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1 Einleitung 

1.1 Epidemiologie der Pneumokokken-Meningitis  
Die akute bakterielle Meningitis stellt nach wie vor weltweit eine große Herausforderung für 

die moderne Medizin dar. In den 1950ern untersuchten Carpenter und Petersdorf in den USA 

in einer retrospektiven Studie das klinische Spektrum der bakteriellen Meningitis und 

identifizierten Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis und  Haemophilus influenzae 

als die häufigsten Erreger der nicht-tuberkulösen bakteriellen Meningitis (Carpenter & 

Petersdorf, 1962). Nachdem auch die Ergebnisse einer prospektiven Überwachungsstudie aus 

dem Jahre 1986 mit einer Population von 34 Millionen Menschen aus den USA die drei oben 

genannten Erreger als die häufigste Ursache einer bakteriellen Meningitis bestätigten (Wenger 

et al., 1990), nahm die Entwicklung von Impfungen gegen diese Pathogene an Bedeutung zu. 

Vor der Verfügbarkeit einer Impfung gegen H. influenzae rief dieser Erreger die mit Abstand 

meisten Fälle bakterieller Meningitiden in den USA hervor (Schlech et al., 1985; Wenger et al., 

1990). Jedoch änderte sich dies mit der Einführung der H. influenzae Typ B Konjugatimpfung 

drastisch; die Vakzine sorgte nicht nur in den USA, sondern auch in Europa für eine fast 

vollständige Elimination der H. influenzae Typ B Meningitis (Berg et al., 1996; Chekrouni et 

al., 2021; Giorgi Rossi et al., 2009; Schuchat et al., 1997; Sigurdardottir et al., 1997; 

Theodoridou et al., 2007; Thigpen et al., 2011). 

Von den 12 identifizierten Serogruppen von N. meningitidis sind 6 (A, B, C, W, Y, X) 

hauptverantwortlich für die meisten Meningokokkenmeningitiden. In Europa dominiert die 

Serogruppe B, gefolgt von Serogruppe C (Whittaker et al., 2017). Seit 2006 empfiehlt die 

Ständige Impfkommission in Deutschland allen Kindern im zweiten Lebensjahr die 

Meningokokken C (MenC) Impfung (Impfkommission, 2023). Viele weitere Länder in Europa 

haben in den letzten Jahren auch die Meningokokken B Impfung in ihr nationales 

Immunisierungsprogramm aufgenommen, was gemeinsam mit der MenC Impfung in den 

letzten beiden Jahrzehnten für einen Rückgang der Inzidenz in Europa geführt hat (Whittaker 

et al., 2017).  

Heutzutage ist S. pneumoniae der häufigste Erreger der bakteriellen Meningitis, sowohl in den 

USA als auch in Europa (Bijlsma et al., 2016; Brouwer et al., 2010; Thigpen et al., 2011). 

Bislang wurden über 100 verschiedene Strukturen der Polysaccharid Kapsel von S. 

pneumoniae, sogenannte Serotypen, identifiziert. Nicht nur die Häufigkeit der verschiedenen 

Serotypen in unterschiedlichen Altersklassen variiert, sondern auch das Krankheitspotenzial. 
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Eine Studie aus Schweden stellte fest, dass es zwei Gruppen von Pneumokokken Serotypen 

gibt: einerseits Serotypen, die mit einer invasiven Erkrankung assoziiert sind (Typ 1, 4, 7F, und 

9V), und andererseits Serotypen, die zwar eine invasive Erkrankung auslösen können, jedoch 

häufig nur in asymptomatischen Trägern gefunden werden  (unter anderem Typ 6A, 6B, 14 und 

19F) (Sandgren et al., 2004). Auch die Pneumokokkenimpfung gehört in Deutschland zur 

Grundimmunisierung von Säuglingen; dabei soll die erste Impfung mit einem 13-valenten 

Konjugatimpfstoff, die zweite Impfung mit dem 23-valenten Polysaccharid-Impfstoff erfolgen 

(Impfkommission, 2023). Außerdem gilt die Pneumokokkenimpfung als Standardimpfung für 

Senioren (älter als 60 Jahre) und als Indikationsimpfung für Personen mit bestimmten 

Risikofaktoren (Impfkommission, 2023). Bisher deckt keine der entwickelten Impfungen alle 

humanpathogenen Serotypen von S. pneumoniae ab. Vielmehr stiegen die Inzidenzen von 

Pneumokokkenmeningitiden, die von Serotypen verusacht weren, die nicht in den bisherigen 

Konjugatimpfstoffen enthalten sind (Hsu et al., 2009; Imohl et al., 2015; Koelman et al., 2020).  

Die Inzidenz der Pneumokokken-Meningitis variiert je nach Serotyp und Land. In einer 

prospektiven Kohortenstudie über einen Zeitraum von 20 Jahren in den Niederlanden liegt die 

mittlere jährliche Inzidenz bei 0,87 pro 100.000 Erwachsene pro Jahr (Koelman et al., 2022).  

Trotz Antibiotikatherapie sticht die Pneumokokken-Meningitis durch ihre hohe Letalität 

heraus. In Industriestaaten beträgt diese, je nach Studie, zwischen 5-37% (Brouwer et al., 2010; 

Buchholz et al., 2016; van de Beek, Brouwer, et al., 2016; van de Beek et al., 2004). In 

einkommensschwachen Ländern liegt die Inzidenz bei bis zu 51% (Brouwer et al., 2010). Im 

Jahr 2002 zeigten Jan de Gans und Kollegen in einer europäischen randomisierten 

Multizenterstudie einen positiven Effekt einer adjuvanten Dexamethason-Behandlung auf den 

klinischen Verlauf einer akuten bakteriellen Meningitis im Erwachsenenalter (de Gans et al., 

2002). Patienten, die an einer Pneumokokken-Meningitis litten, profitierten am deutlichsten 

von diesem Therapieansatz. Während in der Placebo Gruppe 34% der Fälle verstarben, waren 

es in der mit Dexamethason behandelten Gruppe nur 14% (de Gans et al., 2002). Die adjunktive 

Dexamethason Therapie bei Pneumokokken-Meningitis fand schlussendlich Einzug in die 

Leitlinien der Europäischen Gesellschaft für klinische Mikrobiologie und 

Infektionskrankheiten (ESCMID), Infectious Diseases Society of America (IDSA) und der 

deutschen Gesellschaft für Neurologie (Beckham et al., 2006; Pfister & Klein, 2023; van de 

Beek, Cabellos, et al., 2016). 

Wenngleich die Einführung der Impfungen und die Weiterentwicklung der Therapie um 

Dexamethason die Inzidenz und Letalität der Pneumokokken-Meningitis senken konnten 

(Buchholz et al., 2016), so stellt sie immer noch eine der gefährlichsten ZNS-
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Infektionserkrankungen dar, die nicht nur mit einem relativ hohen Sterberisiko, sondern auch 

häufig mit schweren Komplikationen und neurologischen Folgeschäden verbunden ist (Lucas 

et al., 2016) (Kastenbauer & Pfister, 2003).  

 

1.2 Komplikationen der Pneumokokken-Meningitis  
Zu den häufigsten neurologischen Folgeschäden nach einer bakteriellen Meningitis gehören 

fokal neurologische Defizite, Hörverlust, kognitive Einschränkungen und Epilepsie (Lucas et 

al., 2016). Insbesondere Hörverluste treten gehäuft mit bis zu 69% der erwachsenen Patienten 

nach einer Pneumokokken-Meningitis auf (Mook-Kanamori et al., 2011; van de Beek et al., 

2004; Worsoe et al., 2010). Tierversuche deuten darauf hin, dass es im Rahmen der Infektion 

anfangs zu einem Integritätsverlust der Blut-Labyrinth-Schranke mit nachfolgendem Verlust 

der Neurone des Spiralganglions in der Cochlea kommt (Klein et al., 2003). 

Im Jahr 1993 berichteten Pfister et al., dass bei etwa der Hälfte der Patienten im Verlauf einer 

akuten bakteriellen Meningitis lokale, auf das ZNS begrenzte und/oder systemische 

Komplikationen auftreten können (Pfister et al., 1993). Zehn Jahre später veröffentlichten 

Kastenbauer und Pfister eine Studie, in der sie das Spektrum an Komplikationen bei der 

Pneumokokken-Meningitis bei Erwachsenen genauer charakterisierten (Kastenbauer & Pfister, 

2003). Von den 87 Fällen, die im Zeitraum von 1984 bis 2002 untersucht wurden, entwickelten 

75% meningitisassoziierte intrakranielle Komplikationen und 38% systemische 

Komplikationen. Zu den meningitisassoziierten intrakraniellen Komplikationen gehörten unter 

anderem epileptische Anfälle, arterielle zerebrovaskuläre Komplikationen wie Ischämien, 

intrakranielle Blutungen und Subarachnoidalblutungen, venöse zerebrovaskuläre 

Komplikationen wie Sinusvenenthrombosen, Hirnödem, Hydrozephalus, Hörverlust, Myelitis 

und Zerebritis. Meningitisassoziierte systemische Komplikationen waren septischer Schock, 

disseminierte intravasale Gerinnung, akutes Nierenversagen und akute respiratorische 

Insuffizienz. Hervorzuheben ist außerdem, dass bei Entlassung nur 48% der Patienten ein gutes 

Behandlungsergebnis (Glasgow Outcome Scale Score (GOS) = 5) aufwiesen. In einer 

prospektiven Fallstudie zeigten Weisfelt et al. zwischen 1998 und 2002, dass bei jüngeren 

Patienten neurologische Komplikationen die häufigste Todesursache darstellten, ältere 

Patienten vor allem an systemischen Komplikationen starben (Weisfelt et al., 2006). 

  

1.3 Pathogenese und Pathophysiologie der Pneumokokken-Meningitis  
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1.3.1 Das Immunsystem im Subarachnoidalraum mit Fokus auf die postkapillären 
Venolen 

Damit eine Pneumokokken-Meningitis entsteht, muss der sogenannte Leptomeningealraum 

infiziert werden. Dies geschieht entweder hämatogen oder über eine kontinuierliche 

Ausbreitung von Infektionen angrenzender Regionen (Koedel, Scheld, et al., 2002; Mook-

Kanamori et al., 2011). Die Entwicklung einer Pneumokokken-Meningitis über den 

hämatogenen Infektionsweg erfordert im Allgemeinen, dass die Bakterien den 

Nasenrachenraum besiedeln (Weiser et al., 2018). Unter bestimmten Bedingungen können 

Pneumokokken dann in die Blutbahn gelangen, die Blut-Hirn-Schranke passieren und den 

Leptomeningealraum infizieren (Mook-Kanamori et al., 2011). Die kontinuierliche Infektion, 

auch teilweise „Durchwanderungsmeningitis“ genannt, zeichnet sich durch eine direkte 

Ausbreitung lokaler Infektionen in den Leptomeningealraum aus. Dabei werden umliegende 

Gewebestrukturen wie zum Beispiel Knochen direkt durchbrochen. Hier spielen unter anderem 

die Mastoidtis, die Sinusitis und die Otitis media eine große Rolle (Koedel et al., 2010; Koedel, 

Scheld, et al., 2002; Mook-Kanamori et al., 2011).  

Um die Pathogenese der Pneumokokken-Meningitis zu verstehen, muss man sich das 

Immunsystem im Subarachnoidalraum genauer anschauen. Zuallererst trennt die sogenannte 

Blut-Liquor-Schranke den Liquorraum vom zirkulierenden Blut und lässt nur sehr 

eingeschränkt Blutbestandteile durch (Engelhardt & Sorokin, 2009). Des Weiteren herrscht im 

mit Liquor gefüllten Subarachnoidalraum ein Mangel an sogenannten löslichen 

Mustererkennungsrezeptoren (z.B. Komplementfaktoren und IgG); gleichzeitig finden sich dort 

konstitutiv antiinflammatorische und immunsuppressive Faktoren (Dujardin et al., 1985; 

Niederkorn, 2006; Stahel et al., 1997). Trotz dieser erschwerten Voraussetzungen existieren im 

Subarachnoidalraum Systeme, die eine Pathogenerkennung im Liquorraum ermöglichen 

(Rustenhoven & Kipnis, 2022). Experimentelle Grundlagenforschung konnte zeigen, dass 

postkapilläre Venolen im Subarachnoidalraum und in den perivaskulären Zwischenräumen die 

Haupteintrittspforte von Leukozyten und Bakterien, wie S. pneumoniae, in das ZNS darstellen 

(Coureuil et al., 2017; Gradstedt et al., 2013; Hyun & Hong, 2017; Iovino et al., 2017; Lorenzl 

et al., 1993; Wilson et al., 2010).  Postkapilläre Venolen sind Gefäße, die sich zwischen den 

Kapillaren und dem Venensystem befinden und das Blut aus dem Kapillarsystem sammeln und 

in größere Venolen drainieren. Sie bestehen aus spezialisierten Endothelzellen, die an einer 

Basalmembran haften und mit Zell-Zellkontakten, wie z.B. den Tight Junctions-Proteinen, 

miteinander verbunden sind (Harrison-Brown et al., 2016; Owens et al., 2008). In die 

Basalmembran eingebettet sind Perizyten, die über sogenannte „Peg-and-Socket-
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Invaginationen“ mit den Endothelzellen in Kontakt stehen (Liebner et al., 2018). Postkapilläre 

Venolen werden von einem mit Pia mater bedeckten, flüssigkeitsgefüllten perivaskulären Raum 

umgeben, der von immunkompetenten Zellen, wie Makrophagen und Mastzellen besiedelt ist 

(Brendecke & Prinz, 2015; Faraco et al., 2017; Lopez-Atalaya et al., 2018) (Abbildung 1). 

Diese Zellen sind in der Lage, Bakterien, die in das ZNS eingedrungen sind, mithilfe 

verschiedener Mustererkennungsrezeptoren wahrzunehmen, zu phagozytieren und eine 

Immunantwort im Liquorraum zu initiieren (Barichello et al., 2016; Letiembre et al., 2007; 

McGreal et al., 2005; Mukhopadhyay & Gordon, 2004; Serna-Rodriguez et al., 2022).  

 

 
Abbildung 1: Postkapilläre Venole im perivaskulären Raum. (Eigene Darstellung in Anlehnung an Rustenhoven 

et al., 2017 und Cao et al., 2021; erstellt von R. Hees). 

 

1.3.2 Aktivierung des Immunsystems im Liquorraum  
Aufgrund des Opsoninmangels mit konsekutiv eingeschränkter Phagozytoseaktivität kann S. 

pneumoniae, sobald im Liquorraum angekommen, dort ähnlich hohe bakterielle 

Konzentrationen wie im Kulturmedium erreichen (Small et al., 1986). Erst bei hohen Titern 

werden die immunkompetenten Zellen aktiviert. Durch Proliferation und damit einhergehender 

Autolyse kommt es zur Freisetzung von immunstimulierenden pathogen-assoziierten 

molekularen Mustern (PAMPs) in den Liquorraum (Fischer & Tomasz, 1984; Moscoso & 

Claverys, 2004). Diese werden von verschiedenen Mustererkennungsrezeptoren, insbesondere 
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den sogenannten Toll-like Rezeptoren (TLR), erkannt (van de Beek, Brouwer, et al., 2016; van 

de Beek et al., 2021). Tierexperimentelle Studien konnten zeigen, dass in der Maus TLR2 und 

TLR13 eine wichtige Rolle bei der Detektion von S. pneumoniae und der Induktion einer 

Immunantwort spielen (Dyckhoff-Shen et al., 2024; Klein et al., 2008). Die Aktivierung von 

TLR2 und TLR13 führt dann zu einer myeloid differentiation primary response protein (MyD) 

88 abhängigen Produktion einer Vielzahl proinflammatorischer Zytokine (zum Beispiel 

Interleukin (IL)-1b), Chemokine und Komplementfaktoren (Hoegen et al., 2011; Koedel et al., 

2004; Koedel, Winkler, et al., 2002; Woehrl et al., 2011; Zwijnenburg et al., 2003). Daraufhin 

werden Leukozyten, in erster Linie neutrophile Granulozyten in den Subarachnoidalraum 

rekrutiert. Die Akkumulation enormer Mengen an neutrophilen Granulozyten im Liquor ist ein 

auffälliges Merkmal der Pneumokokken-Meningitis. Dieses Phänomen wird hauptsächlich 

durch zwei Effekte verursacht: Zum einen durch eine anhaltende Rekrutierung von neutrophilen 

Granulozyten aufgrund von hohen Konzentrationen an chemotaktisch wirkenden Zytokinen 

und zum anderen durch eine verlängerte Lebensdauer der neutrophilen Granulozyten im Liquor 

(Koedel et al., 2009). Die zugrundeliegenden Mechanismen für die verlängerte Lebensdauer 

sind (I) das Fehlen von externen Zelltodsignalen (Hoffmann et al., 2007), (II) die Anwesenheit 

von externen Überlebenssignalen (Coxon et al., 1999) und (III) die ineffiziente Phagozytose 

von S. pneumoniae im Liquor (Mook-Kanamori et al., 2011). Durch die ineffiziente 

Phagozytose verbleibt S. pneumoniae im Liquor und stellt damit die treibende Kraft für die 

andauernde Rekrutierung und Aktivierung neutrophiler Granulozyten dar.  

 

1.3.3 Meningitisassoziierte Gewebeschädigung  
In den letzten Jahrzehnten konnte durch Studien festgestellt werden, dass die resultierende 

Hirnschädigung bei der Pneumokokken-Meningitis nicht nur durch bakterielle Toxine, sondern 

auch durch eine überschießende Immunantwort im Subarachnoidalraum verursacht wird 

(Gerber & Nau, 2010). Bakterielle Bestandteile zeigen proinflammatorische Eigenschaften, 

zudem können sie auch direkten Zelltod auslösen. Pneumolysin, ein zytolytisches 

porenbildendes Toxin, wird von fast allen Pneumokokken Serotypen gebildet (Mitchell, 2000) 

und ist verantwortlich für den Zelltod von Neuronen und Endothelzellen (Braun et al., 2002; 

Zysk et al., 2001). Experimentelle Studien konnten zeigen, dass Pneumolysin-defiziente 

Pneumokokkenstämme zu einer reduzierten Virulenz und Gewebeschädigung in der murinen 

Meningitis führen (Hirst et al., 2008; Wellmer et al., 2002). Zellwand-Lipoproteine gelten als 

stark proinflammatorisch wirkende Vermittler der Immunantwort während der Pneumokokken-

Meningitis (Gisch et al., 2013; Kohler et al., 2016). Weitere wichtige bakterielle Faktoren, die 
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eine meningitisassoziierte Gewebeschädigung begünstigen sind Autolysin und 

Wasserstoffperoxid (Braun et al., 2002; Hirst et al., 2008).  

In der Vergangenheit konnte durch Studien an Versuchstieren gezeigt werden, dass neutrophile 

Granulozyten die Hauptverursacher meningitisassoziierter Gewebeschädigung sind. In den 

Studien wurden die Versuchstiere unter anderem mit Antikörpern gegen neutrophile 

Granulozyten, Antikörpern gegen adhäsions-fördernde Rezeptoren der neutrophilen 

Granulozyten oder mit pharmakologischen Apoptose-induzierenden Faktoren behandelt und 

wiesen somit eine geringere Zahl an neutrophilen Granulozyten auf. Dies führte zu reduziertem 

neuronalem Zelltod, verhinderte die Entwicklung von Hirnödemen und Tod der Tiere und 

wirkte sich positiv auf den Krankheitsverlauf aus (Hoffmann et al., 2007; Koedel et al., 2009; 

Mildner et al., 2008; Tuomanen et al., 1989; Woehrl et al., 2011). Wenn aktivierte neutrophile 

Granulozyten nicht auf ihre mikrobielle Zielstruktur treffen, setzen sie aus ihren Granula unter 

anderem proteolytische Enzyme und Oxidationsmittel in den extrazellulären Raum frei 

(Kolaczkowska & Kubes, 2013). Diese Abwehrmechanismen sind für das Wirtsgewebe 

potenziell schädlich (Kruger et al., 2015; Mayadas et al., 2014). Peroxynitrit kann als starkes 

Oxidationsmittel auf vielfätige Weise zytotoxisch wirken; in Tiermodellen der Pneumokokken-

Meningitis konnte eine Beteiligung von Peroxynitrit bei der Gewebeschädigung festgestellt 

werden (Klein, Koedel, et al., 2006; Koedel et al., 2001; Winkler et al., 2001). Studien konnten 

außerdem zeigen, dass proteolytische Enzyme, wie Matrix Metalloproteinasen (MMP) in der 

experimentellen Meningitis mitverantwortlich an Blut-Hirn-Schranken Störungen sind (Leib et 

al., 2000; Meli et al., 2004). Somit sind die wichtigsten Effektorzellen der 

meningitisassoziierten Gewebeschädigung und die Mechanismen, die der massiven 

Akkumulation im Liquor zugrunde liegen, weitgehend charakterisiert. Jedoch besteht immer 

noch Ungewissheit über die zellulären Regulatoren der meningealen Entzündung.  

 

1.4 Perizyten – mögliche zentrale Regulatoren der Immunpathogenese der 

Pneumokokken-Meningitis? 
1.4.1 Eine heterogene Zellart 
Aktuelle Studien zeigen keine oder nur geringe Effekte einer Defizienz von Mastzellen oder 

Makrophagendepletion in Mausmodellen der Pneumokokken-Meningitis (Fritscher et al., 2018; 

Polfliet et al., 2001; Trostdorf et al., 1999; Zysk et al., 1997). Dies könnte darauf hindeuten, 

dass weitere Zellen, die sich im perivaskulärem Raum befinden, an der Immunaktivierung bei 

Pneumokokken-Meningitis beteiligt sind. Neben Makrophagen und Mastzellen findet man 

Perizyten an der Blut-Liquor/Hirn Schranke. Diese befinden sich eingebettet in der 
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Basalmembran von Endothelzellen und stehen mit ihnen über „Peg-and-Socket-

Invaginationen“ in Kontakt (Liebner et al., 2018). Schon 1873 beschrieb der französische 

Forscher Charles-Marie Benjamin Rouget kontraktile Zellen, die kleine Blutgefäße umgeben, 

die bis zur weiteren Beschreibung des deutschen Forschers Karl Wilhelm Zimmermann unter 

dem Namen „Rouget Zellen“ bekannt wurden (Rouget, 1873). Zimmermann benannte diese 

Zellen später zu „Perizyten“ um und führte erstmals eine Definition ein (Zimmermann, 1923). 

Er unterschied drei unscharf voneinander abzugrenzende Arten anhand ihrer Lokalisation im 

Gefäßbett: Präkapilläre, Kapilläre und Postkapilläre Perizyten. Die Tatsache, dass Perizyten 

anhand ihrer spezifischen anatomischen Position und Morphologie identifiziert werden, hat 

sich bis heute kaum verändert. Ein Problem in der genauen Identifikation eines Perizyten 

besteht darin, dass sie glatten Gefäßmuskelzellen und Fibroblasten phenotypisch ähnlich sind. 

Bis heute gibt es keinen hochspezifischen molekularen Marker, der Perizyten definitiv von 

anderen mesenchymalen Zellen unterscheidet. Aufgrund dessen hat sich der Kompromiss 

entwickelt, Perizyten anhand einer Kombination mehrerer Kriterien zu definieren, nämlich 

ihrer Morphologie, Lokalisation und ihres molekularen Expressionsmusters. Perizyten 

repräsentieren eine heterogene Zellpopulation: Perizyten an den präkapillären Arteriolen stellen 

eine Art Übergangsform von glatten Gefäßmuskelzellen dar (hybrid smooth muscle–pericyte 

cells). An den Hirnkapillaren haben sie einen runden, erhobenen Zellkörper und umgeben die 

Mikrogefäße spiralförmig mit langen Fortsätzen (thin-strand oder helical pericytes). An den 

postkapillären Venolen findet man dann letztendlich Perizyten mit einem abgeflachten 

Zellkörper und vielen netzartig angeordneten Fortsätzen, die das gesamte Gefäß bedecken 
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(mesh pericytes) (Armulik et al., 2011; Attwell et al., 2016; Grant et al., 2019; Hartmann et al., 

2015) (Abbildung 2). 

Abbildung 2: Unterschiedliche Arten von Perizyten anhand ihrer Lokalisation im Gefäßbett. (Eigene Darstellung 

modifiziert nach Armulik et al., 2011; erstellt von R. Hees). 

 

Diese morphologische Vielfalt wird durch eine molekulare Heterogenität unterstrichen. 

Während Perizyten, die sich entlang postkapillärer Venolen befinden, negativ für den 

Perizytenmarker neural/glial antigen 2 (NG2), aber positiv für a-smooth muscle actin (a-SMA) 

sind, findet sich eine andere Gruppe von NG2- und a-SMA-doppelpositiven Perizyten entlang 

der Arteriolen und Kapillaren (Murfee et al., 2005). Markerproteine, die von Perizyten auf den 

postkapillären Venolen exprimiert werden, sind beispielsweise platelet-derived growth factor 

receptor b (PDGFRb) und die Aminopeptidase N (APN, CD13) (Sweeney et al., 2016). Da das 

ZNS im Vergleich zu peripheren Geweben/Organen die dichteste Perizytenbedeckung von 

Blutgefäßen aufweist (ZNS-Perizyten-Endothelzellen-Verhältnis = 1:1 vs. Lungen-Perizyten-

Endothelzellen-Verhältnis = 1:10) (Armulik et al., 2005; Shepro & Morel, 1993), wird 

angenommen, dass Perizyten eine entscheidende Rolle in der Aufrechterhaltung der 

zerebrovaskulären Homöostase spielen. Studien konnten zeigen, dass Perizyten durch ihre 

Interaktion mit Endothelzellen die Fähigkeit besitzen, die Integrität der Blut-Hirn-Schranke 

sowie die Angiogenese zu beeinflussen (Armulik et al., 2010; Fernandez-Klett et al., 2010; Hall 

et al., 2014; Kim et al., 2006; Torok et al., 2021; Villasenor et al., 2017). In den letzten Jahren 

haben experimentelle Studien darauf hingedeutet, dass der Verlust oder die Fehlfunktion von 

Perizyten bei akuten und chronisch neurodegenerativen Erkrankungen wie traumatische 
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Hirnverletzungen (Whitehead et al., 2024; Zehendner et al., 2015), zerebraler Ischämie 

(Fernandez-Klett et al., 2013; Ghosh et al., 2015; Underly et al., 2017; Whitehead et al., 2023) 

und der Alzheimer-Krankheit (Kurz et al., 2022; Sagare et al., 2013) zu Störungen der Blut-

Hirn-Schranken-Funktion und zum Absterben von Neuronen beitragen kann. Insgesamt deutet 

die strategische Lage der Perizyten und ihre vielfältigen Funktionen auf eine entscheidende 

Rolle in der Pathogenese von Hirnerkrankungen hin, jedoch ist ihre Rolle im Rahmen von 

Infektionskrankheiten des ZNS weitgehend unbekannt.  

 

1.4.2 Die Rolle von Perizyten bei Infektionsgeschehen  
Durch ihre Lokalisation im perivaskulären Raum sind Perizyten in der idealen Position, 

bestimmte Aspekte der ZNS Immunantwort zu regulieren (Alarcon-Martinez et al., 2021; 

Barkaway et al., 2022; Medina-Flores et al., 2023). 

In vitro Studien konnten zeigen, dass sie an der Erkennung von PAMPs, 

Leukozytenrekrutierung und Endozytose von Antigenen und Abfallprodukten beteiligt sind 

(Rustenhoven et al., 2017; Sweeney et al., 2016). Um die Anwesenheit von Pathogenen zu 

erkennen, sind Perizyten mit den entsprechenden Mustererkennungsrezeptoren (z.B. TLR, 

nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein (NOD)) ausgestattet, die mit 

diversen bakteriellen PAMPs interagieren können (Guijarro-Munoz et al., 2014; Navarro et al., 

2016; Nyul-Toth et al., 2017; Stark et al., 2013). Auf die Aktivierung ausgewählter 

Mustererkennungsrezeptoren oder bei Exposition mit Entzündungsmediatoren können 

Perizyten mit der Freisetzung von Zytokinen wie IL-1, IL-6, Chemokinen wie CC-

Chemokinligand 2 (CCL2), C-X-C motif Chemokinligand 1 (CXCL1) und Granulozyten-

Kolonie-stimulierenden Faktor (Granulocyte-Colony Stimulating Factor, G-CSF) reagieren 

(Giannoni et al., 2018; Jansson et al., 2014; Kovac et al., 2011; Matsumoto et al., 2014; Nyul-

Toth et al., 2017; Pieper et al., 2014). Perizyten sind außerdem in der Lage sowohl in 

stimulierten also auch im nicht-stimulierten Zustand eine Vielzahl an Chemokinen freizusetzen, 

welche frei zirkulierende Leukozyten über einen Konzentrationsgradienten ins Gehirn anziehen 

könnten. Des Weiteren exprimieren Perizyten interzelluläres Adhäsionsmolekül-1 (ICAM-1) 

und MMPs, die die Adhäsion von Leukozyten an das Endothel und deren Auswanderung aus 

dem Gefäßsystem unterstützen könnten  (Jansson et al., 2014; Kovac et al., 2011; Matsumoto 

et al., 2014; Pieper et al., 2013).  

Diese in vitro Ergebnisse wurden durch in vivo Untersuchungen in den letzten Jahren bestärkt, 

indem man eine Beteiligung von Perizyten an der Leukozytenmigration in Entzündungsherde 

von peripheren Organen, wie dem Cremaster Muskel oder der Haut, nachweisen konnte (Girbl 



Einleitung 

    11 

et al., 2018; Tan et al., 2015). Darüber hinaus können Perizyten eine Reihe von Substanzen, die 

eine beschädigte Blut-Hirn-Schranke durchdringen, durch rezeptorvermittelte Endozytose oder 

unspezifische Pinozytose internalisieren; die in Perizyten beobachteten lysosomalen Granula 

deuten darauf hin, dass sie strukturell für den Abbau von internalisiertem Material ausgestattet 

sind (Kristensson & Olsson, 1973; Rustenhoven et al., 2017). Überdies spielen Perizyten eine 

wichtige Rolle für die Integrität der Blut-Hirn-Schranke, die für die Abwehr von 

Krankheitserregern und anderen schädlichen Substanzen in das ZNS unerlässlich ist (Armulik 

et al., 2010; Mae et al., 2021; Villasenor et al., 2017).  

Unter in vitro Bedingungen konnte gezeigt werden, dass die Viren des Japanischen Enzephalitis 

Virus, humanen Zytomegalie Virus und humanen Immundefizienz-Virus-1 Perizyten im 

Gehirn infizieren und sich in ihnen replizieren können, was in einer Perizyten Dysfunktion und 

Lyse enden und letztendlich zum Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke beitragen kann 

(Alcendor, 2019; Chang et al., 2017; Chen et al., 2014; Nakagawa et al., 2012; Persidsky et al., 

2016). Auch in in vitro Blut-Hirn-Schranken Modellen (bestehend aus Ko-Kulturen von 

primären Gehirn Endothelzellen und Perizyten) führte die Stimulation mit Escherichia coli und 

Haemophilus influenzae Typ A zur Perizyten-Dysfunktion und daraufhin zur Schranken 

Störung (Caporarello et al., 2018; Salmeri et al., 2013). Wenn Perizyten mit S. pneumoniae 

stimuliert werden, verstärken sie die Transmigration von neutrophilen Granulozyten durch eine 

in vitro Endothelzellbarriere; bemerkenswerterweise blieb dabei  die Permeabilität der Barriere 

unverändert (Gil, Venturini, et al., 2022). Anstelle eines direkten bakteriellen Einflusses 

wurden parakrine Signale aus benachbarten Makrophagen für die Hochregulation der 

Produktion neutrophiler Chemokine in den Perizyten verantwortlich gemacht (Gil, Venturini, 

et al., 2022). Ob diese Befunde auch für bakterielle ZNS-Infektion wie die Pneumokokken-

Meningitis in vivo gültig sind, ist unklar und muss evaluiert werden.  

 

1.5  PAI-2 – das unentschlossene Serpin 
1.5.1 Das Plasminogen-Aktivator-System  
Zerebrovaskuläre Komplikationen treten bei jedem vierten Patienten mit Pneumokokken-

Meningitis auf und sind eine wichtige Ursache für einen schlechten Verlauf und erhöhter 

Mortalität (Artiaga et al., 2023; Deliran et al., 2021; Engelen-Lee et al., 2018; Pfister et al., 

1992; Schut et al., 2012). In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung 

der Gerinnungskaskade und Hemmung der Fibrinolyse mit einem erhöhten Risiko von 

Hirninfarkten bei einer bakteriellen Meningitis assoziiert sind (Brouwer et al., 2014; Paul et al., 

2005; Weisfelt et al., 2007; Winkler et al., 2002). Es wurde bereits eine direkte Interaktion 
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zwischen den Virulenzfaktoren der Pneumokokken mit Gerinnungs- oder Fibrinolysefaktoren 

vermutet, jedoch ist nicht eindeutig festzustellen, ob dieser Vorgang tatsächlich unabhängig 

von der eigentlichen Entzündungsreaktion ist (Takemura et al., 2022). 

Das Plasminogen-Aktivator-System, das aus dem gewebespezifischen Plasminogen-Aktivator 

(tissue-type plasminogen activator, t-PA), dem Urokinase-Typ Plasminogen-Aktivator (u-PA), 

seinem Rezeptor u-PA-Rezeptor (u-PAR), Plasminogen und den Inhibitoren Plasminogen-

Aktivator-Inhibitor Typ 1 und Typ 2 (PAI-1 und PAI-2) besteht, ist ein entscheidender 

Regulator der Fibrinolyse im Menschen (Irigoyen et al., 1999; Ismail et al., 2021; Jaiswal et al., 

2018) (Abbildung 3). Für das Auflösen von Fibringerinnseln (Fibrinolyse) spaltet die Serin-

Protease Plasmin Fibrin in wasserlösliche Abbauprodukte. Plasmin entsteht aus dem 

Vorläuferprotein Plasminogen durch die Katalyse von zwei Plasminogen-Aktivatoren: dem 

gewebespezifischen Plasminogen-Aktivator (Tissue-type plasminogen activator, t-PA) oder 

dem Urokinase-Typ Plasminogen-Aktivator (u-PA). Ersterer wird in den Endothelzellen 

gebildet, während u-PA in der Niere entsteht (Deutzmann et al., 2012). PAI-1 und PAI-2 gelten 

als wichtige Regulatoren der Aktivität von t-PA und u-PA, wobei PAI-1 als zentraler Inhibitor 

im Menschen betrachtet wird (Iwaki et al., 2012). 

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Plasminogen-Aktivator-Systems. (Eigene Darstellung in Anlehnung 

an Napolitano & Montuori, 2021).  
 

In den letzten Jahrzehnten wurde deutlich, dass PAI-1, kodiert durch SERPINE1, neben seiner 

Aufgabe in der Hämostase noch viele weitere Funktionen ausübt, unter anderem im Rahmen 
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von Entzündungsprozessen, Krebsentstehung und Gewebeschädigungen (Brandtzaeg et al., 

1990; Li et al., 2018; Madoiwa et al., 2006; Renckens et al., 2005). In einer Studie zur Rolle 

von PAI-1 in der Pneumokokken-Meningitis konnte gezeigt werden, dass die funktionelle 

genetische Variation rs1799889 in SERPINE1 das Risiko für Hirninfarkte, Hirnblutungen, 

einen schlechten Krankheitsverlauf und einen tödlichen Ausgang bei Patienten erhöht (Brouwer 

et al., 2014). Anschließend stellte sich bei Untersuchungen in einem etablierten Mausmodell 

der Pneumokokken-Meningitis heraus, dass Serpine1-Knockoutmäuse eine höhere 

Sterblichkeit sowie häufiger und großflächigere Hirnblutungen als die entsprechenden 

Wildtypmäuse aufwiesen, was auf eine schützende Rolle von PAI-1 bei der Pneumokokken-

Meningitis hindeutet (Brouwer et al., 2014). Die genaue Funktion von PAI-2 hingegen, 

insbesondere bei bakteriellen ZNS Erkrankungen, war bisher weitestgehend unbekannt.  

 

1.5.2 PAI-2 – Funktionen und Bedeutung  
PAI-2, kodiert durch SERPINB2, gilt als ein weiterer endogener Hemmstoff der Fibrinolyse; 

jedoch ist dieser im Vergleich zu PAI-1 weniger effektiv (Kruithof et al., 1986; Lobov et al., 

2008). Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die PAI-2-mRNA-Expression im Gehirn 

im Verlauf einer Pneumokokken-Meningitis deutlich stärker hochreguliert wird als die PAI-1-

Expression (Paul et al., 2005). PAI-2 liegt überwiegend intrazellulär (dort in hohen 

Konzentrationen) vor; daher scheint die Hemmung extrazellulärer Plasminogen-Aktivatoren 

nicht die einzige Funktion von PAI-2 zu sein (Lindberg et al., 2001; Swartz et al., 2004). 

SERPINB2 wird von einer Vielzahl von Zellen exprimiert, einschließlich Makrophagen, 

neutrophile Granulozyten und Monozyten, und die Expression wird durch proinflammatorische 

Stimuli, wie bakterielle Infektionen, hochreguliert (Paul et al., 2005; Schroder et al., 2011). 

Darüber hinaus übt PAI-2 zahlreiche weitere Funktionen aus, die während einer Infektion 

relevant sein können. Es konnte gezeigt werden, dass PAI-2 p38-abhängig die Apoptose von 

TLR-4 aktivierten Makrophagen verhindern kann (Park et al., 2005). Außerdem kann PAI-2 an 

der Adhäsion, Proliferation und Differenzierung von Monozyten beteiligt sein. Die 

Transfektion von monozytenähnlichen Zellen, welche selber kein PAI-2 produzieren, mit 

Plasmiden, die aktives PAI-2 exprimieren, verringerte die zelleigene Adhäsionseigenschaften 

und erhöhte die Proliferation (Yu et al., 2002). Des Weiteren legen Studien nahe, dass PAI-2 

als ein Regulator des Inflammasoms agieren kann, da ein Mangel an PAI-2 über einen TLR 

Signalweg zu einer Inflammasom-abhängigen Caspase-1-Aktivierung und IL-1β-Sekretion von 

Makrophagen führte (Chuang et al., 2013). Die meisten Arbeiten zu PAI-2 haben sich bisher 

auf seine Rolle in der Pathophysiologie von Krebserkrankungen konzentriert (Croucher et al., 
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2008). In diesen Studien waren eine SERPINB2 Überexpression und hohe PAI-2-Spiegel oft 

mit einem längeren Überleben oder einer guten Prognose verbunden (Foekens et al., 2000; 

Ramnefjell et al., 2017; Su et al., 2015; Zhang et al., 2019). Aufgrund der vielfältigen 

unterschiedlichen physiologischen Funktionen wird es auch oft als "das unentschiedene Serpin" 

(„The undecided Serpin“) bezeichnet (Medcalf & Stasinopoulos, 2005).  

 

1.5.3 PAI-2 im Kontext infektiologischer Forschung  
PAI-2 scheint eine zentrale Rolle in der Regulation der adaptiven Immunantwort zu spielen. 

Mehrere Studien konnten zeigen, dass PAI-2 die Typ-1-T-Helferzelle (Th1)/Typ-2-T-

Helferzelle (Th2)-Immunantworten während einer Infektion moduliert (Major et al., 2013; 

Schroder, Gardner, et al., 2010; Schroder et al., 2011; Zhao et al., 2013). Über die genaue 

Funktion von SERPINB2 im angeborenen Immunsystem ist dagegen immer noch wenig 

bekannt. Vor vielen Jahre berichtete eine klinische Studie von einem Zusammenhang zwischen 

dem Nachweis von löslichem PAI-2 im Blut und damit einhergehend einer erhöhten 

Sterblichkeit bei Sepsis-Patienten (Robbie et al., 2000). Dieser klinische Verdacht konnte in 

experimentellen Studien nicht nachvollzogen werden. So wiesen PAI-2-defiziente Mäuse keine 

Unterschiede in der Sterblichkeitsrate im Vergleich zu Wildtyp (WT) Mäusen  in zwei 

differenten „Sepsis“-Modellen auf, nämlich nach einer Stimulation mit einer hohen 

Endotoxindosis und nach Ligatur und Punktion des Zökums (Dougherty et al., 1999). Über die 

Expression von PAI-2 bei Infektionen ist weit mehr bekannt: so wird diese durch bakterielle 

DNA und verschiedene Krankheitserreger hochreguliert, darunter Borrelia burgdorferi, 

Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter pylori  (Berk et al., 2001; Haile et al., 2006; Semeraro 

et al., 1996; Stacey et al., 1996). Die Stimulation mit B. burgdorferi und die damit 

einhergehende erhöhte PAI-2 Expression resultierte in einer signifikant verminderten uPA-

abhängigen Invasion durch Monozyten, was auf eine Rolle von PAI-2 in der 

Leukozytenmigration hinweisen könnte (Haile et al., 2006). Überdies demonstrierte eine 

experimentelle Studie einen 14-fachen Anstieg der PAI-2 Freisetzung in isolierten humanen 

Monozyten, die mit Lipopolysaccharid-haltigen äußeren Membranvesikeln stimuliert wurden, 

die spontan von bekannten Meningitiserreger Neisseria meningitidis freigesetzt wurden 

(Mirlashari et al., 2001). Dies könnte ein erster schwacher Hinweis dafür sein, dass SERPINB2 

in der Immunpathogenese einzelner bakterieller Meningitisformen beteiligt ist. Unterstützt 

wurde diese Beobachtung durch den Nachweis einer dramatischen Hochregulierung der 

zerebralen PAI-2 mRNA-Expression in den Gehirnen infizierter Mäuse während der 
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Pneumokokken-Meningitis (Paul et al., 2005). Die tatsächliche Rolle von PAI-2 in der 

Pathophysiologie der bakteriellen Meningitis ist jedoch bislang nicht untersucht worden. 
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2 Fragestellungen  

2.1 Fragestellung I 
Im Rahmen der Pneumokokken-Meningitis kommt es zu einer massiven Entzündungsreaktion, 

die maßgeblich für einen meningitisassoziierten Gewebeschaden im Gehirn verantwortlich ist 

(Gerber & Nau, 2010; Koedel, Scheld, et al., 2002). Über die zellulären Initiatoren dieser 

Entzündungsreaktion besteht immer noch Ungewissheit. Experimentelle Arbeiten erbrachten 

den Nachweis, dass postkapilläre Venolen die primäre Eintrittspforte sowohl für 

Pneumokokken als auch für Leukozyten in das ZNS darstellen (Coureuil et al., 2017; Gradstedt 

et al., 2013; Hyun & Hong, 2017; Iovino et al., 2017; Lorenzl et al., 1993; Wilson et al., 2010). 

Postkapilläre Venolen, die sich aus spezialisierten Endothelzellen und, eingebettet in die 

Basalmembran, Perizyten bestehen, sind von einem flüssigkeitsgefüllten Raum umgeben, der 

von immunkompetenten Zellen wie Makrophagen und Mastzellen besiedelt ist (Brendecke & 

Prinz, 2015; Faraco et al., 2017; Liebner et al., 2018; Lopez-Atalaya et al., 2018; Owens et al., 

2008). Neuere Studien zeigten keine oder nur partielle Effekte einer Mastzell-Defizienz oder 

Makrophagendepletion in Mausmodellen der Pneumokokken-Meningitis. Dies deutet 

daraufhin, dass zusätzliche Zellen, die sich im perivaskulären Raum befinden, an der 

Immunaktivierung beteiligt sind (Fritscher et al., 2018; Polfliet et al., 2001; Trostdorf et al., 

1999; Zysk et al., 1997). Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Rolle von Perizyten in der 

Pneumokokken-Meningitis im Detail charakterisiert werden. Es ergaben sich folgende Ziele:  

 

1) Wie reagieren isolierte zerebrale Perizyten von Mensch und Maus auf eine Exposition mit 

Pneumokokken?  

2) Welche Auswirkungen hat eine Reduktion der zerebralen Perizytenpopulation 

(pharmakologisch im Zebrafischmodell und genetisch im Mausmodell) auf den 

Krankheitsverlauf? 

3) Können im Verlauf einer Pneumokokken-Meningitis Veränderungen an der zerebralen 

Perizytenpopulation in zwei unterschiedlichen Tiermodellen - im Zebrafischmodell und im 

Mausmodell - beobachtet werden? 
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2.2 Fragestellung II 
Die Pneumokokken-Meningitis ist mit einer Dysregulation der Gerinnungskaskade und der 

Fibrinolyse assoziiert; dies kann zu Thromboembolien, Hämorrhagien und disseminierter 

intravaskulärer Gerinnung führen (Brouwer et al., 2014; Paul et al., 2005; Weisfelt et al., 2007; 

Winkler et al., 2002). Diese zerebrovaskulären Komplikationen sind häufig bestimmend für 

einen ungünstigen Krankheitsverlauf und eine erhöhte Mortalität (Pfister et al., 1992; Schut et 

al., 2012). In früheren Untersuchungen beobachtete unsere Arbeitsgruppe eine dramatische 

Hochregulierung der zerebralen PAI-2 Expression während einer Pneumokokken-Meningitis 

(Paul et al., 2005). PAI-2 werden vielfältige Funktionen zugeschrieben, die von einem 

klassischen Serpin bis hin zu einem Regulator des Inflammasoms oder der 

Komplementaktivierung reichen, jedoch bleibt seine genaue Rolle ein Rätsel (Medcalf & 

Stasinopoulos, 2005; Rittirsch et al., 2008; Schroder, Le, et al., 2010; Schroder et al., 2011). In 

der vorliegenden Promotionsarbeit wurde versucht, die Rolle von PAI-2 im Rahmen der 

Pneumokokken-Meningitis zu evaluieren. Folgende Ziele ergaben sich für die Arbeit:  

 

1) Wie wirkt sich eine PAI-2 Defizienz im Verlauf der akuten und fortgeschrittenen 

Pneumokokken-Meningitis aus? 

2) Wie beeinflusst PAI-2 Knochenmarksmakrophagen im Rahmen einer Infektion mit S. 

pneumoniae? 
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3 Material und Methoden  

3.1 In-vitro Versuche 
3.1.1 Primäre Zellen und Kulturbedingungen  
Alle primären Zellen wurden in einem Brutschrank mit einer Temperatur von 37 °C und 5 % -

iger CO2-Begasung kultiviert. Der Wechsel des Kulturmediums, das Passagieren von Zellen 

und die Versuche fanden ausschließlich unter einer Sicherheitswerkbank unter sterilen 

Bedingungen statt.  

 

3.1.1.1 Murine Perizyten  
Für die Isolation und Kultivierung primärer muriner Perizyten wurde eine bereits publizierte 

Methode für diese Zellpopulation als Vorlage verwendet (Tigges et al., 2012). Zur Vorbereitung 

der Kultivierung wurde zuerst frisches Endothelial Cell Growth Medium (ECGM) hergestellt. 

Dieses besteht aus 50 ml Nutrient Mixture F-12 Ham Medium (F12, #N4888, Sigma-Aldrich, 

St. Louis, Missouri, USA), dem Endotoxin-freies, fetales bovines Serum (FBS, Konzentration 

im Medium 10 Volumenprozent, #10082-147, Gibco, ThermoFisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts), Penicillin/Streptomycin (P/S, Konzentration im Medium 1 Volumenprozent, 

#P4333, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), Endothelial cell growth supplement 

(ECGS, Konzentration im Medium 30 µg/ml, #02-101, MilliporeSigma, Sigma-Aldrich, St. 

Louis, Missouri, USA), Ascorbin (Konzentration im Medium 2,5 µg/ml, #A4034, Sigma-

Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), Glutamin (Konzentration im Medium 584 µg/ml, #G7513, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) und Heparin (Konzentration im Medium 40 µg/ml, 

Heparin-Natrium-25000-ratiopharm®, Ratiopharm) zugesetzt wurden. Außerdem wurde 

frisches F12 Medium mit FBS (Konzentration im Medium 10 Volumenprozent) und P/S 

(Konzentration im Medium 1 Volumenprozent) vorbereitet. Nach Vorbereitung der Medien 

wurden 2 Wells einer 6-Well-Platte mit Kollagen (Verdünnt mit sterilem Wasser, 

Konzentration 10 Volumenprozent, #C8919, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) 

beschichtet, die daraufhin 2 Stunden bei 37 °C inkubiert wurden. Danach wurden die Wells drei 

Mal gründlich mit phosphathaltiger Kochsalzlösung (PBS, phosphate buffered saline, #D8537, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) gewaschen. Für die Präparation der C57BL6/n-

Maushirne (Anzahl: 2) wurden vorab alle Klingen und Instrumente sterilisiert. Nachdem die 

Tiere durch Inhalation eines Gemisches aus 3.5 % Isofluran und Sauerstoff mittels eines 

Verdampfers (Vaporisateurs) in einer Plexiglas-Kammer narkotisiert wurden, wurden sie durch 

Genickbruch euthanasiert. Unter einer Sicherheitswerkbank wurden die Maushirne 
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freipräpariert und entnommen. Anschließend wurden die Maushirne in einer Petrischale (100 

Millimeter), gefüllt mit Minimum Essential Medium (MEM) - HEPES-Puffer (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, Missouri, USA) und 1% P/S, eingelegt und mit einer Rasierklinge zerkleinert. 

Daraufhin wurde das Hirngewebe mit umgebender Flüssigkeit in ein 15 ml Falcon pipettiert 

und für 5 Minuten zentrifugiert (bei 1200 UPM, Umdrehungen pro Minute). In der 

Zwischenzeit wurde die Papain Dissociation Solution (Papain Cell Dissociation System, 

Worthington Biochemical Corp., Lakewood, New Jersey, USA) vorbereitet. Dazu wurde 5 ml 

MEM-HEPES mit 1% P/S zu Papain hinzugefügt und 0.5 ml Medium zur DNase. Beides wurde 

anschließend für 10 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach der abgeschlossenen Zentrifugation der 

Maushirne wurde der Überstand abgesaugt und pro Maushirn 0.833 ml Papain-Lösung und 41.7 

µl DNase-Lösung hinzugefügt. Nach mehrmaligem Mischen mit der Pipette wurde die 

Suspension für insgesamt 1 Stunde und 10 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach der 

Inkubationszeit wurde das Gewebe mit Hilfe einer 10 ml Spritze mit 19G und 21G Einmal-

Kanülen zerkleinert. Anschließend wurde 7 ml einer 22%-igen Albumin-Lösung (bovines 

Serum-Albumin = BSA, Konzentration 22 %, #A7284, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, 

USA) hinzugefügt und die Suspension erneut durchmischt. Darauf wurde die Suspension 

abermals zentrifugiert (für 10 min bei 2600 UPM) und der Überstand abpipettiert. Das Pellet 

wurde dann mit 2 ml ECGM resuspendiert und wieder zentrifugiert (für 5 min bei 1200 UPM). 

Schließlich wurde das restliche Zellpellet mit 4 ml ECGM resuspendiert, in die 2 Wells der 

beschichteten 6-Well-Platte pipettiert und für eine Nacht bei 37 °C inkubiert.  

 

Am nächsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel mit frischem ECGM. In den darauffolgenden 

Tagen wurde alle 2-3 Tage das Zellkulturmedium gewechselt und unter einem Lichtmikroskop 

das Wachstum der Zellen beobachtet. Sobald sich eine konfluente Einzelzellschicht gebildet 

hatte, wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde das Medium entfernt und die Zellen mit 

frischem F12 Medium mit FBS (Konzentration im Medium 10 Volumenprozent) und P/S 

(Konzentration im Medium 1 Volumenprozent) gewaschen. Nach Entfernung des F12 

Mediums wurde in jedes Well 2 ml Trypsin-Lösung (Konzentration 0.05 % in EDTA, #T4049, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) gegeben und die Platte für 5 Minuten inkubiert. Im 

Anschluss wurde unter einem Lichtmikroskop überprüft, ob die Zellen sich vom Boden der 

Gewebekulturplatte gelöst hatten. Wenn dies der Fall war, wurde in jedes Well zusätzlich 2 ml 

F12 Medium gegeben. Die Suspension wurde dann in ein 15 ml Falconröhrchen transferiert 

und zentrifugiert (für 5 min bei 1200 UPM). Der Überstand wurde abgekippt und das Zellpellet 

in 8 ml ECGM resuspendiert. Das Zellgemisch wurde anschließend in 4 Wells a 2 ml aufgeteilt. 
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Die Platte wurde wieder inkubiert. Sobald sich wieder eine konfluente Einzelzellschicht 

formiert hatte, wurden die Zellen nach dem Passagieren in Pericyte Growth Medium (PGM, 

Pericyte Medium, ScienCell #1201, San Diego, Kalifornien und 1 % Pericyte Growth 

Supplement, ScienCell #1252, San Diego, Kalifornien) resuspendiert. Ab diesem Zeitpunkt 

wurden die Zellen nur noch in PGM kultiviert und je nach Zellwachstum in größeren 

Zellkulturflaschen (mit einer Fläche bis zu 75 cm2) gezüchtet. Zur Bestimmung der Zellzahl im 

weiteren Verlauf wurde eine Fuchs-Rosenthal-Zählkammer benutzt (Siehe Unterpunkt 3.1.2 

zur genauen Beschreibung).  

Abbildung 4: Flussdiagramm zur Kultivierung von murinen Perizyten.   

 

3.1.1.2 Humane Perizyten 

Um zu klären, ob die in murinen Perizyten-Kultursystemen erhobenen Befunde auf den 

Menschen zu übertragen sind, wurden in zusätzlichen Versuchsreihen kommerziell erhältliche 

primäre humane zerebrale Gefäßperizyten (HBVP, Human Brain Vascular Pericytes, #1200 

ScienCell, San Diego, Kalifornien) eingesetzt. Für die Kultivierung der kryokonservierten 

Zellen mussten diese bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut werden. Zur Vorbereitung der 

Zellkultur wurde ein Tag vorher eine 75 cm2 Zellkulturflasche mit Poly-L-Lysin (2 µg/cm2, 
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#0403, ScienCell, San Diego, Kalifornien, USA) beschichtet und über Nacht bei 37 °C 

inkubiert. Danach wurde das Zellkulturmedium (Pericyte Growth Medium, PGM) vorbereitet, 

das in seiner Zusammensetzung dem der murinen Perizyten gleicht. Sobald die Zellen aufgetaut 

waren, wurden sie unter einer Sicherheitswerkbank steril in die beschichteten, mit Medium 

gefüllten Zellkulturflaschen transferiert. Danach wurden die Flaschen vorsichtig geschüttelt, 

um die Zellen zu verteilen. Anschließend wurden sie in den Inkubator gestellt. Am nächsten 

Tag wurde das Zellkulturmedium gewechselt. Von nun wurde an jedem zweiten Tag ein 

Mediumwechsel durchgeführt. Sobald der Boden der Zellkulturflasche zu über 50% mit Zellen 

bewachsen war, wurde das Medium täglich gewechselt.  

 

Für das Passagieren der Zellen wurden Kulturen verwendet, bei denen die Böden der Flaschen 

so gut wie lückenlos mit Zellen bedeckt waren. Erneut wurden Poly-L-Lysin beschichtete 75 

cm2 Zellkulturflaschen vorbereitet. Nach Entfernung des Zellkulturmediums wurden die Zellen 

mit Dulbeccos’s Posphate-Buffered Saline (DPBS, #0303, ScienCell, San Diego, Kalifornien, 

USA) gewaschen. Bei dem zweiten Waschvorgang wurde dem DPBS (10 ml) 2 ml einer 

Trypsin/EDTA-Lösung (0.25 %, #0103, ScienCell, San Diego, Kalifornien, USA) beigesetzt 

und die Zellen für 1-2 Minuten inkubiert. Nachdem unter einem Lichtmikroskop festgestellt 

wurde, dass die Zellen sich vom Boden gelöst hatten, wurde die Zellsuspension in ein 50 ml 

Falconröhrchen pipettiert, in das vorab 5 ml FBS gegeben worden war. Daraufhin wurde in den 

75 cm2 Zellkulturkolben 5 ml Trypsin Neutralisationslösung (TNS, Trypsin Neutralization 

Solution, #0113, ScienCell, San Diego, Kalifornien, USA) zugegeben und die gesamte 

Suspension in dasselbe 50 ml Falcon transferiert. Danach wurde der Zellkulturflasche erneut 5 

ml TNS hinzugefügt und diese Flüssigkeit abermals in das Falconröhrchen pipettiert. Nach 

diesem Vorgang sollten in der Zellkulturflasche weniger als 5 % der initial vorhandenen Zellen 

zu sehen sein. Das Falconröhrchen wurde nun zentrifugiert (für 5 min bei 1000 UPM) und das 

resultierende Zellpellet mit frischem Zellkulturmedium resuspendiert und in eine neue 

beschichtete Zellkulturflasche pipettiert. Diese wurde nun wieder inkubiert. Zur Bestimmung 

der Zellzahl im weiteren Verlauf wurde wieder eine Fuchs-Rosenthal-Zählkammer benutzt 

(Siehe Unterpunkt 3.1.2 zur genauen Beschreibung).  

 

3.1.1.3 Murine Knochenmarks-Makrophagen 

Murine Knochenmarks-Makrophagen (Engl.: bone marrow-derived macrophages, BMDM) 

(aus WT (C57BL6/n-Mäuse) und PAI-2-defiziente Mäuse (siehe Unterpunkt: 3.3.2.2) wurden 

einem in unserer Arbeitgruppe etablierten Protokoll folgend  (Hoegen et al., 2011) aus 
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Knochenmarkszellen hergestellt, die aus Femora gewonnen wurden. Dafür wurden die Mäuse 

wie oben beschrieben narkotisiert und euthanasiert. Danach wurden die Femora entnommen, 

die Knochen mit jeweils 5 ml gekühlter und steriler PBS gespült und das Knochenmark 

gesammelt. Anschließend wurden die Zellen durch ein 70µm Netz filtriert und das Filtrat 

anschließend zentrifugiert. Nach Lyse der Erythrozyten durch hypotone NaCl-Lösung wurden 

die Zellen erneut zentrifugiert und in PBS resuspendiert. Nach einer Percoll-Gradienten-

Zentrifugation konnte die obere Bande, die von mononukleären Zellen gebildet wird, 

abpipettiert und nochmals zentrifugiert werden. Daraufhin wurden die Zellen in 

Makrophagenmedium (enthält Dulbecco’s Modified Eagle’s Minimal Essential Medium 

(DMEM, #D6429 Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), 50 ng/ml (rM)-CSF 

(Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor, #300-25 Peprotech Germany, Hamburg, 

Deutschland), 10% FCS (Fetal Calf Serum, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), 10 mM 

HEPES und 10 mg/ml P/S) resuspendiert und bei 37°C und 5% CO2  im Brutschrank kultiviert.  

Nach 4 Tagen wurde das Medium ausgetauscht. Ab Tag 7 konnten die Zellen für die 

Stimulationsexperimente verwendet werden. Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Fuchs-

Rosenthal-Zählkammer benutzt (Siehe Unterpunkt 3.1.2 zur genauen Beschreibung). 

 

3.1.2 Bestimmung der Zellzahl  

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Fuchs-Rosenthal-Zählkammer verwendet. Dazu 

wurden 20 µl Zellsuspension der jeweiligen Zelltypen mit 80 µl Trypanblau-Lösung (Trypan-

Blau Lösung 0.4 %, #T8154, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) 

gemischt. Der Farbstoff Trypanblau reichert sich im Zytoplasma toter Zellen an und färbt diese 

tiefblau, während vitale Zellen den Farbstoff aus der Zelle ausschleusen; dadurch kann man im 

lichtmikroskopischen Bild vitale (erscheinen im Bild hell) von toten Zellen (erscheinen im Bild 

dunkel) unterscheiden. Nachdem die Zellsuspension in die Zählkammer gegeben wurde, wurde 

die Anzahl vitaler Zellen eines Großquadrates mittels Lichtmikroskop ermittelt und die 

Zellzahl/µl nach folgender Formel berechnet:  

 

! = 	$	 × 	&'(  

X  = Zellzahl/µl 

N  = Anzahl der gezählten Zellen in einem Großquadrat 

VF  = Verdünnungsfaktor; hier 5 bei 1:5 Verdünnung 

T = Kammertiefe 0,2 mm  
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3.1.3 Zellkulturexperimente  

3.1.3.1 Murine & humane Perizyten  

Da die Experimente der murinen und humanen Perizyten einem identischen Protokoll gefolgt 

sind, werden sie hier gemeinsam besprochen. Bevor die Experimente durchgeführt werden 

konnten, mussten die Zellen in ein sogenanntes Stimulationsmedium ausgesät werden: Dazu 

wurde das Zellpellet nach dem Passagieren, wie im Unterpunkt 3.1.1.1 beschrieben, in PGM 

und FCS (Konzentration im Medium 1 Volumenprozent) resuspendiert. Daraufhin wurde die 

Zellzahl, wie im Unterpunkt 3.1.2, beschrieben bestimmt und die Zellen in einer Konzentration 

von 200.000 Zellen pro Vertiefung (200 µl) in eine 96-Loch-Gewebekulturplatte pipettiert. 

Anschließend wurden sie für 24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert und konnten am 

nächsten Morgen für die Experimente verwendet werden.  

Um einen ersten Hinweis darauf zu erhalten, ob Perizyten an der Immunantwort bei der 

Pneumokokken-Meningitis beteiligt sein könnten, wurden die Zellen in einem ersten 

Versuchsansatz mit aufsteigenden Konzentrationen (2,5 x 106, 1 x 107, 4 x 107, 16 x 107 

koloniebildenden Einheiten pro ml (Engl.: Colony-forming units, cfu)) von Streptococcus 

pneumoniae Serotyp 2 (D39-Stamm, der uns freundlicherweise von Herrn Prof. Sven 

Hammerschmidt, Universität Greifswald, Deutschland, zur Verfügung gestellt wurde) 

stimuliert. Nach 4 Stunden wurde zur Abtötung der Bakterien P/S hinzugefügt (Konzentration 

im Medium, 1 Volumenprozent). Nach 6 Stunden wurde das Experiment beendet und der 

Zellkultur-Überstand für die Messung der LDH-Aktivität und nach folgende Zytokin-

Bestimmungen mittels ELISA (siehe unten) sowie Proteome-Profiler-Assays (siehe unten) 

verwendet.  

Als nächstes versuchten wir mit Hilfe einer Inhibitionsstrategie, mögliche PRRs zu 

identifizieren, die an der Erkennung von Pneumokokken durch Perizyten beteiligt sind. Dazu 

wurden dem Kulturmedium zusätzlich zum Streptococcus pneumoniae Serotyp 2 (D39-Stamm; 

4x107 cfu/ml) folgende Hemmstoffe beigefügt: der endosomale TLR Inhibitor Chloroquin (20 

µg/ml, #C6628, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), ein funktionsblockierender Anti-

Toll-like-Rezeptor-2-Antikörper (Anti-TLR-2, 25 µl/ml, #HM1054, Hycult Biotech, Uden, the 

Netherlands), der NF-κB Inhibitor Parthenolid (5µM, #70080, Cayman Chemical, Ann Arbor, 

Michigan, USA) und der TLR-4 Inhibitor Resatorvid (5µM, #TAK-242, Sigma-Aldrich, St. 

Louis, Missouri, USA). Zusätzlich zu den Untersuchungen zur Wirkung der einzelnen 

Hemmstoffe wurden auch Kombinationen verschiedener Hemmstoffe getestet (anti-TLR-2 

AK, Resatorvid und Chloroquin; Anti-TLR-2 und Chloroquin). Auch hier wurde nach 4 
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Stunden zur Abtötung der Bakterien P/S hinzugefügt (Konzentration im Medium, 1 

Volumenprozent). Nach 6 Stunden wurde das Experiment beendet und der Zellkultur-

Überstand für die Messung der LDH-Aktivität und für Zytokin-Bestimmungen verwendet.  

In einem dritten Versuchsansatz exponierten wir murine und humane Perizyten mit 

aufsteigenden Konzentrationen (2,5 x 106, 1 x 107, 4 x 107, 16 x 107 cfu/ml) von Streptococcus 

pneumoniae Serotyp 2 (D39-Stamm), der Pneumolysin (PLY)-defizienten isogenen Mutante 

des Serotyp 2, Serotyp 6B und Serotyp 7F. In diesem Versuch wurde dem Stimulationsmedium 

direkt bei der Aussaat P/S (Konzentration im Medium 1 Volumenprozent) hinzugegeben, um 

Unterschiede im Wachstum der Bakterien entgegenzuwirken, die zu differenten bakteriellen 

Konzentration im Medium führen und dadurch einen Vergleich zwischen den Serotypen 

unmöglich machen würden. Nach 6 Stunden wurde das Experiment beendet und der Zellkultur-

Überstand für die Messung der LDH-Aktivität und für Zytokin Bestimmungen verwendet. Alle 

Experimente wurden in Duplikaten mindestens 3 Mal durchgeführt.  

 

3.1.3.2 Knochenmarks-Makrophagen  

Am Tag 7 wurden PAI-2-defiziente und WT BMDM nach Abnahme des Mediums für 10 

Minuten in einer Akkutase Lösung inkubiert und so von der Kulturschalenoberfläche abgelöst. 

Im Anschluss wurde die Zellsuspension zentrifugiert und die Zellen in ein Stimulationsmedium 

(1% FBS, kein M-CSF) aufgenommen. Nun wurde die Zellzahl, wie im Unterpunkt 3.1.2. 

beschrieben, bestimmt und die Zellen in einer Konzentration von 200.000 Zellen pro Vertiefung 

(200 µl) in eine 96-Loch-Gewebekulturplatte pipettiert,für 24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO2 

inkubiert, und am nächsten Morgen nach einem weiteren Mediumwechsel (nun 

Stimulationsmedium: 1% FBS, kein P/s) für die Experimente verwendet.  

Um herauszufinden, inwiefern PAI-2 an der Immunantwort bei der Pneumokokken-Meningitis 

beteiligt sein könnte, wurden PAI-2-defiziente und WT BMDM mit aufsteigenden 

Konzentrationen (103, 104, 105, 106, 107 cfu/ml) von S. pneumoniae Serotyp 2 (D39-Stamm) 

stimuliert. Nach 4 Stunden wurde zur Abtötung der Bakterien Ceftriaxon (100 µg/ml, Hikma 

Pharma, Martinsried, Deutschland) hinzugefügt. Nach insgesamt 24 Stunden wurde das 

Experiment beendet und der Zellkultur-Überstand für die Messung der LDH-Aktivität und die 

Zytokin- und PAI-2-Bestimmungen verwendet bzw. weggefroren. Außerdem wurden 

Ribonukleinsäuren (Engl.: Ribonucleic acid, RNA) von infizierten und nicht-infizierten PAI-

2-defizienten und WT BMDM isoliert und für RT-PCR-Analysen ausgewählter Oberflächen- 

und Phänotypmarker für Makrophagen sowie von PAI-2 verwendet (Siehe Unterpunkt 3.1.5). 

Alle Experimente wurden in dreifacher Ausführung durchgeführt und drei Mal wiederholt. 
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3.1.4 Messparameter  

3.1.4.1 LDH-Aktivität  

Die Zellvitalität wurde mithilfe des „LDH Cytotoxicity Assay Kit II“ (Biovision Research 

Products, Mountain View, USA) untersucht. Bei diesem Test wird die extrazelluläre 

Konzentration der Laktatdehydrogenase (LDH) analysiert, eines Enzyms, das konstitutiv im 

Zytoplasma von Zellen zu finden ist. Bei Schäden an der Plasmamembran der Zelle und beim 

Zelltod wird LDH freigesetzt. Zur Quantifizierung der Zellvitalität kann mithilfe des Kits eine 

biologische Reaktion von LDH genutzt werden. Das freigesetzte LDH katalysiert die Oxidation 

von Laktat zu Pyruvat und die Umwandlung von NAD+ zu NADH/H+. Daraufhin wird ein 

Tetrazolium-Salz-Substrat (wasserlösliches Tetrazolium-Salz; WST) hinzugegeben, das in 

Gegenwart von NADH/H+ in einen gelben Farbstoff umgewandelt wird. Dessen Absorption 

kann spekrophotometrisch gemessen werden und korreliert mit der Anzahl der lysierten Zellen.  

 

Wie oben erwähnt wurde die LDH-Aktivität mit Hilfe des „LDH Cytotoxicity Assay Kit II“ 

bestimmt. Dazu wurden die jeweiligen Zellkulturplatten nach Beendigung des Experiments 

zentrifugiert (für 5min bei 1200 UPM). Daraufhin wurden jeweils 10 µl des Überstandes in die 

Vertiefungen einer 96-Loch-Platte pipettiert. Nach Zugabe von 100 µl einer 

Reaktionsmischung, die aus dem WST-Substrat und LDH-Assay-Puffer bestand, wurde die 

Suspension 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Schließlich wurde die Absorption bei 450 

nm und einer Referenzwellenlänge von 650 nm mit einem Mikroplattenleser gemessen. Als 

Hintergrundkontrollen wurden reines Zellkulturmedium (Negativkontrolle) und mit Triton X-

100 (t-Octylphenoxypolyethoxyethanol, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland) lysierte Zellen (Positivkontrolle) verwendet. Die Zytotoxizität wurde durch die 

jeweilige optische Dichte (optical density, OD) beschrieben.  

 

Dopt = lg Io/I 

Io   = einfallende Lichtintensität  

I = durchgelassene Lichtintensität  

 

3.1.4.2 Messung der Zytokinproduktion und PAI-2 Freisetzung mittels ELISA 
Zur Messung der Zytokinproduktion der Zellen wurden „Mouse-“ bzw. „Human ELISA Kits“ 

von R&D Systems (Minneapolis, Minnesota) verwendet. Zur Messung der PAI-2 Freisetzung 
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wurde ein „Mouse ELISA Kit“ von Fine Test (Wuhan, Hubei, China) benutzt. Der ELISA ist 

eine immunologische Methode, die dem Nachweis bestimmter Moleküle dient. 

Die Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)-Kits wurden entsprechend der Anleitung 

der  Hersteller verwendet. Am jeweiligen Versuchsende wurden die Zellkulturplatten 

zentrifugiert (für 5 min bei 1200 UPM und 5°C). Daraufhin wurde der Zellkulturüberstand in 

eine neue 96-Loch-Platte transferiert und bis zur weiteren Verwendung bei -30 °C eingefroren.  

In einem ersten Schritt wurde eine 96-Loch-Platte mit einem primären Antikörper über Nacht 

beschichtet. Am nächsten Morgen wurde die Platte 3 mal mit einer Waschpufferlösung 

gewaschen. Im Anschluss wurden die zu untersuchenden Proben sowie eine Verdünnungsreihe 

des Standards in die 96-Loch-Platte pipettiert. Letztere diente der späteren Berechnung der 

Zytokin-Konzentrationen der Proben. Nach einer 2-stündigen Inkubation bei Raumtemperatur 

und einem erneuten Waschvorgang wurde ein Biotin-gekoppelter sekundärer Antikörper in der 

vorgegebenen Konzentration hinzugeben und die Platte abermals für 2 Stunden bei 

Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Platte erneut gewaschen und das mit Avidin 

konjugierte HRP hinzu pipettiert. Dieses musste 20 Minuten bei Raumtemperatur einwirken. 

Nach einem erneuten Waschvorgang wurde ein Farbsubstrat, bestehend aus H2O2 und 

Tetramethylbenzidin, hinzugegeben und für 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die 

durch die HRP vermittelte Umwandlung des Farbstoffsubstrats wurde abschließend durch 

Zugabe von H2SO4 gestoppt. Anschließend wurde die Farbintensität der Proben mittels 

Mikroplattenleser bei einem Absorptionsmaximum von 450 nm und einer Referenzwellenlänge 

von 630 nm gemessen. Zur Auswertung konnte mithilfe einer Standardkurve aus den 

gemessenen optischen Dichten der Proben die Zytokin- und PAI-2 Konzentrationen berechnet 

werden.  

 

3.1.4.3 Messung der Zytokinproduktion mittels Proteom Profiler Assay  
Zur Messung der Zytokinproduktion von murinen und humanen Perizyten verwendeten wir 

Proteom Profiler Assays (Muriner Proteom Profiler Array ARY006 von R&D Systems und 

Humaner C3 Array von Raybiotech). Mit einem Proteom Profiler Array Kit können multiple 

Zytokine gleichzeitig nachgewiesen werden. Das Prinzip ist ein membranbasierter Sandwich-

Immunoassay. Zunächst werden alle Reagenzien und Proben gemäß Anleitung vorbereitet. 

Dann wird der Array-Puffer in eine 4-Well-Platte pipettiert, um als Blockpuffer zu dienen. Die 

Membranen werden aus den Schutzblättern entfernt und in die 4-Well-Platte gelegt, gefolgt von 

einer einstündigen Inkubation auf einer Wippschüttelplattform. Währenddessen werden die 

Proben vorbereitet. Zu den Proben werden dann die Maus/Humanen-Zytokin-Array-
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Detektions-Antikörper hinzugefügt und eine weitere einstündige Inkubation bei 

Raumtemperatur durchgeführt. Anschließend wird der Puffer aus der 4-Well-Platte entfernt und 

durch die vorbereiteten Proben/Antikörper-Mischungen ersetzt. Die 4-Well-Platte wird über 

Nacht bei 2-8 °C auf einer Wippschüttelplattform inkubiert. Danach werden die Membranen in 

individuellen Behältern mit Waschpuffer gewaschen und anschließend weitere Waschschritte 

durchgeführt. Verdünntes Streptavidin-HRP wird zu den Vertiefungen der Multischale 

gegeben, gefolgt von einer weiteren Inkubation und erneutem Waschen der Membranen. Dann 

wird das Reagenzgemisch auf die Membranen pipettiert und eine einminütige Inkubation 

durchgeführt. Schließlich werden die Membranen mit einer Plastikfolie bedeckt und mitttels 

verstärkter Chemilumineszenz (Femtomax-110; Rockland, USA) mit einem UVP Chemidoc-

IT Imaging System (UVP, UK) sichtbar gemacht. Die Bilder wurden mit der Software ImageJ 

(NIH, USA) ausgewertet. 

 

3.1.5 RT-qPCR-Analysen von Knochenmarks-Makrophagen  

Zur Messung der Expression von Makrophagen Oberflächenmarker (CX3CR1, ITGAM 

(CD11b), MRC1 (CD206), CD36), Makrophagen Phänotypmarker (iNOS, ARG1), sowie PAI-

2, wurde sowohl von infizierten als auch nicht infizierten PAI-2-defizienten und WT BMDM 

RNA isoliert (AurumTM Total RNA Mini Kit, #732-6820, BioRad, Hercules, Kalifornien) und 

mittels Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) und quantitativer 

Echtzeit-PCR (Engl.: Real-time quantitative PCR, qPCR) (iScriptTM gDNA Clear cDNA 

Synthesis Kit, #172-5034, BioRad, Hercules, Kalifornien) (unter Verwendung von 

kommerziell erhältlichen PrimePCRTM Primer Pärchen von BioRad, Hercules, Kalifornien) 

analysiert. Die RT-PCR ist ein Verfahren, mit welchem man RNA vervielfältigen kann, um 

somit die mRNA-Genexpression von Zellen zu analysieren (Bachman, 2013). Dabei nutzt man 

als Enzym die Reverse Transkriptase, welche vorerst RNA in cDNA (Engl.: complementary 

DNA) umschreibt. Nachträglich kann nun die cDNA durch die PCR amplifiziert werden. Zur 

Quantifizierung der DNA verwendeten wir die qPCR, bei der die PCR-Produkte während der 

Amplifikation durch Fluoreszenzmessungen in Echtzeit nachgewiesen werden (Singh & Roy-

Chowdhuri, 2016). 

Zur RNA-Isolierung verwendeten wir das AurumTM Total RNA Mini Kit nach 

Herstellerangaben. Nach Ablösen der Zellen aus den Zellkulturplatten wurden diese zusammen 

mit PBS und Lyse-Lösung in ein Gefäß gegeben und durch 12-maliges auf und ab Pipettieren 

gemischt. Anschließend wird 70% Ethanol zugegeben und erneut gemischt. Die Lysatlösung 

wird in ein 2 ml-Röhrchen ohne Kappe übertragen und zentrifugiert, um das Filtrat zu 



Material und Methoden 

    28 

entfernen. Nach Zugabe einer Niedrigstringenz-Waschlösung wird erneut zentrifugiert und das 

Filtrat verworfen. Eine verdünnte DNase-Lösung wird dem Lysat zugefügt und für 15 Minuten 

bei Raumtemperatur inkubiert, bevor erneut zentrifugiert wird, um das Filtrat zu entfernen. 

Anschließend wird eine Lösung für die Hochstringenz-Wäsche hinzugefügt, zentrifugiert und 

das Filtrat verworfen. Eine weitere Niedrigstringenz-Waschlösung wird zugegeben, 

zentrifugiert und das Filtrat entsorgt. Nach einer zusätzlichen Zentrifugation für 1 Minute wird 

die RNA-Bindungssäule in ein 1,5 ml-Röhrchen mit Kappe überführt. Eine Lösung zur Elution 

bei 70°C wird auf den Membranstapel gegeben, inkubiert und dann für 2 Minuten zentrifugiert, 

um die Elution durchzuführen. Um die nun isolierte RNA in cDNA umzuschreiben, wurde das  

iScriptTM gDNA Clear cDNA Synthesis Kit nach Herstellerangaben verwendet. Der Vorgang 

beginnt mit der Vorbereitung des DNase-Mastermixes. Anschließend wird der DNase-

Mastermix zu den RNA-Proben gegeben und bei 25°C für 5 Minuten inkubiert, gefolgt von 

einer Inkubation bei 75°C für weitere 5 Minuten. Danach wird der iScript-Reverse-

Transkriptase-Supermix zu den DNase-behandelten RNA-Proben gegeben und erneut 

inkubiert. Zuerst bei 25°C für 5 Minuten, dann bei 46°C für 20 Minuten und schließlich bei 

95°C für 1 Minute. Die nun generierte cDNA wurde unter Verwendung von kommerziell 

erhältlichen PrimePCRTM Primer Pärchen mittels qPCR amplifiziert und durch 

Fluoreszenzmessungen in Echtzeit nachgewiesen. Die quantitative PCR (qPCR) wurde auf 

einem qTower3 Real-Time PCR Detection System (Analytik Jena) durchgeführt.  

 

3.2 Zebrafischmodell der Pneumokokken-Meningitis 
3.2.1 Zebrafischlinien und Haltung  
Ausgewachsene Wildtyp (WT)-Zebrafische der Linie Tüpfel long fin (Früher: Tübingen long 

fin) und TgBAC(pdgfrb:EGFP/Tg(flila:Myr-mCherry) (TG)-Zebrafische (die TG 

Zebrafischeier wurden uns freundlicherweise von Naoki Mochizuki and Shigetomo Fukuhara, 

Osaka, Japan, zur Verfügung gestellt) wurden, wie zuvor beschrieben, bei 26°C in belüfteten 

5-Liter-Behältern mit einem 10/14 Stunden Hell/Dunkel Zyklus gehalten (Chi et al., 2008; 

Ellett et al., 2011; Renshaw et al., 2006). Die Zebrafischeier wurden innerhalb der ersten Stunde 

nach der Befruchtung (Engl.: hours post fertilization, hpf) entnommen und dann bei 28°C in 

E3-Medium (5,0 mM NaCl, 0,17 mM KCL, 0,33 mM CaCl-2H2O, 0,33 mM MgCl2-7H2O, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri) gehalten. 24 hpf wurden die Embryos mechanisch mittels 

Pinzette dechorionisiert. Alle Verfahren, die Zebrafisch Embryos involvierten, entsprachen den 

örtlichen (Niederlande) Tierschutzbestimmungen. 
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Abbildung 5: 24 Stunden alter Zebrafisch Embryo. Der Maßstabsbalken zeigt 100 μm Länge an.  
 

3.2.2 Infektion  
2 Tage nach der Befruchtung (Engl.: days post fertilization, dpf) wurden die Embryos zunächst 

mittels 0,02 % (w/v) gepuffertem 3-Aminobenzoesäuremethylester (pH 7,0, Tricaine #A5040, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri) narkotisiert. Daraufhin wurden die Zebrafisch- Embryos 

einzeln durch Mikroinjektion mit 1 nl S. pneumoniae Serotyp 2 (D39-Stamm)-Lösung 

(verdünnt in 1:4 verdünnter Phenolrot-Lösung [#P0290, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri]) 

in den Hinterhirnventrikel infiziert (Benard et al., 2012). Kontrollen wurden mit 1 nl 1:4 

verdünnter Phenolrot-Lösung injiziert (Abbildung 6, 7), wobei in jeder Gruppe 20 Embryos 

pro Well einzeln injiziert wurden. Nach der Infektion wurden die Zebrafisch Embryos in 6-

Well-Platten bei 28 °C gehalten. Die Anzahl der cfu pro Injektion wurde durch quantitative 

Ausplattierung des Injektionsvolumens bestimmt. Wir bestimmten die Sterblichkeitsrate, 

indem wir die Anzahl lebender (Herzschlag vorhanden) und toter Embryos (Kein Herzschlag 

vorhanden) zu festgelegten Zeitpunkten (24, 48, 72 Stunden nach der Injektion) ermittelten. 

Alle Experimente wurden in dreifacher Ausführung durchgeführt. 
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Abbildung 6: Versuchsaufbau und Protokoll für das Zebrafischmodell der Pneumokokken-Meningitis.  

Abbildung 7: Ein 3 Tage alter Zebrafisch-Embryo (Aufsicht (A) und Seitenansicht (B)) nach Injektion von 

Phenolrot. Der Maßstabsbalken zeigt 1 mm Länge an. 

 

3.2.3 Perizytendepletion im Zebrafischmodell 
Zur Reduktion der Perizytenpopulation in WT und TG Zebrafisch Embryos verwendeten wir 

eine von Ando et al. etablierte Medthode, nämlich eine Behandlung mit dem PDGFRb-Inhibitor 

AG1296 (#ab141170, Abcam, Cambridge, Vereinigtes Königreich) (Ando et al., 2016). Dem 

Haltemedium (E3-Medium) von Kontroll- und infizierten Zebrafisch Embryos wurde dafür ab 

dem dritten Tag (Infektionstag) entweder der genannte PDGFRb Inhibitor AG1296 (verdünnt 
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Tag 2
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in DMSO, 20 µM) oder aber als Placebo DMSO (20 µM, #8418, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

Missouri, USA)  hinzugefügt (Abbildung 8). 

 

3.2.4 Experimentelle Gruppen  
Die folgenden Versuchsgruppen wurden untersucht (Abbildung 8):  

1)  WT und TG Zebrafische, die mit 1 nl 1:4 verdünnter Phenolrot-Lösung in den 

Hinterhirnventrikel injiziert und mit DMSO behandelt wurden (Kontrollen mit Placebo 

behandelt; n = 20 pro Experiment); 

2)  WT und TG Zebrafische, die mit 1 nl 1: 4 verdünnter Phenolrot-Lösung injiziert und 

mit dem PDGFRb-Inhibitor AG1296 behandelt wurden (Kontrollen mit Inhibitor 

behandelt; n = 20 pro Experiment);  

3)  WT und TG Zebrafische, die in den Hinterhirnventrikel mit 1 nl von S. pneumoniae 

(verdünnt in 1:4 verdünnter Phenolrot-Lösung) injiziert und mit DMSO behandelt 

wurden (Placebo-Gruppe, n = 20 pro Experiment);  

4)  WT und TG Zebrafische, denen 1 nl S. pneumoniae (verdünnt in 1:4 verdünnter 

Phenolrot-Lösung) in den Hinterhirnventrikel injiziert und die mit dem PDGFRb-

Inhibitor AG1296 behandelt wurden (Inhibitor-Gruppe, n = 20 pro Experiment).  

Im Rahmen der Analysen für die Fluoreszenz-Mikroskopie wurden zusätzliche 

Versuchsgruppen gebildet. Zur Evaluierung des Effektes des Inhibitors AG1296:  

1)  TG Zebrafische, die mit 1 nl 1:4 verdünnter Phenolrot-Lösung in den 

Hinterhirnventrikel injiziert und mit DMSO behandelt wurden (n = 4);  

2)  TG Zebrafische, die mit 1 nl 1: 4 verdünnter Phenolrot-Lösung injiziert und mit dem 

PDGFRb-Inhibitor AG1296 behandelt wurden (n = 4).  

Zur Analyse der Verteilung der Perizyten auf den zerebralen Gefäßen im Verlauf der S. 

pneumoniae-Infektion:  

1)  TG Zebrafische, die mit 1 nl 1:4 verdünnter Phenolrot-Lösung in den 

Hinterhirnventrikel injiziert wurden (n = 5);  
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2)  TG Zebrafische, denen 1 nl S. pneumoniae (verdünnt in 1:4 verdünnter Phenolrot-

Lösung) in den Hinterhirnventrikel injiziert wurden (n = 5).  

Abbildung 8: Experimentelle Gruppen und Versuchsaufbau der Perizytendepletion im Zebrafischmodell.  

 

3.2.5 Histopathologische Analyse  
Für die histopathologische Analyse wurden Zebrafisch Embryos, aus jeder der oben genannten 

Gruppen in 4 % Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) in PBS fixiert, in 

Paraffin eingebettet und sagittal in 4 µm dicke Scheiben geschnitten. Die Schnitte wurden auf 

StarFrost-Objektträger aufgetragen und mit Hämatoxylin und Eosin gefärbt. Die gefärbten 

Objektträger wurden mit einem Menari D-SIGHT Fluo-Scanner (Florenz, Italien) bei 100-

facher Vergrößerung mit Ölimmersion für die histopathologische Beurteilung gescannt. 

 

3.2.6 Fluoreszenz Mikroskopie  
Damit die Zebrafisch Embryos auch zu einem späteren Zeitpunkt noch transparent bleiben und 

keine Pigmentflecken ausbilden, wurden alle Zebrafische für die Fluoreszenz Mikroskopie der 

oben genannten Gruppen ab 12 hpf und dann jeden Tag bis 48 hpi mit N-Phenylthiourea (PTU, 

200µM, #103-85-5, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) behandelt. 48 hpi wurden die 

Zebrafisch Embryos entnommen und 2 Stunden lang in 4 % Paraformaldehyd in PBS fixiert. 

Anschließend wurden die Embryos mit PBS gewaschen und für maximal einen Tag im 

Kühlschrank aufbewahrt. Für eine optimale Bildgebung wurden die Embryos in 1,5 % 
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niedrigschmelzender Agarose (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), die in PBS gelöst 

war, in einer offenen, unbeschichteten 8-Well-Mikroskopie-µ-Slide (http://ibidi.com) 

eingebettet. Bilder wurden mit einem Leica TCS SP8 Konfokalmikroskop (Wetzlar, 

Deutschland) erstellt und anschließend mit der Leica Application Suite X und der Software 

ImageJ bearbeitet, insbesondere für Helligkeits-/Kontrastverbesserungen und die Erstellung 

zusammengesetzter Bilder. 

 

3.3  Mausmodell der Pneumokokken-Meningitis 
3.3.1 Versuchsablauf  
Wir verwendeten ein bereits gut charakterisiertes Mausmodell der Pneumokokken-Meningitis 

(Hoegen et al., 2011). Zu Versuchsbeginn wurden die Mäuse gewogen, klinisch bewertet, die 

Temperatur gemessen und das Erkundungsverhalten mittels Open-Field-Test (OFT) (Gould et 

al., 2009) evaluiert. Die klinische Bewertung umfasste einen Balkengangtest (Carter et al., 

2001), einen Haltungsreflextest (Vidal et al., 2004), das Vorhandensein/Fehlen von Fell- und 

Vigilanzveränderungen,  sowie von Krampfanfällen. Die maximale klinische Punktzahl war 13, 

hinweisend für schwerer erkrankte Mäuse, die aus Gründen des Tierschutzes euthanasiert 

werden mussten, während eine Punktzahl von 0 für gesunde Mäuse stand. Nach einer initialen 

klinischen Beurteilung wurde den Mäusen subkutan Buprenorphin zur Analgesie appliziert. 

Eine Stunde später wurde eine bakterielle Meningitis durch intrazisternale Injektion von 15 µl 

von 107 cfu/ml S. pneumoniae Typ 2 (D39-Stamm) unter einer Kurzzeitanästhesie mit Isofluran 

ausgelöst. Um den Tod durch eine überschießende bakterielle Infektion zu verhindern, wurden 

die Mäuse nach 18 Stunden (im Rahmen der Perizyten Untersuchungen) bzw. nach 24 Stunden 

(im PAI-2-Projekt) mit Ceftriaxon behandelt, klinisch bewertet und anschließend für weitere 

24 Stunden (insgesamt 42 Stunden im Perizyten-Projekt bzw. 48 Stunden im PAI2-Projekt) 

beobachtet. Am Ende der Versuche wurden die Tiere jeweils erneut klinisch untersucht.  

Danach wurden die Mäuse mit Ketamin/Xylazin (Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg, 

Deutschland, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) betäubt, und es wurde ein Katheter in 

die Zisterna magna eingeführt, um Liquorproben für die Bestimmung der weißen 

Blutkörperchen (Engl.: White blood cell, WBC) und ggf. zusätzlich PAI-2 zu gewinnen. Es 

wurden überdies Blutproben entnommen, um den Bakterientiter zu bestimmen. Anschließend 

wurden die Tiere transkardial mit eiskalter heparinisierter PBS perfundiert. Das Kleinhirn 

wurde zerkleinert und zur Bestimmung des Bakterientiters in 1 ml sterilem PBS homogenisiert. 

Die Kleinhirnhomogenate wurden seriell verdünnt, auf Blutagarplatten aufgetragen und 24 

Stunden lang kultiviert, bevor die KBE (Kolonien-bildende Einheiten) gezählt wurden.  
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Zusätzlich wurden im Rahmen des Perizyten-Projekts IL-6 sowie die 

Hirnalbuminkonzentration und bei den Untersuchunegn zur Rolle von PAI-2 die 

Konzentrationen von  C5a, IL-10 und IL-1β in homogenisierten Gehirnen mittels ELISA (Kit 

von R&D Systems, Minneapolis, Minnesota) gemäß den Anweisungen des Herstellers 

bestimmt. Um die Anzahl und Fläche intrazerebraler Blutungen zu erfassen, wurden 

tiefgefrorene Mäusehirne in der Frontalebene in 10 μm dicke Scheiben geschnitten. Beginnend 

am rostralen Ende der Seitenventrikel wurden in Abständen von 0,3 mm (durch das gesamte 

Ventrikelsystem) insgesamt zehn Schnitte mit einer Digitalkamera aufgenommen und 

anschließend die Blutungsanzahl und - in ausgewählten Experimenten - die Blutungsfläche mit 

Hilfe der Software ImageJ (https://imagej.net/ij/index.html) ermittelt. 

 

3.3.2 Versuchstiere  

3.3.2.1 Genetische Depletion von Perizyten in Mäusen  
Zur Erzeugung von konditionalen Knockout-Mäusen wurde ein mit Östrogenrezeptoren-

gekoppeltes Cre/loxP-System verwendet, das eine zellspezifische und zeitlich definierte 

(temporäre) Depletion spezifischer Zellen ermöglichte (Feil et al., 2009). Die Zellspezifität 

wird dadurch erreicht, dass die CreER-Rekombinase gemeinsam mit einem zellspezifischen 

Promotor für Perizyten und zwar PDGFRb in das Genom der Mäuse eingebracht wird („Cre 

Mäuse“, welche die Cre ERT2 Rekombinase unter Kontrolle von PDGFRb exprimieren; JAX 

Stock # 030201) (Gerl et al., 2015). Indem man die CreER Rekombinase mit einer modifzierten 

Ligandenbindungsdomäne von Östrogenrezeptoren, welche Tamoxifen, jedoch, kein 

endogenes Östrogen identifizieren, koppelt, ist eine zeitliche Induzierbarkeit möglich. Diese 

PDGFRb-cre/ERT2 Mäuse („Cre Mäuse“) wurden mit ROSA26-dTomato-DTA Mäusen 

gekreuzt. In das Genom von ROSA26-dTomato-DTA Mäusen wurde „gefloxtes“ und damit 

inaktives Diphterie Toxin Subunit A (DTA)  eingebracht (Genabschnitt, JAX Stock #010527) 

(Ivanova et al., 2005). Die gekreuten Mäuse (PDGFRb-iDTA) wurden 3 Tage lang alle 24 

Stunden mit 75 mg Tamoxifen (#T5648, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri) pro Kg 

Körpergewicht behandelt. Tamoxifen induziert die CreER-Rekombinase in den entsprechenden 

Zellen (PDGRFb-positiven Zellen), diese erkennt das „gefloxte“ Gensegment und exzidiert es. 

Das daraufhin nun freigewordene Diphterie-Toxin tötet dann die PDGFRb-positiven Zellen 

spezifisch ab (Kalin et al., 2021). Als WT wurden männliche C57BL6 Mäuse verwendet und 

Maisöl als Kontrollsubstanz.  

 

https://imagej.net/ij/index.html
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3.3.2.2 PAI-2-defiziente Mäuse 
Für die Untersuchungen der Rolle von PAI-2 bei der Pneumokokken-Meningitis nutzten wir 

männliche C57BL6 WT Mäuse und Serpinb2-Knockout-Mäuse. Die Serpinb2-defizienten 

Mäuse wurden über mehr als 10 Generationen auf den C57BL6-Hintergrund rückgekreuzt und 

uns freundlicherweise von Prof. Carsten Kirschning (Institut für medizinische Mikrobiologie, 

Universitätsklinikum Essen) zur Verfügung gestellt.   

 

3.3.3 Experimentelle Gruppen  

3.3.3.1 Experimentelle Gruppen im Rahmen der Untersuchungen zur Rolle der 
Perizyten  

Die folgenden experimentellen Gruppen wurden untersucht:  

1) C57BL6 WT Mäuse, die mit 15 µl PBS intrazisternal injiziert wurden (Kontrollen; n = 

4);  

2) C57BL6 WT Mäuse, die mit 15 µl S. pneumoniae intrazisternal injiziert und mit Maisöl 

(Trägerlösung von Tamoxifen) behandelt wurden (n = 11);  

3)  C57BL6 WT Mäuse, die mit 15 µl S. pneumoniae intrazisternal injiziert und mit 

Tamoxifen behandelt wurden (n = 11);  

4)  PDGFRb-iDTA Mäuse, die mit 15 µl S. pneumoniae intrazisternal injiziert und mit 

Maisöl behandelt wurden (n = 11);  

5)  PDGFRb-iDTA Mäuse, die mit 15 µl S. pneumoniae intrazisternal injiziert und mit 

Tamoxifen behandelt wurden (n = 12).  

Für weitere Untersuchungen wurden zusätzliche Versuchsgruppen gebildet. Für die 

immunhistochemischen und transkriptomischen Analysen wurden Hirne von Mäusen am Ende 

der 42 Stunden verwendet. Die Transkriptomanalysen wurden mit Hilfe eines sogenannten 

„custom-made“ PrimePCR™ SYBR® Green-Array durchgeführt, der die Analyse der 

Expression von 25 verschiedenen Zytokinen und –rezeptoren ermöglichte (siehe auch Punkt 

4.3.5.). Als Probenmaterial wurde gepoolte RNA von jeweils 4 Mäusen verwendet (in zwei 

Analyseansätzen).  Die Messung der Evans-Blue Konzentration wurde nach 24 Stunden 

Versuchszeit mit nicht infizierten Kontrollen, infizierten PDGFRb-iDTA Mäusen, die mit 

Maisöl behandelt wurden, und infizierten PDGFRb-iDTA Mäusen, die mit Tamoxifen 

behandelt wurden durchgeführt (jeweils n = 4). 
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3.3.3.2 Experimentelle Gruppen im Rahmen der Untersuchungen zur Rolle von PAI-2 
Die folgenden experimentellen Gruppen wurden untersucht:  

1)  C57BL6 WT Mäuse, die mit 15 µl PBS intrazisternal injiziert wurden (Kontrollen; n = 

4 (24 Stunden nach Infektion untersucht); n = 6 (48 Stunden nach Infektion untersucht));  

2)  C57BL6 WT Mäuse, die mit 15 µl 107 KBE/ml S. pneumoniae intrazisternal injiziert 

wurden (n = 9 (24 Stunden nach Infektion untersucht); n = 8 (48 Stunden nach Infektion 

untersucht);  

3)  Serpinb2-defiziente Mäuse, die mit 15 µl 107 KBE/ml S. pneumoniae intrazisternal 

injiziert wurden (n = 9 (24 Stunden nach Infektion untersucht); n = 12 (48 Stunden nach 

Infektion untersucht). 

Zur Analyse der PAI-2 Proteinkonzentrationen im Liquor und Plasma von Mäusen im Verlauf 

der Krankheit wurden zusätzliche Versuchsgruppen durchgeführt, nämlich nicht infizierte 

Kontrollen (n = 5) und infizierte WT Mäuse, bei denen 24 oder 48 Stunden nach Infektion die 

Probenentnahme erfolgte (n = 12 in jeder Gruppe). 

 

3.3.4 Immunhistochemische Untersuchungen von Maushirnschnitten  

3.3.4.1 Immunhistochemische Analysen im Perizyten-Projekt 
Zehn µm dicke koronare Hirnschnitte, die die Seitenventrikel und das Hippocampusgewebe 

enthielten, wurden entweder mit einem monoklonalen Ratten-Anti-Maus-Antikörper gegen 

PDGFRb (AF1042, R&D Systems, 1:80), CD13 (MCA2183GA, Bio-Rad, 1:100) oder den 

Fibroblastenmarker ER-TR7 (sc-73355, Santa Cruz, 1:80) sowie den entsprechenden 

sekundären Antikörpern und Chromogenen gefärbt (alle von Vector Laboratories, Burlingame, 

USA). Nach Gegenfärbung mit Hämatoxylin wurden die Gewebeschnitte mit einem Olympus 

BX-51 Lichtmikroskop betrachtet und Bilder mit einer gekühlten Moticam 5000 Videokamera 

aufgenommen, die an einen PC mit der Bildverarbeitungssoftware Image Plus 3.0 

angeschlossen war. 

 

3.3.4.2 Immunhistochemische Analysen im PAI-2 Projekt 
Die Gehirne von nicht infizierten und infizierten WT und Serpinb2-defizienten Mäusen wurden 

in 10% Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet und 7 μm große Gewebeschnitte angefertigt. 

Die Hirnschnitte wurden mit primären Antikörpern gegen PAI-2 (Verdünnung 1:100, 

#ab137588, Abcam, Cambridge, Vereinigtes Königreich) und MRP-14 (Verdünnung 1:2000, 

Invitrogen Antibodies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts) einem Marker für 
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neutrophile Granulozyten, sowie den entsprechenden sekundären Antikörpern und 

Chromogenen gefärbt. Nach Gegenfärbung mit Hämatoxylin wurden die Gewebeschnitte mit 

einem Olympus BX-51 Lichtmikroskop untersucht und Bilder mit einer gekühlten Moticam 

5000 Videokamera aufgenommen, die an einen PC mit der Bildverarbeitungssoftware Image 

Plus 3.0 angeschlossen war. 

 

3.3.5 mRNA Expressionsprofil von PDGFRb-iDTA Mäusen 

Um ein zerebrales Genexpressionsprofil von PDGFRb-iDTA Mäusen zu erstellen, isolierten 

wir RNA aus homogenisierten Maushirnen von nicht infizierten Kontrollen, infizierten 

PDGFRb-iDTA Mäusen, die mit Maisöl behandelt wurden, und infizierten PDGFRb-iDTA 

Mäusen, die mit Tamoxifen behandelt wurden (jeweils n = 4) (AurumTM Total RNA Mini Kit, 

#732-6820, BioRad, Hercules, Kalifornien) und führten einen PrimePCRTM Array (iScriptTM 

gDNA Clear cDNA Synthesis Kit, #172-5034, BioRad, Hercules, Kalifornien) gemäß den 

Anweisungen des Herstellers durch (Zur detaillierten Beschreibung siehe 3.1.5). Die 

quantitative PCR (qPCR) wurde auf einem qTower3 Real-Time PCR Detection System 

(Analytikjena) unter Verwendung des SsoAdvanced Universal Probes Supermix (Bio-Rad, 

1725280) und PrimePCR™ SYBR® Green Assays sowie eines speziell angefertigten 

PrimePCR™ SYBR® Green Arrays durchgeführt, der 25 Entzündungsfaktoren (Zytokine und 

Chemokine) und Zelloberflächenmarker sowie 2 verschiedene Hauskeeping-Gene enthält. 

GAPDH wurde als Referenzgen verwendet (Tabelle 1). Der maßgeschneiderte Array wurde in 

zweifacher Ausführung mit gepoolter cDNA von jeweils 4 Mäusen pro Gruppe durchgeführt. 

 

 

 
 



Material und Methoden 

    38 

Tabelle  1: Liste der Faktoren auf dem angepassten PrimePCR Array  

 
3.3.6 Quantifizierung der Blut-Hirn-Schranken Permeabilität mittels Evans-Blau  
Zur genaueren Beurteilung der Blut-Hirn-Schranken Permeabilität verwendeten wir zusätzlich 

zur Messung der Albuminkonzentration im Gehirn eine etablierte Evans-Blau-Extravasations-

Methode. Die fluorometrische Bestimmung von Evans-Blau im perfundierten Gewebe ist eine 

häufig verwendete Methode, um vaskuläre Proteinlecks zu quantifizieren (Manaenko et al., 

2011; Uyama et al., 1988). Dafür wurden nicht infizierte Kontrollen, infizierte PDGFRb-iDTA 

Mäuse, die mit Maisöl behandelt wurden, und infizierte PDGFRb-iDTA Mäuse, die mit 

Tamoxifen behandelt wurden (jeweils n = 4) mit einer 2%-Lösung von Evans Blue (EB) in PBS 

intraperitoneal injiziert und diese wurde 2 Stunden lang zirkulieren gelassen.  

Daraufhin wurden Blutproben durch eine kardiale Punktion  gewonnen. In der Folge wurden 

die Mäuse unter Punkt 3.3.1 beschrieben perfundiert und anschließend die Gehirne entnommen; 

diese wurden in 1 ml PBS homogenisiert und zentrifugiert. Die Überstände wurden aufgefangen 

Tabelle: Liste der Proteine auf dem angepassten PrimePCR Array 

 

Gencode Protein 

Aim2 AIM2, absent in melanom 2 

Anpep aminopepidase N, CD13, etc. 

Arg1 arginase 1 

Casp1 CASP1, caspase 1 

Ccl2 CCL2 , C-C motif chemokine 2 

Cd163 CD163, scavenger receptor cysteine-rich type 1 protein M130 

Cd36 CD36, platelet glycoprotein 4, etc. 

Col1A1 Col1A1, collagen alpha 1 chain 

Cxcl1 CXCL1, growth-regulated alpha protein, C-X-C motif chemokine 1 

Cxcl2 CXCL2, C-X-C motif chemokine 2, growth-regulated protein beta 

Gfap GFAP, glial fibrillary acidic protein 

Il10 IL-10, interleukin-10 

Il18 IL-18, interleukin-18 

Il1b IL-1b, interleukin-1beta 

Il6 IL-6, interleukin-6 

Itgam ITGAM, integrin subunit alpha M, CD11B 

Mrc1 MRC1, macrophage mannose receptor 1, CD206 

Nanos2 NOS2, nitric oxide synthase 2 

Nefl NEFL, neurofilament light polypeptide 

Nlrp3 NLRP3, NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3 

Pdgfra PDGFRa, platelet-derived growth factor receptor alpha 

Pdgfrb PDGFRb, platelet-derived growth factor receptor alpha 

Tlr13 TLR13, Toll-like receptor 13 

Tlr2 TLR2, Toll-like receptor 2 

Tlr4 TLR4, Toll-like receptor 4 

Actb* ActB, actin, cytoplasmic 1, beta-actin 

Gapdh* GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

* Housekeeping-Gen 
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und seriell in PBS verdünnt. Jeder Probe wurde eine gleiche Menge 50-%iger 

Trichloressigsäure (TCA) zugesetzt, über Nacht bei 4 °C inkubiert und anschließend erneut 

zentrifugiert. Die Evans-Blau Konzentration im resultierenden Überstand wurde 

spektrophotometrisch (Ultrospec III, Pharmacia, Deutschland) durch Absorptionsmessung bei 

620 nm bestimmt und anhand einer Standardkurve quantifiziert (Koedel et al., 2004).  

 

3.3.7 Tierversuchsgenehmigung  

Die Tierversuche wurden von der Regierung von Oberbayern genehmigt (AZ 211–2531-

67/99, -47/08, und AZ 55.2-1-54-2532.Vet_02-18-169).  

 

3.4 Statistische Methoden  
Statistische Tests und Graphen wurden mittels GraphPad Prism Software erstellt. Für stetige 

Variablen wurde der Mann-Whitney U Test verwendet, für gruppierte Daten ein one-way 

ANOVA mit Tukey’s multiple comparisons Test und für Überlebenskurven ein log-rank test 

(Mantel). Unterschiede wurden ab einem p Wert < 0.05 als signifikant gewertet. Daten sind als 

Mittelwerte ± Standardabweichung angegeben. Für die Bestimmung der Gruppengrößen im 

Rahmen der Tierexperimente wurde  eine Fallzahlanalyse unter Anleitung eines/einer 

StatistikerInn  durchgeführt. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Rolle der Perizyten in der Pneumokokken-Meningitis 
4.1.1 Murine und humane Perizyten setzen nach einer Infektion mit S. pneumoniae 

ausgewählte Zytokine frei  
Um die Reaktion primärer muriner und humaner Hirn-Perizyten auf eine Exposition gegenüber 

S. pneumoniae zu untersuchen, führten wir zunächst Proteinarrray-Analysen durch. Murine 

Perizyten zeigten eine vermehrte Expression von 4 der 40 untersuchten Zytokine, nämlich von 

M-CSF, IL-6, CXCL13 und G-CSF,  (Abbildung 9A). Humane Perizyten setzten hingegen 

vermehrt 3 Zytokine frei, nämlich M-CSF, IL-6 und Gro-a/b/g. Es kam zu keinem Anstieg der 

G-CSF-Freisetzung (Abbildung 9B). Da wir sowohl bei menschlichen als auch bei murinen 

Zellen einen ausgeprägten Anstieg der IL-6 Konzentration beobachteten, entschieden wir uns 

IL-6 als Surrogat Marker für weitere Analysen zu verwenden.  

 
Abbildung 9: Proteinarray-Analysen von Zellkulturüberständen von murinen (A) und humanen (B) Perizyten, die 

6 Stunden mit S. pneumoniae D39 (Serotyp 2) stimuliert wurden. Todd Hewitt Bouillon mit Hefe (Engl.: Todd 

Hewitt Broth with yeast, THY), das Kulturmedium von S. pneumoniae, wurde als Kontrolle benutzt. 

 

Sowohl murine (Abbildung 10B) als auch humane (Abbildung 10D) Perizyten zeigten bei 

einer Stimulation mit S. pneumoniae eine erhöhte Freisetzung von IL-6 im Vergleich zu nicht 

infizierten Zellen. Bei Exposition mit höheren Konzentrationen (speziell bei 1,6x108 cfu/ml), 

schütteten die Zellen auch eine signifikante Menge an LDH aus, was auf eine durch 

Pneumokokken ausgelöste Zytotoxizität hinweist, die mit einem Verlust der IL-6 Produktion 

einherging (Abbildung 10A, C) 
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Abbildung 10: LDH- und IL-6 Freisetzung von murinen (A, B) und humanen (C, D) Perizyten bei Exposition mit 

steigenden Konzentrationen von S. pneumoniae D39 (Serotyp 2). Murine und humane Perizyten reagierten auf die 

Stimulation mit Pneumokokken mit gesteigerter IL-6 Freisetzung im Vergleich zu nicht infizierten Zellen (B, D). 

Bei Exposition mit höheren Pneumokokken Konzentrationen setzten die Zellen signifikante Mengen an LDH in 

den Zellkulturüberstand frei (A, C). Todd Hewitt Bouillon mit Hefe (Engl.: Todd Hewitt Broth with yeast, THY), 

das Kulturmedium von S. pneumoniae, wurde als Kontrolle benutzt.  
 

Wir konnten zeigen, dass sowohl bei murinen (Abbildung 11B) als auch bei humanen 

(Abbildung 11D) Perizyten die Behandlung mit einem NF-κB Inhibitor zu einer deutlichen 

Verringerung der durch Pneumokokken-induzierten IL-6 Produktion führte. Murine, aber nicht 

humane Perizyten zeigten eine signifikant verringerte IL-6 Ausschüttung bei der kombinierten 

Behandlung mit Anti-TLR2-Antikörper, Anti-TLR4-Antagonist und Chloroquin sowie bei der 

Kombination von Anti-TLR2 und Chloroquin. Sie scheinen das Vorhandensein von 

Pneumokokken anhand von TLR-2 und endosomalen TLR zu erkennen. Da die Zellen nicht 

mit den höchsten Konzentrationen (1,6x108 cfu/ml) an Pneumokokken exponiert wurden, kam 

es zu keiner signifikanten Freisetzung von LDH und auch die Behandlung mit den 

entsprechenden Substraten löste keinen signifikanten Zelltod aus (Abbildung 11A, C). 
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Abbildung 11: Auswirkung von Inhibitoren auf die Pneumokokken-induzierte LDH-Freisetzung und IL-6- 

Produktion von murinen (A, B) und humanen (C, D) Perizyten. Die Behandlung mit dem NF-κB Inhibitor führte 

sowohl bei murinen als auch bei humanen Perizyten zu einer deutlichen Reduktion der IL-6 Produktion (B, D). 

Murine, aber nicht humane Perizyten, zeigten eine verringerte IL-6 Freisetzung bei kombinierter Behandlung mit 

Anti-TLR2-Antikörper (Anti-TLR2), TLR4-Inhibitor (Inh.) und Chloroquin (CQ) (B). 

 

Sowohl murine als auch humane Perizyten reagierten auf die drei verschiedenen 

Pneumokokken Serotypen (ST2, ST6B und ST7F) mit einer erhöhten IL-6 Freisetzung. Die 

Reaktion variierte erheblich zwischen den verschiedenen Pneumokokken-Serotypen. Im 

Gegensatz zum Wildtyp S. pneumoniae Serotyp 2 übte die PLY-defiziente Mutante keine 

zytotoxische Wirkung aus und löste wenig bis keine IL-6-Freisetzung aus (Abbildung 12). 
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Abbildung 12: LDH-Freisetzung und IL-6 Produktion von murinen (A-H) und humanen (I-P) Perizyten bei einer 

Exposition mit verschiedenen S. pneumoniae- Serotypen und einer Pneumolysin (PLY)-defizienten, isogenen 

Mutante des Serotyps 2. Sowohl murine als auch humane Perizyten reagierten auf verschiedenen Serotypen mit 

einer IL-6 Freisetzung (F-H, M-P). Die PLY-defiziente Mutante wirkte nicht zytotoxisch und induzierte – wenn 

überhaupt – nur eine minimale IL-6 Produktion (B ,F, J, N).  
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4.1.2 Perizytendepletion führte zu einer verkürzten Überlebenszeit im Zebrafisch 
Modell  

Um zu überprüfen, ob der PDGFRb Inhibitor AG1296 die Perizyten- Population von WT und 

TG Zebrafisch Embryos wie von Ando et al. beschrieben (Ando et al., 2016) dezimieren kann, 

untersuchten wir nicht infizierte, jeweils mit Placebo und Inhibitor behandelte TG Zebrafisch 

Embryos unter dem Fluoreszenzmikroskop. Achtundvierzig Stunden nach Behandlungsbeginn 

mit der entsprechenden Substanz fanden sich bei Zebrafisch Embryos, die mit dem Placebo 

behandelt wurden, eine Vielzahl GFP-positiver Zellen (PDGFRb-positive Zellen, Perizyten) 

entlang der zerebralen Blutgefäße. Im Gegensatz dazu waren nach der Behandlung mit dem 

Inhibitor keine oder nur noch vereinzelte GFP-positive Zellen  zu beobachten (Abbildung 13).  

Abbildung 13: Konfokale Mikroskopie-Bilder von zwei repräsentativen TgBAC(pdgfrb:EGFP/Tg(flila:Myr-

mCherry) Zebrafisch Embryos, die entweder mit DMSO als Placebo (A) oder dem PDGFRb Inhibitor AG1296 

(B) behandelt wurden. Bei Placebo-behandelten Zebrafisch Embryos waren zahlreiche GFP-positive Zellen 

(PDGFRb-positive Zellen, Perizyten) an den Blutgefäßen zu erkennen, während  Inhibitor-behandelte Embryos 

nur noch vereinzelt (Weiße Pfeilspitzen) oder keine (weiße Blockpfeile) GFP-positiven Zellen mehr aufwiesen. 

Der Maßstabsbalken zeigt 100 μm Länge an. 

 

Um zu untersuchen, ob die Depletion von Perizyten einen Einfluss auf den Krankheitsverlauf 

der Pneumokokken-Meningitis hat, haben wir die Perizytenpopulation im Gehirn von WT und 

TG Zebrafisch Embryos durch eine Behandlung mit dem PDGFRb-Inhibitor AG1296 (wie in 

Abschnitt 3.2.1 beschrieben) depletiert bzw. deutlich reduziert. Pneumokokken-infizierte WT 

und TG Zebrafisch Embryos mit reduzierten Perizyten haben eine erhöhte Mortalität im 

Vergleich zu Zebrafischen ohne Depletion. Die Überlebensrate bei den Experimenten mit WT 

Zebrafisch Embryos lag 48 Stunden nach der Injektion bei 98 % (59 von 60 Embryos) bei nicht-

infizierten, Placebo-behandelten Kontrollen, bei 96 % (58 von 60) bei nicht-infizierten, 

a
A

Behandlung mit Placebo (96 hpf) Behandlung mit Inhibitor (96 hpf)

b
bB

Flila:mCherry
Pdgfrb:GFP

Flila:mCherry
Pdgfrb:GFP
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AG1296-behandelten Kontrollen, bei 83 % (50 von 60) bei Zebrafisch Embryos, die mit S. 

pneumoniae infiziert und mit Placebo behandelt wurden, und bei lediglich 1 % (1 von 60) der 

infizierten Zebrafisch Embryos, die mit dem Inhibitor AG1296 behandelt wurden. 

Zweiundsiebzig Stunden nach der Injektion betrug das Überleben der Kontrollen 98 % in der 

Placebo-Gruppe und 96 % in der Inhibitor-Gruppe, wohingegen nur noch 10 % der infizierten, 

Placebo-behandelten Zebrafisch Embryos lebten und alle infizierten, AG1296-behandelten 

Embryos verstorben waren. Die mediane Überlebenszeit der Embryos, die mit S. pneumoniae 

infiziert und mit Placebo behandelt wurden, betrug 72 Stunden, während die mediane 

Überlebenszeit der Embryos, die mit S. pneumoniae infiziert und mit AG1296 behandelt 

wurden, bei 48 Stunden lag (Abbildung 14A).  

 Die Überlebensrate bei den TG Zebrafisch-Embryo- Experimente betrug 48 Stunden 

post injectionem 100 % (60 von 60 Embryos) bei nicht-infizierten, Placebo-behandelten 

Kontrollen, bei 98% (59 von 60) bei nicht-infizierten, AG1296-behandelten Kontrollen, bei 

68% (41 von 60) bei Zebrafisch Embryos, die mit S. pneumoniae infiziert und mit dem Placebo 

behandelt wurden und bei 33% (20 von 60) der infizierten Zebrafisch Embryos, die mit dem 

Inhibitor AG1296 behandelt wurden. Zweiundsiebzig Stunden nach der Injektion betrug das 

Überleben bei den Kontrollen weiterhin 100 % in der Placebo Gruppe und 95 % in der Inhibitor 

Gruppe, wohingegen nur noch 15% der infizierten, Placebo-behandelten Zebrafisch Embryos 

lebten und alle infizierten, AG1296-behandelten Embryos verstorben waren. Die mediane 

Überlebenszeit der Embryos, welche mit S. pneumoniae infiziert, und mit dem Placebo 

behandelt wurden beträgt 72 Stunden, wohingegen die mediane Überlebenszeit der Embryos, 

welche mit S. pneumoniae infiziert, und mit dem Inhibitor behandelt wurden bei 48 Stunden 

lag (Abbildung 14B).  
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Abbildung 14: Überlebenskurve von WT Zebrafisch Embryos, die mit 1900 cfu S. pneumoniae D39 oder 

Phenolrot-Lösung (Kontrolle) injiziert wurden (A). Überlebenskurve von TgBAC(pdgfrb:EGFP/Tg(flila:Myr-

mCherry) Zebrafisch Embryos, die mit 2200 cfu von S. pneumoniae D39 oder Phenolrot Lösung (Kontrolle) 

injiziert wurden (B). Die Zebrafische wurden entweder mit DMSO als Placebo (Trägerlösung von AG1296) oder 

mit dem PDGFRb Inhibitor AG1296 behandelt. Die Daten präsentieren den Mittelwert ± Standardabweichung 

von drei individuellen Experimenten mit jeweils 20 Embryos pro Gruppe.  
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4.1.3 Nach einer Perizytendepletion entwickelten Zebrafisch Embroys verstärkt 
Hirnödeme während der Pneumokokken-Meningitis  

Bei der histopathologische Analyse zeigte sich, dass S. pneumoniae-infizierte WT Zebrafisch 

Embryos, die mit dem PDGFRb Inhibitor behandelt wurden, Hirnödeme entwickeln, während 

das Hirnparenchym von S. pneumoniae-infizierten, Placebo-behandelten WT Zebrafisch 

Embryos kompakt blieb (Abbildung 15C, G). Zusätzlich fiel auf, dass infizierte, Inhibitor-

behandelte  Zebrafische deutlich erweiterte perivaskulären Räume aufweisen als infizierte, 

Placebo-behandelten Zebrafisch Embryos (Abbildung 15D, H). Bei nicht infizierten 

Zebrafisch Embryos wurden keine auffallenden Unterschiede zwischen den beiden Gruppen 

festgestellt (Abbildung 15B, F).  

 
Abbildung 15: Histopathologische Analyse nicht infizierter und S. pneumoniae-infizierter WT Zebrafisch- 

Embryos, die entweder mit DMSO als Placebo (A-D) oder mit dem PDGFRb Inhibitor AG1296 (E-H) behandelt 

wurden, jeweils zum Zeitpunkt 32 hpi. Zebrafisch Embryos, die mit dem Inhibitor behandelt wurden, zeigten im 

Vergleich zu Placebo-behandelten Embryos multiple zystische Abnormalitäten in den Augen (E, Pfeile. Die 

Gehirne beider Gruppen zeigten im nicht infizierten Zustand keine Unterschiede (B, F). Nach Infektion mit S. 

pneumoniae fanden sich in beiden Gruppen als Zeichen der Meningitis polymorphkernige Leukozyten im 

Ventrikel sowie eine Infiltration des Parenchyms durch die Bakterien. Das Hirnparenchym von AG1296-

behandelten Zebrafisch Embryos zeigte ein Hirnödem, im Sinne eines aufgelockerten Parenchyms (G, Pfeile), 

während das Hirnparenchym von Zebrafisch Embryos mit Placebo-Behandlung kompakt blieb (C). Der 

perivaskuläre Raum im Hirnparenchym war bei Zebrafisch Embryos, die mit dem Inhibitor behandelt wurden (G, 

weißer Kasten) im Vergleich zu Zebrafischen mit Placebo-Behandlung deutlich vergrößert (C, weißer Kasten). In 

H sieht man den perivaskulären Raum vergrößert und die Ausdehnung durch Doppelpfeile hervorgehoben. Die 

Gefäße von Zebrafisch Embryos mit Placebo-Behandlung blieben unverändert (Vergrößert in D).  
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4.1.4 Verteilung der Perizyten auf Hirngefäßen im Verlauf der Pneumokokken-
Meningitis 

Um einen Einblick in mögliche Veränderungen in der zerebralen Perizytenpopulation im 

Verlauf der Pneumokokken-Meningitis zu erhalten, führten wir zunächst 

fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen an infizierten und nicht-infizierten TG Zebrafisch 

Embryos durch und im weiteren Verlauf zudem immunhistochemische Analysen an 

Maushirnen.  

Im Zebrafischmodell wurden infizierte und nicht-infizierte transgene Embryos verwendet, bei 

denen sich Gefäße konstitutiv (bei entsprechender Anregung) lila, PDGFRb-positive Zellen 

dagegen grün fluoreszierend darstellten.  

Zum Untersuchungszeitpunkt (48 hpi) beobachteten wir in infizierten Zebrafisch-Embryos eine 

Destruktion und generelle Reduktion zerebraler Blutgefäßen im Vergleich zu nicht-infizierten 

Zebrafischen (Abbildung 16D, E, F). In einigen infizierten Zebrafisch Embryos kam es zu 

einer Abnahme der GFP-positiven Zellen (PDGFRb-positive Zellen, Perizyten) (Abbildung 

16E, F). Darüberhinaus stellten wir fest, dass in infizierten Zebrafisch Embroys verbliebene 

GFP-positiven Zellen häufig keinen direkten Kontakt zu den Blutgefäßen mehr aufwiesen und 

einen kugelförmigen Phänotyp bekamen (Abbildung 16D, E, F). In anderen 

ZebrafischEmbryos wurden Gruppen GFP-positiver Zellen im Hirnparenchym (ohne 

Gefäßkontakt) beobachtet (Abbildung 16E). In unserem Maus-Modell färbten wir Hirnschitte 

vor der Infektion, sowie 18 und 42 Stunden nach der Infektion mit S. pneumoniae mit den 

bekannten Perizytenmarkern PDGFRb und CD13 an (Abbildung 16G, H). Ähnlich wie beim 

Zebrafisch-Embryo-Modell beobachteten wir bei der Maus ein heterogenes Färbemuster für 

beide Markerproteine. Es zeigten sich Bereiche mit normaler Färbung für PDGFRb oder CD13 

neben Bereichen mit stark reduzierter Färbung. Aufgrund der Heterogenität der Befunde wurde 

auf eine quantitative Analyse verzichtet.  
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Abbildung 16: Vergleich zwischen nicht-infizierten und S. pneumoniae-infizierten 

TgBAC(pdgfrb:EGFP/Tg(flila:Myr-mCherry) Zebrafisch Embryos 48 hpi. Konfokale Mikroskopie-Bilder von 

jeweils drei repräsentativen nicht infizierten (A-C) und S. pneumoniae-infizierten TG Zebrafisch Embryos (D-F). 

Nicht-infizierte Zebrafisch Embryos zeigen ein intaktes Gefäßsystem und GFP-positive Zellen (PDGFRb-positive 

Zellen, Perizyten) unmittelbar an den Blutgefäßen (A-C, Dünne weiße Pfeile). Infizierte Zebrafisch Embryos 

präsentierten eine Destruktion und Reduktion sichtbarer Blutgefäße (D-F,Weiße Blockpfeile) und teilweise eine 

verringerte Anzahl an GFP-positiven Zellen (F, Doppelpfeile). In infizierten Zebrafisch Embryos schienen GFP-

positiven Zellen häufig nicht mehr an den Blutgefäßen lokalisiert zu sein (D-F, Dünne weiße Pfeile). Regionale 

Veränderungen der Immunreaktivität für PDGFRb (G) und CD13 (H) in Gehirnen von Mäusen bei der 

Pneumokokken-Meningitis. Hirnschnitte wurden von gesunden Kontrolltieren (G,H obere Reihe) sowie von 

infizierten Mäusen 18 und 42 Stunden nach der intrazisternalen Inokulation von S. pneumoniae gewonnen 

(3 Mäuse pro Gruppe; mittlere bzw. untere Reihe). Die Schnitte wurden entweder mit anti-murinen 

PDGFRb- oder anti-murinen CD13-Antikörpern gefärbt und mit Hämatoxylin-Eosin gegengefärbt. Die 

PDGFRb-Immunreaktivität erschien regional gestört (graue Sternchen) und fehlte in einigen 

Gefäßsegmenten (schwarzer Pfeil), während in anderen Gefäßsegmenten die PDGFRb-Färbung unverändert 
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oder sogar verstärkt erschien (rote Pfeile). Ein ähnliches Färbemuster fand sich bei Anfärbung mit dem anti-

CD-13 Antikörper. Der Maßstabsbalken zeigt 100 μm Länge an. 

 

4.1.5 Die genetische Ablation von Perizyten im Mausmodell führt zur 
Verschlechterung des Krankheitsverlauf der Pneumokokken-Meningitis  

Im nächsten Schritt sollte überprüft werden, ob unsere Erkenntnisse aus dem Zebrafisch-

Embryomodell auf ein Mausmodell übertragen werden können. Bei diesen Untersuchungen 

setzten wir eine transgene Mäuselinie (kurz PDGFRb-iDTA Mäuse) ein, die eine durch eine 

Tamoxifen-Gabe auslösbare (temporäre) Depletion PDGFRb-positiver Zellen ermöglichte. 

Zum Nachweis einer erfolgreichen Depletion von PDGFRb-positiver Zellen, wurden 

immunhistochemische Untersuchungen durchgeführt, in denen eine deutliche Abnahme der 

PDGFRβ-Färbung bei Tamoxifen behandelten Mäusen im Vergleich zu Maisöl behandelten 

Tieren gezeigt werden konnte (Abbildung 17A). Um festzustellen, ob die Ablation von 

Perizyten auch die Anzahl an Fibroblasten, ein ähnlicher perivaskulärer Zelltyp, der laut 

Fachliteratur auch PDGFRb exprimieren kann, verringert, führten wir weitere 

immunhistochemische Untersuchungen durch. Dabei färbten wir PDGFRb-iDTA Mäuse, 

welche jeweils mit Tamoxifen oder Maisöl behandelt wurden, und Kontrollmäusen mit einem 

Antikörper gegen ER-TR7, einem etablierten Marker für Fibroblasten. Es kam zu keiner 

Reduktion oder Unterschied in den Immunreaktivität zwischen den untersuchten Gruppen 

(Abbildung 17B). 
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Abbildung 17: Immunhistochemische Anfärbung von Hirnschnitten der Maus mit PDGFRβ (A) und dem 

Fibroblastenspezifischen Antikörper ER-TR7 (B). (A) Untersucht wurden Hirnschnitte von infizierten Tamoxifen- 

(TAM) oder Maisöl (MÖ) – behandelten PDGFRβ-iDTA Mäusen 42 Stunden nach intrazisternaler Applikation 

von S. pneumoniae (zwei repräsentative Beispiele pro Gruppe: #1 und #2). Gezeigt werden drei zufällig 

ausgewählte Schnitte pro Tier. Die Schnitte wurden mit einem anti-murinen PDGFRβ-Antikörper gefärbt und mit 

Hämatoxylin-Eosin gegengefärbt. Bei den mit TAM-behandelten transgenen Mäusen wurde eine deutliche 

Verringerung der PDGFRβ-Färbung im Vergleich zu den mit CO behandelten Tieren beobachtet, was auf eine 

erfolgreiche Depletion von PDGFRβ-positiven Zellen, vermutlich Perizyten, hinweist. (B) Hirnschnitte von nicht-

infizierten WT-Kontrollmäusen, infizierten PDGFRβ-iDTA-Mäusen, die mit MÖ behandelt wurden, und 

infizierten PDGFRβ-iDTA-Mäusen, die mit TAM behandelt wurden. Die Schnitte wurden mit anti-murinen ER-

TR7 Antikörper gefärbt und mit Hämatoxylin-Eosin gegengefärbt. Es gab keine Reduktion oder Unterschiede in 

der Immunreaktivität zwischen den Gruppen, was darauf hindeutet, dass die ZNS-Fibroblastenpopulation in 

diesem Modell der genetischen Zellablation erhalten bleibt. Der Maßstabsbalken zeigt 100 μm Länge an.  
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Die genetische Depletion führte zu einer Verschlechterung des Krankheitsverlaufs: Tamoxifen-

behandelte PDGFRb-iDTA Mäuse wiesen signifikant höhere klinische Scorewerte auf als die 

entsprechenden Kontrollgruppen, nämlich mit Maisöl-behandelte PDGFRb-iDTA Mäuse 

sowie mit Tamoxifen- oder Maisöl-behandelte Wildtyp (C57BL6)-Mäuse (Abbildung 18A). 

Überdies fanden sich im Vergleich zu den genannten Kontrollgruppen bei den Tamoxifen-

behandelte PDGFRb-iDTA Mäusen eine ausgeprägerte Reduktion der  motorischen Aktivität 

und der Körpertemperatur (Abbildung 18B, C). Die Verschlechterung des Krankheitsverlaufs 

war nicht mit Unterschieden in den Bakterientiter und dem Ausmaß von zerebralen Blutungen 

assoziiert (Abbildung 18D, E).  

Abbildung 18: Klinische Punktzahl (A), Open-Field-Test (B), Körpertemperatur (C), Bakterientiter der 

homogenisierten Mauskleinhirne (D), Anzahl der zerebralen Blutungen (E) und beispielhafte Fotos von 

Mäusegehirnen (eines pro Versuchsgruppe), 42 Stunden nach der Infektion, von nicht infizierten Kontrollmäusen, 

infizierten PDGFRb-iDTA Mäusen, die entweder mit Tamoxifen (TAM) oder Maisöl (MÖ) behandelt wurden, 

sowie Wildtyp (WT)-Mäusen, die entweder mit TAM oder MÖ behandelt wurden. Tam-behandelte PDGFRb-

iDTA Mäusezeigen einen schlechteren Krankheitsverlauf, verdeutlicht durch eine höhere klinische Punktzahl, ein 
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schlechteres Erkundungsverhalten, und niedrigere Körpertemperatur im Vergleich zu den Meningitis-

Kontrollgruppen. Es gab keine signifikanten Unterschiede in den Bakterientiter und zerebralen Blutungen.  

 

4.1.6 Die genetische Ablation von Perizyten im Mausmodell führt zu einer Erhöhung 
der Blut-Hirn-Schranken-Permeabilität  

Zunächst bestimmten wir die Konzentrationen von Albumin, einen etablierten Marker für die 

Blut-Hirn-Schranken-Integrität (Kadry et al., 2020)  in Maus-Hirnen der oben genannten 

Versuchsgruppen, die am Versuchsende, also 42 Stunden post infectionem, gewonnen worden 

waren. Bei diesen Analysen fand sich eine signifikante Erhöhung der Albumin-Werte in Hirnen 

von Tamoxifen-behandelten PDGFRb-iDTA-Mäusen im Vergleich zu den entsprechenden mit 

Maisöl-behandelten Mäusen. Zur Bestätigung und Bekräftigung dieser Beobachtung setzten 

wir in der Folge eine weitere Messmethode ein: wir bestimmten die Konzentrationen des als 

Permeabilitätsmarker bekannten Farbstoffs Evans Blau im Plasma (Blut) und Gehirn von 

gesunden Kontrollen und Tamoxifen- oder Maisöl-behandelten PDGFRb-iDTA Mäusen. 

(Abbildung 19). Auch hier konnten wir nachweisen, dass die Evans blau- Konzentration im 

Gehirn von Mäusen mit genetischer Ablation von Perizyten höher war als bei den 

Vergleichsgruppen, was auf eine ausgeprägtere Störung der Blut-Hirn-Schranke hindeutete.  



Ergebnisse 

    54 

Abbildung 19: Albuminkonzentration im Gehirn (A) von nicht infizierten Kontrollmäusen, infizierten PDGFRb-

iDTA-Mäusen, die entweder mit Tamoxifen (TAM) oder Maisöl (MÖ) behandelt wurden, sowie Wildtyp 

(WT)Mäusen, die entweder mit TAM oder MÖ behandelt wurden. Evans-Blau-Konzentrationen (B) von nicht 

infizierten Kontrollmäusen und infizierten PDGFRb-iDTA Mäusen, die entweder mit TAM oder MÖ behandelt 

wurden. (C) Bilder von repräsentativen Maushirnen der genannten Versuchsgruppen. Sowohl die 

Albuminkonzentration als auch die Evans-Blau-Konzentration sind im Gehirn von Mäusen nach einer genetischen 

Perizytendepletion während der Pneumokokken-Meningitis signifikant höher als in der relevanten 

Vergleichsgruppe (Maisöl-behandelten PDGFRb-iDTA-Mäusen).  

 

4.1.7 Die genetische Ablation von Perizyten im Mausmodell führt zur erhöhter 
Leukozyten-Rekrutierung  

Mit Tamoxifen behandelte PDGFRb-iDTA Mäuse zeigten sowohl 24 als auch 42 Stunden nach 

Infektion während der Pneumokokken-Meningitis eine signifikant höhere Leukozytenzahl im 

Liquor als die Kontrollgruppen (Abbildung 20A). Um mögliche Unterschiede in der 

Genexpression wichtiger Entzündungsfaktoren zwischen Mäusen mit induzierter 

Perizytendepletion und normaler Perizytenpopulation während der Infektion zu identifizieren, 

führten wir eine PrimeTM PCR Array- Analyse durch. Hierbei konnten wir zeigen, dass infizierte 
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Tamoxifen-behandelte PDGFRb-iDTA Mäuse im Vergleich mit infizierten, Maisöl-

behandelten PDGFRb-iDTA Mäusen eine höhere Expression der Chemokine CXCL1, CXCL2 

und CCL2 aufwiesen; diesen Chemokinen wird eine wichtige Funktion bei der Leukozyten-

Rekrutierung bei der Pneumokokken-Meningitis zugeschrieben (Gil, Wall, et al., 2022; Klein, 

Paul, et al., 2006; Koedel et al., 2004) (Abbildung 20B). Diese Array-Befunde konnten durch 

anschließende RT-PCR-Untersuchungen bestätigt werden (Abbildung 20C). Darüber hinaus 

fanden wir bei diesen ergänzenden Analysen eine vermehrte Expression des 

Adhäsionsmoleküls ICAM-1 (nicht aber von VCAM-1) in den Hirnen der Perizyten-

depletierten Mäuse. Erwähnenswert ist überdies, dass sich – wie es von unseren 

immunhistochemischen Ergebnissen zu erwarten war - eine verminderte Expression von  

PDGFRb in Hirnen von PDGFRb-iDTA Mäusen fand, die mit Tamoxifen behandelt wurden, 

im Vergleich zu Hirnen von Maisöl-behandelten PDGFRb-iDTA Mäusen.  

Abbildung 20: Liquor Leukozytenzahl (A) 24 und 42 Stunden nach Infektion (p.i., post infektionem) von nicht-

infizierten Kontrollmäusen, infizierten PDGFRb-iDTA Mäusen, die entweder mit Tamoxifen (TAM) oder Maisöl 

(MÖ) behandelt wurden, sowie WT Mäusen, die entweder mit TAM oder MÖ behandelt wurden. Vergleich der 

Expression ausgewählter Gene mittels PrimeTM PCR Array Analyse im Gehirn (B) von infizierten PDGFRb-

iDTA-Mäusen, die mit TAM oder MÖ behandelt wurden. RT-PCR Untersuchungen (C) von nicht-infizierten 

Kontrollmäusen und infizierten PDGFRb-iDTA Mäusen, die entweder mit Tamoxifen (TAM) oder Maisöl (MÖ) 

behandelt wurden. Infizierte PDGFRb-iDTA Mäusen, die mit TAM behandelt wurden, hatten signifikant höhere 
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Liquor-Leukozytenzahlen und zeigten eine höhere Gehirnexpression der Chemokine CXCL1, CXCL2 und CCL2 

und des Adhäsionsmolekül ICAM-1 im Vergleich zu infizierten PDGFRb-iDTA Mäusen, die mit MÖ behandelt 

wurden.  
 

4.2 Die Rolle von PAI-2 in der Pneumokokken-Meningitis 
4.2.1 PAI-2 wird während der Pneumokokken-Meningitis in den Liquor und ins Blut 

freigesetzt  
In einer früheren Studie beobachtete unsere Arbeitsgruppe eine deutliche Hochregulierung (um 

das 15-fache) der PAI-2 mRNA Expression im Hirn von Mäusen mit einer Pneumokokken-

Meningitis, im Vergleich mit nicht-infizierten Mäusen (Paul et al., 2005). Im Einklang mit 

dieser Beobachtung fanden wir in dieser Untersuchung einen deutlichen Anstieg der PAI-2 

Proteinkonzentrationen in Liquor- und Blutplasmaproben, die 24 Stunden nach Injektion 

entnommen wurden (Abbildung 21A, B). Achtundvierzig Stunden nach der Injektion 

unterschieden sich die PAI-2 Werte nicht mehr signifikant. 

In der immunhistochemischen Analyse konnten wir PAI-2 positive Zellen vor allem in den 

Leukozyten-Infiltraten im leptomeningealen Raum und in den Ventrikeln nachweisen 

(Abbildung 21C, D). Insgesamt haben wir bei Mäusen mit eine Pneumokokken-Meningitis 

eine erhebliche Hochregulierung und Freisetzung von PAI-2 festgestellt.  

Abbildung 21: Liquor- (A) und Plasma- (B) PAI-2 Werte 24 und 48 Stunden nach Infektion mit S. pneumoniae. 

Immunhistochemische Analyse  muriner Hirnschnitten von nicht-infizierten Kontrollen (C) und Mäusen mit einer 

Pneumokokken-Meningitis (D). Die Schnitte wurden mit einem anti-Maus PAI-2 Antikörper gefärbt und mit 
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Hämatoxylin-Eosin gegengefärbt. In der immunhistochemischen Untersuchung sieht man eine starke PAI-2 

Färbung in den Entzündungsinfiltraten im leptomeningealen Raum (Siehe Pfeile). Der Maßstabsbalken zeigt 100 

μm Länge an. 

 

4.2.2 Die PAI-2 Defizienz ist mit einem schlechteren Outcome der murinen 
Pneumokokken-Meningitis assoziiert  

Um einen besseren Einblick in die funktionelle Rolle von PAI-2 in der Pneumokokken-

Meningitis zu erhalten, verglichen wir den Krankheitsphänotyp von PAI-2-defizienten Mäusen 

(Serpinb2−/−) mit dem von WT Mäusen. In einem ersten Versuchsansatz untersuchten wir 

Mäuse 24 Stunden nach intrazisternaler Inokulation mit S. pneumoniae. Zu diesem Zeitpunkt 

zeigten Serpinb2−/− Mäuse dieselben Anzeichen der Erkrankung wie WT Mäuse. Es gab keine 

Unterschiede zwischen den Gruppen bezüglich Leukozytenzahl im Liquor, zerebralen 

Blutungen sowie Bakterientiter im Gehirn und Blut. PAI-2 scheint somit keine Rolle in den 

initialen Phasen der Meningitis zu spielen.  

In fortgeschrittenen Phasen der Erkrankung, 48 Stunden nach der intrazisternalen Infektion, 

ergaben sich jedoch unterschiedliche Ergebnisse bei der Untersuchung der Mäuse. In diesem 

Versuchsansatz bekamen Mäuse 24 Stunden nach Infektion Ceftriaxon intraperitoneal 

appliziert, um dem fulminanten Wachstum der Bakterien entgegenzuwirken und so das 

Überleben der Mäuse zu gewährleisten. Die PAI-2 Defizienz hatte keinen Einfluss auf die 

Abtötung der Pneumokokken durch Ceftriaxon, die Liquorzellzahl und die klinische 

Scorewerte der überlebenden Mäuse. Allerdings mussten 5 von 12 (41 %) PAI-2-defizienten 

Mäusen aufgrund des Eintretens von Abbruchkriterien vor dem geplanten Versuchsende aus 

dem Experiments genommen werden; im Gegensatz überlebten alle  Mäuse in der WT Gruppe 

bis zum geplanten Versuchsende (Log-rank P = 0.04; Abbildung 22A). Nach Eröffnung des 

Schädels konnten wir intrazerebrale (n = 1), subarachnoidale (n = 3) und subdurale Blutungen 

(n = 1) in 4 von 12 (33 %) infizierten Serpinb2−/− Mäusen nachweisen (Abbildung 22B-E). Im 

Vergleich dazu traten in der WT Gruppe keine größeren Blutungen auf. Die pathologische 

Begutachtung der Gehirne ergab eine höhere Anzahl an hämorrhagischen Stellen und eine 

größere Blutungsfläche in PAI-2-defizienten Mäusen im Vergleich mit infizierten WT Mäusen 

(Abbildung 22F, G). Zusätzlich zeigten infizierte Serpinb2−/− Mäuse im Vergleich zu 

infizierten WT Mäusen eine verstärkte Immunreaktivität gegen MRP-14, einem bekannten 

Marker für neutrophile Granulozyten (Abbildung 23). Somit könnte eine stärkere neutrophile 

Infiltration von Gefäßen im Parenchym zu einer Zunahme von Hirnblutungen bei PAI-2-

defizienten Mäusen mit einer Pneumokokken-Meningitis beitragen. 
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Abbildung 22: Die Kaplan Meier Kurve demonstriert eine erhöhte „Sterblichkeit“ bei PAI-2-defizienten 

Serpinb2−/− Mäusen im Vergleich zu WT-Mäusen (A). Makroskopische Bilder von Maushirnen von PAI-2-

defizienten Mäusen (B-E). Basale Ansicht des Maushirns mit Schnitt durch das Mesencephalon mit 
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Subarachnoidalblutung (B). Linke Frontalansicht auf das Maushirn mit Subduralhämatom über der linken 

Hemisphäre (C). Basalansicht auf das Gehirn mit Subarachnoidalblutung und intrazerebralem Hämatom (Siehe 

Sternchen) (D). Multiple kleine kortikale Blutungen (E). Anzahl kortikaler Blutungen (F) und deren Gesamtfläche 

(G) 48 Stunden nach Infektion mit Pneumokokken in WT und PAI-2-defizienten Mäusen. Der Maßstabsbalken 

zeigt 1 mm Länge an. 

Abbildung 23: Immunhistochemische Analyse von Gehirnschnitten nicht-infizierter WT Mäuse (A-C), S. 

pneumoniae-infizierte WT Mäuse (D-F) und S. pneumoniae-infizierte Serpinb2−/− Mäuse (G-I). Die 

Gehirnschnitte wurden 48 Stunden nach intrazisternaler Applikation von PBS oder S. pneumoniae (3 Mäuse pro 

Gruppe) entnommen. Die Schnitte wurden mit einem anti-Maus MRP-14 Antikörper gefärbt und mit 

Hämatoxylin-Eosin gegengefärbt. Infizierte PAI-2-defiziente Mäuse zeigten eine gesteigerte MRP-14 Färbung im 

Hirnparenchym (G, H) und im geringeren Ausmaß auch in den Infiltraten im leptomeningealen Raum (I), im 

Vergleich mit infizierten WT Mäusen (D-F). Der Maßstabsbalken zeigt 200 μm Länge an. 

 

4.2.3 Serpinb2−/− Mäuse zeigen eine veränderte Zytokinfreisetzung während der 
Pneumokokken-Meningitis  

In der Vergangenheit wurde bereits berichtet, dass PAI-2 die IL-1β Produktion unterdrücken 

kann, in dem es der Aktivität der Caspase-1 entgegenwirkt (Chuang et al., 2013; Greten et al., 
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2007). Zusätzlich kann eine PAI-2 Defizienz zu einer gesteigerten u-PA/ t-PA-abhängigen 

Plasminaktivität führen, die C5 in seine aktive Form C5a konvertieren und somit zu erhöhten 

C5a-Konzentrationen führen kann (Amara et al., 2010; Foley et al., 2016). Sowohl IL-1β als 

auch C5a sind bekannte Mediatoren der Hyperinflammation und Gefäßschäden bei der murinen 

Pneumokokken-Meningitis  (van de Beek, Brouwer, et al., 2016). Das hat uns dazu motiviert, 

die C5a- und IL-1ß-Konzentrationen in den Gehirnen von infizierten WT und PAI-2-

defizienten Mäusen zu bestimmen. Überdies entschieden wir uns dazu, die Konzentration von 

IL-10 zu messen, einem anti-inflammatorischen Zytokin in der Pneumokokken-Meningitis 

(Koedel et al., 1996; Woehrl et al., 2011; Zwijnenburg et al., 2003). Serpinb2−/− Mäuse mit 

einer Pneumokokken-Meningitis hatten höhere C5a- (Abbildung 24A) und niedrigere IL-10-

Konzentrationen (Abbildung 24B) im Gehirn im Vergleich zu infizierten WT Mäusen. Es 

wurden keine signifikanten Unterschiede in den IL-1β Konzentrationen zwischen den Gruppen 

beobachtet (Abbildung 24C). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine dysregulierte 

Inflammation ein möglicher Faktor ist, der zur deutlich schlechteren Hirnpathologie bei den 

PAI-2-defizienten Mäuse beiträgen könnte. 

Abbildung 24: C5a- (A), IL-10- (B) und IL-1β- (C) Konzentrationen, bestimmt in homogenisierten Gehirnen von 

infizierten Mäusen 48 Stunden nach der Induktion der Pneumokokken-Meningitis. Mäuse mit fehlendem Serpinb2 

hatten signifikant höhere C5a- und niedrigere IL-10- Konzentrationen im Vergleich zu WT Mäusen.  
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4.2.4 Die PAI-2 Defizienz führt bei einer Pneumokokkken-Exposition zu einer 
veränderten Zytokinausschüttung von BMDM  

Da Makrophagen bei einer Aktivierung von TLR hohe Mengen an PAI-2 exprimieren (Chuang 

et al., 2013; Greten et al., 2007) und als wichtige Regulatoren angeborener Immunreaktionen 

auf bakterielle Infektionen gelten, untersuchten wir als nächstes die Expression von PAI-2 

sowie dessen funktionelle Bedeutung in murinen BMDM bei Stimulation mit Pneumokokken. 

Quantitative RT-qPCR Analysen zeigten eine Hochregulation von PAI-2 mRNA Expression in 

WT BMDM, jedoch nicht in PAI-2-defizienten Zellen (Abbildung 25A). WT BMDM setzten 

konzentrationsabhängig PAI-2 in die Zellkulturüberstände frei (Abbildung 25B). Die 

Freisetzung begann bereits bei einer nicht-zytolytischen Konzentration von 105 cfu/ml S. 

pneumoniae und steigerte sich rasant mit dem Beginn der Lyse der Makrophagen. PAI-2-

defiziente BMDM reagierten auf die Stimulation mit S. pneumoniae mit einer signifikant 

niedrigeren IL-10 Freisetzung im Vergleich zu WT BMDM (Abbildung 25C).  

Die vergleichende RT-qPCR-Analysen von WT BMDM und PAI-2-defizienten BMDM mit 

ausgewählten Oberflächenmarker und Aktivierungsmarker von Makrophagen, und zwar 

CX3CR1, CD11b (ITGAM), MRC1 (CD206), CD36, iNOS oder ARG, zeigte keine 

Unterschiede in der Expression (Abbildung 26). Außerdem gab es keine Unterschiede 

zwischen den beiden Genotypen in der Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine IL-1β 

and IL-6.  

Zusammengefasst zeigten unsere in vitro Experimente einen selektiven Einfluss der PAI-2 

Defizienz auf die Pneumokokken-induzierte IL-10 Expression von BMDM. Diese in vitro-

Ergebnisse stützten unsere Beobachtungen im Mausmodell. 
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Abbildung 25: PAI-2 mRNA Expression (A) sowie PAI-2- (B) und IL-10- (C) Freisetzung in den 

Zellkulturüberstand von WT und PAI-2-defizienten BMDM nach Stimulation mit S. pneumoniae. Die 

Exponierung mit Pneumokokken führte zur einer starken Hochregulation der PAI-2 mRNA Expression (A) und 

einer gesteigerten Freisetzung von PAI-2 (B) aus WT BMDM. PAI-2-defiziente BMDM reagierten auf die 

Stimulation mit S. pneumoniae mit einer verringerten IL-10 Freisetzung im Vergleich mit WT BMDM (C). THY, 

das Kulturmedium von S. pneumoniae, wurde als Kontrolle benutzt.  
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Abbildung 26: CX3CR1 mRNA (A),  ITGAM (CD11b) mRNA (B), MRC1 (CD206) mRNA (C), CD36 mRNA, 

(D) iNOS mRNA (E) und ARG1 mRNA (F) Expression von WT und PAI-2-defizienten BMDM nach Stimulation 

mit S. pneumoniae. Es gab keine Unterschiede in der Expression zwischen WT und PAI-2-defizienten BMDM. 

THY, das Kulturmedium von S. pneumoniae, wurde als Kontrolle benutzt. 
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5 Diskussion  

5.1 Die Rolle von Perizyten in der Pneumokokken-Meningitis  
Unsere Ergebnisse zeigen, dass Perizyten in vitro in der Lage sind, Pneumokokken zu erkennen 

und auf deren Gegenwart mit einer erhöhten Freisetzung von Entzündungsmediatoren wie IL-

6 zu reagieren. Dabei scheinen, zumindest in der Maus, TLR-2 und endosomale TLR als 

wichtige Erkennungsrezeptoren zu agieren. Die gleiche Reaktion konnte durch unterschiedliche 

Pneumokokken-Serotypen ausgelöst werden. Pneumolysin scheint als Pathogenitätsfaktor 

maßgeblich für die Reaktion verantwortlich zu sein. Eine pharmakologische Perizytendepletion 

im Zebrafisch Embryo-Modell führte zu höherer Mortalität, die mit einer verstärkten 

Hirnödementwicklung vergesellschaftet war. Im Einklang damit zeigten Mäuse nach einer 

Perizytenablation einen ungünstigeren Krankheitsverlauf und eine ausgeprägtere Störung der 

Blut-Hirn-Schranke. Der ungünstigere Krankheitsverlauf scheint durch eine erhöhte 

Chemokinexpression und eine konsekutiv vermehrte Leukozyten-Infiltration, kurz einer 

verstärkten Inflammation, bedingt sein. Die Erhaltung der Integrität der Perizytenpopulation 

könnte somit eine neue therapeutische Strategie im Rahmen der Pneumokokken-Meningitis 

darstellen. 

 

5.1.1 Perizyten und die Leukozyten Rekrutierung im Rahmen der Pneumokokken-

Meningitis  
Die Rekrutierung von Leukozyten, insbesondere von neutrophilen Granulozyten, in den Liquor 

und das Gehirn ist eines der Hauptmerkmale der Pneumokokken-Meningitis (Engelen-Lee et 

al., 2016; Koedel et al., 2009). Es gibt mehrere in-vitro Studien, die gezeigt haben, dass 

Perizyten durch direkte Interaktionen, die durch Zytokine, Chemokine und/oder das 

interzelluläre Adhäsionsmolekül-1 (Eng.: intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1) 

vermittelt werden, die Migration von neutrophilen Granulozyten fördern können (Gil, 

Venturini, et al., 2022; Kim & Luster, 2015; Kovac et al., 2011; Pieper et al., 2013; Stark et al., 

2013). Auch in in-vivo Untersuchungen in peripheren Organen zeigte sich, dass Perizyten über 

ICAM-1 die Migration von neutrophilen Granulozyten fördern (Proebstl et al., 2012; Stark et 

al., 2013). Während Perizyten die Rekrutierung von Leukozyten in peripheren Organen fördern, 

scheint ihre Rolle im ZNS eine andere zu sein. Überraschenderweise scheint das Fehlen von 

Perizyten im ZNS das Einwandern von Blut-Leukozyten zu erleichtern. Török et al. (Torok et 

al., 2021) konnten zeigen, dass Perizyten das Eindringen von Leukozyten, insbesondere von 

Monzyten, T-Zellen und DC, in das ZNS unter physiologischen und pathologischen 
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Bedingungen, nämlich im Tiermodell der EAE,  inhibieren. Sie fanden heraus, dass Perizyten 

die Expression von vaskulärem Zelladhäsionsmolekül-1 (Eng.: vascular cell adhesion 

molecule-1, VCAM-1) und ICAM-1 auf Endothelzellen unterdrücken und so die Adhäsion von 

Leukozyten begrenzen. Eine weitere Studie an der Netzhaut von Mäusen bestätigte diese 

Theorie und zeigte, dass die Depletion von Perizyten zu einer verstärkten Infiltration von 

Leukozyten führte, die mit einer endothelialen Hochregulierung von ICAM-1 einherging 

(Ogura et al., 2017). In Übereinstimmung mit diesen Studien zeigen wir hier, dass das Fehlen 

von Perizyten während einer akuten bakteriellen Infektion eine signifikant erhöhte 

Leukozytenmigration in das ZNS bedingt, die mit einer erhöhten Expression der neutrophilen 

Chemokine CXCL1 und CXCL2 sowie des Monozyten-Chemokin CCL2 im Gehirn 

einhergeht. Perizyten scheinen also im ZNS eine andere Funktion zu haben als in peripheren 

Organen: sie begrenzen vermutlich die Rekrutierung von Leukozyten, indem sie der Produktion 

von Leukozyten-Adhäsionsmolekülen und Chemokinen entgegenwirken. Dies könnte auch in 

der Pneumokokken-Meningitis der Fall sein, da wir bei Mäusen mit Perizytendepletion eine 

Zunahme der Leukozyten und eine höhere Expression von Leukozyten-Rekrutierungs-

Chemokinen nachgewiesen haben. Zudem konnten wir zeigen, dass der Verlust der Perizyten 

mit einer erhöhten Expression des Adhäsionsmoleküls ICAM-1 verbunden ist, jedoch nicht von 

VCAM-1.  

 

5.1.2 Bedeutung von Perizyten für die Integrität der Blut-Hirn-Schranke während der 
Pneumokokken-Meningitis 

Die besondere Bedeutung der Perizyten für die Aufrechterhaltung und Integrität der Blut-Hirn-

Schranke ist bereits von anderen Arbeitsgruppen beschrieben worden. Unter anderem konnte 

im Mausmodell gezeigt werden, dass eine Perizytendefizienz mit einer erhöhten Permeabilität 

der Blut-Hirn-Schranke für Wasser und bestimmte Tracer einhergeht (Armulik et al., 2010). 

Die erhöhte Durchlässigkeit beruhte hier auf endotheliale Endozytose. In einer weiteren Studie 

konnte nachgewiesen werden, dass Perizyten Vitronectin, ein extrazelluläres Matrixprotein 

freisetzen, welches über den Integrin-Rezeptor α5 auf Endothelzellen die Integrität der Blut-

Hirn-Schranke regulieren kann (Ayloo et al., 2022). Perizyten scheinen eine wesentliche Rolle 

bei der Bildung der Blut-Hirn-Schranke während der Embryogenese zu spielen. Dabei 

regulieren Perizyten unter anderem die Bildung von Tight Junctions (Daneman et al., 2010). 

Nach Depletion von Perizyten mittels Diphterietoxin zeigten Mäuse einen akuten 

Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke (Nikolakopoulou et al., 2019). Zudem wurde bereits 

die Funktion von Perizyten im Rahmen von anderen neurologischen Erkrankungen 
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beschrieben. Eine Studie konnte feststellen, dass traumatische Hirnverletzungen zu einer 

Beeinträchtigung der Interaktion zwischen Perizyten und Endothelzellen führt, was zu einer 

Dysfunktion der Blut-Hirn-Schranke und somit einer erhöhten Durchlässigkeit für 

verschiedene Substanzen führt (Bhowmick et al., 2019). Im Rahmen der Alzheimer-Krankheit 

scheint die Anzahl der Perizyten in der weißen Substanz im Vergleich zu Kontrollen reduziert 

zu sein (Ding et al., 2020). Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass eine chronische 

zerebrale Hypoperfusion zu einem Ablösen von Perizyten führt und damit die Permeabilität der 

Blut-Hirn-Schranke erhöht (Liu et al., 2019). Auch bei der amyotrophen Lateralsklerose wurde 

festgestellt, dass es zu einer reduzierten Anzahl von Perizyten und damit einhergehend zur 

Dysfunktion der Blut-Hirn-Schranke kommt (Winkler et al., 2013). In einem LPS-induzierten 

Modell der septischen Enzephalopathie in Mäusen wurde ein Ablösen von Perizyten von der 

Basalmembran im Hippocampus und damit einhergehend eine erhöhte zerebrovaskuläre 

Permeabilität beobachtet (Nishioku et al., 2009). Passend zur diesen Ergebnissen zeigten unsere 

Untersuchungen in zwei Tiermodellen ebenfalls eine Redukion der Perizytenpopulation im 

Rahmen der Pneumokokken-Meningitis. Sowohl die pharmakologische als auch die genetische 

Depletion von Perizyten führten zu einer Beeinträchtigung der Blut-Hirn-Schranke und zu 

Hirnödemen. Obwohl es zu einer homogenen Abnahme der Perizytenzellzahl im gesamten 

Gehirn kam, konnten wir nur punktuelle undichte Stellen der Blut-Hirn-Schranke mittels 

Evans-Blau-Methode feststellen. Somit scheint der Perizyten Verlust nicht allein für die erhöhte 

Durchlässigkeit verantwortlich zu sein.  

Da unsere Untersuchungen sowohl eine Reduktion/Veränderung der Perizytenpopulation bei 

der PM als auch einen schlechteren Krankheitsverlauf nach Perizytendepletion demonstrierten, 

könnten therapeutische Maßnahmen, die sich protektiv auf Perizyten auswirken (können), einen 

möglichen neuen therapeutischen Ansatz bei der PM darstellen. Ein Ansatz, der bereits im 

Rahmen des Morbus Parkinson oder des Status epilepticus positive Ergebnisse erzielt hat, ist 

die lokale oder systemische Verabreichung des Wachstumsfaktors PDGFB, der für die 

Aufrechterhaltung der Perizytenpopulation und der Integrität der Blut-Hirn-Schranke 

entscheidend ist (Cheng et al., 2018; Vazquez-Liebanas et al., 2022). Ob dies auch für die 

Pneumokokken-Meningitis gilt, muss in Zukunft noch untersucht werden.  

 

5.1.3 Schwachpunkte unserer Perizyten-Studie  

Unsere Arbeit hat einige Einschränkungen. Erstens, wie in der Einleitung erwähnt, sind 

Perizyten eine sehr heterogene Zellpopulation und, obwohl PDGFRb ein anerkannter 

Perizyten-Marker ist, wird er nicht ausschließlich von Perizyten, sondern auch von anderen 
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perivaskulären Zellen im ZNS exprimiert, wie z.B. von ZNS-Fibroblasten (Dorrier et al., 2022). 

In unserer Studie konnten wir mit Hilfe von IHC-Untersuchugnen zeigen, dass die 

Perizytenablation im Mausmodell zu keinen erkennbaren Veränderungen in der 

Immunreaktivität für den spezifischen Fibroblasten-Marker ER-TR7 führte. In unserem 

Zebrafischmodell stützten wir uns auf die Kombination des Perizyten-Markers PDGFRb sowie 

auf die Morphologie und Lokalisation der Perizyten (insbesondere ihre Lage am Gefäß; siehe 

Bilder unserer CLSM-Analysen auf Seite ). Dennoch können wir nicht eindeutig sagen, dass 

unsere Zellen zweifelslos Perizyten sind. Da aber bis heute keine spezifischen Perizyten Marker 

vorhanden sind, ist die Kombination aus Marker, Morphologie und Lage und der Ausschluss 

anderer perivaskulärer Zellen die einzige Möglichkeit, Perizyten zu differenzieren.  

Darüber hinaus konnten wir zwar demonstrieren, dass Perizyten-depletierte Mäuse eine höhere 

Leukozytenzahl und ausgeprägtere Blut-Hirn-Schranke-Störung während der PM aufwiesen. 

Wir stellten überdies fest, dass die verstärkte Leukozytenakkumulation mit einer erhöhten 

Expression von Chemokinen und Adhäsionsmolekülen einherging, konnten aber den zugrunde 

liegenden Mechanismus der Zunahme der BBB-Störung nicht klären. Hier wären weitere 

Experimente insbesondere zur Bedeutung der verstärkten Leukozytenimmigration für dieses 

Phänomen aufschlussreich (z.B. Untersuchungen an Granulozyten-depletierten oder mit 

funktionsblockierenden Antikörpern gegen CXCL1/CXCL2-behandelten Mäusen). Außerdem 

wurden in den Tierversuchen nur Tiere, die die vollen 42 Stunden überlebten, auf klinische 

Scores, Temperatur, Anzahl der weißen Blutkörperchen im Liquor, Blut- und bakterielle 

Kleinhirntiter, Albuminkonzentrationen und zerebrale Blutungen untersucht. Da davon 

ausgegangen werden kann, dass verstorbene (d.h. euthanasierte) Mäuse bei den meisten (oder 

gar allen) dieser Parameter stärker beeinträchtigt sind, wurden relevante klinische Merkmale 

der Meningitis bei Mäusen mit einer Perizytenablation möglicherweise übersehen, zumal die 

Anzahl der untersuchten Tiere zu gering war, um für alle Untersuchungsparameter statistisch 

signifikante Unterschiede aufzuzeigen. Die Fallzahlplanung wurde mit einer repräsentativen 

Hauptzielgröße durchgeführt, nämlich der Liquor-Zellzahl, weil (1) die Liquorpleozytose ein 

essentielles diagnostisches Kriterium bei der Pneumokokken-Meningitis ist, (2) die Liquor-

Leukozyten entscheidend zur Kontrolle von Infektionen beitragen (sollten), (3) die Zahl der 

Leukozyten im Liquor einen Hinweis auf das Ausmaß der Immunreaktion liefert, und (4) 

frühere Untersuchungen im Ratten- und Mausmodell gezeigt haben, dass die Liquor-Zellzahl 

weder besonders empfindlich noch besonders inert auf therapeutisch induzierte bzw. genetisch 

bedingte Veränderungen bei der bakteriellen Meningitis reagiert. 
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5.2 Die Rolle von PAI-2 in der Pneumokokken-Meningitis 
Unsere Ergebnisse zeigten eine PAI-2 Expression in den Entzündungsinfiltraten und eine PAI-

2 Freisetzung in den Liquor von Mäusen mit einer Pneumokokken-Meningitis. Die PAI-2 

Defizienz war im Mausmodell mit einer erhöhten Mortalität assoziiert. Die höhere Sterblichkeit 

ging mit einer Zunahme der Anzahl und Größe intrazerebraler Blutungen einher. Diese könnten 

möglicherweise durch eine vermehrte neutrophile Inflammation, besonders im Bereich 

parenchymaler Gefäße, verursacht werden. Die vermehrte neutrophile Infiltration wurde von 

erhöhten C5a- und reduzierten IL-10-Konzentrationen im Gehirn infizierter PAI-2-defizienter 

Mäuse begleitet, was auf eine immunregulatorische Funktion von PAI-2 bei der 

Pneumokokken-Meningitis hinweisen könnte. Im Einklang damit zeigten murine BMDM eine 

erhöhte PAI-2 Produktion sowie eine reduzierte IL-10 Freisetzung in Abwesenheit von PAI-2 

während der Stimulation mit Pneumokokken.  
 

5.2.1 PAI-2 im Rahmen der zellulären Immunantwort – Unterschiede im Phänotyp 
PAI-2 ist eines der Moleküle, das hauptsächlich in Monozyten und Makrophagen bei einer 

Aktivierung von TLR2 und/oder TLR4 hochreguliert wird (Chuang et al., 2013). 

Dementsprechend wurde in Zellkulturen dieser Zelltypen eine erhöhte PAI-2 Expression 

und/oder Freisetzung nach Exposition mit Borrelia burgdorferi, Pseudomonas aeruginosa, 

Helicobacter pylori, bakterieller DNA und LPS-enthaltenden Vesikel der äußeren Membran 

von Neisseria meningitidis festgestellt (Berk et al., 2001; Haile et al., 2006; Semeraro et al., 

1996; Stacey et al., 1996). Wie wir in unseren Experimenten zeigen konnten, führte auch eine 

Infektion mit S. pneumoniae sowohl in vitro als auch in vivo zu einer erhöhten Expression und 

Freisetzung von PAI-2. Diese Beobachtungen deuten auf eine Funktion von PAI-2 im Rahmen 

der angeborenen Immunität hin. Es gibt nur wenige Veröffentlichungen, die diese Hypothese 

bisher adressierten, unter anderem in Patienten mit Sepsis (Paramo et al., 1990; Robbie et al., 

2000), obwohl schon seit über 20 Jahren PAI-2-defiziente Mäuse zur Untersuchung dieser 

Frage bereit stehen (Dougherty et al., 1999). In dieser initialen Arbeit zeigten die Autoren, dass 

Serpinb2-/- Mäuse eine normale Entwicklung, Überlebensdauer und Fruchtbarkeit aufweisen. 

Es wurde ferner berichtet, dass Serpinb2-/- Mäuse keine Unterschiede zu WT Mäusen in der 

Rekrutierung von Monozyten ins Peritoneum nach einer Thioglykolat-Injektion, im Grad der 

arteriellen und venösen Thrombosen nach einer LPS-Injektion in den Fußballen sowie in der 

Überlebenszeit nach einer Stimulation mit LPS oder zökaler Ligation und Punktion zeigen. Im 

Gegensatz zu dieser negativen initialen Phänotyp-Analyse wurde seitdem berichtet, dass sich 

PAI-2-defiziente Mäuse von normalen Mäusen durch ihren Krankheitsphänotyp bei 
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Schistosomen-, Lentiviren- und Darmnematoden-Infektionen aufgrund einer veränderten 

Th1/Th2-Immunität unterscheiden (Major et al., 2013; Schroder, Gardner, et al., 2010; Zhao et 

al., 2013). In Mausmodellen der akuten Neurodegeneration konnte man überdies nachweisen, 

dass eine PAI-2 Defizienz die Entwicklung von Hirnödemen nach traumatischer 

Hirnverletzung reduziert, jedoch nicht die Größe der Läsion nach zerebralem Trauma oder 

Infarkt beeinflusst (Griemert, Hedrich, et al., 2019; Griemert, Recarte Pelz, et al., 2019). 

 

5.2.2 PAI-2 beeinflusst den Krankheitsphänotyp der Pneumokokken-Meningitis 
In unserem Mausmodell der Pneumokokken-Meningitis konnten wir nun einen eindeutigen 

Krankheitsphänotyp beobachten: die PAI-2 Defizienz war mit einer erhöhten Sterblichkeit 

assoziiert, die wiederum mit einem erheblichen Zuwachs an intrazerebralen Blutungen 

einherging. Dieser Krankheitsphänotyp ist ähnlich zu dem Phänotyp, den wir bereits in PAI-1-

defizienten (Serpine1-/-) Mäusen beobachten konnten (Brouwer et al., 2014). Wie PAI-1 gilt 

auch PAI-2 als physiologischer Inhibitor von u-PA und t-PA im extrazellulären Milieu (Al-

Horani, 2014; Mukhopadhyay et al., 2018). Folglich könnte ein Mangel an PAI-2 zu einer 

verstärkten Bildung von Plasmin aus Plasminogen und damit zu einem Ungleichgewicht 

zwischen dem Gerinnungs- und Fibrinolysesystem mit einem erhöhten Blutungsrisiko führen. 

Dies wird durch unsere Beobachtungen gestützt, dass ein Mangel an PAI-2 mit vermehrten 

Hirnblutungen bei der experimenteller Pneumokokken-Meningitis einherging. Die 

histopathologischen Untersuchungen der Maushirne zeigten jedoch einen wesentlichen 

Unterschied zwischen Serpine1-/- und Serpinb2-/- Mäusen. In Serpinb2-/- Mäusen war der 

Zuwachs an zerebralen Blutungen mit ausgeprägten neutrophilen Infiltraten aussoziiert, 

während in Serpine1-/- Mäusen die Zunahme an Blutungen nicht von vermehrten Entzündungen 

im Bereich parenchymaler Gefäße begleitet wurde. Bei Serpine1-/- Mäusen traten 

Hirnblutungen auch bei fehlenden perivaskulären Infiltraten auf. Dieser Befund deutet auf 

Unterschiede im Entstehungsmechanismus der Hirnblutungen zwischen den beiden Genotypen 

hin.  

 

5.2.3 PAI-2 ist an der Entzündungsregulation beteiligt  
Im Gegensatz zu PAI-1 scheint PAI-2 an der Regulation von Entzündungen beteiligt zu sein. 

Diese Hypothese wird durch unsere Beobachtung gestützt, dass Serpinb2-/- Mäuse 24 Stunden 

nach Beginn der Antibiotikatherapie höhere C5a-Spiegel, aber niedrigere IL-10 

Konzentrationen im Gehirn als WT Mäuse aufwiesen. Frühere Arbeiten unserer und anderer 

Gruppen haben gezeigt, dass C5a ein entscheidender „Motor“ der Entzündungreaktion in der 
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Pneumokokken-Meningitis ist, während IL-10 ein wichtiger Antagonist zu sein scheint (Koedel 

et al., 1996; Woehrl et al., 2011). Die veränderte Expression von C5a und IL-10 führt 

wahrscheinlich zu einem Ungleichgewicht des Immunsystems zugunsten eines anhaltenden 

proinflammatorischen Zustands. Welchen Anteil die verstärkte Entzündungsreaktion und 

welchen Anteil die verstärkte Fibrinolyse aufgrund des PAI-2 Mangels an der Entwicklung von 

Hirnblutungen haben, ist jedoch unklar.  

Ebensowenig ist bekannt, wie PAI-2 die C5a- und IL-10-Expression im Hirn beeinflusst. In 

myeloischen Zellen wird die IL-10 Produktion durch verschiedene Signale, die den 

Mustererkennungsrezeptoren nachgeschaltet sind, sowie durch proinflammatorische Zytokine, 

wie IL-1b, ausgelöst (Manzanillo et al., 2015; Ouyang & O'Garra, 2019). Während der 

Pneumokokken-Meningitis werden große Mengen an IL-1b produziert und freigesetzt 

(Grandgirard et al., 2013). Eine Beeinträchtigung  und damit reduzierte IL-1b Produktion führt 

zu einer milderen Immunantwort und einem besseren Outcome (Hoegen et al., 2011). In letzter 

Zeit konnte gezeigt werden, dass die PAI-2 Expression in Makrophagen die IL-1b Produktion 

unterdrücken kann, vermutlich durch eine verstärkte Autophagie mit vermehrtem NLRP3 

(NLR Family Pyrin Domain Containing 3)-Abbau, was zu einer geringeren Aktivierung von 

Caspase-1 führt (Manzanillo et al., 2015; Ouyang & O'Garra, 2019). In unseren in vivo und in 

vitro Experimenten, jedoch, hatte die PAI-2 Defizienz keinen Einfluss auf die IL-

1b-Produktion/Sekretion. Die geringere IL-10-Produktion in Abwesenheit von PAI-2 scheint 

also nicht mit einer geringeren IL-1b- Produktion zusammenzuhängen. Folglich scheint die 

Reduktion von IL-10 auf einem IL-1b unabhängigen Mechanismus zu beruhen, der noch 

aufgeklärt werden muss. 

Die Umwandlung von Plasminogen in Plasmin wird durch die Verfügbarkeit von 

Plasminogenaktivatoren und deren Inhibitoren wie PAI-2 streng kontrolliert. Plasmin ist das 

einzige Enzym, das in der Lage ist, C5 mit einer ähnlichen Geschwindigkeit wie die C5 

Konvertase zu spalten (Leung & Morser, 2016) und dabei das biologisch aktive C5a zu 

generieren (Amara et al., 2010; Foley et al., 2016). Dementsprechend könnte ein PAI-2 Mangel 

während der Pneumokokken-Meningitis zu einer erhöhten Plasminaktivität und damit zu einer 

erhöhten C5a-Produktion führen. Dieser Mechanismus könnte zu einem anhaltenden 

proinflammatorischen Zustand beitragen, der eine verstärkte perivaskuläre Entzündung, 

vermehrte Hirnblutungen und eine geringere Überlebensrate verursacht. 
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5.2.4 Einschränkungen dieser Arbeit im Rahmen der Untersuchungen zu PAI-2  
Wir konnten zeigen, dass Serpinb2-/- Mäuse einen eindeutigen Krankheitsphänotyp in der 

Pneumokokken-Meningitis aufweisen, der mit einer erhöhten perivaskulären, neutrophilen 

Infiltration und stärkeren Blutungen einhergeht. Diese Beobachtungen passen zu den zuvor 

diskutierten Konzepten einer immunregulatorischen Rolle von PAI-2 im Rahmen von 

pathophysiologischen Zuständen. Diese Arbeit weist ein paar Einschränkungen auf. 

Erstens konnten wir zwar die pathologischen Veränderungen mit Veränderungen der C5a- und 

IL-10-Konzentrationen im Gehirn in Verbindung bringen, waren aber nicht in der Lage, den 

zugrunde liegenden Mechanismus dieser Veränderungen zu erklären. Darüber hinaus wurden 

in den Tierversuchen nur Tiere, die die vollen 48 Stunden überlebten, auf klinische Punktzahl, 

Gewichtsverlust, Temperatur, Erkundungsverhalten, Anzahl der weißen Blutkörperchen im 

Liquor, bakterielle Kleinhirntiter und Konzentrationen von Zytokinen untersucht. Da davon 

ausgegangen werden kann, dass verstorbene Mäuse bei den meisten (oder allen) dieser 

Parameter stärker beeinträchtigt sind, könnten relevante klinische Merkmale der Meningitis bei 

PAI-2-defizienten Mäusen übersehen worden sein, da die Anzahl zu gering war, um statistisch 

signifikante Unterschiede aufzuzeigen (siehe hierzu auch Punkt 5.1.3). Schließlich haben wir 

die Fibrinolyse durch Messung der u-PA-, t-PA- und Plasmin-Aktivität nicht quantifiziert, da 

uns dafür keine ausreichenden Probenmengen (weder Blut noch Hirngewebe noch Liquor) zur 

Verfügung standen.  
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6 Zusammenfassung 

Die Pneumokokken-Meningitis ist eine der schwerwiegendsten Erkrankung des ZNS und geht 

immer noch mit einer hohen Letalität sowie neurologischen Folgeschäden einher (Buchholz et 

al., 2016; Lucas et al., 2016; van de Beek, Brouwer, et al., 2016). Um an neuen adjuvanten 

Therapieansätzen forschen zu können, muss die genaue Pathophysiologie der Pneumokokken-

Meningitis bekannt sein. Das Ziel dieser Arbeit war es folglich pathophysiologische Vorgänge 

während der Pneumokokken-Meningitis zu untersuchen und somit zur Entwicklung neuer 

Behandlungsmethoden beizutragen. Dafür wurde die Bedeutung der Perizyten und die Rolle 

von PAI-2 im Rahmen der experimentellen Pneumokokken-Meningitis untersucht.  

 

6.1 Die Rolle von Perizyten in der Pneumokokken-Meningitis 

Die Pneumokokken-Meningitis löst eine massive Entzündungsreaktion im ZNS aus, die 

letztendlich zu meningitisassoziierten Gewebeschädigungen im Gehirn beiträgt (Koedel et al., 

2009; Pfister et al., 1999). Es besteht weiterhin Unklarheit über die zellulären Auslöser dieser 

Entzündungsreaktion. Postkapilläre Venolen im Subarachnoidalraum sind die primäre 

Eintrittsstelle für Pneumokokken und Leukozyten in das ZNS (Coureuil et al., 2017; Gradstedt 

et al., 2013; Hyun & Hong, 2017; Iovino et al., 2017; Lorenzl et al., 1993; Wilson et al., 2010). 

Sie bestehen aus spezialisierten Endothelzellen und Perizyten, die in der Basalmembran 

eingebettet und von einem flüssigkeitsgefüllten Raum umgeben sind, der wiederum von 

Immunzellen wie Makrophagen und Mastzellen besiedelt ist (Brendecke & Prinz, 2015; 

Harrison-Brown et al., 2016; Liebner et al., 2018; Owens et al., 2008). Bisherige Studien 

zeigten keine oder nur geringe Effekte einer Mastzelldefizienz oder Makrophagendepletion in 

Tiermodellen der Pneumokokken-Meningitis (Fritscher et al., 2018; Polfliet et al., 2001; 

Trostdorf et al., 1999). Dies deutet darauf hin, dass zusätzliche Zellen innerhalb des 

perivaskulären Raums zur Immunaktivierung beitragen könnten.  

Für die Untersuchungen wurden folgende Methoden verwendet: (i) In vitro Zellkulturversuche 

mit primären, murinen und humanen Perizyten, (ii) ein Zebrafischmodell der Pneumokokken-

Meningitis (Jim et al., 2016) sowie (iii) ein etabliertes Mausmodell der Pneumokokken-

Meningitis (Hoegen et al., 2011).  

Die Experimente führten zu folgenden zentralen Befunden:  
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1) Perizyten können in vitro bei einer Stimulation mit S. pneumoniae ausgewählte 

Entzündungsmediatoren wie z.B. IL-6 freisetzen. Hohe S.pneumoniae-Konzentrationen 

wirken auf die isolierten Perizyten zytotoxisch. Dabei scheinen, zumindest in der Maus, 

TLR-2 und endosomale TLR als Mustererkennungsrezeptoren zu fungieren. Die 

Reaktion der Perizyten scheint überdies unabhängig vom Serotyp, aber abhängig vom 

bakteriellen Toxin Pneumolysin zu sein.   

2) Eine pharmakologische Perizytendepletion im Zebrafisch Embryo-Modell ging mit 

einer erhöhten Mortalität der PM einher. Pathophysiologisch könnte dies auf einer 

verstärkten Hirnödementwicklung beruhen.  

3) Im Mausmodell der PM zeigten Mäuse nach einer pharmakologisch-genetischen 

Perizytendepletion einen ungünstigeren Krankheitsverlauf und eine ausgeprägtere Blut-

Hirn-Schranke-Störung (im Vergleich zu verschiedenen Kontrollgruppen). Diese 

Veränderungen gingen mit einer verstärkten Entzündungsreaktion einher, die sich in 

einer vermehrten Leukozyteninfiltration und Chemokin-Expression manifestierte.  

Zusammenfassend lässt sich konstatieren, dass unsere Daten auf eine bedeutende Rolle der 

Perizyten in der Pathogenese der Pneumokokken-Meningitis hinweisen, insbesondere bei der 

Regulierung der Leukozyten-Rekrutierung und der Aufrechterhaltung der Blut-Hirn-Schranke-

Integrität (Abbildung 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Zusammenfassung 

    74 

 

Abbildung 27: Hypothese zur Rolle der Perizten in der Pneumokokken-Meningitis. Pneumokokken infizieren den 

perivaskulären Raum und werden von Periyten über Mustererkennungsrezeptoren erkannt. Diese setzen Faktoren 
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frei, welche normalerweise die Leukozytenrekrutierung in den perivaskulären Raum verhindern. Hohe 

S.pneumoniae-Konzentrationen wirken jedoch auf Perizyten zytotoxisch. Es kommt zum Absterben von Perizyten 

und Untergang der Blut-Hirn-Schranke. Dadurch werden vermehrt Leukozyten in den perivaskulären Raum 

rekrutiert und es kommt zu verstärkten Entzündungsreaktion und damit einhergehend zu Meningitis-assoziierten 

Gewebeschädigung. (Eigene Darstellung in Anlehnung an Rustenhoven et al., 2017 und Cao et al., 2021; erstellt 

von R. Hees). 

 

6.2 Die Rolle von PAI-2 in der Pneumokokken-Meningitis  

Die Pneumokokken-Meningitis geht mit einer Dysregulation der Gerinnungskaskade und 

Fibrinolyse einher, was zu Thromboembolien, Blutungen und disseminierter intravasaler 

Koagulation führen und somit bestimmend für den Krankheitsverlauf sein kann (Pfister et al., 

1992; Schut et al., 2012). In der Vergangenheit konnte unsere Arbeitsgruppe bereits eine 

dramatische Erhöhung der zerebralen PAI-2-Expression während einer mruinen 

Pneumokokken-Meningitis beschreiben (Paul et al., 2005). PAI-2 wird eine Vielzahl von 

Funktionen zugeschrieben, die von einem klassischen Serpin bis hin zu einem Regulator des 

Inflammasoms oder der Komplementaktivierung reichen; seine genaue funktionelle Rolle gilt 

bis heute als weitgehend ungelöst (Medcalf & Stasinopoulos, 2005). 

Für die Untersuchungen wurden folgende Methoden verwendet: (i) in vitro Zellkulturversuche 

mit PAI-2 defizienten BMDM und (ii) Untersuchungen an PAI-2-defizienzten Mäusen.  

 

Die Experimente führten zu folgenden Ergebnissen:  

 

1) PAI-2 wird während einer murinen Pneumokokken-Meningitis in den Liquor und ins 

Blut freigesetzt. Bei immunhistochemischen Analysen fanden sich PAI-2-positive 

Zellen vor allem in den Leukozyten-Infiltraten im leptomeningealen Raum und in den 

Ventrikeln.  

2) PAI-2-defiziente Mäuse wiesen eine höhere Mortalität und eine höhere Anzahl an 

zerebralen Blutungen auf. Außerdem zeigten PAI-2-defiziente Mäuse eine stärkere 

Immunreaktivität gegen MRP-14, einen Marker für neutrophile Granulozyten.  

3) In Hirnhomogenaten von PAI-2-defizienten Mäuse fanden sich bei der PM höhere C5a- 

und niedrigere IL-10-Konzentrationen als bei entsprechenden WT-Mäusen.  

4) In WT BMDM wurde eine erhöhte Expression von PAI-2 bei einer Stimulation mit S. 

pneumoniae beobachtet. Diese ging mit einem vermehrten Freisetzung von PAI-2 in 

den Zellkulturüberstand einher. In Übereinstimmung mit den in vivo-Befunden zeigten 
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PAI-2-defiziente BMDM eine niedrigere IL-10 Freisetzung bei einer Stimulation mit S. 

pneumoniae als WT-Zellen.  

 

Zusammenfassend deuten unsere Daten darauf hin, dass PAI-2 eine entzündungshemmende 

Rolle bei der Pneumokokken-Meningitis spielt. Diese Aussage basiert auf unseren 

Beobachtungen von gesteigerten C5a- und verminderten IL-10-Konzentrationen in PAI-2-

defizienten Mäusen. Diese Veränderungen sind mit einer verstärkten Neutrophileninfiltration, 

vermehrten Hirnblutungen und einer erhöhten Sterblichkeitsrate assoziiert  (Abbildung 28). 

 

Abbildung 28: Hypothese zur Rolle von PAI-2 in der Pneumokokken-Meningitis. PAI-2-Defizienz geht mit 

erhöhter C5a- und verminderter IL-10 Freisetzung einher. Die vermehrte C5a Konzentration beruht auf eine 

vermehrte Plasmin Bildung. Daraufhin kommt es zu einer verstärkten Neutrophileninfiltration, vermehrten 

Hirnblutungen und letztendlich eine erhöhten Sterblichkeit. (Eigene Darstellung).  
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7 Ausblick 

7.1 Perizyten – Zukünftige Projekte 
In der vorliegenden Promotionsarbeit konnte gezeigt werden, dass Perizyten eine bedeutende 

Rolle in der Pathogenese der Pneumokokken-Meningitis spielen und an der Regulierung der 

Leukozyten-Rekrutierung sowie an der Aufrechterhaltung der Blut-Hirn-Schranke-Integrität 

beteiligt sind. Zukünftige Experimente könnten die Interaktion zwischen Perizyten und 

Endothelzellen im Rahmen der Meningitis-assoziierten Erhöhung der Blut-Hirn-Schranken-

Permeabilität im Detail analysieren. Im Jahr 2022 konnten Ayloo et al. zeigen, dass Perizyten 

über Vitronectin, einem extrazellulären Protein und dessen Interaktion mit dem Integrin-α5-

Rezeptor auf den Endothelzellen, in der Lage sind die Blut-Hirn-Schranken Durchlässigkeit zu 

regulieren  (Ayloo et al., 2022). Ob dieser Mechanismus auch in der Pneumokokken-Meningitis 

eine Rolle spielt, ist bisher nicht bekannt. Des Weiteren sollten die Auswirkungen einer lokalen 

oder systemischen Verabreichung des Wachstumsfaktors PDGFB in experimentellen 

Pneumokokken-Meningitis-Modellen untersucht werden. Dieser Ansatz zeigte in anderen 

Modellen einen protektiven Effekt auf die Perizytenpopulation. Es ist vorstellbar, dass dieser 

Behandlungsansatz auch die Perizytenpopulation während einer PM schützen und folglich zu 

einem besseren klinischen Verlauf dieser Krankheit führen kann (Vazquez-Liebanas et al., 

2022). In dieser Arbeit haben wir die Perizytenpopulation bei der PM im Zebrafisch Embryo-

Modell  mit Hilfe der CLSM nur zu einem bestimmten Zeitpunkt untersucht. Es wäre 

aufschlussreich in vivo Echtzeit- Bilder von TgBAC(pdgfrb:EGFP/Tg(flila:Myr-mCherry) 

Zebrafisch Embryos im Verlauf einer PM zu erhalten und somit herauszufinden, ob es in diesem 

Modell vornehmlich zu einem Untergang der Zellen oder zu einer Veränderung ihrer 

Lokalisation und/oder Morphologie kommt. Dabei könnte man das von Jim et al. beschriebene 

und auch in dieser Arbeit verwendete Modellsystem nutzen (Jim et al., 2016).  

 

7.2 PAI-2 – Eine potenzielle Behandlung in der Pneumokokken-

Meningitis? 
Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass PAI-2 eine entzündungshemmende 

Funktion in der Pneumokokken-Meningitis einnimmt und bei PAI-2 Mangel eine 

inflammatorische Imbalance mit erhöhter Mortalität durch Hirnblutungen resultiert. SerbinB2 

konnte bereits als potenzielle Behandlung in einem murinen Schlaganfall-Modell getestet 

werden (Buchthal et al., 2018). Dabei konnte gezeigt werden, dass durch intranasale 

Verabreichung von SerpinB2 das Infarktvolumen reduziert werden konnte. Es gibt jedoch 
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bisher keine Daten zur Gabe von PAI-2 im Rahmen von ZNS Infektionen. Ein 

Behandlungsversuch mit PAI-2 könnte im murinen Pneumokokken-Meningitis-Modell zu einer 

Reduktion zerebrovaskulärer Komplikationen und folglich einem besseren klinischen Verlauf 

führen. Diese Hypothese sollte in zukünftigen Versuchsreihen überprüft werden.  
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