) beschichtet und für 24 Stunden bei RT inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit einem speziellen Waschpuffer wurden freie Bindungsstellen durch
eine einstündige Inkubation mit einem Probenverdünnungspuffer (300 µl/Well) blockiert. Nach
einem erneuten Waschvorgang wurden die zu untersuchenden Proben (jeweils 100 µl/Well) in
die Platte pipettiert. Des Weiteren wurde entsprechend der Herstellerangaben eine Eichkurve er-
stellt. Die Mikrotiterplatten wurden danach 2 Stunden lang bei RT inkubiert. Nach einem erneuten
Waschvorgang wurde der sogenannte „Detection“-Antikörper (200 µl/Well) in die Wells gege-
ben. Nach 2 Stunden und einem weiteren Waschvorgang wurden die Wells für 20 Minuten mit
100 µl einer Meerrettichperoxidase-Lösung unter Lichtschutz inkubiert. Die Platte wurde darauf-
hin wiederum dreimal gewaschen. Im Anschluss wurde jedes Well mit 100 µl Farbreagenz-Lö-
sung befüllt. Nach 20-minütiger Inkubation unter Lichtschutz wurde die Farbreaktion durch Zu-
gabe einer sogenannten Stoplösung (50 µl/Well) beendet und die Adsorption im Mikroplatten-
Reader (Maximum 450 nm, Referenzwellenlänge 620 nm) gemessen. Anhand der Eichkurve
konnte schließlich die Proteinkonzentration für jedes Well berechnet werden.

3.2.1.8 PCR-Analyse
Die Ben-Men-1-Zellen und HMC (Lot-Nr. 11017, 19218) wurden nach Kultivierung in unter-
schiedlichen Zellkulturmedien zentrifugiert, bei −80 °C eingefroren und später die RNA mittels
RNA Mini Kit isoliert (s. Herstellerangaben). Die PCR wurde unter Verwendung des iScript™
gDNA Clear cDNA Synthesis-Kits mit dem Real-Time rapid PCR qTower und PrimePCR™
PCR-Primern unter anderem für TLR2, TLR4, TLR8, FN und PDGFR-α gemäß den Hersteller-
anweisungen durchgeführt. Die Amplifikation erfolgte in 40 Zyklen. Die Normalexpression
wurde anschließend in Relation zur Expression des „housekeeping gene“ GAPDH berechnet.
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FN und PDGFR-α stellen zwar gängige Marker zur Charakterisierung von Fibroblasten dar, wer-
den aber weder von allen noch ausschließlich von Fibroblasten exprimiert (Xu et al. 2021; Kalluri
et al. 2006).

3.2.2 Statistische Analyse
Statistische Signifikanzen wurden mittels einseitiger Varianzanalyse (Analysis of variance,
ANOVA) und Tukey Post-hoc-Test ermittelt. Dabei wurde das Programm GraphPad Prism 9 ver-
wendet. Ein p-Wert kleiner als 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Falls nicht anders
angegeben, sind die Daten als Mittelwerte ± Standardabweichung (SD) abgebildet.
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4. Ergebnisse
4.1 Untersuchungen zur Reaktion der meningealen Zelllinie Ben-

Men-1 sowie primärer meningealer Zellen auf eine Exposition
mit Pneumokokken

4.1.1 Pneumokokken wirken zytotoxisch auf Ben-Men-1-Zellen
Bei einer Stimulation mit aufsteigenden Pneumokokken-Konzentrationen nahm mit zunehmender
Bakterienlast die Zellvitalität (die mithilfe eines WST-Kits bestimmt wurde) ab und der lytische
Zelluntergang (der mithilfe eines LDH-Assays gemessen wurde) zu. Der deutlichste Effekt war
für die beiden hohen Pneumokokken-Konzentrationen zu beobachten, die sich signifikant von der
Kontrollgruppe sowie den beiden niedrigen Konzentrationen unterschieden (Abb. 8). Beispiels-
weise bewirkte bei einer Versuchsdauer von 6 Stunden die höchste Pneumokokken-Konzentra-
tion von 4x107 KBE/ml eine Reduktion des WST-Umsatzes um 89 Prozentpunkte, während
gleichzeitig die LDH-Werte auf 80 % ± 9 % (Abb. 8A) der Positiv-Kontrolle anstiegen. Ver-
gleicht man die Werte, die bei einer Versuchsdauer von 6 Stunden gemessen wurden, mit denen
bei einer Versuchsdauer von 24 Stunden, so stellt man Folgendes fest: die LDH-Konzentrationen
im Zellkulturüberstand lagen für alle Bakterienkonzentrationen bei einer Versuchsdauer von 24
Stunden signifikant über den 6-Stunden-Werten. Im Gegensatz dazu fanden sich beim WST-Um-
satz keine von der Versuchsdauer abhängigen, signifikanten Unterschiede.

Abbildung 8: Zellvitalität und lytischer Zelltod von Ben-Men-1-Zellen . Die Zellen wurden nach einer
Kultivierungszeit von 7 Tagen 6 Stunden (A) bzw. 24 Stunden (B) mit 2,5x106, 1x107, 2x107 sowie 4x107
KBE/ml P/S-lysierten S. pneumoniae ST2 (Wildtyp-Stamm) stimuliert (n = 6 in jeder Gruppe). * p <
0,05, im Vergleich zur Kontrolle; $ p < 0,05, im Vergleich zu 2,5x106, # p < 0,05, im Vergleich zu 1x107,
§ p < 0,05, im Vergleich zu 2x107.
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Die Stimulation mit S. pneumoniae führte unabhängig vom Serotyp (ST2, ST6B, ST7) zu einer
signifikanten Abnahme der Zellvitalität (WST-Umsatz) und dazu passend einer Zunahme des ly-
tischen Zelltodes (LDH-Freisetzung; Abb. 9). Die zytotoxische Wirkung von S. pneumoniae auf
Ben-Men-1-Zellen scheint vorwiegend durch das Toxin PLY vermittelt zu werden, da sich nach
einer Stimulation mit einer PLY-defizienten, isogenen Mutante von ST2 im Gegensatz zum ST2-
Wildtyp-Stamm weder ein verminderter WST-Umsatz noch eine erhöhte LDH-Freisetzung fan-
den.

Abbildung 9: Die zytotoxische Wirkung von S. pneumoniae auf Ben-Men-1-Zellen wird durch das
bakterielle Toxin PLY verursacht. Die Zellen wurden nach einer Kultivierungszeit von 28 Tagen 24
Stunden mit 4x107 KBE/ml P/S-lysierten S. pneumoniae stimuliert. D39 = S. pneumoniae ST2, Wildtyp-
Stamm (n-WST = 18, n-LDH = 9). D39 ΔPLY = S. pneumoniae ST2, isogener PLY-defizienter Stamm (n-
WST = 18, n-LDH = 9). 6B = S. pneumoniae ST6B (n = 6). 7F = S. pneumoniae ST7F (n = 6). * p < 0,05, im
Vergleich zur Kontrolle (n-WST = 36, n-LDH = 15); $ p < 0,05, im Vergleich zu D39, # p < 0,05, im Ver-
gleich zu D39 ΔPLY.

4.1.2 Ben-Men-1-Zellen setzen bei Kontakt mit Pneumokokken Zytokine frei
Um einen ersten Einblick zu bekommen, ob Ben-Men-1-Zellen auf eine Pneumokokken-Exposi-
tion mit einer Zytokin-Freisetzung reagieren können, führten wir Antikörper-Array-Analysen von
Zellkulturüberständen durch, die von Kontrollzellen und Zellen, die entweder mit D39 oder
D39 ΔPLY stimuliert wurden, gewonnen worden waren. Im Zellkulturüberstand von Kontrollzel-
len waren folgende acht Faktoren nachweisbar: GRO α/β/γ, CXCL1, CXCL8, CCL2, CCL8,
CXCL9, CXCL12 (SDF-1) und Angiogenin. Nach einer Exposition mit S. pneumoniae D39
wurde eine Induktion von IL-6 sowie eine Hochregulierung von CXCL1 und CXCL8 beobachtet;
die Expressionslevel von CCL8, CXCL9 und CXCL12 waren reduziert, während diejenigen von
GRO α/β/γ, CCL2 und Angiogenin unverändert blieben. Die vermehrte Produktion der oben ge-
nannten Zytokine war abhängig von der Anwesenheit von aktivem PLY, da deren Expressions-
muster nach einer Exposition mit PLY-defizienten Pneumokokken dem von unstimulierten Kon-
trollzellen glich.
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Abbildung 10: Eine Exposition mit Pneumokokken führt zur vermehrten Freisetzung selektiver
Zytokine aus Ben-Men-1-Zellen. Invertierte Proteinarray-Membranen (oben): A = Blank (Zellkulturme-
dium ohne Zellen: DMEM, 1 % FBS, 1 % P/S). B = Kontrolle. C = 4x107 KBE/ml D39 (S. pneumoniae
ST2, Wildtyp-Stamm). D = 4x107 KBE/ml D39 ΔPLY (S. pneumoniae ST2, isogener PLY-defizienter
Stamm). POS = Positiv-Kontrolle, NEG = Negativ-Kontrolle. Die Zellen wurden nach einer Kultivie-
rungszeit von 28 Tagen 24 Stunden mit 4x107 KBE/ml P/S-lysierten S. pneumoniae stimuliert; anschlie-
ßend wurden die Überstände der Einzelversuche gepoolt (Anzahl der Einzelversuche: n = 18 in jeder
Gruppe). Die Daten sind als Prozentwert der Signalintensität des jeweiligen Faktors im Verhältnis zum
Mittelwert der Positiv-Kontrollen angegeben. Als signifikant wurde eine im Vergleich zur Blank- sowie
Kontrollmembran mindestens zweifache Veränderung angesehen.
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Zur Überprüfung der Array-Befunde wurden die Konzentrationen des Zytokins IL-6 in für den
Antikörper-Array verwendeten Überständen mittels ELISA bestimmt (Abb. 11). Analog zu den
Array-Analysen fand sich bei den ELISA-Untersuchungen eine deutliche Erhöhung der IL-6-
Spiegel in den Kulturüberständen von Ben-Men-1-Zellen, die mit S. pneumoniae D39 stimuliert
worden waren, und zwar sowohl im Vergleich zu Kontrollzellen als auch zu Zellen, die PLY-
defizienten Pneumokokken ausgesetzt worden waren. Zu unserer Überraschung kam es nach einer
Stimulation mit den Serotypen 6B und 7F zu keiner vermehrten IL-6-Produktion. Folglich scheint
die Zytokinantwort von Ben-Men-1-Zellen auf eine S. pneumoniae-Exposition sowohl von PLY
als auch vom Serotyp abhängig zu sein.

Abbildung 11: Ben-Men-1-Zellen produzieren Serotyp- und PLY-abhängig unterschiedliche Mengen
an IL-6. Die Zellen wurden nach einer Kultivierungszeit von 28 Tagen 24 Stunden mit 4x107 KBE/ml P/S-
lysierten S. pneumoniae stimuliert. D39 = S. pneumoniae ST2, Wildtyp-Stamm (n = 9). D39 ΔPLY = S.
pneumoniae ST2, isogener PLY-defizienter Stamm (n = 9). 6B = S. pneumoniae ST6B (n = 6). 7F = S.
pneumoniae ST7F (n = 6). * p < 0,05, im Vergleich zur Kontrolle (n = 15); $ p < 0,05, im Vergleich zu
D39.
In Folgeuntersuchungen analysierten wir die Pneumokokken-induzierte IL-6-Expression von
Ben-Men-1-Zellen in Abhängigkeit von der bakteriellen Konzentration und der Stimulations-
dauer. Bei einer Stimulationsdauer von 6 Stunden wurde ab einer Pneumokokken-Konzentration
von 1x107 KBE/ml eine zur Kontrolle signifikant erhöhte IL-6-Produktion (von 47 ± 16 pg/ml)
gemessen. Es fanden sich keine Unterschiede in der freigesetzten IL-6-Menge nach Stimulation
mit 1x107, 2x107 und 4x107 KBE/ml S. pneumoniae (Abb. 12A). Im Gegensatz hierzu wurde nach
24-stündiger Stimulation eine von der bakteriellen Konzentration abhängige Zunahme der IL-6-
Freisetzung beobachtet (Abb. 12B). Die gemessenen IL-6-Konzentrationen waren bei einer Sti-
mulationsdauer von 24 Stunden höher als bei 6-stündiger Stimulation (p < 0,05, Signifikanzana-
lyse graphisch nicht dargestellt).
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Abbildung 12: Die IL-6-Produktion von Ben-Men-1-Zellen nimmt mit der Bakterienkonzentration
und der Stimulationsdauer zu. Die Zellen wurden nach einer Kultivierungszeit von 7 Tagen 6 Stunden
(A) bzw. 24 Stunden (B) mit P/S-lysierten S. pneumoniae in den Konzentrationen von 2,5x106, 1x107, 2x107
sowie 4x107 KBE/ml D39 (S. pneumoniae ST2, Wildtyp-Stamm) stimuliert (n = 6). * p < 0,05, im Vergleich
zur Kontrolle (n = 5); $ p < 0,05, im Vergleich zu 2,5x106, # p < 0,05, im Vergleich zu 1x107.

4.1.3 Nur hohe Pneumokokken-Konzentrationen wirken auf primäre humane
meningeale Zellen zytotoxisch

Im Gegensatz zu Ben-Men-1-Zellen konnte bei HMC nach einer Stimulation mit Pneumokokken
in den Konzentrationen von 2x107 und 4x107 KBE/ml kein signifikanter Anstieg der LDH-Kon-
zentrationen im Zellkulturüberstand im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden (Abb. 13A),
und zwar unabhängig vom verwendeten Pneumokokken-Serotyp. Erst bei sehr hohen bakteriellen
Konzentrationen (von 16x107 KBE/ml) zeigte sich bei einer Stimulation mit den PLY-exprimie-
renden Serotypen 2 (D39), 6B und 7F eine signifikante LDH-Freisetzung (Abb. 13B). Einzig die
PLY-defiziente isogene Mutante D39 ΔPLY induzierte im Vergleich mit der Kontrolle keinen
signifikanten Zelluntergang.

Abbildung 13: Sehr hohe Pneumokokken-Konzentrationen induzieren PLY-abhängig, aber Sero-
typ-unabhängig einen lytischen Zelluntergang von HMC. Die HMC (Lot-Nr. 11017) wurden nach ei-
ner Kultivierungszeit von 2 Tagen 24 Stunden mit 4x107 (A) bzw. 16x107 (B) KBE/ml P/S-lysierten S.
pneumoniae stimuliert. D39 = S. pneumoniae ST2, Wildtyp-Stamm (n = 8). D39 ΔPLY = S. pneumoniae
ST2, isogener PLY-defizienter Stamm (n = 8). 6B = S. pneumoniae ST6B (n = 5). 7F = S. pneumoniae
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ST7F (n = 5). * p < 0,05, im Vergleich zur Kontrolle (n = 8); $ p < 0,05, im Vergleich zu D39, # p < 0,05,
im Vergleich zu D39 ΔPLY.

4.1.4 Pneumokokken bewirken eine Freisetzung selektiver Zytokine aus
primären humanen meningealen Zellen

Analog zur Ben-Men-1-Zelllinie wurde initial mithilfe eines Antikörper-Arrays die Expression
von 42 Zytokinen nach einer Stimulation mit Pneumokokken (und zwar mit dem ST2 D39-Wild-
typ-Stamm und dessen isogenen, PLY-defizienten Mutante ST2 D39 ΔPLY) im Vergleich zu
unstimulierten Kontrollzellen gescreent. Unter Kontrollbedingungen setzten HMC folgende elf
Faktoren konstitutiv frei: CXCL5, GRO α/β/γ, CXCL1, IL-6, CXCL8, CCL2, CCL8, TNF-β,
EGF, IGF-1 und Angiogenin. Nach einer Stimulation mit dem Wildtyp-Stamm konnte eine mehr
als fünffach erhöhte Expression von IL-6 im Vergleich zu unstimulierten Kontrollen beobachtet
werden, während der PLY-defiziente Stamm nur eine ca. zweifach erhöhte IL-6-Expression be-
wirkte. Zudem wurde in Folge der Pneumokokken-Exposition die Produktion von IL-1β, M-CSF
und CCL22 induziert (die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der beiden letztgenann-
ten Faktoren sind mit Vorsicht zu betrachten, da deren Expressionslevel im Bereich der Nach-
weisgrenze liegen), während CCL8 niederreguliert wurde und sich die Expressionslevel von
CXCL5, GRO α/β/γ, CXCL1, CXCL8, CCL2, TNF-β, EGF, IGF-1 und Angiogenin im Vergleich
zu Kontrollzellen nicht veränderten.
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Abbildung 14: Pneumokokken lösen in HMC eine Induktion bzw. Hochregulierung einzelner Zyto-
kine aus. Invertierte Proteinarray-Membranen (oben): A = Blank (Zellkulturmedium ohne Zellen: MCM,
2 % FBS, 1 % MCGS, 1 % P/S). B = Kontrolle. C = 16x107 KBE/ml D39 (S. pneumoniae ST2, Wildtyp-
Stamm). D = 16x107 KBE/ml D39 ΔPLY (S. pneumoniae ST2, isogener PLY-defizienter Stamm). POS =
Positiv-Kontrolle, NEG = Negativ-Kontrolle. Die HMC (Lot-Nr. 11017) wurden nach einer Kultivierungs-
zeit von 2 Tagen 24 Stunden mit 16x107 KBE/ml P/S-lysierten S. pneumoniae stimuliert (n = 9 in jeder
Gruppe). Die Balken geben das Verhältnis (in %) der jeweiligen Signalintensität des Faktors zur mittleren
Signalintensität der Positiv-Kontrollen wieder. Bei mindestens um den Faktor 2 veränderter Signalintensität
im Vergleich zur Blank- bzw. Kontrollmembran wurde eine signifikante Veränderung konstatiert.
Zur Bestätigung der Array-Befunde wurden ergänzend die IL-6-Konzentrationen mittels ELISA
quantifiziert. Hierbei fand sich nach Stimulation mit 4x107 KBE/ml des Wildtyp-Stamms ST2
D39 (sowie des Serotyps 6B), nicht jedoch der isogenen PLY-defizienten ST2-Mutante D39
ΔPLY (sowie des Serotyps ST7F) eine im Vergleich zur Kontrolle signifikant erhöhte IL-6-Pro-
duktion (Abb. 15A). Interessanterweise wurde bei höheren bakteriellen Konzentrationen (von
16x107 KBE/ml) bei allen Serotypen im Vergleich zur Kontrolle signifikant erhöhte IL-6-Kon-
zentrationen beobachtet; allerdings unterschied sich hier nunmehr der Serotyp 6B signifikant zum
Wildtyp-Stamm, was vermutlich auf dessen höhere zytotoxische Wirkung zurückzuführen ist
(Abb. 15B). Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die Pneumokokken-induzierte IL-6-
Produktion bei sehr hohen bakteriellen Konzentrationen nicht mehr von der Präsenz von PLY
abhängig zu sein scheint.
In diesem Kontext muss erwähnt werden, dass unabhängig vom Donor (der Lot-Nr.) alle HMC-
Präparationen auf eine Exposition mit S. pneumoniae hin aktiviert wurden, der Grad der Aktivie-
rung jedoch erhebliche Donor-abhängige Unterschiede zeigte. Diese Heterogenität könnte auf in-
terindividuellen Differenzen im zellulären Phänotyp beruhen.
Vergleicht man das Expressionsmuster stimulierter HMC mit dem der Ben-Men-1-Zellinie, ist
Folgendes festzustellen: beide Zelltypen reagieren auf die Pneumokokken-Exposition mit einer
starken Induktion bzw. Hochregluation der IL-6-Produktion. Im Gegensatz zu den HMC findet
sich bei Ben-Men-1-Zellen zusätzlich eine erhöhte Freisetzung von CXCL1 und CXCL8.
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Abbildung 15: Die Exposition mit Pneumokokken induziert eine Freisetzung von IL-6 aus HMC. Die
HMC (Lot-Nr. 11017) wurden nach einer Kultivierungszeit von 2 Tagen 24 Stunden mit 4x107 (A) bzw.
16x107 (B) KBE/ml P/S-lysierten S. pneumoniae stimuliert. D39 = S. pneumoniae ST2, Wildtyp-Stamm (n
= 9). D39 ΔPLY = S. pneumoniae ST2, isogener PLY-defizienter Stamm (n = 9). 6B = S. pneumoniae
ST6B (n = 6). 7F = S. pneumoniae ST7F (n = 6). * p < 0,05, im Vergleich zur Kontrolle (n = 9); $ p < 0,05,
im Vergleich zu D39, # p < 0,05, im Vergleich zu D39 ΔPLY, § p < 0,05, im Vergleich zu 6B.

4.2 Analyse der an der Pneumokokken-induzierten IL-6-Produktion
beteiligten Signalwege mithilfe ausgewählter pharmakologischer
Hemmstoffe

4.2.1 BET-Inhibition verringert die IL-6-Produktion von Ben-Men-1-Zellen
Zur Identifizierung von Signalwegen, die die Pneumokokken-induzierte IL-6-Freisetzung aus
Ben-Men-1-Zellen vermitteln, setzten wir in weiteren Versuchsreihen eine Auswahl pharmako-
logischer Hemmstoffe ein, die gegen bekannte Regulatoren der IL-6-Produktion gerichtet sind
(Tanaka et al. 2014; Hirano 2021; Wolf et al. 2014; Luo et al. 2016). Die wesentlichen Befunde
dieser Untersuchungen waren wie folgt: der kombinierte Einsatz von Inhibitoren gegen TLR2,
TLR4 sowie Chloroquin (als Antagonist endosomaler TLR) zeigte keine inhibitorische Wirkung
auf die Pneumokokken-induzierte IL-6-Freisetzung aus Ben-Men-1-Zellen. Gleiches traf für den
CREB-Hemmstoff 666-15 zu. Im Gegensatz dazu bewirkte der BET-Hemmstoff JQ1 eine dosis-
abhängige Reduktion der IL-6-Produktion von Ben-Men-1-Zellen. Eine hochsignifikante Blo-
ckade der IL-6-Freisetzung wurde zudem bei einer Behandlung der Ben-Men-1-Zellen mit dem
NF-ĸB-Hemmstoff BAY 11-7082 beobachtet, allerdings nur bei der höchsten Konzentration. Un-
sere Beobachtungen, dass Parthenolid (ein alternativer NF-ĸB-Hemmstoff) wirkungslos war und
die inhibitorisch wirksame Konzentration von BAY 11-7082 mit einem signifikanten Anstieg der
LDH-Freisetzung einherging, deuten darauf hin, dass die Reduktion der IL-6-Produktion zumin-
dest teilweise auf die zytotoxische Wirkung von BAY 11-7082 auf Ben-Men-1-Zellen zurückzu-
führen sein könnte.
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Abbildung 16: Ben-Men-1-Zellen werden nach Exposition mit Pneumokokken durch den BET-Inhi-
bitor JQ1 in der IL-6-Produktion gehemmt. Die Zellen wurden nach einer Kultivierungszeit von 2 Tagen
24 Stunden mit 2x107 KBE/ml P/S-lysierten S. pneumoniae (D39) stimuliert (n-Kontrolle-D39 = 15, n-TLR bis
einschließlich DMSO = 13). D39 = S. pneumoniae ST2, Wildtyp-Stamm. * p < 0,05, im Vergleich zur Kontrolle;
$ p < 0,05, im Vergleich zu D39.
In der Folge führten wir analoge Versuchsreihen an HMC durch (Abb. 17). Wie bei den Ben-
Men-1-Zellen wurde die Pneumokokken-induzierte IL-6-Freisetzung aus HMC weder durch eine
Behandlung mit einem Cocktail aus TLR-Antagonisten noch mit CREB-Hemmstoffen beein-
flusst. Ebenso bewirkte die höchste Konzentration des NF-ĸB-Hemmstoffs BAY 11-7082 eine
hochsignifikante Reduktion der IL-6-Produktion, die allerdings abermals mit einer vermehrten
Freisetzung von LDH vergesellschaftet war. Letzteres könnte wieder entscheidend zur beobach-
teten Reduktion der IL-6-Freisetzung aus den meningealen Zellen beitragen. Ebenfalls keine sig-
nifikanten Effekte erzielten die in dieser Versuchsreihe zusätzlich eingesetzten Hemmstoffe von
NF-ĸB (Parthenolid, PDTC) und AP-1 (SR 11302). Im Gegensatz zu den Ben-Men-1-Zellen zeig-
ten BET-Hemmstoffe (weder JQ1 noch I-BET151) keine signifikante hemmende Wirkung auf
die IL-6-Produktion durch HMC, was für essentielle Unterschiede der an der IL-6-Bildung betei-
ligten Signalwege zwischen der Meningeom-Zelllinie und HMC spricht.
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Abbildung 17: Der NF-ĸB-Inhibitor BAY bewirkt eine Reduktion der IL-6-Freisetzung durch HMC
nach Stimulation mit S. pneumoniae. Die Zellen (Lot-Nr. A: 19218 und B: 12575) wurden nach einer
Kultivierungszeit von 2 Tagen 24 Stunden mit 2x107 KBE/ml (A) bzw. 4x107 KBE/ml (B) P/S-lysierten S.
pneumoniae D39 stimuliert (n-A BAY 10 = 6, nA = 9 in allen restlichen Gruppen, n-B= 18). Bei diesen Ver-
suchsreihen musste mit unterschiedlichen Bakterienkonzentrationen gearbeitet werden, da wir zwei unter-
schiedliche HMC-Präparationen (von unterschiedlichen Spendern) verwenden mussten; diese Präparatio-
nen mussten mit differenten Pneumokokkenkonzentrationen stimuliert werden, um eine vergleichbare IL-
6-Freisetzung zu erreichen. D39 = S. pneumoniae ST2, Wildtyp-Stamm. * p < 0,05, im Vergleich zur Kon-
trolle; $ p < 0,05, im Vergleich zu D39.

4.2.2 Ben-Men-1-Zellen und primäre humane meningeale Zellen exprimieren
weder TLR2 noch TLR4 oder TLR8

Für die Erkennung von S. pneumoniae durch Makrophagen werden TLR, insbesondere TLR2 und
TLR8, verantwortlich gemacht (Shu et al. 2020; Moen et al. 2019). Um die negativen Befunde
unserer entsprechenden Inhibitionsbefunde zu untermauern, führten wir TLR-Expressionsanaly-
sen (mittels RT-PCR) an Ben-Men-1-Zellen und HMC durch. Darüber hinaus untersuchten wir
die entsprechenden Zellen auf Expression typischer Markermoleküle meningealer Fibroblasten
(Tab. 2). Die PCR-Analyse ergab für HMC sowie Ben-Men-1-Zellen eine konstitutive Expression
der Fibroblastenmarker Fibronektin, PDGFR-α und Kollagen-Typ 1α1 (Col1α1). Interessanter-
weise zeigten unsere Untersuchungen, dass die Markerexpression bei Ben-Men-1-Zellen ent-
scheidend von den Kulturbedingungen abhängig ist. So war [i] bei Ben-Men-1-Zellen, die in
RPMI 1640-Medium kultiviert wurden, im Gegensatz zu den anderen Kulturbedingungen keine
PDGFR-α-Expression nachweisbar und [ii] zeigten in humanen Liquorproben kultivierte Ben-
Men-1-Zellen die höchsten Expressionslevel für drei Markermoleküle. Diese Befunde veranlass-
ten uns, in zusätzlichen Versuchsreihen die Reaktion von Ben-Men-1-Zellen auf eine Pneumo-
kokken-Exposition unter differenten Kulturbedingungen zu untersuchen (s. 4.4). Für beide Zell-
arten konnte keine TLR2- oder TLR8-Expression, allerdings eine schwache konstitutive TLR4-
Expression, nachgewiesen werden. Dieses TLR-Expressionsmuster veränderte sich weder nach
einer Stimulation mit Pneumokokken noch unter variierenden Kulturbedingungen. Im Gegensatz
zu den meningealen Zellen konnte in THP-1-Makrophagen eine starke TLR2- sowie eine schwa-
che TLR4- und TLR8-Expression beobachtet werden.
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Zellen TLR2 TLR4 TLR8 FN Col1α1 PDGFR-α
Ben-Men-1
(DMEM)

0 1 0 28 4 2

Ben-Men-1
(RPMI 1640)

0 1 0 26

Ben-Men-1
(MCM)

0 1 0 44 1 1

Ben-Men-1
(CSF)

0 1 136 10 6

Ben-Men-1
(RPMI 1640),
SP-stimuliert

0 1 0 30 1 0

Ben-Men-1
(CSF),
SP-stimuliert

1 98 5 4

HMC 0 2 0 311 50 12
THP-1 11 0,7 0,1 0,1

Tabelle 2: mRNA-Expression von ausgewählten Fibroblastenmarkermolekülen und TLR bei Ben-
Men-1-Zellen und HMC [relativ zum housekeeping gene GAPDH].

4.3 Interaktion von Ben-Men-1-Zellen und humanen meningealen
Zellen mit Makrophagen

Um mögliche Interaktionen zwischen meningealen Zellen und benachbarten Makrophagen wäh-
rend einer Stimulation mit S. pneumoniae zu identifizieren, führten wir direkte Kokulturversuche
mit Ben-Men-1-Zellen oder HMC und aufsteigenden Zahlen an zu Makrophagen ausdifferenzier-
ten THP-1-Zellen durch. Erwartungsgemäß nahmen der WST-Umsatz und folglich der Anteil
vitaler Zellen mit steigender Zellzahl zu. Nach einer Stimulation mit 4x107 KBE/ml S. pneumo-
niae ST2 D39 waren signifikante Reduktionen des WST-Umsatzes im Vergleich zu den Kontroll-
bedingungen bei folgenden Gruppen feststellbar: [i] bei Kokultur mit geringer und mittlerer THP-
1-Zellzahl und [ii] bei allen THP-1-Monokulturen (unabhängig von der verwendeten Zellzahl).
Unter Kontrollbedingungen setzten die Ben-Men-1-Zellen alleine nur sehr geringe IL-6-Mengen
frei. Im Kokultursystem mit THP-1-Zellen konnte bereits unter Kontrollbedingungen eine deut-
liche IL-6-Freisetzung detektiert werden (z.B. 15440 ± 2215 pg/ml bei der höchsten THP-1-Zell-
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zahl). Dieser Effekt wurde durch eine Stimulation mit Pneumokokken deutlich verstärkt: bei-
spielsweise stieg im Kokultursystem mit der hohen THP-1-Zellzahl die IL-6-Konzentration im
Zellkulturüberstand signifikant auf 49036 ± 7354 pg/ml an.
In der Monokultur von THP-1-Makrophagen nahm die Freisetzung von IL-1β mit steigender Zell-
zahl zu. Eine Pneumokokken-Stimulation induzierte einen zusätzlichen signifikanten Anstieg der
IL-1β-Produktion. Im Gegensatz zu den THP-1-Zellen konnte im Zellkulturüberstand von Ben-
Men-1-Zellen weder unter Kontroll- noch unter Stimulationsbedingungen IL-1β nachgewiesen
werden. Die Kokultivierung von Ben-Men-1-Zellen mit THP-1-Makrophagen bewirkte eine sig-
nifikante Reduktion der IL-1β-Konzentrationen bei der mittleren und hohen THP-1-Zellzahl im
Vergleich zur THP-1-Monokultur, was auf eine inhibitorische Wirkung der Ben-Men-1-Zellen
auf die IL-1β-Expression durch THP-1-Makrophagen hindeutet.

Abbildung 18: Ben-Men-1-Zellen und Makrophagen setzen in Kokultur differente Mengen an IL-6
und IL-1β frei als in Monokultur. Die Ben-Men-1-Zellen wurden nach einer Kultivierungszeit von 2
Tagen 1 Stunde vor Versuchsbeginn mit TPH-1-Zellen in aufsteigender Zellzahl (T1 = 15625/Well, T2 =
62500/Well, T3 = 250000/Well) inkubiert und anschließend für 6 Stunden mit 4x107 KBE/ml P/S-lysierten
S. pneumoniae D39 (S. pneumoniae ST2, Wildtyp-Stamm) stimuliert. * p < 0,05, im Vergleich zu B + T1,
$ p < 0,05, im Vergleich zu B + T2, # p < 0,05, im Vergleich zu B + T3. n = 4 (IL-6 Kontrolle T1 – T3, IL-
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6 4x107 T1 – T3), n = 5 (WST 4x107 B + T3, WST 4x107 T3, IL-6 4x107 B + T1, IL-6 4x107 B + T3, IL-
1β Kontrolle T1 – T3, IL-1β 4x107 B + T3 – T3), n = 6 (WST restliche Gruppen, IL-6 Kontrolle B – B +
T3, 4x107 B, IL-6 4x107 B + T2, IL-1β Kontrolle B – B + T3, IL-1β 4x107 B – B + T2). OD = Optische
Dichte.
In der Folge führten wir die oben beschriebenen Versuchsreihen an HMC (anstelle von Ben-Men-
1) durch. Der WST-Umsatz nahm analog zu den Untersuchungen mit der Ben-Men-1-Zelllinie
mit aufsteigenden THP-1-Zellzahlen sowohl im THP-1-Monokultursystem als auch im Kokultur-
ansatz mit THP-1-Zellen und HMC zu. Die Stimulation mit Pneumokokken führte weder in der
HMC-Monokultur noch im Kokulturansatz zu Veränderungen im WST-Umsatz im Vergleich zu
den Kontrollbedingungen.
Unter Kontrollbedingungen exprimierten HMC alleine vergleichsweise geringe Mengen an IL-6
(1065 ± 1089 pg/ml). Die hier verwendete Lot-Nr. 11017 setzte im Vergleich mit den anderen
beiden in diesem Forschungsprojekt verwendeten Lot-Nrn. größere IL-6-Mengen frei (s. 4.1.4).
Nach einer Stimulation mit Pneumokokken waren im Kokulturansatz (bei den beiden hohen THP-
1-Zellzahlen) die IL-6-Konzentrationen im Zellkulturüberstand signifikant höher als unter Kon-
trollbedingungen (bei der höchsten THP-1-Zellzahl 7918 ± 3959 pg/ml) und waren ca. um den
Faktor 80 höher als in den Überständen von stimulierten, monokultivierten HMC.
THP-1-Zellen produzierten in Monokultur im unstimulierten Zustand bis zu 297 ± 249 pg/ml IL-
1β, während die IL-1β-Spiegel bei der identischen Anzahl von THP-1-Zellen im Kokultursystem
mit HMC signifikant geringer waren. Nach einer Exposition mit Pneumokokken fand sich bei
allen THP-1-Zellzahlen im Monokulturansatz ein signifikanter Anstieg der IL-1β-Produktion im
Vergleich zu den Kontrollbedingungen. Im Kokultursystem von HMC mit der hohen THP-1-
Zellzahl wurden – analog zu den Untersuchungen an Ben-Men-1-Zellen – signifikant geringere
IL-1β-Werte als im entsprechenden Monokultursystem von THP-1-Zellen gefunden.
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Abbildung 19: Im Kokultursystem von HMC und Makrophagen ist eine vermehrte IL-6-, aber ver-
minderte IL-1β-Freisetzung zu beobachten. A = Kontrolle, B = 4x107 KBE/ml. HMC (Lot-Nr. 11017)
wurden nach einer Kultivierungszeit von 2 Tagen 1 Stunde vor Stimulationsbeginn mit zu Makrophagen
ausdifferenzierten TPH-1-Zellen in aufsteigender Zellzahl (T1 = 15625/Well, T2 = 62500/Well, T3 =
250000/Well) kokultiviert und anschließend für 6 Stunden mit 4x107 KBE/ml P/S-lysierten S. pneumoniae
D39 (S. pneumoniae ST2, Wildtyp-Stamm) stimuliert. n = 4 (IL-1β), n = 5 (WST H + T1 – H + T3, IL-6),
n = 6 (WST H, WST T1-T3). * p < 0,05, im Vergleich zu H + T1, $ p < 0,05, im Vergleich zu H + T2, # p
< 0,05, im Vergleich zu H + T3. OD = Optische Dichte.
Zusammenfassend zeigten unsere Kokulturexperimente, dass Ben-Men-1-Zellen oder HMC in
Gegenwart von Makrophagen signifikant mehr IL-6 als im Monokultursystem freisetzen. Die Ko-
kultur hatte auf die IL-1β-Produktion einen gegenteiligen Effekt: Makrophagen produzierten in
Anwesenheit von Ben-Men-1-Zellen oder HMC signifikant weniger IL-1β. Diese Experimente
deuten auf eine Interaktion zwischen meningealen Zellen und Makrophagen bei der Pneumokok-
ken-induzierten Zytokinproduktion hin.

4.4 Einfluss des Kulturmediums auf die Reaktion von Ben-Men-1-
Zellen und primären humanen meningealen Zellen auf eine
Pneumokokken-Infektion

4.4.1 Ben-Men-1-Zellen reagieren im MCM bereits auf niedrigere
Pneumokokken-Konzentrationen als im DMEM

Laut DSZM werden Ben-Men-1-Zellen im DMEM kultiviert, während die Aufzucht und Stimu-
lation der HMC in einem Spezialmedium, sogenanntem MCM, des Herstellers ScienCell Rese-
arch Laboratories zu erfolgen hat. Um mögliche Einflüsse der Kulturmedien auf die Reaktion der
verwendeten meningealen Zellen zu erfassen, verglichen wir in einer ersten Versuchsreihe die
Reaktion von Ben-Men-1-Zellen auf eine Pneumokokken-Exposition im DMEM (Abb. 22A) mit
der im MCM (Abb. 22B).
Bei der Kultivierung der Ben-Men-1-Zellen fielen bei den lichtmikroskopischen Kontrollen Un-
terschiede in der Wachstumsrate auf: die Ben-Men-1-Zellen wuchsen im DMEM schneller als im
MCM und erreichten folglich bei gleicher Kultivierungsdauer höhere Zellzahlen (Abb. 20). Diese
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Beobachtung konnte durch Zellzählungen und WST-Umsatzbestimmungen nach 7-tägiger Kul-
turdauer erhärtet werden (Abb. 21).

Abbildung 20: Phänotypische Veränderungen von Ben-Men-1-Zellen in vitro während der Kultivie-
rung im DMEM (oben) bzw. MCM (unten) sowie nach Trypanblau-Färbung (rechts). Die Zellen wur-
den 7 Tage im jeweiligen Medium kultiviert.

Abbildung 21: Ben-Men-1-Zellen weisen im DMEM eine schnellere Wachstumsrate auf als im MCM.
OD = Optische Dichte. n = 16 pro Gruppe.
Bei den Stimulationsexperimenten kam es mit zunehmender bakterieller Konzentration in beiden
Kulturmedien zu einer vermehrten Freisetzung von LDH als Zeichen des lytischen Zellunter-
gangs. Sowohl im Verlauf als auch im Ausmaß glich die Pneumokokken-induzierte LDH-Frei-
setzung im DMEM weitgehend der im MCM. Lediglich bei einer Stimulationsdosis von
2x107 KBE/ml S. pneumoniae waren im MCM, nicht aber im DMEM, signifikant höhere LDH-
Werte als bei den Kontrollen zu finden.
Ein unterschiedliches Bild lieferten die Bestimmungen der IL-6- und CXCL8-Konzentrationen in
den Zellkulturüberständen. Im DMEM produzierten die Ben-Men-1-Zellen bereits bei Zugabe
von THY (dem Pneumokokken-Wachstumsmedium) IL-6. Die IL-6-Produktion stieg bei einer
Stimulation mit Pneumokokken konzentrationsabhängig an, bis auf Werte von etwa 4000 pg/ml,
allerdings mit einer hohen inter-experimentellen Variabilität (Abb. 22A). Im Vergleich dazu setz-
ten im MCM gehaltene Ben-Men-1-Zellen unter Kontrollbedingungen kein IL-6 frei. Überdies
waren die höchsten gemessenen IL-6-Werte (< 2000 pg/ml) deutlich niedriger als die im DMEM,
allerdings mit einer vergleichsweise geringen Schwankungsbreite (Abb. 22B).
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In beiden Kulturmedien produzierten die Ben-Men-1-Zellen konstitutiv geringe Mengen an
CXCL8. In Folge einer Exposition mit Pneumokokken wurde in beiden Medien ein konzentrati-
onsabhängiger Anstieg der CXCL8-Freisetzung beobachtet. Die freigesetzte CXCL8-Menge war
in beiden Medien vergleichbar, allerdings fanden sich signifikante Unterschiede im Expressions-
verlauf. Im MCM, nicht aber im DMEM kam es bereits bei einer Pneumokokken-Dosis von
2x107 KBE/ml zu einer signifikanten CXCL8-Produktion. Während im DMEM bei der höchsten
Pneumokokken-Konzentration am meisten CXCL8 produziert wurde, fiel der CXCL8-Wert im
MCM auf das Kontrollniveau ab.
Zusammenfassend zeigten unsere Untersuchungen erhebliche Unterschiede im Verlauf, im Aus-
maß und in der Variabilität der Pneumokokken-induzierten Zytokinproduktion von Ben-Men-1-
Zellen in Abhängigkeit vom verwendeten Kulturmedium.

Abbildung 22: Ben-Men-1-Zellen reagieren im DMEM und MCM unterschiedlich auf eine Stimula-
tion mit S. pneumoniae. Die Zellen wurden im DMEM (links) bzw. MCM (rechts) für 7 Tage kultiviert
und anschließend in eine 96-Well-Platte im gleichen Medium ausgesät. Nach einer Kultivierungszeit von
2 Tagen wurden die Zellen 24 Stunden mit aufsteigenden Konzentrationen von P/S-lysierten S. pneumoniae
stimuliert (n = 15 in jeder Gruppe). D39 = S. pneumoniae ST2, Wildtyp-Stamm. Als THY-Kontrolle wird
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hier die mit der höchsten THY-Konzentration dargestellt, welche der S. pneumoniae-Konzentration von
8x107 KBE/ml entspricht. Falls THY-Effekte auftreten, sind diese laut eigenen Voruntersuchungen kon-
zentrationsabhängig. * p < 0,05, im Vergleich zur Kontrolle mittels einseitiger Varianzanalyse (ANOVA);
$ p < 0,05, im Vergleich zur selben Gruppe im DMEM mittels ungepaartem t-Test.

4.4.2 Ben-Men-1-Zellen reagieren in humanem CSF stärker auf Pneumokokken
als im MCM

In einer weiteren Versuchsreihe verglichen wir die Reaktivität humaner Ben-Men-1-Zellen im
MCM (Abb. 23A) mit der in humanem, laborchemisch unauffälligem CSF (Abb. 23B). Die
MCM-Versuche stellen neue, von denen in Abschnitt 4.4.1 unabhängige Experimente dar. In hu-
manem CSF führte die Pneumokokken-Stimulation im Gegensatz zum MCM bereits bei einer
Konzentration von 1x107 KBE/ml zu einer signifikanten LDH-Freisetzung in den Zellkulturüber-
stand. Die freigesetzte LDH-Menge war in allen Versuchsgruppen im CSF höher als im MCM.
Die IL-6-Produktion unterschied sich in beiden Medien bei 1x107 bzw. 2x107 KBE/ml signifikant
von der Kontrolle. Die IL-6-Werte waren im CSF in allen Stimulationsgruppen signifikant höher
als im MCM.
Im MCM konnten lediglich bei der höchsten Pneumokokken-Konzentration (2x107 KBE/ml) sig-
nifikant erhöhte CXCL8-Werte gemessen werden. Im Gegensatz dazu wurde in humanem CSF
bereits ab einer Stimulationsdosis von 0,5x107 KBE/ml ein signifikanter CXCL8-Anstieg beo-
bachtet. Im Vergleich beider Medien waren die CXCL8-Werte für die Pneumokokken-Konzent-
rationen im Bereich zwischen 0,5x bis 2x107 KBE/ml in humanem CSF signifikant höher als im
MCM.
Ferner ist anzumerken, dass sich die Konzentrationen von IL-6 und CXCL8 in den verwendeten
humanen CSF-Proben nicht signifikant von den entsprechenden Kontrollwerten unterschieden
(Tab. 3). Ebenso ergaben sich zwischen den Kontrollgruppen nach vollständiger Zelllyse durch
Triton X100 zwischen DMEM, MCM und CSF keine signifikanten Unterschiede in den gemes-
senen LDH-Werten, was für ein vergleichbares Wachstum der Zellen in den jeweiligen Medien
spricht.
Folglich scheinen Pneumokokken in humanem CSF bereits in niedrigeren Dosen zytotoxisch auf
Ben-Men-1-Zellen zu wirken und überdies eine stärkere Zytokinfreisetzung hervorzurufen.
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Abbildung 23: Ben-Men-1-Zellen weisen bei Stimulation mit S. pneumoniae im CSF mehr Zelltod
und eine stärkere Zytokinproduktion auf als im MCM. Die Zellen wurden für 7 Tage im MCM kulti-
viert und anschließend in eine 96-Well-Platte ausgesät. Nach einer Kultivierungszeit von 2 Tagen wurden
die Zellen 24 Stunden im MCM (A) bzw. CSF (B) mit aufsteigenden Konzentrationen P/S-lysierten S.
pneumoniae stimuliert (n-MCM = 8, n-CSF = 24). D39 = S. pneumoniae ST2, Wildtyp-Stamm. * p < 0,05,
im Vergleich zur Kontrolle mittels einseitiger Varianzanalyse (ANOVA) (n-MCM = 9, n-CSF = 44); $ p <
0,05, im Vergleich zur selben Gruppe im MCM mittels ungepaartem t-Test.

CSF-Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8
IL-6 Kontrolle 1,96 147,37 0,0 0,0 0,0 61,41 0,0 0,0
IL-6 CSF pur 0,0 2,5 0,0 2,6 0,0 0,0 0,0 0,0
CXCL8 Kontrolle 490,57 1431,57 436,39 793,62 869,06 892,53 374,46 726,35
CXCL8 CSF pur 180,32 186,26 204,42 267,29 590,22 308,40 305,01 90,15

Tabelle 3: IL-6- und CXCL8-Spiegel der puren CSF-Proben [pg/ml].

4.4.3 Pneumokokken wirken auf humane meningeale Zellen im CSF
zytotoxischer als im MCM

Analog zu den Ben-Men-1-Zellen analysierten wir in einer abschließenden Versuchsreihe die Re-
aktivität von HMC auf eine Pneumokokken-Exposition im MCM (Abb. 24A) im Vergleich zu
humanem CSF (Abb. 24B). Ein signifikanter Zelluntergang war im MCM ab einer bakteriellen
Konzentration von 1x107 KBE/ml festzustellen. In humanem CSF dagegen wirkte bereits eine
Pneumokokken-Dosis von 0,25x107 KBE/ml zytotoxisch. Generell waren alle LDH-Werte (aus-
genommen der Kontrolle) im CSF signifikant höher als im MCM.
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Im MCM war die höchste gemessene IL-6-Konzentration (im Mittel 179 ± 63 pg/ml) bei einer
Pneumokokken-Konzentration von 2x107 KBE/ml zu verzeichnen. Im Gegensatz dazu war im
CSF bei keiner Pneumokokken-Konzentration eine im Vergleich zur Kontrolle signifikant er-
höhte IL-6-Produktion nachweisbar. Bei der höchsten Pneumokokken-Dosis von 2x107 KBE/ml
kam es sogar zu einem signifikanten Rückgang der IL-6-Spiegel auf 18 ± 26 pg/ml. Im Vergleich
mit MCM wurde im CSF in der THY-Kontrolle signifikant mehr, bei einer Pneumokokken-Kon-
zentration von 2x107 KBE/ml signifikant weniger IL-6 produziert; die restlichen Gruppen waren
nicht signifikant unterschiedlich.
Die CXCL8-Produktion erreichte im MCM bei einer Pneumokokken-Konzentration von 2x107
KBE/ml ihren Höchstwert (2342 ± 509 pg/ml). Im CSF war der Höchstwert bei der niedrigeren
Pneumokokken-Konzentration von 0,25x107 KBE/ml zu beobachten (3871 ± 1313 pg/ml). Mit
ansteigender Bakterienlast kam es zu einem Rückgang bis auf Werte von 732 ± 928 pg/ml bei
2x107 KBE/ml. Ein signifikanter Unterschied der CXCL8-Werte zwischen MCM und CSF wurde
in allen Gruppen mit Ausnahme der Kontrolle und der Pneumokokken-Dosis von 1x107 KBE/ml
verzeichnet.
Es muss erwähnt werden, dass die in dieser Versuchsreihe verwendeten HMC mit der Lot-Nr.
19218 im Vergleich mit den anderen beiden HMC-Präparationen eine geringere Zytokinproduk-
tion aufwiesen. So betrug der maximale IL-6-Wert dieser HMC-Präparation im Mittel ca.
200 pg/ml IL-6, während die anderen HMC-Präparationen mehr als das Fünffache an IL-6 frei-
setzten.
Zusammenfassend scheinen HMC im CSF weniger überlebensfähig zu sein als in ihrem Spezial-
medium MCM. Die eingeschränkte Vitalität ging mit einer deutlich veränderten Reaktivität, d.h.
IL-6 und CXCL8-Freisetzung, einher.
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Abbildung 24: HMC verhalten sich bei einer Pneumokokken-Stimulation im CSF different als im
MCM. Die HMC (Lot-Nr. 19218) wurden nach einer Kultivierungszeit von 2 Tagen 24 Stunden mit auf-
steigenden Pneumokokken-Konzentrationen P/S-lysierten S. pneumoniae im MCM (A) sowie CSF (B) sti-
muliert (n-MCM = 6, n-CSF Kontrolle und THY = 14, n-CSF 0,25-1x10^7 = 29, n-CSF 2x10^7 = 32). D39 = S. pneumoniae
ST2, Wildtyp-Stamm. Als THY-Kontrolle wird hier die mit der höchsten THY-Konzentration dargestellt,
welche der S. pneumoniae-Konzentration von 2x107 KBE/ml entspricht. Falls THY-Effekte auftreten, sind
diese laut eigenen Voruntersuchungen konzentrationsabhängig. * p < 0,05, im Vergleich zur Kontrolle mit-
tels einseitiger Varianzanalyse (ANOVA); $ p < 0,05, im Vergleich zur selben Gruppe im MCM mittels
ungepaartem t-Test.
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5. Diskussion
Bei einer Infektion des Leptomeningealraums durch Pneumokokken kommt es zu einer massiven
Entzündungsreaktion, die zu ausgeprägten Gewebeschäden und damit verbundenen neurologi-
schen Defiziten führen kann. Die beteiligten inflammatorischen Signalkaskaden beginnen bei der
Erkennung von PAMPs durch PRRs wie TLR auf und in ortsständigen Zellen des Leptomenin-
gealraums. Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Rolle meningealer Fibroblasten bei der Pa-
thogenerkennung und Induktion der Immunantwort unter in vitro-Bedingungen zu untersuchen.
Hierzu wurden zunächst Zellkulturversuche mit der humanen Meningeom-Zelllinie Ben-Men-1
durchgeführt. Diese konnten demonstrieren, dass eine Exposition mit Pneumokokken eine Ex-
pression selektiver Zytokine, insbesondere von IL-6 und CXCL8, induzieren kann. Die Expres-
sion von IL-6 erfolgte in Abhängigkeit des Virulenzfaktors PLY, aber unabhängig von TLR2,
TLR4 und endosomalen TLR. Darüber hinaus zeigten Inhibitionsexperimente, dass IL-6 BRD4-
(und möglicherweise) NF-ĸB-abhängig, nicht aber CREB- und AP-1-abhängig freigesetzt wird.
Ferner wurde in Kokulturversuchen mit Makrophagen nachgewiesen, dass die Expression von
IL-6 durch Ben-Men-1-Zellen in Gegenwart von Makrophagen massiv erhöht wird, während die
IL-1β-Produktion durch Makrophagen in Anwesenheit von Ben-Men-1-Zellen signifikant ab-
nimmt. Vergleichbare Ergebnisse wurden in der Folge bei Versuchen mit HMC erhoben. Bei der
Induktion der Immunantwort scheint somit neben der direkten Erkennung von Pneumokokken
durch ortsständige Makrophagen deren Interaktion mit weiteren Zellarten relevant zu sein. Als
potenzielle weitere Regulatoren der Immunantwort im Leptomeningealraum konnten in dieser
Arbeit meningeale Fibroblasten identifiziert werden.

5.1 Immunantwort und Zelltod meningealer Zellen
Im Rahmen einer Pneumokokken-Infektion des Subarachnoidalraums können im Liquor von Pa-
tienten eine Vielzahl unterschiedlicher Zytokine und Chemokine nachgewiesen werden. Hierzu
gehören unter anderem IL-6, CXCL8 und IL-1β (Kastenbauer et al. 2005; Spanaus et al. 1997;
Østergaard et al. 2004; Brivet et al. 2005). Diesen kommen einerseits überlebenswichtige immun-
regulatorische Funktionen zu, indem sie zur Migration von Leukozyten und anderen immunkom-
petenten Zellen an den Ort des Infektionsgeschehens führen (McLoughlin et al. 2003; Loughran
et al. 2019) und eine effizientere Pathogen-Bekämpfung erst ermöglichen. Dementsprechend
wurde in einem Mausmodell der PM ein Zusammenhang zwischen einer fehlenden Aktivität der
Zytokine IL-6 und/oder TNF-α und einer reduzierten Überlebensrate gesehen (Albrecht et al.
2016). Andererseits kann es infolge einer ausgeprägten Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen und Chemokinen zum massiven Influx von Leukozyten und zur Freisetzung großer
Mengen reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies (ROS und RNS) sowie proteolytischer En-
zyme kommen, die wiederum neuronales Gewebe im Sinne eines Kollateralschadens zerstören
können (Klein, Koedel, et al. 2006; Hoffmann et al. 2006; Yau et al. 2018; Kastenbauer et al.
2002b; Paul et al. 1998; Sellner et al. 2006; Liechti et al. 2014). Dies äußert sich klinisch in teil-
weise beträchtlichen und langfristigen neurologischen Defiziten, wie beispielsweise epileptischen
Anfällen, motorischen Ausfällen sowie Störungen des Hörvermögens und der Kognition
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(Edmond et al. 2010; Buchholz et al. 2016; Koelman et al. 2022). Interessanterweise kann diese
überschießende Immunantwort mit den einhergehenden neurologischen Symptomen auch in Ab-
wesenheit lebender Bakterien ausgelöst werden. So wurde mittels intrazisternaler Injektion
pneumokokkaler Zellwandbestandteile im Tiermodell gezeigt, dass deren inflammatorische Ak-
tivität ähnlich der einer äquivalenten Konzentration lebender Bakterien ist (Tuomanen, Tomasz,
et al. 1985). Dies belegt, dass die aus einer Infektion mit Pneumokokken resultierenden Gewebe-
schäden zum erheblichen Teil durch die Immunantwort des Wirts und nicht durch toxische Pro-
dukte der eingedrungenen lebenden Pathogene verursacht werden (Doran et al. 2016). Dement-
sprechend kann die Ausschüttung von Zytokinen als einer der zentralen Angriffspunkte zur Ver-
hinderung neurologischer Spätfolgen betrachtet werden. Allerdings ist weitgehend ungeklärt,
welche (residenten) Zelltypen in welchem Umfang und in welcher Weise zur Zytokin-/Chemo-
kinproduktion in Folge einer leptomeningealen Pneumokokken-Infektion beitragen.
Im Leptomeningealraum bilden Fibroblasten die größte Zellpopulation (Xu et al. 2021; Davidson
et al. 2021; Dorrier et al. 2022). In zellkulturellen Untersuchungen (an frisch kultivierten oder
immortalisierten humanen Meningeomzellen) zeigte sich, dass [i] Gram-positive und Gram-ne-
gative Pathogene durch diese Zellen aufgenommen werden können, [ii] eine Infektion mit N. me-
ningiditis und H. influenzae die Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen (IL-6, CXCL8,
CCL2, CCL5 und GM-CSF), nicht aber einen Untergang der Zellen induzieren kann und [iii] eine
Infektion mit S. pneumoniae überraschenderweise keine Zytokin- und Chemokinproduktion, bei
hohen bakteriellen Konzentrationen aber einen Zelluntergang auslösen kann (Christodoulides et
al. 2002; Royer et al. 2013; Fowler et al. 2004). Die begrenzte und widersprüchliche Datenlage
veranlasste uns, die Reaktion meningealer Zellen auf eine Pneumokokken-Exposition in alterna-
tiven Zellkulturmodellen zu untersuchen. In unseren Versuchsreihen verglichen wir die Reaktion
von Ben-Men-1-Zellen mit der von kommerziell erhältlichen HMC.
In Übereinstimmung mit früheren Studien (Fowler et al. 2004), in denen bei Exposition frisch
isolierter humaner Meningeom-Zellen mit hohen Pneumokokken-Konzentrationen eine zytotoxi-
sche Wirkung beschrieben wurde, konnten wir in unseren Versuchsreihen eine konzentrationsab-
hängige zytotoxische Wirkung von Pneumokokken sowohl auf Ben-Men-1-Zellen als auch auf
HMC beobachten. Bei unseren Untersuchungen fiel überdies auf, dass [i] die für diesen Effekt
benötigte Pneumokokken-Konzentration in Abhängigkeit vom Zelltyp und Zellkulturmedium so-
wie im Fall der HMC von der Präparation (dem Spendenden) variierte und [ii] die zytotoxische
Wirkung nicht vom Serotyp, sondern von der Anwesenheit des porenbildenden Toxins PLY ab-
hängig war.
Mittels Antikörper-Array führten wir des Weiteren einen Screening-Test auf 42 Proteine durch.
Hierbei zeigte sich für Ben-Men-1-Zellen nach Inokulation mit S. pneumoniae eine signifikante
Induktion von IL-6 sowie eine signifikante Hochregulierung von CXCL1 und CXCL8. Ähnlich
reagierten HMC auf eine Pneumokokken-Exposition mit einer signifikant erhöhten Produktion
von IL-6 sowie zusätzlich einer Induktion von IL-1, M-CSF und CCL22. Zur Bestätigung der
Antikörper-Array-Analysen führten wir IL-6-ELISAs durch: bei beiden Zelltypen konnten unter
Stimulationsbedingungen im Vergleich zu den Kontrollbedingungen signifikant erhöhte IL-6-
Konzentrationen im Zellkulturüberstand gemessen werden. Bei diesen Einzelbestimmungen (im
Gegensatz zur Verwendung gepoolter Proben bei den Antikörper-Array-Analysen) stellten wir
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fest, dass die Reaktion der HMC in erheblichem Umfang von der verwendeten Präparation (und
damit vom Spendenden) abhängig war. Bei unseren Experimenten mussten wir drei unterschied-
liche Präparationen (Lot-Nrn.) einsetzen: die Zellen der Lot-Nr. 11017 zeigten erst bei einer Sti-
mulation mit 16x107 KBE/ml ST2 D39 einen signifikanten Anstieg der Zelltodmarker; die IL-6-
Konzentrationen erreichten bei diesen Zellen Maximalwerte im fünfstelligen pg/ml-Bereich. Im
Gegensatz dazu war bei Zellen der Lot-Nr. 19218 eine signifikante LDH- und IL-6-Freisetzung
bereits bei einer Pneumokokken-Konzentration von 1x107 pg/ml zu verzeichnen; die maximal
freigesetzte IL-6-Menge war um den Faktor 30 kleiner als bei der oben genannten HMC-Präpa-
ration (Lot-Nr. 11017).
Im Gegensatz zu der oben bereits erwähnten Studie von Fowler et al. (Fowler et al. 2004) beo-
bachteten wir regelhaft, dass meningeale Zellen auf einen Pneumokokken-Kontakt hin selektive
Zytokine wie IL-6 freisetzen. Ein wichtiger Grund für diese diskrepanten Befunde in der Zyto-
kinproduktion zwischen unseren Untersuchungen und denen von Fowler et al. könnte sein, dass
Fowler et al. Pneumokokken-Konzentrationen von 102, 104, 106 und 108 KBE/ml verwendeten.
Somit lagen die drei niedrigsten Konzentrationen unter der Schwelle, die in unserer Arbeit eine
Zytokinproduktion durch Ben-Men-1 und HMC induzieren konnte, während die höchste Kon-
zentration in unseren Untersuchungen mit einem hohen Ausmaß eines lytischen Zelltodes und
damit einer fehlenden Zytokinproduktion (analog zu den Beobachtungen von Fowler et al.) ein-
herging. Ein weiterer Grund könnte in der Verwendung unterschiedlicher Zelltypen liegen: wäh-
rend die Arbeitsgruppe von Fowler et al. frisch isolierte benigne Meningeom-Zellen einsetzte
(Fowler et al. 2004), benutzten wir Ben-Men-1-Zellen (eine immortalisierte, aus einem WHO
Grad I meningothelialen Meningeom isolierte Zelllinie (Püttmann et al. 2005)) sowie HMC (pri-
märe meningeale Zellen). Zudem wurden die Versuche von Fowler et al. mit 2 %-igem, von Kom-
plementfaktoren depletiertem FBS-DMEM und mit lebenden Bakterien durchgeführt. Im Gegen-
satz dazu verwendeten wir 1 % Hitze-inaktiviertes FBS und P/S-lysierte Pneumokokken. Für
Letzteres entschieden wir uns, da die verwendeten Serotypen deutlich unterschiedliche Wachs-
tumsraten im Zellkulturmedium aufweisen und folglich nur durch die induzierte Lyse vor Ver-
suchsbeginn gewährleistet werden kann, dass die meningealen Zellen mit vergleichbaren bakte-
riellen Konzentrationen stimuliert werden. Darüber hinaus wird durch die antimikrobiell indu-
zierte Lyse eine Freisetzung essenzieller Virulenzfaktoren wie PLY erreicht (wie sie auch in der
klinischen Situation unter Behandlungsbedingungen zu beobachten ist).
In dieser Arbeit wurden neben dem Wildtyp-Stamm drei weitere S. pneumoniae-Serotypen ein-
gesetzt: eine PLY-defiziente isogene Mutante ST2 D39 (ST D39 ΔPLY) sowie ST6B und ST7F.
Der herausragende Befund dieser Vergleichsuntersuchungen war, dass die Defizienz des Viru-
lenzfaktors PLY sowohl bei Ben-Men-1-Zellen als auch bei HMC nicht nur zu einer signifikanten
Reduktion der Pneumokokken-induzierten Zellschädigung, sondern auch der Freisetzung von Zy-
tokinen und Chemokinen, wie beispielsweise IL-6, führte.
Diese Beobachtungen stehen in Einklang mit früheren Untersuchungen zur biologischen Aktivität
von PLY, in denen dieses porenbildende Toxin als ein zentraler Virulenzfaktor von S. pneumo-
niae beschrieben wurde (Jacques et al. 2020; Surve et al. 2018; Zysk et al. 2001). PLY kann durch
Störung der zellulären Homöostase, mitochondriale Schäden mit Freisetzung von Apoptose-in-
duzierendem Faktor (AIF) und ROS-Freisetzung über den mitogen-activated protein kinase-
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(MAPK)-Signalweg auf Makrophagen, dendritische Zellen und Neuronen zytotoxisch wirken
(Nishimoto et al. 2020; Braun et al. 2007; Pereira et al. 2022; Tabusi et al. 2021). In hohen Kon-
zentrationen kann PLY einen pyroptotischen sowie nekroptotischen Zelltod verursachen, wie bei-
spielsweise Kim et al. mittels Stimulation von BV-2 Mikrogliazellen mit 0,5, 1 und 5 μg/ml PLY
in vitro nachweisen konnten (Nishimoto et al. 2020; Riegler et al. 2019; Braun et al. 2007;
González-Juarbe et al. 2015; Littmann et al. 2009; Gilley et al. 2016; Kim et al. 2015; Jim et al.
2022; González-Juarbe et al. 2017). Zudem können durch PLY inflammatorische Signalkaskaden
ausgelöst werden. Beispielsweise aktiviert PLY in Immunzellen (wie Makrophagen, dendriti-
schen Zellen) das NLRP3-Inflammasom und bewirkt die vermehrte Ausschüttung von IL-1β
(Hoegen et al. 2011; McNeela et al. 2010; Witzenrath et al. 2011; Karmakar et al. 2015; Shoma
et al. 2008), sodass in vitro durch murine Knochenmarksmakrophagen und THP-1-Makrophagen
sowie in vivo bei Infektion mit PLY-defizienten Pneumokokken niedrigere IL-1β-Spiegel gemes-
sen werden können (Hoegen et al. 2011). Darüber hinaus fördert PLY in dendritischen Zellen und
Makrophagen die Sekretion weiterer proinflammatorischer Zytokine wie IL-6 und TNF-α
(McNeela et al. 2010; Pereira et al. 2022).
Zusammenfassend wirkte S. pneumoniae sowohl auf Ben-Men-1-Zellen als auch auf HMC zyto-
toxisch und immunstimulierend. Bei PLY-Defizienz war eine signifikant geringere Zytotoxizität
sowie attenuierte Zytokinantwort zu verzeichnen.

5.2 Effekte einer Inhibition regulierender Signalmoleküle der IL-6-
Expression

TLR spielen bei der Pathogenerkennung durch den Wirtsorganismus eine zentrale Rolle
(Fitzgerald et al. 2020; Pereira et al. 2022; van de Beek et al. 2016; Koedel et al. 2010). Bei der
Erkennung von S. pneumoniae in experimentellen Mausmodellen scheinen insbesondere TLR2
und TLR13 (beim Menschen hingegen TLR8) relevant zu sein (Koedel et al. 2003; Klein et al.
2008; Echchannaoui et al. 2002; Too et al. 2019). TLR2 erkennt Lipopeptide, während endoso-
male TLR wie TLR8 und TLR13 intravesikulär unter anderem in Endosomen Nukleinsäuren de-
tektieren (Oldenburg et al. 2012; van de Beek et al. 2016; Fitzgerald et al. 2020). Eine TLR4-
vermittelte Erkennung von PLY ist derzeit umstritten (McNeela et al. 2010; Malley et al. 2003;
van de Beek et al. 2016). Die nachfolgend ausgelöste Expression proinflammatorischer Zytokine
und Chemokine wird in beträchtlichem Anteil durch den Transkriptionsfaktor NF-ĸB reguliert,
welchem somit eine Schlüsselfunktion in der Expression proinflammatorischer Zytokine zu-
kommt (Koedel et al. 2004; Kawai et al. 2007). Zur Ermittlung der Relevanz von TLR bei der
Pathogenerkennung durch meningeale Zellen wurden Inhibitoren gegen TLR2 und TLR4 sowie
Chloroquin, ein Antagonist endosomaler TLR, kombiniert und vor Stimulation mit Pneumokok-
ken dem Medium hinzugefügt. Nach unserem Kenntnisstand stellen diese die ersten Inhibitions-
experimente mit meningealen Zellen dar. Eine signifikante Veränderung der LDH-, IL-6- oder
CXCL8-Freisetzung (mit Ausnahme bei der höchsten Konzentration des Hemmstoffs BAY 11-
7082, die per se stark zytotoxisch wirkte) wurde hierbei weder für Ben-Men-1-Zellen noch für
HMC beobachtet. Möglicherweise gründet der fehlende Einfluss von TLR auf der Monokultur
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meningealer Zellen in dieser Arbeit. So wurde von Facci et al. 2014 gezeigt, dass eine TLR-
vermittelte Immunantwort erst im Zusammenspiel von Astrozyten und Mikrogliazellen zustande-
kommt. Um weitere Erklärungen für die fehlende Wirkung der TLR-Inhibition zu gewinnen, führ-
ten wir PCR-Analysen für Ben-Men-1-Zellen und HMC durch und stellten fest, dass beide Zell-
arten weder TLR2 noch TLR8 (das humane Homolog von TLR13) sowie TLR4 nur in geringem
Ausmaß exprimieren. Dies kontrastiert die Arbeit von Humphries et al. 2005, die eine konstitutive
TLR2- und -4-Expression in meningothelialen Meningeomzellen beschreibt. Die von Humphries
et al. verwendeten Zellen waren jedoch frisch aus einem Meningeom isoliert worden, während
wir eine immortalisierte Ben-Men-1-Zelllinie sowie HMC verwendeten. Unsere Experimente mit
unterschiedlichen HMC-Präparationen zeigten deutliche präparationsabhängige (vom Spenden-
den abhängige) Unterschiede in Zytotoxizität und Zytokinproduktion. Ähnliches könnte auch bei
Meningeom-Zellen von unterschiedlichen Patienten und unterschiedlicher Herstellung (frisch
versus immortalisiert) der Fall sein.
In zusätzlichen Versuchsreihen setzten wir weitere Inhibitoren gegen Signalmoleküle ein, die an
der Regulation der IL-6-Expression mitwirken können. Diese richteten sich gegen NF-ĸB, BET,
CREB und AP-1. Die BET-Familie und insbesondere BRD4 sind in inflammatorischen Prozessen
aufgrund ihrer Funktion als NF-ĸB-Koaktivatoren relevant (Huang et al. 2009). CREB ist als
Transkriptionsfaktor unter anderem für die Expression von Genen verantwortlich, die für IL-6,
IL-10 und TNF-α kodieren (Hershko et al. 2002; Wen et al. 2010). JQ1, ein BRD4-Inhibitor
(Filippakopoulos et al. 2010), erzielte in Ben-Men-1-Zellen eine signifikant niedrigere Produk-
tion von IL-6 nach einer Pneumokokken-Exposition, während die restlichen Inhibitoren keine
signifikante Veränderung in der IL-6-Bildung bewirkten. Ein antiinflammatorischer Effekt von
JQ1 wurde auch in LPS-Stimulationsversuchen mit dendritischen Zellen, der murinen Makropha-
gen-Zelllinie RAW264.7 sowie primären Knochenmarksmakrophagen beobachtet (Sun et al.
2015; Belkina et al. 2013). So bewirkte JQ1 eine signifikant reduzierte IL-6-Freisetzung, vermut-
lich durch eine gestörte Interaktion von BET mit einer NF-ĸB-Untereinheit oder dem IL-6-Pro-
motor (Sun et al. 2015; Belkina et al. 2013). Auch bei in vitro-Experimenten mit primären Fib-
roblasten-ähnlichen Synoviozyten, welche aus Patienten mit rheumatoider Arthritis isoliert wor-
den waren, wurde nach Zugabe von JQ1 eine niedrigere Produktion von IL-6, CXCL8, IL-1β und
TNF-α nachgewiesen (Xiao et al. 2016).
Nach Identifizierung eines hochwirksamen Hemmstoffs der IL-6-Freisetzung in Ben-Men-1-Zel-
len wurden die Inhibitionsversuche mit dieser Zelllinie abgeschlossen und zur Überprüfung der
Gültigkeit die gleichen Inhibitoren bei HMC angewendet. Zudem setzten wir PDTC als weiteren
NF-ĸB-Inhibitor und SR 11302 als Hemmstoff des AP-1-Signalwegs ein. AP-1 kann in mensch-
lichen Astrozytom-Zellen unter anderem LPS-induziert zur Aktivierung entzündlicher Signal-
kaskaden sowie einer erhöhten IL-6-Expression führen  (Lu et al. 2022; Yang et al. 2020; Hirano
2021; Bejjani et al. 2019). Bei den HMC konnte durch keinen der verwendeten Hemmstoffe eine
signifikante Reduktion des lytischen Zelltodes oder der IL-6- oder CXCL8-Produktion erzielt
werden; auch JQ1 zeigte im Gegensatz zu Ben-Men-1-Zellen keine signifikante Wirkung. Somit
scheinen bei HMC andere, NF-ĸB- und AP-1-unabhängige Signalkaskaden die IL-6-Regulation
zentral zu beeinflussen. So kann die IL-6-Expression durch weitere Transkriptionsfaktoren wie
NF-IL6 (C/EBP-β) oder Sp-1 vermittelt werden (Luo et al. 2016; Wolf et al. 2014). Des Weiteren
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zeigten Zhu et al. 2018, dass ein virales dsRNA-Analogon in humanen dermalen Fibroblasten
eine erhöhte Expression von IL-6- und CXCL8-mRNA induziert. Als Signalweg wurde hierbei
eine STAT3- und p38 MAPK-Phosphorylierung identifiziert, sodass JAK- bzw. p38 MAPK-In-
hibitoren eine reduzierte IL-6- und CXCL8-Freisetzung bewirkten (Zhu et al. 2018). Zudem stell-
ten Hou et al. 2020 in vitro mit Experimenten zur Osteoarthritis und rheumatoiden Arthritis fest,
dass humane primäre synoviale Fibroblasten CXCL1-vermittelt IL-6 exprimierten. Die anschlie-
ßende Regulation erfolgte durch CXCR2, c-Raf, MAPKs und den Transkriptionsfaktor c-Jun
(Hou et al. 2020).
In Zusammenschau dieser Ergebnisse konnte für die Ben-Men-1-Zelllinie mit dem BET-Inhibitor
JQ1 ein wirksamer Inhibitor der Pneumokokken-induzierten IL-6-Freisetzung gefunden werden.
Dies gelang im Rahmen dieser Arbeit für HMC nicht, sodass alternative Signalwege in zukünfti-
gen Projekten adressiert werden sollten.

5.3 Modulierte Zytokinexpression meningealer Zellen und
Makrophagen im Kokultursystem

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten zur Monokultur von meningealen Zellen und
Makrophagen lassen die Ursprünge der IL-6- bzw. IL-1β-Produktion vermuten. So produzierten
THP-1-Zellen in Monokultur IL-1β, aber kein IL-6. Dagegen wiesen meningeale Zellen in Mo-
nokultur eine IL-6-Produktion, jedoch keine (oder nur eine minimale) IL-1β-Produktion auf. Die
Meningen enthalten eine ortsständige Makrophagenpopulation (Van Hove et al. 2019), sodass
eine Monokultur meningealer Zellen der Komplexität inflammatorischer Zell-Zell-Interaktionen
nicht gerecht werden kann (Chanput et al. 2014). Durch Kokultursysteme ist es anderen Arbeits-
gruppen gelungen, eine gegenseitige Beeinflussung zweier Zellarten nachzuweisen (Pikor et al.
2015; Liddelow et al. 2017). So wurde gezeigt, dass in meningealen Fibroblasten durch Th17-
Zellen, einer speziellen Art von T-Helferzellen, eine Umstrukturierung von Aktin und Kollagen
angeregt wird (Pikor et al. 2015). Ein weiteres Beispiel findet sich in der Mikroglia-vermittelten
Ausbildung reaktiver A1-Astrozyten, die durch Hochregulierung von Genen der klassischen
Komplementkaskade und Ausbildung glialer Narben neurotoxisch wirken und zum apoptotischen
Zelltod von Neuronen und Oligodendrozyten führen (Liddelow et al. 2017).
Auf dieser Basis wurden Ben-Men-1-Zellen und HMC jeweils mit zu Makrophagen ausdifferen-
zierten THP-1-Makrophagen in drei Konzentrationen für 1 Stunde kokultiviert und anschließend
mit Pneumokokken stimuliert, um mögliche Interaktionen in Hinblick auf die IL-6- und IL-1β-
Produktion zu identifizieren. Durch Kokultur kam es bereits in den unstimulierten Gruppen zu
einer signifikanten Steigerung der IL-6-Sekretion; nach Stimulation mit S. pneumoniae wurde ein
weiterer signifikanter Anstieg der IL-6-Produktion festgestellt. Die Beobachtung einer verstärk-
ten Zytokinproduktion durch Kokultivierung machten auch Karri et al. 2021, die THP-1-Zellen
mit Keratinozyten kultivierten. Hierbei wurde unter Behandlung mit Methylisothiazolinon eine
deutlich höhere Produktion unter anderem von IL-1β im Vergleich zur Monokultur gemessen
(Karri et al. 2021).
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Eine Interaktion zwischen meningealen Zellen und Makrophagen ließ sich auch in Bezug auf die
IL-1β-Level verzeichnen, hatte jedoch hier eine inhibierende Wirkung. So wurde IL-1β durch
THP-1-Zellen alleine signifikant mehr produziert als in Anwesenheit von Ben-Men-1-Zellen oder
HMC. Bei beiden Arten meningealer Zellen wurde im Mittel eine Reduktion um mehr als die
Hälfte beobachtet. Aus diesen Versuchen ergeben sich einige zentrale Fragestellungen mit dem
Ziel, die Mechanismen dieser Zell-Zell-Interaktionen besser zu verstehen. So bleibt ungeklärt, ob
die Wechselwirkungen auf Zell-Zell-Kontakten basieren oder über lösliche Botenstoffe ausgelöst
werden. Darüber hinaus ist bekannt, dass IL-1β die Sekretion von IL-6 induzieren kann (Wolf et
al. 2014; Chen et al. 2005; Kany et al. 2019; Dinarello 2011), sodass dieser Signalweg in diesem
Zusammenhang weiterführend untersucht werden sollte. Die in unseren Versuchen beobachtete
Niederregulation von IL-1β könnte einen negativen Feedback-Mechanismus darstellen, welcher
auch von Paul et al. 2003 in IL-6-/--Mäusen in vivo beschrieben wurde.
In Summe kam es durch Kokultur meningealer Zellen mit Makrophagen zu einer signifikant er-
höhten IL-6-Konzentration sowie signifikant erniedrigten IL-1β-Konzentration. Dies weist auf
gegenseitige regulatorische Mechanismen hin und gewährt einen wertvollen ersten Anhaltspunkt
dafür, dass beide Zellarten bei der Regulation der Immunantwort auf eine Pneumokokken-Infek-
tion miteinander interagieren.

5.4 Auswirkung der Zellkulturbedingungen auf lytischen Zelltod
und Zytokinproduktion durch meningeale Zellen

Das Zellkulturmedium DMEM, das gemäß Herstellerangaben für Experimente mit Ben-Men-1-
Zellen verwendet werden sollte (Püttmann et al. 2005; Hemion et al. 2020; Selke et al. 2021),
zeichnet sich durch relativ hohe Kalzium- und niedrige Glukose- sowie Phosphatkonzentrationen
aus. Frühere Studien haben wiederholt gezeigt, dass das Kulturmedium Zellproliferation und -
vitalität in relevantem Ausmaß beeinflussen kann (Lopez-Cazaux et al. 2006; Bahmanpour et al.
2020). Beispielsweise wurde für die murine Makrophagen-ähnliche Zelllinie J774.1/JA-4 de-
monstriert, dass bei einer Kultivierung in Ham’s F-12-Medium (F-12) gegenüber DMEM eine
Exposition mit LPS oder Interferon-γ zu unterschiedlichen zellulären Phänotypen führen kann
(Kawakami et al. 2016). Hierbei zeigten im DMEM gehaltene Zellen eine höhere Expression von
induzierbarer NO-Synthase und TNF-α sowie eine verzögerte IL-1β-Expression als Zellen, die in
F-12-Medium stimuliert worden waren (Kawakami et al. 2016).
In dieser Arbeit wurde die Reaktivität der Ben-Men-1-Zelllinie auf eine Pneumokokken-Exposi-
tion vergleichend in DMEM und MCM, dem Zellkulturmedium der HMC, sowie in humanen
CSF-Proben untersucht. Ziel war es, Einflüsse der Kulturbedingungen auf die zelluläre Reaktivi-
tät zu identifizieren und somit mögliche Erklärungsansätze für beobachtete Unterschiede zwi-
schen Ben-Men-1-Zellen und HMC zu gewinnen.
Aus diesen Versuchen ging hervor, dass S. pneumoniae bereits in niedrigen Konzentrationen zy-
totoxisch auf Ben-Men-1-Zellen wirkte, wenn diese Zellen im MCM stimuliert wurden. In Über-
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einstimmung mit einer verstärkten Zytotoxizität wurde bei der höchsten Pneumokokken-Kon-
zentration im MCM weniger IL-6 produziert. Auch CXCL8 wurde im MCM signifikant weniger
exprimiert als im DMEM. Insgesamt waren bei Stimulation im MCM geringere Pneumokokken-
Konzentrationen für das Auftreten einer signifikanten zytotoxischen Wirkung sowie einer Zyto-
kinproduktion vonnöten als im DMEM. Ergänzend wurden MCM und humanes CSF als Stimu-
lationsmedien von Ben-Men-1-Zellen verglichen. Die humanen Liquorproben stammten von Pa-
tienten mit Normaldruckhydrocephalus oder idiopathischer intrakranieller Hypertension und be-
saßen aufgrund ihrer normwertigen Zusammensetzung somit eine mit den Zellkulturmedien ver-
gleichbare Proteinkonzentration und eine etwa um den Faktor 10 niedrigere Glukosekonzentra-
tion. Diese Experimente ergaben im CSF höhere Zelltodwerte als im MCM, während gleichzeitig
im CSF eine stärkere IL-6- und CXCL8-Produktion zur Darstellung kam. So wurde im MCM
beispielsweise bei 2x107 KBE/ml ein Wert von 1700 pg/ml IL-6 gegenüber 3045 pg/ml im CSF
gemessen. Darauffolgend wurden diese Beobachtungen an HMC überprüft. Diese Zellen setzten
im CSF unter THY-Kontrollbedingungen, aber auch bei einer Stimulation mit Pneumokokken
signifikant höhere LDH-Mengen frei als im MCM. Ferner reagierten HMC auf eine Exposition
mit Pneumokokken im CSF – im Gegensatz zum MCM – nicht mit einer erhöhten Produktion
von IL-6. Die CXCL8-Freisetzung aus HMC stieg nur bei geringen Pneumokokken-Konzentrati-
onen leicht an, fiel dann aber bei einer Konzentration von 2x107 KBE/ml sogar unter das Kon-
trollniveau ab. Letzteres ist vermutlich eine Folge des ausgeprägteren Zelluntergangs im CSF im
Vergleich zum MCM.
Zusammenfassend belegen diese Experimente einen erheblichen Einfluss des Zellkulturmediums
auf die zytotoxische Wirkung von Pneumokokken, aber auch auf die Freisetzung von Zytokinen.
Hierbei wurden für Ben-Men-1-Zellen und HMC divergierende Befunde festgestellt. So hatten
Ben-Men-1-Zellen in allen Medien vergleichbare Reaktionen und wiesen bei steigenden Pneumo-
kokken-Konzentrationen mehr lytischen Zelltod sowie eine erhöhte Freisetzung von IL-6 und
CXCL8 auf. Unterschiede bestanden hier zwischen den Medien lediglich im Ausmaß der Zyto-
kinausschüttung sowie der hierfür benötigten Bakterienkonzentration. HMC hingegen schienen
das vom Hersteller empfohlene Zellkulturmedium zu benötigen und im CSF weniger vital und
funktional zu sein.

5.5 Schlussfolgerungen für Anknüpfungspunkte in Zellmodell und
Klinik

Eine Modulation der Immunreaktion über den Einsatz von Glukokortikoiden hinaus gehört zu
den wichtigsten aufkommenden Therapieansätzen bei einer Infektion mit Pneumokokken (Cools
et al. 2021). In dieser Arbeit wurde eine TLR-unabhängige Produktion von IL-6 und CXCL8
durch Ben-Men-1-Zellen und HMC in Monokultur nachgewiesen. Wir beobachteten darüber hin-
aus eine ausgeprägte Interaktion zwischen meningealen Zellen und Makrophagen, bei deren Ko-
kultur im Vergleich zur Monokultur sehr hohe IL-6-Konzentrationen „sezerniert“ wurden. Somit
besteht die Hypothese, dass auch die TLR-vermittelte Immunreaktion auf das Zusammenspiel
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mehrerer Zellarten angewiesen sein könnte (Li et al. 2021). Es konnte bereits anhand von Kokul-
turexperimenten mit Mikrogliazellen und Astrozyten gezeigt werden, dass bei Depletion von
Mikrogliazellen keine Zytokinproduktion durch TLR-Signalkaskaden ausgelöst wird (Facci et al.
2014). Auch Holm et al. 2012 legten dar, dass Astrozyten nur in Anwesenheit von Mikrogliazel-
len auf TLR2-, TLR3- und TLR4-Agonisten mit einer verstärkten TLR-Expression reagieren.
Diese Wirkung war in direkter Kokultur am stärksten ausgeprägt, aber auch durch Kultur von
Astrozyten in von Mikrogliazellen konditioniertem Medium zu beobachten. Ebenso konnte sie
durch TNF-α und IL-1β induziert werden. Lösliche Botenstoffe scheinen somit zumindest teil-
weise an dieser zellulären Interaktion beteiligt zu sein (Holm et al. 2012). Zusammenfassend be-
steht hierin eine mögliche Erklärung für die Beobachtung, dass die bakterielle Meningitis mit
einer starken Entzündungsreaktion einhergeht, obwohl die Zahl der Immunzellen im Subarach-
noidalraum im Vergleich zu anderen Organen gering ist (Koedel, Klein, et al. 2009). So würden
Makrophagen Pathogene detektieren und dann Botenstoffe freisetzen, die wiederum residente
meningeale Zellen zur exzessiven Freisetzung von IL-6 und weiterer proinflammatorischer Zyto-
kine und Chemokine anregen (Abb. 25).
Hierauf aufbauend könnten Kokulturexperimente mit meningealen Zellen und Makrophagen mit
Einsatz von Hemmstoffen unter anderem für TLR oder NF-ĸB weitere Einblicke in die Wechsel-
wirkungen zwischen diesen Zellen liefern. Vergleichende Zytokinbestimmungen von meningea-
len Zellen in Makrophagen-Zellkulturüberständen gegenüber einer Kokultur beider Zellarten
könnte zur Klärung der Frage beitragen, ob Zell-Zell-Kontakte für die zelluläre Kommunikation
essenziell sind und welche Signalwege hierbei benutzt werden. Gleichzeitig könnte untersucht
werden, ob durch Makrophagen produziertes IL-1β hierbei eine zentrale Rolle in der IL-6-Pro-
duktion meningealer Zellen übernimmt. Zudem könnten in diesem Zusammenhang PCR-Analy-
sen der TLR-Expression meningealer Zellen die Wirkung löslicher Induktionssignale genauer be-
leuchten. Darüber hinaus ist neben Makrophagen ein Kokultur-Ansatz mit weiteren Zellarten,
beispielsweise Perizyten, möglich. Zuletzt könnte durch Versuche mit Kokultivierung meningea-
ler Zellen in humanem Liquor die Wirkung möglicher hierin enthaltener, bislang unbekannter
Kofaktoren, miteinbezogen werden (Perez-Alcazar et al. 2016). Somit wäre ein weiterer Schritt
in Richtung physiologischer Versuchsbedingungen und Identifizierung möglicher Angriffspunkte
für immunmodulatorische adjuvante Therapien vollzogen.
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Abbildung 25: Mechanismen der Pathogenerkennung sowie Interaktion zwischen meningealen Zel-
len und Makrophagen bei Infektion mit S. pneumoniae. LP wird durch TLR2 auf der Oberfläche von
Makrophagen erkannt sowie bakterielle Nukleinsäuren intravesikulär durch TLR8, TLR9 und TLR13, so-
dass es zur Aktivierung des Adaptermoleküls MyD88 und letztendlich zur Hochregulation der IL-1β-Ex-
pression kommt. Das Vorläuferprotein Pro-IL-1β wird unter Beteiligung des NLRP3-Inflammosoms zur
aktiven Form IL-1β umgewandelt. IL-1R-vermittelt kommt es anschließend in meningealen Zellen über die
Aktivierung verschiedener, bisher nicht identifizierter Transkriptionsfaktoren (beispielsweise NF-IL6 oder
Sp-1) zur vermehrten Ausschüttung von IL-6. Über einen negativen Feedback-Mechanismus, der noch im
Detail analysiert werden muss, wird gleichzeitig die IL-1β-Sekretion durch Makrophagen gehemmt. Basie-
rend auf Wolf et al. 2014.
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6. Zusammenfassung
Die PM stellt eine lebensbedrohliche, globale Infektionskrankheit dar. Trotz kontinuierlicher
Impfstoffentwicklung und etablierter Therapiekonzepte kommt es häufig zu Komplikationen wie
der Entwicklung eines Hirnödems, epileptischen Anfällen oder Nierenversagen (Buchholz et al.
2016; Kastenbauer et al. 2003; Klein et al. 2011). Als Ursache hierfür wird eine massive, durch
PAMPs getriggerte Entzündungsreaktion angesehen (Doran et al. 2016; van de Beek et al. 2021).
PRRs des Wirtsorganismus und insbesondere TLR können PAMPs erkennen und nachfolgend
inflammatorische Signalkaskaden initiieren (Koedel et al. 2010; Klein, Koedel, et al. 2006; van
de Beek et al. 2021; van de Beek et al. 2016). Welcher Zellpopulation des ZNS diese Sentinel-
funktion neben residenten Makrophagen zukommt, ist weitgehend ungeklärt. Diese Arbeit hatte
zum Ziel, die Rolle meningealer Fibroblasten bei der Pneumokokken-Infektion zu charakterisie-
ren. Hierfür wurden Zellkulturversuche mit Ben-Men-1-Zellen, einer Zelllinie humaner Menin-
geom-Zellen, sowie mit HMC durchgeführt. Die Zellen wurden mit Pneumokokken stimuliert,
wobei unterschiedliche Stimulationsdauern, bakterielle Konzentrationen und Serotypen (2 D39,
2 D39 ΔPLY, 6B, 7F) eingesetzt wurden. Es wurden mit P/S-lysierte Pneumokokken verwendet,
um bei unterschiedlich schnell wachsenden Serotypen einheitliche Stimulations-Konzentrationen
garantieren und eine optimale Stimulation durch die antimikrobiell induzierte Freisetzung von
Virulenzfaktoren wie PLY hervorrufen zu können. Nachfolgend wurden Zellvitalität und Zelltod
mittels WST- und LDH-Assay bestimmt. Die Zytokin- und Chemokinproduktion wurde mittels
Antikörper-Array als initialen Screening-Test sowie im Anschluss ELISA für IL-6, IL-1β und
CXCL8 analysiert. Darüber hinaus wurden spezifische Hemmstoffe (wie z.B. TLR sowie NF-ĸB,
CREB, BET und AP-1) eingesetzt, um relevante Signaltransduktionswege der Zytokinproduktion
zu identifizieren. Zur Untersuchung möglicher zellulärer Interaktionen wurden zudem Kokul-
turexperimente mit meningealen Zellen und zu Makrophagen ausdifferenzierten THP-1-Zellen
durchgeführt.
Die zentralen Ergebnisse dieser Arbeit waren, dass sowohl die Ben-Men-1-Zelllinie als auch
HMC nach Exposition mit Pneumokokken lytischen Zelltod aufweisen sowie verschiedene Zyto-
kine und Chemokine produzieren. So zeigten Ben-Men-1-Zellen bei einer Stimulation mit
Pneumokokken (Wildtyp-Stamm) eine Induktion von IL-6 sowie Hochregulierung von CXCL1
und CXCL8. HMC wiesen eine Hochregulierung von IL-6 sowie eine Induktion von IL-1β, M-
CSF und CCL22 auf. Für beide Zellarten galt zudem, dass die Zytokinproduktion bei PLY-Defi-
zienz zurückging. Durch eine Inhibition von TLR2, TLR4 und endosomalen TLR konnte weder
bei Ben-Men-1-Zellen noch HMC der Pneumokokken-induzierte Zelltod oder die Zytokinpro-
duktion beeinflusst werden. Ebenfalls keinerlei Wirkung zeigten Behandlungen mit Hemmstoffen
von NF-κB, CREB und AP-1. Ein differentes Bild ergab sich bei Ben-Men-1-Zellen (nicht aber
HMC) mit JQ1, einem BET-Inhibitor: eine Behandlung mit JQ1 führte zu einer konzentrations-
abhängigen Blockade der Pneumokokken-induzierten Zytokin-Freisetzung. Folglich scheinen
BET-abhängige Signalwege entscheidend zur Zytokinproduktion in Ben-Men-1-Zellen, nicht
aber in HMC beizutragen. Des Weiteren wurde in direkten Kokultursystemen beobachtet, dass
die Reaktion meningealer Zellen auf eine Stimulation mit Pneumokokken durch die Anwesenheit
von Makrophagen entscheidend moduliert werden kann und vice versa. So produzierten sowohl
Ben-Men-1-Zellen als auch HMC in Anwesenheit von THP-1-Zellen beispielsweise bis zu 80-
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fach mehr IL-6 als in Monokultur. IL-1ß hingegen wurde von THP-1-Zellen in Monokultur mehr
sezerniert als im Kokultursystem mit meningealen Zellen. Zuletzt konnte durch Verwendung un-
terschiedlicher Zellkulturmedien ein relevanter Einfluss der Kulturbedingungen auf die Reaktivi-
tät meningealer Zellen auf eine Pneumokokken-Exposition nachgewiesen werden. Die Zytokin-
produktion durch Ben-Men-1-Zellen war hierbei in humanem CSF am ausgeprägtesten, während
HMC im CSF weniger lebensfähig schienen und geringere Zytokinmengen generierten.
Zusammenfassend lässt diese Dissertationsarbeit auf eine aktive Beteiligung meningealer Zellen
am Infektionsgeschehen bei einer Invasion des Leptomeningealraums durch Pneumokokken
schließen. Die Aktivierung meningealer Zellen scheint dabei – zumindest in der Monokultur –
weitgehend unabhängig von TLR zu erfolgen und entscheidend von benachbarten Makrophagen
gesteuert zu werden. In weiteren direkten und indirekten Kokulturexperimenten sollten die Me-
chanismen der Interaktion zwischen meningealen Zellen und Makrophagen genauer charakteri-
siert werden. Es ist vorstellbar, dass sich aus einem besseren Verständnis dieser Zell-Zell-Inter-
aktion neue Angriffspunkte für eine Hemmung der massiven Entzündungsreaktion bei der PM
ergeben und durch spezifische entzündungshemmende Behandlungsstrategien die Prognose die-
ser Erkrankung verbessert wird.
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