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1. Einleitung

1. Einleitung und Problemstellung

1.1 Die akute bakterielle Meningitis

1.1.1 Erreger und Epidemiologie der akuten bakteriellen Meningitis

Die akute bakterielle Meningitis ist eine ernste, lebensbedrohliche Infektion. Die geschétzte
Inzidenz betrdgt 3-10/ 100.000 Menschen/ Jahr in entwickelten Landern und ist 10-mal héher
in Léndern der Dritten Welt (Chaudhuri, 2004). Die Inzidenz ist im ersten Lebensmonat am
hochsten (Schmutzhard, 2000). Die bakterielle Meningitis ist eine der ,,Top 10°” Ursachen fiir
den durch eine Infektion bedingten Tod weltweit, und 30-50% der Patienten, die iiberleben,
haben permanente neurologische Schidden (Fauci, 2001). Was die Geschlechtsverteilung
angeht, ist ein leichtes Uberwiegen des weiblichen Geschlechts festzustellen und die Mehrzahl
der Kinder erkrankt bis zum Schulalter (Brandtzaeg et al., 1992). Theoretisch kann jedes
Bakterium eine akute Meningitis verursachen, wobei die relative Héufigkeit weltweit eine
Altersspezifitit zeigt (Adam and Schroten, 2004). Bei Neugeborenen (< 4 Wochen) sind vor
allem Streptokokken der Gruppe B, Escherichia coli (E. coli) K1 und Listeria monocytogenes
(L. monocytogenes) als Erreger verantwortlich. Bei Sduglinge zwischen 1-3 Monate bilden das
Spektrum der Erreger: Neisseria meningitidis (Meningokokken), Streptococcus pneumoniae
(Pneumokokken) und wesentlich seltener: L. monocytogenes, E. coli und Streptokokken der
Gruppe B. Im Alter von dem 3. Lebensmonat bis zum 18. Lebensjahr treten Neisseria
meningitidis und Streptococcus pneumoniae in den Vordergrund. Haemophilus influenzae Typ
B (Hib) zéhlte vor den 1990er Jahren als Erreger in dieser Altersgruppe und war sogar einer
der wichtigsten Verursacher von Meningitis bei jiingeren Kinder, ist aber seit der Einfiihrung

des Konjugatimpfstoffes sehr selten geworden (Chaudhuri, 2004).
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1. Einleitung

Bei immunsupprimierten Patienten wird die Gruppe der hédufigsten auslosenden Erreger von
Listerien, Enterobakterien und Pneumokokken gebildet (Schroten, 2004). In Léndern der
Dritten Welt finden sich oft neben E. coli auch andere gramnegative Keime wie Enterobacter,
Salmonellen und Klebsiellen (Moreno et al., 1994) als Ausldser. Pradisponierende Faktoren fiir
die Erkrankung sind: Diabetes mellitus, Pneumonien, Splenektomien, paranasale Infekte,

Liquorlecks und Immunglobulindefizienzen (Brandtzaeg ef al., 1992).

1.1.2 Pathogenese der akuten bakteriellen Meningitis

Die Infektion der Meningen durch pathogene Keime verlduft in einer typischen Abfolge von
Ereignissen: Primér kolonisieren die Erreger die Schleimhdute des Nasen-Rachen-Raums oder
des Darms. Um an den Epithelien haften zu konnen, bilden die Bakterien spezifische
Virulenzfaktoren, wie IgA-Proteasen oder Adhdsine (Adam and Schroten, 2004). Diese
Virulenzfaktoren nutzen sie, um der wirtseigenen Abwehr zu entgehen (Huang et al., 2000).
Bei der Uberwindung der epithelialen Barriere mit resultierender Invasion in die Blutbahn
verwenden die unterschiedlichen Erreger zum Teil gleiche oder verschiedene Wege. Der
Eintritt von Rhinoviren wird zum Beispiel durch witterungsbedingte Beeintrachtigungen der
Schleimhautbarriere begiinstigt. Andere Erreger iiberwinden die Barriere iiber induzierte
Transzytose (Meningokokken, Pneumokokken) (Deuren et al., 2000; Ring et al., 1998) oder
durch parazelluldre Passage (Haemophilus influenzae Typ B) (van Schilfgaarde et al., 2000).
Nach Durchbrechen der epithelialen Schleimhautbarriere dringen die Erreger in die Blutbahn

ein. Um sich hier vor der wirtseigenen Immunabwehr, primér der Opsonophagozytose und der
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komplementvermittelten Lyse zu schiitzen, ist die bakterielle Polysaccharidkapsel bei allen
wichtigen Meningitiserregern von essentieller Bedeutung (Frosch et al., 2003; Steenberger and
Vimr, 2003; Ren et al., 2004; Prasadarao et al., 2002). Durch Virulenzfaktoren wie die Kapsel,
Lipopolysaccharid (LPS) oder Eisenchelatsysteme sind die Erreger in der Lage, im Blutstrom
zu iiberleben und sich dort auszubreiten. Fiir viele extrazelluldre Meningitiserreger ist neben
dem grundsitzlichen Uberleben aber noch ein weiterer Aspekt von groBer Wichtigkeit. Die
Infektion der Meningen hdngt auch von der Intensitdt und der Dauer der Bakteridmie ab.
Dieses konnte fiir die Keime: E. coli K1, Gruppe B-Streptokokken sowie Pneumokokken und
Haemophilus influenzae Typ B gezeigt werden. Eine kritische bakterielle Konzentration ist
ebenso wichtig, um eine Meningitis verursachen zu koénnen (Kim, 2003).

Der Eintritt in das ZNS kann entweder durch die Blut-Hirn oder durch die Blut-Liquor
Schranke erfolgen. Tiermodelle erbrachten Belege dafiir, dass zum Beispiel bei Pneumokokken
das Eindringen in das Ventrikelsystem primir durch Uberwindung der Blut-Hirn Schranke
zustande kommt (Huang et al., 2000). Erreger miissen bei Durchbrechen der Blut-Hirn-
Schranke an die zerebralen Endothelien adhérieren, die Endothelschicht penetrieren und
danach die Basalmembran und die perizytdre Scheide iiberwinden.

Erreger, die das Liquorsystem {iber den Plexus choroideus erreichen, miissen primir am
fenestrierten Endothel oder der extrazelluldren Matrix adhérieren, um von der basalen Seite der
Plexusendothelien, die dem Blut zugewandt ist, diese epitheliale Grenzschicht zu
durchbrechen. Der Plexus choroideus scheint die primére Eintrittspforte fiir S. suis zu sein, der
eine Meningitis sowohl bei Menschen als auch bei Schweinen verursachen kann (Williams and
Blakemore, 1990). Auch bei Neisseria meningitidis erfolgt vermutlich das primére Eindringen
in das Liquorsystem durch die Blut-Liquor-Schranke (Pron et al., 1997).

Die Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke kann durch unterschiedliche Art und Weise

erfolgen. Fiir Meningokokken, Pneumokokken, E. coli und fiir Gruppe-B-Streptokokken
-3-
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konnte eine transzelluldre Passage nachgewiesen werden (Deuren et al., 2000; Unkmeir et al.,
2002; Kim, 2003; Ring et al., 1998; Huang et al., 2000; Jedrzejas, 2001). Die
parazelluldre/interzelluldre Passage ist die ndchste Mdglichkeit fiir die Penetration in das ZNS
und ist fir Haemophilus influenzae Typ B, E. coli und Pneumokokken sowie bei
Streptokokken beschrieben worden (van Schilfgaarde et al., 2000). Insbesondere bei
Streptokkoken kann die B-H&dmolysin Produktion das Endothel schidigen, und so konnen die
Bakterien interzelluldr penetrieren (Huang et al., 2000; Jedrzejas, 2001; Sukumaran and
Prasadaras, 2003; Tunkel et al., 1992).

Eine dritte Moglichkeit ist die Translokation via Leukozyten (Theorie des ,,trojanischen
Pferds*) bei denen Erreger in Phagozyten iiberleben konnen und durch diese in das ZNS
eindringen konnen. Das gilt fiir L. monocytogenes, Brucella sp. oder Mycobacterium
tuberculosis (Drerets and Leenen, 2000). Fiir S. suis, E. coli und Gruppe-B-Streptokokken
wurde gezeigt, dass sie in Makrophagen liberleben konnen, sodass sie auch als ,,Trojaner*
gelten konnen (Sukumaran and Prasadaras, 2003; Valentin-Weigand et al., 1996; Weiser et al.,
2003). Nachdem die Bakterien in den Liquorraum eingedrungen sind, finden sie optimale
Wachstumsbedingungen vor und konnen bis zu hohen Konzentrationen im Liquormilieu
heranwachsen. Im Liquor gibt es nur ein unzureichendes Immunsystem, um die Bakterien zu
eliminieren, so dass ihr Wachstum nicht eingeschrankt wird. Nach Erreichen einer kritischen
bakteriellen Konzentration im Liquor und stationdrer Wachstumsphase oder nach Behandlung
mit Antibiotika kommt es zur Freisetzung toxischer bakterieller Hiillprodukte, Toxine und
DNA im Liquorkompartment. Autolytische Hydrolasen (Lyt A-C), Peptidoglykane,
Lipoteichonsdure und Pneumolysin werden zum Beispiel von grampositiven Kokken
freigesetzt. So werden Makrophagen, Mikroglia, Plexusepithelien und Ependymzellen,
Endothelien oder Astrozyten aktiviert und zur Produktion proinflammatorischer Zytokine

angeregt. Tumornekrosefaktor-o (TNF-at), Interleukin-18 (IL-18) und Interleukin 6 (IL-6)
-4 -
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spielen hier wahrscheinlich die wichtigste Rolle (Deuren et al., 2000; Koedel et al., 2002;
Adam and Schroten, 2004). Die Integritit der Blut-Hirn-Schranke wird durch Einwirkung der
Zytokine gestort und ihre Permeabilitit erhoéht. Durch Heraufregulation von
Adhédsionsmolekiilen  (initial ~ Selektine, spédter insbesondere das interzelluldre
Adhésionsmolekiil ICAM-1) an der endothelialen Oberfliche wird die Anheftung von
Granulozyten erleichtert. SchlieBlich kommt es zur Extravasation einer grolen Zahl aktivierter
Phagozyten und dem Eindringen in den Liquorraum (Adam and Schroten, 2004; Deuren et al.,
2000). In der Phase der maximalen Inflammation kommt es zur Freisetzung reaktiver
oxidativer Stoffwechselprodukte (Koedel et al., 2002; Frosch et al., 2003; Nau and Bruck,
2002), Ausschiittung von Matrixmetalloproteinasen (MMP), die zu einer Schéddigung der
Basallamina durch Degradation von kollagen und elastischen Fasern fiihren kdnnen, (Leib and
Tauber, 2000; Shapiro et al., 2003) und zur weiteren Stimulation durch Zytokine und
Chemokine (Koedel er al., 2002; Saez-Llorens and McCracken, 2003). Die intensive
Immunantwort des Wirts auf die eingedrungenen Keime ist in erster Linie flir die cerebrale
Schiadigung bei eitrigen, bakteriellen Meningitiden verantwortlich (Saez-Llorens and

McCracken, 2003).

1.1.3 Klinische Symptome und Komplikationen der bakteriellen Meningitis

Zum ersten Mal wurde das klinische Bild der bakteriellen Meningitis detailliert vom
Schweizer Arzt Vieusseux 1805 beschrieben. Er hat den Begriff ,,bOsartiger Fieber mit
Purpura® verwendet. Als Symptome wurden starker Kopfschmerz, Nackensteifigkeit,

Erbrechen und ausgeprigte Hautverdnderungen genannt (Vieusseux, 1805). Das klinische Bild
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der neonatalen Meningitis ist unspezifisch und kann mehrere Symptome aufweisen wie:
Beriihrungsempfindlichkeit, Temperaturinstabilitit (Hypothermie sogar haufiger als Fieber),
gespannte Fontanelle (etwa 25%), Opisthotonus (etwa 13%), Krampfanfille (20-50%),
schrilles Schreien, Bewusstseinsstorung und gastrointestinale Symptome (Schroten, 2004). Je
jinger ein Kind ist, umso unspezifischer ist die Symptomatik. Mit fortschreitendem Alter
beobachtet man die Trias: Kopfschmerzen, Meningismus und Fieber (Schaad, 1999). Positives
Kernig-Zeichen (passive Streckung des gebeugten Kniegelenks bei gebeugtem Hiiftgelenk ist
nur unter starken nuchalen Schmerzen moglich), Brudzinski (bei passiver Neigung des Kopfs
nach vorne, werden die Hiift- und Kniegelenke zur Entlastung der entziindeten Meningen
gebeugt) und Laseque (passives Anheben der gestreckten Beine wird schmerzreflektorisch
gehemmt) kommen typischerweise auch vor (Schroten, 2004). Fiir die Folgen der Erkrankung
spielen sowohl der urséchliche Erreger als auch das Alter des Patienten eine Rolle. Diese
Parameter sind auch fiir die Prognose von Bedeutung. Meningitiden die durch Gruppe B-
Streptokokken, gramnegative Enterobacteriacae und Streptococcus pneumoniae verursacht
werden haben eine deutlich schlechtere Prognose als Meningitiden durch Haemophilus
influenzae Typ B und Neisseria meningitidis. 30-40% aller Kinder haben nach der Akutphase
dauerhafte neurologische Folgen. Diese konnen im Bereich der Hirnnerven, des Horens und
Sehens, der Motorik, des Verhaltens und der kognitiven Leistungen vorkommen (Grimwood et
al., 1995; Kornelisse et al., 1995; Pomeroy et al., 1990; Burstein and Breningstal, 1986). Zu
den hiufigsten langfristigen Komplikationen gehort der sensorische Horverlust (Verlust >25
dB). Die Horschiddigung kann unterschiedlich schwer, einseitig oder beidseitig auftreten.
Audiologische Komplikationen zeigen mehr als 38% der Kinder die an Meningitis aufgrund
von Hib erkranken. Ein Drittel der Erkrankten haben epileptische Anfille in der Akutphase
(Grimwood et al., 1995; Pomeroy et al., 1990; Oosterbrink et al., 2002; Odio et al., 1991).

Schwere Intelligenzminderung (IQ<70) kommen bei 5-10% der Kinder vor (Pomeroy et al.,
-6 -
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1990; Grimwood et al., 2000; Sell, 1983). Viele Kinder zeigen auBerdem neben paretische
Symptome auch Bewegungsstorungen wie Ataxie, Choreoathetose, Hemiballismus und
Tremor. Sehstérungen und Hydrozephalus konnen gelegentlich auch vorkommen. Mortalitit
und Morbiditdt der Meningitis sind bei Neugeborenen hdher als bei dlteren Kindern. Dies ist
auf ein unterschiedliches Erregerspektrum, die hohere Vulnerabilitit des Gehirns und die oft

zusitzlichen Probleme wie z.B. Sepsis zuriickzufiihren (Schmitt, 2004).
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1.1.4 Therapie der bakteriellen Meningitis

Neben der symptomatischen Therapie und Behandlung eventueller Komplikationen steht die
antibiotische Therapie ganz im Vordergrund. Die kausale Antibiotika Therapie sollte sofort
und nicht verzogert beginnen (Bonsu and Harper, 2001). Grundsétzlich sollte zunéchst eine
empirische antibiotische Therapie begonnen werden, um eine sofortige antimikrobielle
Wirkung zu erzielen und eine Verzogerung der Therapie zu verhindern. Je nach Antibiogramm
erfolgt dann nach Moglichkeit die gezielte Umstellung auf ein anderes Antibiotikum. Die
Auswahl des Antibiotikums muss unter Beriicksichtigung des Lebensalters, des Immunstatus
und der Pridvalenz von Resistenzen erfolgen (Abele-Horn and Pfister, 2003). Grundsétzlich
sollten die Antibiotika gut liquorgingig und bakterizid wirksam sein. Eine weitere nicht
antibiotische, héufig diskutierte Therapieoption ist die adjuvante Kortikosteroidapplikation.
1997 wurden in einer ersten grosseren Metaanalyse die Daten von 11 randomisierten,
kontrollierten Studien zur Dexamethasontherapie bei bakterieller Meningitis bei Kindern
ausgewertet. Fir die Haemophilus influenzae Meningitis zeigte sich in der
Dexamethasongruppe im Vergleich zur Placebogruppe eine signifikante Reduktion schwerer
Horstorungen. Im Gegensatz dazu war bei der Pneumokokkenmeningitis ein giinstiger Effekt
von Dexamethason auf die Inzidenz schwerer Horstérungen nur dann zu beobachten, wenn
Dexamethason vor, gleichzeitig oder innerhalb von 6 Stunden nach Beginn der
Antibiotikatherapie verabreicht wurde. Bei Kindern mit Hib Meningitis konnte die Gabe von
Dexamethason 30 min. vor der Antibiotika Gabe die neurologische Folgen deutlich reduzieren
(Mclntyre et al., 1997). In drei in den letzen Jahren publizierten Meta-Analysen konnte der
giinstige Effekt von Kortikosteroiden bei Patienten (Kinder und Erwachsene) mit akuter

bakterieller Meningitis bestétigt werden (Van de Beek et al. 2003, 2004, 2007). In der zuletzt
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publizierten Meta-Analyse wurden die Daten von 18 klinischen Studien (2750 Patienten)
ausgewertet (Van de Beek et al. 2007). Insgesamt konnte mit Kortikosteroiden die Letalitit der
bakteriellen Meningitis bei Erwachsenen gesenkt werden. Auch die Haufigkeit schwerer
Horstorungen und neurologischer Residualsymptome war mit Kortikosteroiden auch bei
Kindern insbesondere nach Hib Meningitis vermindert. Subgruppenanalysen zeigten den
giinstigen Effekt von Kortikosteroiden auf die Letalitit nur fiir die Pneumokokkenmeningitis
im Erwachsenenalter. Bei der Meningokokkenmeningitis konnten Letalitit und Héaufigkeit
neurologischer Residuen nicht signifikant mit Dexamethason reduziert werden. In der
aktuellsten Meta-Analyse, die mehr als 2000 Patienten eingeschlossen hat (Van de Beek et al.,
2010) konnte allerdings kein positiver Effekt von Dexamethason auf das Outcome von
Patienten mit akuter bakterieller Meningitis nachgewiesen werden. Dieses gilt sowohl fiir die
Mortalitit als auch fiir permanente neurologische Schiden (wie zum Beispiel Horstérungen bei
Kindern mit Hib Meningitis). Zurzeit gibt es noch keine gesicherten Daten fiir die Rolle von
Dexamethason bei der Therapie der Meningitis die durch gramnegative Erreger oder durch
Staphylokokken verursacht wird. Das gleiche gilt auch fiir die Neugeborenen-Meningitis. Die
Dexamethason Gabe ist nicht indiziert bei Patienten die unter einer nosokomialen Meningitis
leiden, bei Neugeborenen sowie bei psychomotorisch retardierten Patienten (Chaudhuri, 2004).
Als supportive Therapiemallnahme kann Dexamethason bei der bakteriellen Meningitis
jeneseits der 6. Lebenswoche eingesetzt werden. Bei Kindern mit Pneumokokken-Meningitis
sind die Daten unzureichend. Die weiteren therapeutischen MafBinahmen richten sich nach dem
jeweiligen Krankheitsbild und den Komplikationen. Ein intensivmedizinisches Monitoring von
Kreislaufparametern sowie regelméifBige neurologische Kontrollen sind heute Standard in der

Meningitistherapie.
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1.2 Streptococcus suis (8. suis)

1.2.1 Morphologie und Verhalten in der Zellkultur

Bei Streptococcus suis (S. suis) handelt es sich um ein Gram-positives, fakultativ anaerobes

kokkoides Bakterium welches einen Durchmesser von ca.1 pm hat und Einzeln, in Paaren oder

selten in Kurzketten auftreten kann (Kilpper-Baelz and Schleifer, 1987). Auch ovoide oder

pleomorphe Kokken in Diploform und in Kurzketten kénnen vorkommen (Clifton-Hadley and

Alexander, 1980). S. suis-Kolonien sind grau und teilweise auch schleimig. Der

Koloniedurchmesser nach 24 Stunden Bebriitung auf Blutagar betrdgt ca. 1-2 mm (Kauthold et

al., 1988). Auf Schafblut- und Rinderblut- Agar wéchst S. suis unter Ausbildung einer o-

Héamolyse (Abb. 1). Eine B-Hamolyse zeigen einige S. suis Stimme auf Pferdeblutagar (Perch

et al., 1983).
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Abb.1:A) Kolonien von S. suis auf Blutagar. B)

(http://www.sanidadanimal.info/cursos/curso/8/etiologia.htm)
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1. Einleitung

1.2.2 Bedeutung von S. suis als Pathogen

S. suis gehort zu den bedeutendsten bakteriellen Krankheitserregern in der modernen
Schweinehaltung (Valentin-Weigand, 2007). Der Erreger gilt bei Schweinen als Ausloser einer
Meningitis, Sepsis, Arthritis, ,,Sudden-death Syndrom“, Endokarditis, Pneumonie,
Polyserositis, eines Aborts oder Abszesses (Clifton-Hadley, 1983; Vecht et al., 1985). Humane
Infektionen mit S. suis kommen vor allem bei Menschen vor, die beruflich mit Schweinen oder
mit Schweinefleisch zu tun haben, wie Schweineziichter, Schlachthofarbeiter, Arbeiter in der
Fleischverarbeitung und Tierdrzte, sind aber selten. Als Folge konnen: Meningitis, Sepsis,
Endokarditis, Horverlust und fulminante Verldufe vorkommen (Arends and Zanen, 1988;
Staats et al., 1997). Somit zdhlt S. suis zu den Zoonose-Erregern (Arends and Zanen, 1988;
Kopic et al., 2003; Strangmann et al., 2002). Die oberen Atemwege, vor allem die Tonsillen
und die Nasenhohlen aber auch der Genital- und Gastrointestinaltrakt der Schweine werden als
die hauptsdchliche Infektionspforte fiir S. suis angesehen (Gottschalk and Segura, 2000). S.
suis kolonisiert die Tonsillen von erkrankten und scheinbar gesunden Schweinen und wird
normalerweise nasal oder oral iibertragen (Arends et al., 1984). S. suis konnte sogar bei
gesunden Tieren oder bei antibiotisch vorgebehandelten Schweinen isoliert werden. Der Keim
ist in der Lage an Epithelzellen zu adhérieren und zeigt aulerdem ein invasives Verhalten in
die Wirtszelle und in das Gewebe (Davies and Ossowicz, 1991). Die grof3e Diversitit von S.
suis zeigt sich in der Vielzahl von Kapsel-Serotypen basierend auf zurzeit 35 differenzierbaren
Polysaccharidantigenen. Stimme verschiedenen Serotyps aber auch innerhalb eines Serotyps
konnen sich erheblich in ihrem Genotyp und in ihren Virulenzfaktoren unterscheiden. Die
Bedeutung der Serotypen variiert geographisch und unterliegt auch zeitlichen Schwankungen.
Weltweit besitzt der Serotyp 2 die groBte Bedeutung. In Deutschland treten auflerdem

regelmifig die Serotypen 1, 3, 7 und 9 auf. Serotyp 9 Stimme werden in Europa, vor allem in
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den Léndern: Niederlande, Belgien und Deutschland, als ein ,,emerging pathogen* eingestuft.
Zurzeit sind etwa 60 % aller invasiven Stimme in Mitteleuropa den Serotypen 2 oder 9
zuzuordnen (Allgaier et al. 2001; Wisselink et al. 2000; Ghyslaine et al., 2004; Lun et al.,

2007).

1.2.3 Potentielle Virulenzfaktoren

Die fiir die Adaptation an den Wirt verantwortlichen bakteriellen Faktoren sind bis heute nur
teilweise bekannt (Gottschalk and Segura, 2000). Die meisten Studien zur Analyse von
Virulenzfaktoren von S. suis sind an den Serotyp 2 durchgefiihrt worden. Die Virulenz von S.
suis unterscheidet sich zwischen den Serotypen und zwischen unterschiedlichen Stdmmen
desselben Serotyps (Vecht et al., 1992; Gottschalk et al., 1999). Mehrere Molekiile sind als
Virulenzfaktoren identifiziert worden. Dazu gehoren u.a.: das Kapsel-Polysaccharid (KPS)
(Vanier et al., 2004), ein Hamolysin (Suilysin) (Jacobs et al., 1994; Gottschalk et al., 1995),
ein 136 kDa Muramidase-released Protein (MRP) ein 110 kDa extracellular Factor Protein
(EF-Protein) (Vecht et al., 1991) und ein Adhisin. In der letzten Zeit wurden neue Faktoren
wie das Fibronectin und das Fibrinogen-Binding Protein sowie die Lipoteichonsdure (LTA)
beschrieben die eine Rolle in der Kolonisation nach experimenteller Infektion spielen (De

Greef et al., 2002; Fittipaldi et al., 2008; Esgleas et al., 2005; Vanier et al, 2007).
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1.2.3.1 Kapselpolysaccharid (KPS)

Das Kapselpolysaccharid (KPS) von S. suis Serotyp 2 besteht aus fiinf verschiedenen Zuckern,
namlich Rhamnose, Glukose, Galactose, N-Acetylglukosamin und N-Acetyl-Neuraminsiure
(Sialinsdure) in einem Verhéltnis 1:1:3:1:1. Die genaue Struktur ist jedoch noch nicht geklrt.
Die Kapsel-Gene konnten kloniert und exprimiert werden (Elliot and Tai, 1978). Bis jetzt ist
das Kapselpolysaccharid als der einziger wirklicher Virulenzfaktor nachgewiesen worden, da
isogene Stamme ohne Kapsel komplett avirulent sind (Vanier et al., 2004). Welche Aufgabe
die einzelnen Bestandteile der Kapsel besitzen, ist noch nicht genau bekannt. Es gibt aber
Hinweise dafiir, dass einzelne Bestandteile eine Rolle in der Pathogenese von S. suis spielen,
da bekapselte Stimme in in vivo Untersuchungen die Phagozytose durch Alveolarmakrophagen
verhinderten, wahrend die unbekapselten Deletionsmutanten sehr effektiv phagozytiert (iiber
99%) und abgetiotet wurden. AuBBerdem konnte gezeigt werden, dass akapsuldre Stimme, in
Tiermodellen mit Schweinen und Méausen, sehr schnell (nach 48 Stunden) aus der Zirkulation
entfernt werden, wéhrend bekapselte Stamme auch nach 5 Tagen noch in der Zirkulation
nachweisbar sind (Segura et al., 1998; Charland et al., 1998; Smith et al., 1999). Neuere
Studien konnten den protektiven Effekt der Kapsel von S. suis auf die Phagozytose durch
neutrophile Granulozyten bestétigen (Benga et al., 2008). Trotz der Tatsache dass die Kapsel
einer der Hauptvirlulenzfaktoren zu sein scheint, sind auch die meisten avirulenten Stdmme
bekapselt. Das deutet darauf hin, dass weitere Virulenzfaktoren essentiell sein miissen.
Antikorper gegen das KPS schiitzen nur partiell gegen eine Infektion (Charland et al., 1997)
und nicht infizierte Tiere zeigen nur einen niedrigen Titer dieser Antikorper (Gottschalk and

Segura, 2000).
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1.2.3.2 Hamolysine

Die Fahigkeit von Bakterien Erythrozyten zu lysieren (Hdmolyse) wird bei verschiedenen
grampositiven und gramnegativen Bakterien in Verbindung mit Virulenz und Pathogenitit
gebracht. Auch S. suis ist in der Lage Hamolysine zu exprimieren. Bei den bisher
beschriebenen Hédmolysinen handelt es sich ausnahmslos um extrazellulire Proteine. Die
Molekularmasse variiert zwischen 52 kDa und 65 kDa (Jacobs et al., 1994; Gottschalk ef al.,
1995). Homologie Untersuchungen von Okwumabua et al. (1999) ergaben eine sehr hohe
Ubereinstimmung des 52 kDa groBen Himolysins mit dem Hémolysin welches von Jacobs et
al. (1994) beschrieben wurde. Letzteres wurde von Jacobs et al. (1994) als Suilysin (SLY)
bezeichnet und gehort zu der Familie der Thiol-aktivierten Toxine, welche eine Antigen-
Verwandtschaft mit Cholesterol-bindenden zytolytischen Toxinen aufweisen (Gottschalk et al.,
1995). Zu der Familie der Thiol-aktivierten Toxine gehoren noch: Streptolysin 0 (SLO),
Perfringolysin 0 (PFO), Listeriolysin 0 (LLO) und das Pneumolysin (PLY) (Shichum et al.,
2003). Die Rolle dieser Toxine in der Pathogenese variiert und ist noch nicht genau bekannt,
aber es konnte gezeigt werden, dass sie alle eukaryotische Zellen die Cholesterol aufweisen
lysieren konnen (Tweten, 1995). Das Gen, das fiir Suilysin codiert, zeigt eine relativ hohe
Ahnlichkeit mit Pneumolysin, ein Toxin das von S. pneumoniae produziert wird (Gottschalk et
al., 2000; Segers et al., 1998). Trotz der Tatsache, dass Antikdrper gegen Suilysin vor einer
Infektion schiitzen ist die Rolle dieses Toxins als Virulenzfaktor noch nicht sicher festgestellt
(Gottschalk et al., 2000; Jacobs et al., 1994). Jedoch konnte in in vitro-Versuchen eine
zytotoxische Wirkung festgestellt werden. Daraus wurde geschlossen, dass die Hamolysin-
Expression im Zusammenhang mit der Lyse von Epithel- und Endothelzellen steht und somit
fiir S. suis bei der Uberwindung von Zellbarrieren eine Bedeutung haben kénnte (Norton et al.

1999; Charland et al. 2000). Mit Himolysin vakzinierte Schweine zeigten nach einer Infektion
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mit Hdmolysin positiven S. suis Stimmen nur sehr milde Krankheitssymptome (Jacobs et al.
1996). Aufgrund dieses partiellen Impfschutzes kann davon ausgegangen werden, dass die
Héamolysine filir die Virulenz von S. suis eine Rolle spielen, obwohl auch virulente Hamolysin
negative S. suis-Stimme nachgewiesen wurden (Staats ef al. 1998).

Die meisten europdische Stdmme sind Suilysin positiv, wihrend eine variable Produktion von
diesem Protein in Nord-Amerikanische Stimme festgestellt worden ist (Gottschalk et al., 1998;
Staats et al., 1999). Bis jetzt ist kein avirulenter, Suilysin positiver S. suis Serotyp 2 Stamm
beschrieben worden (Lalonde et al., 2000). Eine retrospektive Studie zeigte eine Korrelation
zwischen der Prisenz von Suilysin und die Expression von Extracellular Factor (EF) und
Muramidase released-Protein (MRP) und der hohen Virulenz von S. suis Typ 2 (Staats et al.,
1999). AuBlerdem zeigte eine in vitro Studie, dass die Prasenz von Suilysin die epitheliale
Invasion und Zell-Lyse von virulenten S. suis Stimme erleichtert (Norton et al., 1999). Die
SLY positiven Stimme scheinen eher zu adhirieren und die Zellen zu schidigen und nicht
direkt zu invadieren. Dies scheint ein Teil eines komplizierten Prozesses zu sein, der zur

Bakteridmie und Meningitis bei Schweinen fiihrt (Lalonde e al., 2000).
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1.3 Die Blut-Hirn Schranke

Die Blut-Hirn-Schranke (BHS) wurde zum ersten Mal 1885 von Paul Ehrlich beschrieben. Er
hat mittels peripherer intravendser Farbstoffinjektion (Tryptan blau) eine Farbung bei allen
Organen, mit Ausnahme des Gehirns festgestellt. Damit stellt sie eine strukturelle Barriere
zwischen dem vaskuldren System des Korpers und dem Gehirn dar. Der Begriff der Blut-Hirn-
Schranke wird als Oberbegriff fiir alle Epithelbarrieren zwischen Blut und Nervengewebe
verwendet, also der Blut-ZNS-Schranke, Blut-Liquor-Schranke, Blut-Retina-Schranke, Blut-
Nerven-Schranke. Auflerdem beschreibt die BHS die Grenze zwischen Kapillargefden und
zerebraler extrazelluldrer Fliissigkeit. Die Blut-Hirn-Schranke sorgt fiir ein eigenstindig
regulierbares Mikromilieau im Extrazellularraum des Gehirns, unabhingig von dem des
restlichen Organismus. Anatomisch gesehen besteht die BHS aus dem cerebralen Endothel,
den Perizyten und den Endfiien der Gliazellen (Astrozyten) (Abb. 2a). Das Endothel des
kontinuierlichen Typs (z.B. BHS) besitzt im Gegensatz zum fenestrierten und
diskontinuierlichen Endothel sehr wenig endocytotische Vesikel (Abb. 2¢). Daneben sind die
Epithelzellen durch tight junctions fest miteinander verbunden (Risau et al., 1998), wodurch
die parazelluldre Diffusion verhindert wird. Dies bewirkt, dass die BHS gegeniiber dem
peripheren mikrovaskuldren System 50-100-mal weniger permeabel ist (Abbott, 2002). Der
gesamte Stofftransport zu den Nervenzellen erfolgt liber dieses endotheliale Geflecht, das die
im Blut vorhandenen Substanzen gleich einem biologischen Filter bei Bedarf durchlésst, aber

fiir die Gehirnfunktion schiadliche Substanzen vom Nervensystem fernhilt.
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Blut Blut Blut

Transzellularer Fenestrierung -
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Choroid N junctions
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Gehirn Parenchym Cerebrosinal Fliissigkeit
- Ependym

a)Blut-Hirn Schranke b) Blut-Liquor Schranke c¢) Kapillaren in anderen Geweben

Abb. 2: a) Schematisches Diagramm der Blut-Hirn-Schranke (BHS) und b) der Blut-Liquor-Schranke
(BLS) mit den spezifischen tight junctions, die die parazellulire Diffusion ins ZNS verhindern. Im
Vergleich dazu c) der relativ freie Stoffaustausch in Endothelien anderer Gewebe (Kusuhara and

Sugiyama, 2001).

Eine weitere charakteristische FEigenschaft der Blut-Hirn-Schranke ist der hohe
transendotheliale elektrische Widerstand (TEER), welcher in vivo iiber 1500-2000 /cm? (Butt
et al., 1990) betrdgt. Die BHS ist fiir anorganische lonen nahezu undurchléssig, und die

Leitfdhigkeit infolgedessen gering. Der Aufbau der enzymatischen Barriere erfolgt durch
Enzyme wie a-Glutamyl-transpeptidase (a-GT) und alkalische Phosphatase, welche in anderen

Endothelien vermindert oder nicht exprimiert werden. Schlielich wird noch eine Polaritét
zwischen luminaler und abluminlarer Membran der Kapillarzellen beobachtet, die sich in der
Protein- und Lipidzusammensetzung dulert (Cornford and Hyman, 1999). Die Endothelzellen

bilden zusammen mit den Perizyten und den Astrozyten einen dynamisch regulierten
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Zellverband - die Hirnkapillare. Diese besitzt einen Durchmesser von 3-7 um (Abb. 3). Die
Endothelzelle, die als einzelne Zelle den ganzen Kapillarumfang umschlieBt, ist von den
anderen beiden Zelltypen durch die Basallamina getrennt, welche unter anderem aus Kollagen

Typ IV, Laminin, Fibronectin und Heparan-sulfat besteht (Scherrmann, 2002).

Kapillare

SCAY

! Astrogyten-
|-

Shdoth Endft!f&ch?n

zellen ,

-

Astrozyten

-~ 2

Abb. 3: Darstellung einer Hirnkapillare, bestehend aus Endothelzelle und aufsitzenden Perizyten. Das

Kapillarrohr wird von den Endfiilchen der Astrozyten umschlossen. (http:/www.ruhr-uni-

bochum.de/rubin/rbinl_01/medizin/Beitrag4/index.html)
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1.4 Die Blut-Liquor Schranke/ Plexus choroideus

Der Plexus choroideus (PC) ist in den beiden Seitenventrikeln, dem 3. Ventrikel und dem 4.
Ventrikel lokalisiert. Im Gegensatz zur BHS ist die Blut- Liquor-Schranke (BLS) auf den
Plexus choroideus beschriankt und besteht aus einer einschichtigen Epithellage, auf der auB3en
eine gefidBfilhrende Bindegewebsschicht aus einschichtigem kubischem Epithel zu liegen
kommt. Die Epithezellen werden ebenfalls durch tight junctions miteinander verbunden (Abb.
2b, Abb. 4). Prinzipiell dhneln sich Aufbau und Funktion von Plexus choroideus und Blut-Hirn
Schranke, wobei die Kapillaren des Choroidplexus etwas durchlissiger sind, als die der BHS
(Nassif et al., 2002). Die Epithelzellen sind polar aufgebaut: auf der basolateralen Seite haben
sie Kontakt zum Blutplasma, das durch das fenestrierte Endothel flieBen kann. Das
Stiitzgewebe wird von Fibroblasten produziert und besteht aus netzwerkartigen Collagenfasern.
Es beherbergt dendritische Zellen sowie Makrophagen (Strazielleand Ghersi-Egea, 2000).

Die apikale, den Ventrikeln zugewandte Seite der Epithelzellen weist zahlreiche
Membraneinstillpungen  und  einen  dichten = Mikrovillisaum  auf, was  zur
Oberflichenvergroferung im Gegensatz zur basolateralen Membran fiihrt (Keep and Jones,
1990). Die basolaterale Membran des PC weist im Vergleich zur apikalen Membran mit 25¢m?
eine deutlich kleinere Oberflache auf (Keep and Jones, 1990). Hier trennt die Basallamina die
Zellen vom Stroma. Da die Austauschfliche der BHS mit etwa 10-20 m? ca. 5000 mal groBer
ist, als die der BLS, wird erstere als verantwortliche Kontrollstruktur fiir den Stoffaustausch
des Gehirns angesehen (Demeule et al., 2002). Im Plexus choroideus wird der groBte Teil des
Liquor cerebrospinalis produziert. AuBlerdem wird die Zusammensetzung des Liquors vom
Plexus iiberwacht. Im Prinzip ist der Liquor cerebrospinalis ein ,,modifiziertes Lymphsystem

des ZNS. Die inneren und dulleren Liquorrdume sind damit gefiillt und er bietet aulerdem auch
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einen mechanischen Schutz. Der Liquor ist relativ eiweilarm, fast zellfrei (1-6 Zellen/mm?),
glucosereich und  klar. Sein  Elektrolytgehalt entspricht ungefdhr der der
Extrazellularfliissigkeit. Das Gesamtvolumen des Liquors wird auf 110-160 ml geschétzt, seine
tagliche Neubildung auf 250-500 ml. Der Plexus choroideus ist neben der Produktion des
Hauptanteils des Liquor cerebrospinalis wichtig fiir die Kontrolle und das Aufrechterhalten der
zerebralen Homoostase. Aullerdem hat er eine Barriere- und Schutzfunktion. Der Liquor
umspiilt das Gehirn und das Riickenmark sowie die Ventrikel und dient als StoBddmpfer und
schiitzt das Gehirn somit vor Stéfen und Verletzungen (Spector and Johanson, 1989). Er

kontrolliert den Stoffaustausch durch eine hochselektive Permeabilititsbarriere.

Liquor

Na*, K*, CI,
HCQ,, Ca*+,
Mg**, Vitamin C,
Folate
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Die beschriebene Polaritdit und die grofe Anzahl von Mitochondrien sind typisch fiir
sezernierende und re-absorbierende Epithelien (Strazielle und Ghersi-Egea, 2000). Das Epithel
des Plexus choroideus bildet, wie schon erldutert, eine Barriere zwischen dem Blut und dem
Liquor. Die Rolle der Epithelzellen des Plexus choroideus, die die strukturelle Basis der Blut-
Liquor-Schranke darstellen, ist dagegen im Infektionsgeschehen bisher weitgehend unbekannt.
Eine Schadigung des Plexusepithels kann entweder durch Bakterien bedingt sein, oder den
Durchtritt weiterer Bakterien, Leukozyten und toxischer Substanzen in das ZNS begiinstigen.
Mehrere PC-Zelllinien wurden bis heute beschrieben (die aus Méiuse, Ratten oder Schaffe
stammen). Allerdings sind die Erkentnisse liber diese Zelllinien beziiglich der ZNS-Infektionen
beschrinkt (Adam et al.,, 2007). 2001 wurde ein porcines in vitro Plexusepithelzellmodell mit
hohen Barriereeigenschaften entwickelt und charakterisiert (Hasselbach et al., 2001). Um die
Invasion und Translokation durch die Blut-Liquor-Schranke untersuchen zu kénnen, hat unsere
Arbeitsgruppe eine Umkehrkultur im Transwell Filter System entwickelt, die erstmalig die
Infektion von PCPEC von der basolateralen Zellseite ermdglicht. Die basolaterale
Zellmembran ist das eigentliche Hindernis, das die Bakterien fiir den Eintritt in und die
Translokation durch die Zellen zu iiberwinden haben, da das Endothel des Plexus choroideus
fenestriert ist und nur eine minimale Barriere darstellt. Im Gegensatz dazu sind die PCPEC
durch die Tight junctions eng miteinander verbunden und bilden so die strukturelle Basis der

Blut-Liquor-Schranke (Gath et al., 1997, Haselbach et al., 2001).
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1.5 Invasion von Bakterien in Wirtszellen - Die Rolle von Phosphatidylinositol 3-

Kinase (PI3-Kinase)

Das Eindringen von Bakterien in Wirtszellen wird als Invasion bezeichnet. Eukaryotische
Zellen konnen von Erregern invadiert werden wobei es im Zellinneren zu einer
Erregerreplikation kommt. Mittels Adhdsion binden zunichst die Bakterien an der Wirtszelle,
wobei es zur Aktivierung unterschiedlicher Signalkaskaden beim Kontakt kommt, die direkt
oder indirekt die Erregeraufnahme zur Folge haben (Bliska et al., 1993). Alle bakterielle
Invasionssysteme induzieren dramatische Umstrukturierungen des Zytoskeletts. Hierdurch
werden bestimmte Aktinfilamente abgebaut und andere F-Aktinbiindel am Ort der
Internalisation, z.B. zur Bildung von Pseudopodien, neu synthetisiert. Um diese
zytoplasmatischen Verdnderungen einzuleiten, werden durch die Bindung des bakteriellen
Invasins an den Zellrezeptor (Zippering) oder durch die Wechselwirkung injizierter Effektoren
mit zytoplasmatischen Signalmolekiilen (Triggering) bestimmte Signaltransduktionswege (z.B.
PI3-Kinase, Rac-1, F-Aktin) aktiviert (Dresch, 2002). Ein oder mehrere Liganden auf
bakterieller Seite, die Adhisine und Integrine, binden dabei an spezifische Rezeptoren auf der
Oberflache der Zielzellen. Die An- oder Abwesenheit dieser Rezeptoren in bestimmten
Geweben oder Organen kann den Gewebetropismus des Erregers bestimmen. Anschlie3end
kommt es zur Signaliibertragung und zur Reorganisation des Wirtszytoskeletts (Tang et al.
1993). Die Invasion in eukaryotische Zellen ist fiir viele pathogene Bakterien ein wichtiger
Schritt im Verlauf der Infektion eines Organismus und verschafft ihnen zahlreiche Vorteile.
Auf diese Weise konnen die Bakterien z.B. die Angriffe des Immunsystems bzw. die Wirkung
von Antibiotika umgehen. Der Invasionsprozess erlaubt es ihnen auch, durch bestimmte
Zellschichten hindurchzutreten und in tief gelegene Wirtsgewebe und Organe einzuwandern.

Die Invasion kann entweder durch direktes oder indirektes Binden von Wirtszellrezeptoren
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oder durch die Translokation von bakteriellen Faktoren in das Wirtszytosol und die dadurch
jeweils ausgeloste Rearrangierung des Aktinzytoskeletts ausgeldst werden (Pizarro-Cerda and
Cossart, 2006). Zur Internalisation synthetisieren die Bakterien verschiedene
Oberflachenstrukturen. Diese Oberfldchenstrukturen ermdglichen die Anheftung der Bakterien
an eukaryotische Zellrezeptoren, in deren Folge verschiedene Signaltransduktionswege in der
Zelle aktiviert werden (Dresch, 2002). Fiir die Signaltransduktion besitzen Phospholipide als
Signalmediatoren eine sehr grofe Bedeutung. Die chemische Struktur dieser Phospholipide
kann durch verschiedene Enzyme beeinflusst werden. Hierzu zdhlt die zu den Lipidkinasen
gehorende Gruppe der Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI-3-Kinasen) (Foster ef al., 2003), die
in sdmtlichen eukaryotischen Zellen nachgewiesen werden konnen. PI3K beteiligt sich an einer
Vielzahl zelluldrer Schliisselfunktionen, wie Zellwachstum, Proliferation, Migration,
Differenzierung, Uberleben und Zelladhision. Diese Enzymgruppe phosphoryliert die 3'-
Position des Inositolringes der Phosphatidylinositide, und als Ergebnis entstehen verschiedene
Phosphatidylinositid-Phosphate (Vanhaesebroek et al., 2000). Die PI3K‘s sind heterodimere,
die aus einer 85-kDa regulatorische Subunit und eine 110-kDa katalytische Subunit bestehen,
die D-3-phosphorylierte Lipid-Produkte in der Zell-Membran generieren, wenn sie stimuliert
werden. Diese Phosphoinositiden funktionieren wie ,,second Messenger* und so ist es moglich
signal-Proteine zu aktivieren, die pleckstrin homology (PH) Doméine beinhalten. Bindung
dieser Phosphoinositiden an Effektormolekiile resultiert zu einer Signalkaskade die zu Aktin-
Polymerisation und letztendlich auch zu Invasion fiihrt (Purushothaman et al., 2003). PI3-
Kinasen sind auch fiir spezifische endozytische Prozesse verantwortlich (Carpenter and
Cantley, 1996). Es ist bekannt, dass 2 Komponente, ndmlich Wortmannin und LY294002 die
strukturell keine Verbindung zueinander haben auf verschiedene Wege die PI-3- Kinase-
Aktivitit inhibieren (Hu et al., 2000). Die PI-3-Kinase-Aktivitidt kann spezifisch durch den

pharmakologischen Inhibitor 4-Morpholinyl-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-one (LY294002;
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CI9H17NO3) gehemmt werden (Huang et al, 2006). LY294002 ist ein
zellmembrandurchgingiger, potenter und spezifischer  Inhibitor, der an der ATP-
Bindungsstelle des Enzymskovalent bindet. Dieser zeigt keinen Effekt beziiglich der Aktivitét
der EGF-Rezeptor-Kinase, der MAP-Kinase, PKC, PI-4-Kinase und S6 Kinase. LY294002
wird in vielen Studien benutzt (Vlahos et al., 1994).

LY290042 hat ein MG von 343,8 g/mol und seine Struktur sieht wie folgend aus:

0

&

Abb. 5: chemische Struktur von LY294002

Mehrere Isoformen der PI3-Kinase aber auch Isoformen von PI4-Kinase werden von
LY290042 inhibiert (Martin, 1998). Sowohl Wortmannin als auch LY290042 sind in der Lage
die homotypische Fusion zwischen Endosomen zu inhibieren (Jones and Clague, 1995; Li et
al., 1995). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass LY290042 die Invasion von Gruppe A
Streptokokken in Hep-2-Zellen in Abhéngigkeit von der Konzentration inhibiert. Die Inhibition
war spezifisch, da sowohl LY290042 als auch Wortmannin, nicht in der Lage waren den
Eintritt von S. enterica serovar Typhimurium in Hep-2 Zellen zu inhibieren, welcher
unabhingig von PI3-Kinasen ist (Purushothaman et al., 2003; Finlay and Cossart, 1997).

Allerdings konnte in der gleiche Studie gezeigt werden, dass die Adhédrenz und das
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intrazellulires Uberleben der Gruppe A- Streptokokken nicht durch LY290042 beeinflusst
werden konnte (Purushothaman et al., 2003). Auch die Invasion von anderen Bakterien wie L.

monocytogenes oder Pseudomonas aeruginosa in der apikalen Seite von HeLa-Zellen wird

durch LY290042 inhibiert (Tang et al., 1998; Kierbel et al., 2005).

1.6 Inflammatorische Reaktion in Wirtszellen nach Bakterienstimulation- Die Rolle

von Glukokortikoiden

Glukokortikoide werden weltweit als Immunsuppresiva und als antiinflamatorische
Medikamente benutzt (Wissink et al., 1998). Es konnte insbesondere gezeigt werden, dass sie
die Expression von Zytokinen und die Adhésion von Molekiilen und Enzymen, die in den
inflammatorischen Prozess involviert sind, inhibieren. Diese Effekte werden durch einen
intrazelluliren Rezeptor vermittelt, den Glukokortikoid Rezeptor, ein Mitglied der Steroid/
Thyroid Hormonrezeptor Superfamilie (Wissink ez al., 1998). Dabei handelt es sich um einen
777- As groBlen Rezeptor, der vom Zytoplasma aus zu den Zellkern migriert (Lasa et al., 2002).
Die durch Glukokortikoide bedingte Entziindungshemmung ist auf ihre antiinflammatorischen,
immunsuppressiven, antiexsudativen, antiallergischen und antitoxischen Eigenschaften
zuriickzufiihren, die Grundlage fiir die breite therapeutische Anwendung der Glukokortikoide
sind.

Das klinisch am haufigsten genutzte Glukokortikoid ist das Dexamethason. Dexamethason (9-
Fluor-160-methylprednisolon) (Abb. 6), ist ein kiinstliches Glukokortikoid, welches
entziindungshemmend und ddmpfend auf das Immunsystem wirkt. Dexamethason gehort,
durch die Fluorierung am C-9-Atom und weitere Substituierung am C-16-Atom, zu der Gruppe

der fluorierten Glukokortikoide, welche sich durch starke antiallergische, antiinflammatorische
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und immunsuppressive Wirkung auszeichnen. Es gehort zu den langwirkenden

Glukokortikoiden, wirkt rund 40-mal starker als die kdrpereigenen Produkte und besitzt keine

relevante mineralkortikoide Wirkung.

Abb. 6: chemische Struktur von Dexamethason

Es konnte bereits gezeigt werden, dass Dexamethason die Signaltransduktion inhibiert indem
er die Wege der Mitogen-aktivierte Protein Kinase (MAP-Kinase) verhindert, die bei

inflammatorische Stimuli aktiviert werden (Lasa ef al., 2001; Saklatvala, 2002).
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Ein entscheidender Schritt wihrend der Pathogenese der bakteriellen Meningitis ist das
Eindringen von Erregern in das zentrale Nervensystem (ZNS). Als Eintrittspforte in das ZNS
wird neben der bereits gut untersuchten Blut-Hirn-Schranke (BHS) ebenso die Blut-Liquor-
Schranke (BLS) diskutiert. Das Epithel des Plexus choroideus, welches die strukturelle Basis
der Blut-Liquor Schranke darstellt, wird als wesentliche Eintrittspforte fiir S. suis (aber auch
fiir andere Bakterien) und Leukozyten vom Blut in den Liquor vermutet. Als in vitro Modell
der BLS dienten primére porcine choroidale Plexus-epithelzell-Monolayer (PCPEC). Ziel
dieser Arbeit war es eine Umkehrkultur (,,inserted Transwell-Filter) zu etablieren, die die
Untersuchung der Translokation von Bakterien von der physiologisch relevanten ,,Blutseite®,
sprich basolateralen Plexusepithelmembran moglich macht. In diesem Zellkultursystem sollte
dann der Unterschied zwischen bekapseltem S. suis Serotyp 2 und dessen akapsuldrer Mutante
sowie der mogliche protektive Einfluss von Dexamethason und eines PI3-Kinase Inhibitors
untersucht werden. Die Rolle des Pathogenititsfaktors Suilysin auf die Translokation von S.
suis sollte auBerdem untersucht werden. Des Weiteren sollte die Barrierefunktion anhand des
transepithelialen elektrischen Widerstandes (TEER) und des parazelluldren Inulinflusses
quantifiziert werden. Diese Arbeit eroffnet moglicherweise neue diagnostische und

therapeutische Wege in der Behandlung der Meningitis.
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2. Material und Methoden

2.1 Material fiir die Isolierung von porcinen Epithelzellen des Plexus choroideus

(PCPEC)

2.1.1 Inkubationsmedien und Zellkulturmaterial

e Agar (CCH-B-Agar) + Oxoid Agar-Platten (Institut fiir Mikrobiologie der Heinrich-
Heine Universitét Diisseldorf)

e Aqua destillata /Aqua ad injectabilia, Braun, (Melsungen, Deutschland)

e HEPES (Gewebskulturpuffer) N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-ethansulphonsaure,
1M, Bio Whittaker Europe (Verviers, Belgium)

e Laminin: BD Biosciences Discovery 354232 (1 mg in 62 mg/ml, gefroren) mit Aqua
dest. gelost. Die Zellkulturfilter wurden fiir 24 Stunden mit einer Endkonzentration
von 50 pg/ ml in Raumtemperatur beschichtet (Heidelberg, Deutschland)

e Schutzkleidung fiir die Plexuspréparation auf dem Schlachthof

e Steriles Bechergefal mit Schraubverschluss

e Sterile Bechergliser

e Sterile Pinzetten

e Sterile Skalpelle

e THB (Todd Hewitt Broth): Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

e Transwell Zellkultureinsdtze: Costar 3415, 3 um Poren mit Polyester Membran fiir 24

well platten, Corning Incorporated (NY, USA)
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Transwell Zellkultureisétze: Falcon 3492 HD, 3 pm Poren, PET track membran fiir 24
well platten, Becton & Dickinson (Le Pont De Claix, Frankreich)

e Zellkulturplatten: mit 12 oder 24 Vertiefungen, Flachboden, Becton & Dickinson (Le

Pont De Claix, Frankreich)

Die verwendeten Pufferlosungen wurden kurz vor der Verwendung aus Stammldsungen

hergestellt und setzten sich wie folgt zusammen:
e HBSS mit Ca*"/Mg” (HBSS+): Gibco (Karlsruhe, Deutschland)
e HBSS ohne Ca2+/Mg2+(HBSS——): Gibco (Karlsruhe, Deutschland)
e HBSS+/MHepes/Ab: 500 ml HBSS + Ca®"/Mg”(Gibco, Deutschland)
Hepes 20 mM (Bio Whittaker Europe)
Penicillin/Streptomycin: 100 U Penicillin+100ugStreptomycin/ml
(ICN,Deutschalnd)
e HBSS--/Hepes/Ab: 500 ml HBSS ohne Ca**/Mg**(Gibco, Deutschland)
Hepes 20 mM (Bio Whittaker Europe)
Penicillin/Streptomycin: 100 U Penicillin+100ugStreptomycin/ml

(ICN,Deutschland)

e Phosphate Buffered Saline, ohne Ca>*/Mg*"(PBS--),(Gibco,Deutschland)
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e SFM/Ab: 500 ml DMEM/F-12 HAM (Sigma, Deisenhofen)
L-Glutamin, 4mM (Gibco, Deutschland)
Penicillin/Streptomycin: 100 U Penicillin+ 100 pgStreptomycin/ml
(ICN,Deutschland),

Insulin: 5pg/ml (Sigma, Deutschland)

e SFM ohne Ab: 500 ml DMEM/F-12 HAM (Sigma, Deisenhofen)
L-Glutamin, 4mM (Gibco, Deutschland)
Insulin: Spg/ml (Sigma, Deutschland)

+/-Phenol rot

e SHM/ARAC: 500 ml DMEM/F-12 HAM (Sigma, Deisenhofen)
L-Glutamin, 4mM (Gibco, Deutschland)
Penicillin/Streptomycin: 100 U Penicillint 100  pgStreptomycin/ml
(ICN,Deutschland)
Insulin: S5pg/ml (Sigma, Deutschland)
Cytosinarabinosid (Ara-C): 20 uM (Cell Pharm GmbH, Hannover)
Fatales Kélberserum (FCS) 10%  hitzeinaktiviert, 60ml

(Seromed/Biochrom)

e Trypsinlosung: 20 ml Trypsinldsung/1 g NaBBgewicht Plexusgewebe.

100 pg/50 ml PBS--(ohne Ca/Mg)
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2.1.2 Enzyme und Sera

e Trypsin: Belger Biochemie, Kleinmachnow
e Fotales Kélberserum (FCS), steril, Seromed/Biochrom (Berlin, Deutschland). Es wurde

30 min lang bei 56 °C im Wasserbad inaktiviert

2.1.3 Pharmaka und Agenzien

e Calcein AM, 40 pul, Live-Dead Viability- Cytotoxicity Kit: Mobitec (Gottingen,
Deutschland)

e Cytosinarabinosid (Ara-C): 20 mg/ml, Cell pharm GmbH (Hannover, Deutschland)

e DMEM (Dulbeco’s modified eagle Medium), Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

e Ethanol 70%

e Ethidium Homodimer-1, 150 pl, Live-Dead Viability- Cytotoxicity Kit: Mobitec
(Géttingen, Deutschland)

e FITC-Inulin, 1g, Sigma (Deisenhofen, Deutschland). Es wurde in 200 ml SFM o. Ab o.
Phenol-rot aufgelost (=5mg/ml)

e Insulin: 10 mg/ml, sterilfiltriert aufgelost in 25 mM HEPES, Sigma (Deisenhofen,
Deutschland)

e L-Glutamin, 200 mM: Gibco ( Karlsruhe, Deutschland)

e Penicillin/Streptomycin: ICN, Nr: 1670049 (Northeim, Deutschland)
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2.1.4 Instrumente und Geriéte

e Analysewaage CPA623S, Sartorius (Gottingen, Deutschland)
e (COz2-Inkubator, HERA Cell 240, Thermo scientific Laboratories (Karlsruhe,
Deutschland)
e  Eppendorf Tubes: 2,0/1,5/0,5 ml, Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland)
e  Fluoreszenzmikroskop: Axiovert 200MAxio, Carl Zeiss Microimaging (Gottingen,
Deutschland)
e Hettich Rotanda TRC Kiihlenzentrifuge mit Schwingbecherrotor, Hettich (Tuttlingen,
Deutschland)
e Kiivetten, steril, 10x4x45 mm, Sarstedt ( Niimbrecht, Deutschland)
e Latexhandschuhe, Braun (Melsungen, Deutschland)
e  Mikroplatten-Reader: Infinite 200M Tecan Trading AG, (Schweiz)
e Petrischalen, bakteriologisch 100 x 20 mm, aus Polystyrol, Falcon (Le Pont de
Claix,Frankreich)
e Pipetten fiir Zellkultur: 5Sml, 10ml, 25 ml Becton & Dickinson (Le Pont De Claix,
Frankreich)
e Pippetenspitzen fiir Zellkultur: 101-1250ul, 1-200 ul, 0,1-10 pl, 1-100 ul, Starlab

(Ahrensburg, Deutschland)

Pipettos: Pipetboy comfort, Integra Biosciences ( Fernwald, Deutschland)

e Priparierbesteck und Scheren zur Gewebszerkleinerung

e Sterilbank:Hera Safe, Thermo-Scientific (Karlsruhe, Deutschland)

e sterile Handschuhe: Peha-taft R , Paul Hartmann AG, (Heidenheim, Deutschland)
e  UV-mini-1240 Specktrophotometer, Shimadzu (Milan, Italien)
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e Vortexgerit: press-to-mix, 34524, 220/240 volt — 50Hz, Snijders (Tilburg,Niederlande)

e Wasserbad: Kottermann Labortechnik, (Niedersachsen, Deutschland)

e Widerstandsmessungsgerit: Millicell- Electrical Resistance System, +199.0 mV, 0-
1999 U oder 020 KU, Millipore (Schwalbach, Deutschland)

e Zentrifugenrdrchen Cellstar 15 ml aus Polypropylen mit konischem Boden, Greiner

Bio-one (Frickenhausen, Deutschland)

o Zentrifugenrbhrchen Falcon ,.Blue Max“ 50 ml aus Polypropylen mit konischem

Boden, Falcon (Le Pont De Claix, Frankreich)

2.1.5 Inhibitoren

. Dexamethason , D2915, 25uM Dexamethason Losung, Sigma (Deisenhofen,

Deutschland)

o LY294002 50uM Losung, Calbiochem, Merck KgaA (Darmstadt, Deutschland)

2.1.6 Bakterienstimme

Fiir die Versuche wurden hauptsidchlich 2 verschiedene Stimme des S. suis Serotyp 2
verwendet. Diese wurden freundlicherweise von H. Smith (DLO-Institute for animal Science
and Health, Lelystad, The Netherlands) bereitgestellt. Zum einem wurde der Wildtyp Stamm
10 eingesetzt und dessen akapsuldre Mutante (10cpsAEF). Beide Stimme sind MRP+, EF+ und

Suilysin+, wobei die Suilysin-Aktivitdt bei dem Stamm 10 bei 58% und bei dem Stamm
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10cpsAEF bei 82% liegt. AuBerdem wurden die Wildtypen Sx332 (Q8), 9657573 (Q11), 31533
(Q9) und deren Suilysin defiziente Mutanten Sx932 (Q10), Sx917 (Q7), Sx911 (Q6)
verwendet. Sx332 (Q8) ist ein Nordamerikanischer Stamm, wobei es bei 9657573 (Q11) und
31533 (Q9) um europaische Stimme handelt. Alle Stimme sind MRP+, EF+ und
Kapselpolyssacharid+ und zeigen eine hdmolytische Aktivitdt (Lun ef al., 2003).

Lactococcus lactis strang MG1363 diente als Kontrolle bei den Versuchen und wurde in 30°C

und M17 Medium mit 0,5 % Glukose kultiviert (Oxoid, Basingstoke, United Kingdom).

2.2 Methoden

2.2.1 Préparation und Kultivierung der porcinen Epithelzellen des Plexus choroideus (PCPEC)

Samtliche Zellkulturarbeiten fanden unter sterilen Bedingungen statt. Die Zellen wurden bei
37°C in einer wasserdampfgesittigten 5%igen CO2-Atmosphire kultiviert. Es wurden

ausschlieBlich sterile Materialien, Losungen und Medien verwendet.

Préparation

Die Isolierung der Epithelzellen des Plexus choroideus aus Schweinehirnen (porcine choroid
plexus epithelial cells, kurz: PCPEC) wurde gemill dem von Crook et al. (1981) beschriebenen
Verfahren unter Beriicksichtigung der Modifikationen nach Hakvoort et al. (1998)
durchgefiihrt. Am Schlachthof Duisburg, (Firma Kemink, Gelderblomstr., 47137, Duisburg)
wurden die Plexus chorioidei aus den lateralen Ventrikeln frisch geschlachteten Schweine mit

einer sterilen Pinzette entnommen und in hank’s buffered salt solution (Raumtemperatur), mit
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Ca*/Mg>" + 2% Pen. / Strept. + 15 mM HEPES (HBSS++HEPES) iiberfiihrt. Die
Plexusstrange wurden sofort in 50 ml ungekiihltem HBSS ++ gewaschen. Der anschlie3ende
Transport des Plexusgewebes fand in serumfreiem Medium (SFM) statt. Alle weiteren
Arbeitsschritte erfolgten unter sterilen Bedingungen. In unserem Labor mussten die
Plexusstrange zunéchst ausbluten. Aus diesem Grund wurde jeder Strang separat mit einer
sterilen Pinzette am diinnen Ende gegriffen und vom dickeren Ende, das man an den gréBeren
Blutgefidlen erkennen konnte, wurde ca. 0,5 cm mit einer sterilen Priparierschere
abgeschnitten. Um die restlichen Erythrozyten zu entfernen, wurden die Stringe dreimal in
hank’s buffered salt solution ohne Ca®", ohne Mg2+ + 2% Pen. / Strept. + 15 mM HEPES
(HBSS--) gewaschen. Das Hirngewebe musste sorgfiltig abprépariert werden. Anschlie3end
wurden die Plexusstringe mit einer 0,2%igen Trypsinlosung (w/v) behandelt, wobei pro
Gramm Plexusgewebe 20 ml Trypsin verwendet wurden. Die Stringe wurden zunichst einer
kalten Trypsinisierung 45 Minuten bei 4°C unterzogen. Wahrend der warmen Trypsinisierung
fiir 20 Minuten bei 37 °C wurde die Losung alle 5 Minuten geschwenkt, um die Epithelzellen
vom darunterliegenden Stroma abzutrennen. Bei diesem enzymatischen Verdau werden die
aullen liegenden Epithelzellen des Plexus chorioideus von der Basallamina abgetrennt. Der
proteolytische Prozess wurde anschlieBend durch die Zugabe von fetalem Kilberserum (FCS)
in gleichem Volumen wie bei der Trypsinlosung gestoppt. Nach nochmaligem Ausschlagen der
Strange wurden diese verworfen und die erhaltene Zellsuspension 10 min bei 300 rotation per
minute (rpm) und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet mit 20 ml pro 10 Plexusstrange mit Cytosinarabinosid-haltigem Selektionsmedium
resuspendiert, so dass die Zellen in Verbidnden von 10 bis 20 Zellen vorlagen. Das
Cytosinarabinosid (Ara-C) diente zur Vorbeugung einer Kontamination durch Fibroblasten.
Bei Cytosinarabinosid, ein Nukleosid mit Arabinose als Zuckerkomponente, handelt es sich um

einen Inhibitor der DNA-Synthese. Es ist, im Gegensatz zu anderen Zellen, kein Substrat der
-35-



2. Material und Methoden

Nukleosid-Transportsysteme in den Epithelzellen des Plexus choroideus und wird somit nicht
von ihnen aufgenommen (Spector, 1982). Andere Zellen wie Fibroblasten oder Erythrozyten,
die beim Trypsinverdau zusammen mit den Epithelzellen gewonnen werden, unterscheiden
nicht zwischen Nukleosiden mit Ribose oder Arabinose als Zuckerrest. Die Aufnahme von
Ara-C verhindert die Zellproliferation der unerwiinschten Zellen und garantiert daher
Reinkulturen der Epithelzellen. Um Untersuchungen von Epithelzellschichten durchfiihren zu

konnen, wurden die Zellen auf Filtersysteme ausgest.

Die Aussaat der Epithelzellen erfolgte auf permeablen, mit Laminin beschichteten Transwell
Filtern. Die Filtersysteme besitzen zwei getrennte Kompartimente: Das Medium im unteren
Kompartiment hat Kontakt mit der basolateralen Seite der Epithelschicht (bei der
Normalkultur, bzw. mit der apikalen Seite der Epithelschicht bei der Umkehrkultur), wiahrend
das Medium im oberen Kompartiment nur an die apikale Zellmembran (bei der Normalkultur,

bzw. an die basolaterale Zellmembran der Umkehrkultur) grenzt.

2.2.1.1 Umkehrkultur

Verwendet wurden Filter mit einem Porendurchmesser von 3,0 um (Falcon, Le Pont de Claix,
France) fiir 24 well Platten. Ein besseres Anheften der Zellen auf der Oberfliche der Filter
wurde durch eine zuvor durchgefiihrte Beschichtung mit Laminin erreicht. Am Tag vor der
Aussaat wurden die Filter umgedreht in ein steriles Gefa3 (Pipettenspitzenbox) gestellt und die
Filterunterseite wurde mit 35 pl Lamininldsung/24 well-Filter beschichtet. Nach Auftragen des

Laminins erfolgte eine Trocknung fiir 24 h in Raumtemperatur unter der Sterilbank. Wichtig
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war, dass die Lamininlosung vollstindig eingetrocknet war bevor die Filter fiir die
Umkehrkultur eingesetzt wurden. Direkt vor dem Auftragen der Zellsuspension wurde je ein
24-well Filter mit der laminierten Unterseite nach oben in ein well einer 12-well Platte gestellt.
Die 12-well Platte wurde danach in einer sterilen Edelstahlbox gestellt. Das Well wurde soweit
mit SHM+Ara-C gefiillt (ca. 6,5-7 ml) bis die Filtermembran von unten (innen) mit Medium
benetzt war. Da das Well dann tberfillt war wurden anschlieffend ca. 1,5 ml Medium wieder
entfernt. Die Losung fiir die Umkehrkultur wurde 3fach konzentriert aufgetragen. Dazu wurden
ca. 12 ml Zellsuspension 10 min bei Raumtemperatur und 300 rpm zentrifugiert und in 4 ml
SHM+Ara-C vorsichtig resuspendiert. Danach konnten die Zellen ausgesidt werden. Auf die
laminierte Unterseite der Filter wurden 100 pl der 3-fach konzentrierten Losung pippetiert,
moglichst so, dass die Zellsuspension gleichmiBig auf der ganzen Filteroberfliche verteilt
wurde. Die Filter wurden anschlieBend im Brutschrank bei 37° C und 5% CO2 gelagert. Am 2.
Kultivierungstag wurden vorsichtig 2 ml SHM + Ara-C auf die Filterunterseite tropfchenweise
pipettiert, um Erythrozyten und nicht angeheftete Epithelzellen zu entfernen. Die
Umkehrkultur-Filter wurden am 3. Kultivierungstag gedreht und auf 24-well Platten mit
frischem Medium weiterkultiviert (apikal 0,5 ml und basolateral 1,0 ml Medium).Die
Widerstandsmessung (vgl. Kap. 3.2.2) und der Mediumwechsel erfolgten nach jeweils zwei
Tagen. Eine schematische Darstellung des in vitro-Zellkulturmodells der PCPEC ist in

Abbildung 7 dargestellt:
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Abb. 7: Schematische Darstellung der Normal- (A und B) und Umkehrkultur (C und D)

2.2.1.2 Differenzierung der Zellen durch Umstellen auf serumfreies Medium (SFM)

Das serumbhaltiges Medium (SHM) ist einerseits in den ersten sieben Kulturtagen fiir die
Proliferation und die Ausbildung eines konfluenten, fremdzellenfreien Monolayers notwendig,
andererseits hemmt das Serum die Zelldifferenzierung. Zum Zeitpunkt der vollstindigen
Konfluenz, meist am 7. Tag der Kultivierung wurden die Zellen auf SFM umgestellt, um die
Zellen aus der Proliferations- in die Differenzierungsphase zu iiberfithren. Dazu wurde ein

Mediumwechsel mit serumfreies Medium ohne Antibiotika (SFM ohne Ab) durchgefiihrt, der
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im Folgenden alle 1-2 Tage wiederholt wurde. Ein letzter Mediumwechsel mit SFM wurde
am Tag des Versuches durchgefiihrt, wobei die fiir den Versuch bendtigten Volumina an
Medium im apikalen und basalen Kompartiment appliziert wurden. Vom 3. Tag bis zum 5. Tag
nach Umstellung konnten die Zellen fiir die Infektionsversuche verwendet werden. In dieser

Phase wiesen die Zellen ihre maximale Barrierefunktion auf.

2.2.2 Widerstandsmessung von PCPEC

Anhand der transepithelialen Widerstandsmessung kann auf die Konfluenz des epithelialen
Plexuszellmonolayers und dessen Barriereeigenschaft geschlossen werden. Der
transepithelialer elektrischer Widerstandes (TEER) wurde mit einem Epithelgewebe
Voltohmmeter (Millipore, Deutschland) und einer STX-2 Elektrode gemessen. Die Elektrode
hatte ein Chopstick-Design, wobei die eine Elektrode 2,5 mm ldnger als die andere war. Somit
konnte das ldngere Ende im Well platziert werden und das kiirzere im Filter, ohne den
epithelialen Monolayer zu verletzen. Die Elektroden wurden somit durch die Filtermembran
und das epitheliale Monolayer voneinander getrennt. Vor der Messung erfolgte ein
zweiminiitiges Akklimatisieren der Filterplatten bei Raumtemperatur (RT) unter der sterilen
Werkbank. Vor Messbeginn musste die Chopstick-Elektrode griindlich mit 70 % Ethanol
desinfiziert werden. Direkt vor der Messung wurde die Elektrode mit SFM ohne Ab (also das
verwendete Medium) abgespiilt. Damit die Filter fiir den Versuch verwendet werden konnten,
mussten sie einen Nettowiderstand von mindestens 200 Ohm x cm? haben. [Nettowiderstand=

(gemessener Widerstand-150)x 0,33].
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2.2.3 Parazelluldre Flussmessung mit FITC-Inulin

Inulin ist bekannt als ein parazellulirer Marker und sollte in den vorliegenden Versuchen
Aufschlul dariiber geben, ob die parazellulire Permeabilitit der PCPEC nach
Bakterienstimulation beeintrachtigt wird. Das FITC-Inulin (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
wurde in einer Konzentration von 100 pg/ml angesetzt. Es wurde in SFM ohne Ab und ohne
Phenol-rot aufgelost. Das Inulin wurde apikal (10 pl im Filter) zu Beginn des
Infektionsversuches in den Filter zugegeben (dies entsprach bei der UK der basolateralen
Seite). Zu den Zeitpunkten 30 min, 2h und 4h wurde basal das Medium entnommen. Im
Anschluss wurde die Fluoreszenz am Infinite M200 Multiwell Reader (Tecan) gemessen.
Anhand einer Standardreihe wurde der prozentuale Durchfluss des Inulins von der apikal

zugegebenen Menge bestimmt.

2.2.4 Bakterienanzucht (Vorbereitung und Kultivierung/Einstellung der Bakterien)

Alle Bakterien-Priméraliquots wurden bis zu den Versuchen bei -80°C in 20 % Glycerol
(100/ul/ Stock) gelagert. Fiir eine Infektion der PCPEC wurde S. suis in Todd-Hewitt-Broth
(THB) Flissigmedium kultiviert. Dazu wurden 50 pl eines Arbeitsaliquots in 10 ml THB
iiberfiihrt und fiir 6 h bei 37°C im leicht schwenkenden Wasserbad kultiviert. In dieser Zeit
erreichten die Bakterien die mid-log Phase und konnten somit flir die Infektionsversuche
eingesetzt werden. Nach 6 Stunden wurden die Bakterien fiir 10 min bei 4° C und 3000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Bakterien erneut in 10 ml SFM ohne Ab
resuspendiert, und anschlieBend zum zweiten Mal zentrifugiert. Nach erneutem Waschschritt
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wurde das Pellet in 1 ml SFM ohne Ab resuspendiert. Da die Bakterien in Ketten wachsen,
wurden sie zundchst 20 sec gemischt, da dadurch gewihrleistet wurde, dass sie als einzelne
Kokken vorkommen. Die Bakterienkonzentration wurde photometrisch bei einer Extinktion
von 600 nm bestimmt. Bei einer OD600 von 0,65 entsprach die Bakterienzahl ca. 1 x 10°
Bakterien/ml. Fiir eine Multiple of Infection (MOI) von 10 wurde die eingestellte
Bakteriensuspension im Verhiltnis 1:10 auf 1 x 10’ Bakterien/ml mit Zellkulturmedium

verdiinnt.

2.2.5 Vorbereitung der Zellen und Durchfiihrung des Infektionsversuches

Am morgen vor Versuchbeginn wurden die Widerstinde aller Filter gemessen und diejenigen
mit einem Widerstand >200 Ohm x cm’ wurden fiir den Versuch ausgewihlt. Die
ausgewdhlten Filter wurden in eine Platte in frisches SFM ohne Ab {iberfiihrt (1 ml im Well
und 450 pl im Filter). Nach Einstellung der Bakterien (vgl. Kap. 2.2.4), wurden 50ul der 1 x
107 Bakteriensuspension (MOI=10), in das obere Kompartiment (bei der UK entsprach dies
eigentlich die basolaterale Seite) appliziert. In den Infektionsversuchen zur Untersuchung der
Translokation wurde standardmaéssig eine MOI von 10 eingesetzt und die Translokation tiber
insgesamt 6 Stunden gemessen. Solange wurden die Zellen bei 37°C und 5% CO2 inkubiert.
Bei jedem Versuch wurden mindestens 2 Filter als Kontrolle verwendet, d.h anstatt von 50ul
Bakterien wurden 50 ul SFM ohne Ab apikal im Filter appliziert. Dabei sollte bei der
Ausplattierung auf Agarplatten am Versuchsende kein Bakterienwachstum zu beobachten sein.
Falls das nicht der Fall war, konnte man von einer Kontamination ausgehen und der Versuch

war nicht auswertbar.
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2.2.5.1 Untersuchung der Translokation von S. suis durch PCPEC

Nach der apikalen Applikation der Bakterien (dies entsprach dem Zeitpunkt 0) wurde die
Translokation zu den Zeitpunkten 5 min, 30 min, 2h, 4h und 6h gemessen. Nach 30 min, 2h, 4h
und 6h wurden zusitzlich die Widerstinde gemessen. 5 min vor der Messung wurden die
Zellen aus dem Brutschrank entnommen und unter der Sterilbank bei Raumtemperatur
akklimatisiert. Nach 30 min, 2h, 4h und 6 h wurden zunichst die Widerstdnde gemessen. Nach
jedem Bakterienstamm wurde der Chop-stick ca. 3 min in Ethanol iiberfiihrt und anschlieBend
in SFM ohne Ab gewaschen. Dies diente der Vorbeugung der Verschleppung von Bakterien.
Danach wurde der gesamte basale Uberstand entnommen (1000ul) und in ein Eppendorf-Tube
iiberfiihrt. Die Filter sind nach 5 min, 30 min, 2h, 4h und 6h in ein neues Well umgesetzt
worden (erneut mit 1000ul SFM ohne Ab). Dies sollte verhindern, dass ein bakterielles
Wachstum mitgemessen wurde. Die Keime konnten sich auf diese Art und Weise im
basolateralen Kompartiment nicht mehr vermehren. Die basale 1000 pul Probe wurde nach
Erstellung einer Verdiinnungsreihe mit 10 pl auf Agarplatten ausplattiert. Am nichsten Tag
konnten die Agarplatten ausgewertet werden. Bis zu diesem Zeitpunkt wurden die Platten im
Brutschrank bei 37°C und 5 % CO:2 aufbewahrt. Auf diesen Weg konnte die Menge an
durchgewanderten Bakterien ermittelt werden. Gleichzeitig wurde zur Kontrolle auch das
Wachstum der verwendeten Keime ausgetestet. Parallel mit der Messung der Translokation

wurden die gewachsenen Bakterien auf Agarplatten ausplattiert.
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2.2.5.2 Inhibition der Translokation von S. suis durch spezifische Inhibitoren

Mit Hilfe von zelluldren Inhibitoren der Aktin-Zytoskelettregulation und Dexamethason sollte
untersucht werden ob und inwieweit die Translokation von S. suis durch PCPEC beeinflusst
wird.

LY294002: Dabei handelt es sich um einen spezifischen, zellpermeablen Inhibitor der
Phosphatidylinositol 3-Kinase (Burghard et al., 1994). In diese Arbeit wurde der Inhibitor in
verschiedenen Konzentrationen benutzt (50uM, 10uM, 1uM). Dazu musste die
Ausgangskonzentration des Stocks (50 puM) entsprechend verdiinnt werden. Die
Plexusepithelzellen wurden mit dem LY294002-Inhibitor fiir 1 2 Stunden im Brutschrank bei
5% CO2 priinkubiert und anschliessend mit den Bakterien fiir 30 min, 2h, 4h und 6h
stimuliert.

Dexamethason: Ist ein Vertreter der synthetischen Glukokortikoide. Dexamethason wurde,
dhnlich wie LY294002, in verschiedenen Konzentrationen benutzt, ndmlich 1uM und 100uM.
Dafiir musste der Ausgangstock (25uM) entsprechend verdiinnt werden. Auch in diesem Fall
wurden die Zellen zunédchst 1 2 Stunden mit Dexamethason prédinkubiert und anschliessend

mit den Bakterien fiir 30 min, 2h, 4h und 6h stimuliert.

2.2.6 Vitalitdtsmessung der PCPEC mittels Life/ Dead®-Assay

Der Life/ Dead®-Assay diente der Messung der Vitalitit der Zellen nach der Bakterien-
Translokation. Dafiir wurden zwei Farbstoffe benutzt, nimlich das Ethidium-Homodimer-1
(EthD-1) und das Calcein AM. Beide Farbstoffe sind nur dann fluoreszierend, wenn sie mit

den Zellen interagiert haben. Calcein AM fluoresziert dabei griin (Emission bei 515-535 nm)
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und EthD-1 rot bei einer Wellenldnge von 617 nm. Die Vitalitit der Zellen lésst sich von der
Griinfarbung ableiten, denn Calcein AM wirkt nur bei funktionierenden zelluldrer Esterase-
Aktivitdat, wihrend das Ethidium-Homodimer-1 nicht in der Lage ist in vitale Zellen zu
penetrieren, detektiert aber Zellschdden indem es an zerstdrten Zellkerne bindet (diese
leuchten somit rot) (Burghard et al., 1994). Um zu iberpriifen, ob die primédren Plexus
choroideus Epithelzellen nach Ablauf der Translokationsversuche noch intakt sind und sie die
Versuchsbedingungen iiberlebt hatten, wurden sie zundchst mit Zellkulturmedium einmal
gewaschen. Fiir die Farbung wurden eine 4uM Losung von Calcein-AM und eine 2uM Losung
des Ethidium-Homodimers-1 verwendet. Fiir die Umkehrkultur wurden 100 ul der Farbung fiir
den apikalen Bereich und 350ul Farbung fiir den basalen Bereich benutzt. Die Zellen wurden
darin fiir 15 min bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Im Anschlufl wurden sie zwei Mal mit SFM
ohne Ab ohne Phenol rotgewaschen und im Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 200M, Carl
Zeiss, Gottingen) mit 10 x VergroBerung betrachtet. Die Zellvitalitdit wurde mit einer CCD-
Kameraphotographisch dokumentiert. Die Aufnahmen wurden mit der Axiovision 4.6 Software

(Carl Zeiss, Gottingen) bearbeitet.

2.2.7 Statistik

Alle Daten sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Sie wurden mit Hilfe des
gepaarten Student’s T-Test mit wiederholten Messungen analysiert. Ein p-Wert < 0,05 wurde
als signifikant bewertet. Alle Experimente wurden mindestens drei Mal wiederholt. Die TEER-
Werte sind als Prozent vom Ausgangswert angegeben. Der FITC-Inulin Fluss wurde als
prozentualer Anteil der Inulin Menge die sich im basolateralen Kompartiment befand

berechnet.
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3. Ergebnisse

3.1 Transepithelialer elektrischer Widerstand (TEER), Kinetik in der
Umkehrkultur

Im Rahmen dieser Arbeit wurden, nach Priparation aus Schweinehirnen, fremdzellenfreie
Monolayer aus Epithelzellen des Plexus chorioideus (porcine choroid plexus epithelial cells,
kurz:PCPEC) erhalten. Mit primdren porcinen Plexusepithelzellen konnte bereits ein so
genanntes ,,Standard Transwell Filter System* (Normalkultur) etabliert werden (Hasselbach et
al. 2001). Da Bakterien in das Zentralnervensystem bzw. die Cerebrospinalfliissigkeit sowohl
iiber die Blut-Hirn- als auch Blut-Liquor-Schranke eindringen konnen, war es Ziel dieser
Arbeit ein ,Inverted Transwell Filter System* (Umkehrkultur) zu entwickeln. Im Gegensatz
zur Normalkultur ermoglicht die Umkehrkultur erstmalig die Untersuchung der bakteriellen
Interaktion mit der basolateralen Zellseite (Blutseite). Diese ist relevant fiir den Eintritt von
Bakterien in den Liquorraum. Auf Transwell-Filtern ausgesite PCPEC polarisieren nach
einigen Tagen (3-4) und weisen einen messbaren transepithelialen elektrischen Widerstand
(TEER) auf. Nach spitestens sieben Tagen unter serumhaltigen Bedingungen haben die Zellen
ein konfluenter Zelllayer ausgebildet, der eine hydrodynamische Barriere darstellte. Nach
Umstellung auf serumfreie Kulturbedingungen am siebten Kulturtag (DIV [day in vitro] )
wiesen die auf Filtern kultivierten PCPEC innerhalb von zwei bis drei Tagen transepitheliale
elektrische Widerstande von iiber 300 Ohm x cm? (299 + 18,9 Ohm x cm?) auf. 2-3 Tage nach

der Umstellung konnten somit die Zellen fiir die Infektionsversuche verwendet werden.
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Abb. 8: Messung des transepithelialen elektrischen Widerstandes (TEER) iiber 9 Tage unter SHM in der
Umkehrkultur. Die PCPEC wurden auf Filter mit einem Porendurchmesser von 3 um ausgesit. Der TEER
wurde mit Hilfe eines Voltohmmeters gemessen. Der TEER ist in absoluten Werten (Ohm x cm?) angegeben. Der
schwarze Pfeil zeigt wann die Zellen auf SFM umgestellt wurden. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte +

Standardabweichung aus zwolf unabhéngigen Experimenten je n=12 dargestellt.
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3.2 Messung des transepithelialen elektrischen Widerstandes (TEER), des
Inulinflusses und der Translokationsrate nach Infektion mit S. suis Stamm 10 und

dessen akapsuldarer Mutante

Die Einfliisse der Infektion mit S. suis Stamm 10 und dessen akapsuldrer Mutante auf die
Barriere Funktion wurden mittels TEER- Messung und Messung des parazelluliren Inulin-
Flusses bestimmt. Die Messung des transepithelialen Widerstandes erfolgte zum Zeitpunkt 0
und zu den Zeitpunkten 2 und 4 Stunden nachdem die Zellen mit den Bakterien infiziert
wurden. Abbildung 9A zeigt den TEER 2 und 4 Stunden nach Infektion mit S. suis Stamm 10
und dessen akapsuldrer Mutante, sowie bei der Kontrolle. Die TEER-Werte sind als Prozent
vom Ausgangswert angegeben. Aus der Abbildung wird ersichtlich, dass sowohl bei beiden
Stimmen als auch bei der Kontrolle, 2 (Stamm 10: 101 + 9%, Stamm 10 Acps: 104 + 12%,
Kontrolle: 94 + 8%) und 4 Stunden (Stamm 10: 92+ 11%, Stamm 10 Acps: 93 + 8%,
Kontrolle: 90 + 7%) nach der Infektion kein signifikanter Abfall des Widerstands zu
beobachten ist. Zusétzlich zu den TEER-Messungen wurde die parazellulire Permeabilitét
mittels Inulinfluss (Abb. 9B) 2 und 4 Stunden nach Infektion gemessen. Hier zeigte sich
dhnlich wie bei den TEER kein signifikanter Unterschied zwischen mit Bakterien infizierten

Zellen und Kontrolle.
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Abb. 9: Einfluss der Infektion mit S. suis Stamm 10 und dessen akapsulirer Mutante auf die
Barrierefunktion der PCPEC in der Umkehrkultur. PCPEC wurden mit S. suis Stamm 10, der unbekapselten
Mutante Stamm 10 Acps (MOI 10), wie im Kap. 2.2.5 beschrieben, stimuliert. Die Effekte auf die
Barrierefunktion wurden anhand des TEER (A) und des parazelluldren Inulinflusses (B) ermittelt. Die TEER-
Werte sind als Prozent vom Ausgangswert angegeben. Der Inulinfluss wurde in der von apikal nach basolateralen
Richtung im Transwell Filter 2 und 4 h nach Stimulation gemessen und ist als prozentualer Anteil des Inulins,

welches im Well nach 2 und nach 4 h detektiert worden ist, dargestellt. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte +

Standardabweichung von vier unabhingigen Experimenten je n=4 bestimmt.
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Anschliessend sollte die Translokationsrate von S. suis Stamm 10 und dessen akapsulérer
Mutante untersucht werden, um die Rolle der Kapsel als Pathogenitétsfaktor in diesem
Zusammenhang zu beurteilen. Bei den Infektionsversuchen wurde die Translokationsrate nach
5 min, nach 30 min, nach 2 Stunden und nach 4 Stunden ermittelt. Als Kontrolle diente L.
lactis Strang MG1363, der kein Erreger einer bakteriellen Meningitis ist. Abbildungen 10 A
und 10 B zeigen die Translokationsarten von S.suis Stamm 10, dessen akapsuldrer Mutante und
L. lactis durch die PCPEC in der Umkehrkultur nach 5 min., 30 min., 2 Stunden und 4
Stunden. Aus den Abbildungen wird ersichtlich, dass der Stamm 10 Acps eine signifikant
hohere Translokationsrate als der Wild-Typ aufweist (Stamm 10 Acps nach 4 Stunden: 1,99%
+ 0,80% im Vergleich zu Stamm 10: 0,47% +0,15%); p Wert von <0,05 verglichen mit dem
bekapselten S. suis Wild-Typ zum jeweiligen Zeitpunkt. Das apathogene grampositive
Bakterium L. lactis transloziert durch die PCPEC signifikant weniger (p Wert von <0.05
verglichen mit dem bekapselten und unbekapselten S. suis-Stamm zum jeweiligen Zeitpunkt)

als die beiden S. suis Stamme.
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Abb. 10:Translokationsraten von S. suis-Stamm 10, dem nicht-bekapselten Stamm A10 und von L. lactis

durch PCPEC in der Umkehrkultur nach 5 min, 30 min, 2h und 4h. Die Translokationsraten wurde sowohl

logarithmisch als Absolutzahl [in colony forming units (CFU)] (A) als auch als prozentuale Rate dargestellt (B).

Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte + Standardabweichung von vier unabhingigen Experimenten je n= 4

bestimmt. #, p Wert von <0.05 verglichen mit dem bekapselten S. suis Wild-Typ zum jeweiligen Zeitpunkt. *, p

Wert von <0.05 verglichen mit dem bekapselten und unbekapselten S. suis-Stamm zum jeweiligen Zeitpunkt.
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3.3 Einfluss von Dexamethason auf den transepithelialen elektrischen Widerstand
(TEER) und auf die Translokationsrate nach Infektion mit S. suis Stamm 10 und

dessen akapsuldarer Mutante

Ob das Dexamethason Einfluss auf die Translokation von S. suis Stamm 10 und dessen
akapsuldrer Mutante hat, ist auch fiir den klinischen Alltag von Bedeutung. Die Zellen wurden
daher mit unterschiedlichen Konzentrationen von Dexamethason priainkubiert. Ziel war es zu
bestimmen, ob Dexamethason in der Lage war, die Translokation der Bakterien zu inhibieren.
Aus der Abbildung 11 wird ersichtlich, dass die Pridinkubation mit 1uM Dexamethason aber
auch mit 100uM Dexamethason sowohl die Translokation von S. suis Stamm 10 als auch
dessen akapsuldrer Mutante nicht inhibiert (Stamm 10 nach 4 Stunden: 3,90 x 10 >+ 3,29x 10
> mit 1 uM Dexamethason: 4,07 x 10 >+ 4,15 x 10 ° und mit 100 uM Dexamethason:6,67 x 10
>+ 3,33 x 10 °. Im Vergleich dazu: Stamm 10 Acps nach 4 Stunden: 6,77 x 10 >+ 4,62 x 10 °,
mit 1 pM Dexamethason: 1,62 x 10 *+ 1,84 x 10 ® und mit 100 pM Dexamethason:2,34 x 10
6i 1,76 x 10 6). Die Translokationsraten wurden nach 30 min, 2 Stunden und 4 Stunden
gepriift.

Auflerdem konnte man nach der Vorbehandlung mit Dexamethason in unterschiedlichen
Konzentrationen keinen signifikanten Widerstandsabfall oder eine Erh6hung sowohl nach 2 als
auch nach 4 Stunden beobachten (Stamm 10 nach 4 Stunden: 94% + 17%, mit 1 uM
Dexamethason: 85% + 17% und mit 100uM Dexamethason: 94 + 19%. Stamm 10 Acps nach 4
Stunden 94% + 15%, mit 1uM Dexamethason: 93%+ 16% und mit 100uM Dexamethason:
99% + 19%. Im Vergleich dazu die Kontrolle nach 4 Stunden: 92%x+ 29%). Dies wird in der

Abbildung 12 dargestellt.
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Abb. 11: Translokationsraten von S. suis Stamm 10 und Stamm 10 Acps in der Umkehrkultur, nach der
Priinkubation mit Dexamethason (Dexa) (1nM und 100pM). Die Filter wurden 1 Stunde mit Dexamethason
prainkubiert und im Anschluss mit Bakterien stimuliert. Die Translokationsraten wurden logarithmisch als
Absolutzahl [in colony forming units (CFU)], nach 30 min., 2 Stunden und 4 Stunden dargestellt. Die Ergebnisse

wurden als Mittelwerte + Standardabweichung von vier unabhingigen Experimenten je n= 4 bestimmt.
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Abb. 12: Barrierefunktion der PCPEC wiihrend der Translokation von S. suis Stamm 10 und Stamm 10
Acps in der Umkehrkultur nach der Vorbehandlung mit Dexamethason (Dexa) (IpM und 100pM). Die
Filter wurden 1 Stunde mit Dexamethason prédinkubiert und im Anschluss mit Bakterien stimuliert. Die TEER-
Werte sind als Prozent vom Ausgangswert angegeben. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte =+

Standardabweichung von vier unabhéngigen Experimenten je n= 4 bestimmt.
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3.4 Einfluss des Phosphatidylinositol 3-Kinase (P13-Kinase)-Inhibitors Ly294002 auf die

Translokationsrate von S. suis Stamm 10 und dessen akapsulirer Mutante

LY294002 ist ein zellmembrandurchgingiger PI3-Kinase-Inhibitor, der an der ATP-
Bindungsstelle des Enzyms kovalent bindet. Um herauszufinden, ob LY 294002 in der Lage ist
die Translokation von S. suis Stamm 10 und dessen akapsuldren Mutante zu beeinflussen
wurden die Zellen 1 Stunde mit unterschiedlichen Konzentrationen des Inhibitors prainkubiert
und anschlielend mit Bakterien stimuliert. Die Translokationsraten wurden nach 30 min, nach
2 und nach 4 Stunden gemessen. Abbildung 13 zeigt den Einflu des Inhibitors auf die
Translokation bei einer Konzentration von 1uM. Aus der Abbildung wird ersichtlich, dass
LY294002 in einer Konzentration von 1uM die Translokationsraten sowohl vom S. suis
Stamm 10 als auch vom Stamm 10 Acps signifikant inhibiert (Stamm 10 nach 4 Stunden:
5,82 x 10 °+ 5,52 x 10 °, mit 1 pM LY294002: 3,37 x 10 *+ 3,24 x 10 *. Im Vergleich dazu:
Stamm 10 Acps nach 4 Stunden: 1,03 x 10 6j 6,61 x 10 °, mit 1 uM LY294002: 1,90 x 10 >+

2,48 x 10 5); p Wert von <0.05 verglichen mit stimulierten PCPEC’s ohne Inhibitor.
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Abb. 13: Translokationsraten von S. suis Stamm 10 und Stamm 10 Acps in der Umkehrkultur, nach der
Priinkubation mit 1.Y294002 (1pM). Die Filter wurden 1 Stunde mit dem Inhibitor priinkubiert und im
Anschluss mit Bakterien stimuliert. DieTranslokationsraten wurden logarithmisch als Absolutzahl [in colony
forming units (CFU)], nach 30 min., 2 Stunden und 4 Stunden dargestellt. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte
+ Standardabweichung von vier unabhéngigen Experimenten je n= 4 bestimmt. #, *: p Wert von <0.05 verglichen

mit stimulierten PCPEC’s ohne Inhibitor

Weiterhin wurde untersucht ob der LY294002 in den Konzentrationen von 50uM und 10 uM
die Translokationsrate inhibiert. Abbildung 14 zeigt den Einfluss auf die Translokation nach 30
min, 2 und 4 Stunden. Der LY294002 beeinflult in hoheren Konzentrationen nicht die
Translokation von S. suis (Stamm 10 nach 4 Stunden: 5,82 x 10 >+ 552 x 10 °, mit 10 uM
LY294002: 6,31 x 10>+ 7,50 x 10 > und mit 50pM LY294002: 9,58 x 10 °+ 9,08 x 10 °. Im
Vergleich dazu: Stamm 10 Acps nach 4 Stunden: 1,03 x 10 Gi 6,61 x 10 >, mit 10 uM

LY294002: 9,17 x 10 >+ 6,39 x 10 ° und mit 50pM LY294002: 1,09 x 10 °+ 8,59 x 10 °). Aus
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diesen Versuchen wurde ersichtlich, dass es zu einer Konzentrationsabhéngige Inhibition der
Translokationsrate von S. suis kommt. Interessanterweise konnte die niedrigere LY294002-
Konzentration zu einer signifikanten Inhibition der Translokation fiihren, als die hoéhere

LY294002 Konzentrationen.
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Abb. 14:Translokationsraten von S. suis Stamm 10 und Stamm 10 Acps in der Umkehrkultur, nach der
Priinkubation mit LY294002 (10pM und 50pM). Die Filter wurden 1 Stunde mit dem Inhibitor prainkubiert
und im Anschluss mit Bakterien stimuliert. DieTranslokationsraten wurden logarithmisch als Absolutzahl [in
colony forming units (CFU)], nach 30 min., 2 Stunden und 4 Stunden dargestellt. Die Ergebnisse wurden als

Mittelwerte + Standardabweichung von vier unabhéngigen Experimenten je n= 4 bestimmt.

Als Indikator der Barriere Funktion wurde gleichzeitig mit der bakteriellen Infektion und der
Prainkubation mit dem LY294002 der TEER nach 2 und 4 Stunden gemessen. Abbildung 15
gibt wieder inwieweit sich dabei die Widerstinde gedndert haben. Dabei kann man feststellen,
dass auch nach 4 Stunden kein signifikanter Abfall oder Anstieg der Widerstinde stattfindet

obwohl gleichzeitig die Translokation bei einer LY294002 Konzentration von 1uM signifikant
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gehemmt wird. Bei hoheren Ly294002 Konzentration sank jedoch der TEER, so dass daher

kein protektiver Effekt auf die Transmigrationsrate beobachtet werden konnte (Daten nicht

gezeigt).

0 T T T T
O 2h Stamm 10 Stamm10+Ly  Stamm 10 Stamm 10 Kontrolle
294002 1uM ACPS ACPS+ Ly
W 4h 294002 1uM

Abb. 15: Barrierefunktion der PCPEC wihrend der Translokation von S. suis Stamm 10 und Stamm 10
Acps in der Umkehrkultur nach der Vorbehandlung mit 1.Y294002 (1uM). Die Filter wurden 1 Stunde mit
dem LY294002 in einer Konzentartion von 1uM préainkubiert und im Anschluss mit Bakterien stimuliert. Die
TEER-Werte sind als Prozent vom Ausgangswert angegeben. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte =+

Standardabweichung von vier unabhéngigen Experimenten je n= 4 bestimmt.

3.5 Zellvitalitit der PCPEC nach Infektion mit S. suis Stamm 10 und dessen

akapsuldrer Mutante

Damit sichergestellt war, dass die PCPEC unter den gewdéhlten Versuchsbedingungen intakt

blieben, wurde ihre Zellvitalitit nach Ablauf der Translokationsversuche bestimmt. Die
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Zellvitalitit wurde mit Hilfe des Live/Dead®-Assay2 und 4 Stunden nach der Translokation
von S. suis Stamm 10 und Stamm 10 Acps am Fluroeszenzmikroskop begutachtet. Abbildung

16 zeigt das Ergebnis dieser Untersuchung.

S. suis Stamm 10 S. suis Stamm 10 Acps Kontrolle

Abb. 16: Einfluss von S. suis auf die Zellvitalitit in der Umkehrkultur 4 Stunden nach Infektion. Die
Zellvitalitit wurde nach Ablauf der Translokation mit S. suis Stamm 10 und Stamm 10Acps

fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die Fotos sind reprisentativ fiir drei unabhingige Experimente.

Unter allen Versuchsbedingungen konnten kaum abgestorbenen Zellen beobachtet werden, was
an der Uberwiegenden Griinfirbung der Zellen zu erkennen ist. Es kommen lediglich
vereinzelte rote und damit abgestorbene Zellen vor. Somit bleibt die Zellvitalitit auch bis 4

Stunden nach der Infektion mit S. suis ohne grofere Beeintriachtigungen erhalten.
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3.6 Messung des transepithelialen elektrischen Widerstandes (TEER) nach

Infektion mit S. suis und dessen Suilysin-defizienten Mutanten

Das thiol-aktivierte Haimolysin Suilysin zdhlt zu den wesentlichen Pathogenititsfaktoren von S.
suis. In einer weiteren Reihe von Experimenten war das Ziel zu analysieren, ob sich die
Wildtypen, die Suilysin exprimieren in Gegensatz zu Suilysin defiziente Mutanten beziiglich
des Effektes auf den TEER und Translokationsrate durch PCPEC unterscheiden. Fiir die
Versuche wurden die Wildtypen Sx332 (Q8), 9657573 (Q11), 31533 (Q9) und deren Suilysin
defiziente Mutanten Sx932 (Q10), Sx917 (Q7), Sx911 (Q6) analysiert. Als Indikator fiir die
Barrierefunktion wurde der TEER 2 und 4 Stunden nach der Infektion mit den Wildtypen und
deren Suilysin defizienten Mutanten gemessen. Aus der Abbildung 17 wird ersichtlich, dass
auch 4 Stunden nach der Infektion keine signifikanten Widerstandsverdnderungen sowohl bei
den Wildtypen als auch bei den Suilysin negativen Stimmen zu beobachten waren, (SX332
nach 4 Stunden: 89%+ 13%, SX932 (Sly -): 81%+ 10%, 9657573 nach 4 Stunden: 94%+ 14%,
SX917 (Sly-): 79%+ 16% und 31533 nach 4 Stunden: 79%+ 11%, SX911 (Sly-): 85%+ 12%.In

Vergleich dazu die Kontrolle nach 4 Stunden: 92%+ 2%).
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Abb. 17: Einfluss der Infektion mit den S. suis Wildtypen SX332, 9657573 und 31533 und deren
entsprechenden Suilysin Mutanten (Sly-): SX932, SX917 und SX911 auf die Barrierefunktion der PCPEC
in der Umkehrkultur. PCPEC wurden mit den S. suis Wildtypen SX332, 9657573 und 31533 und deren
entsprechenden Suilysin Mutanten (Sly-): SX932, SX917 und SX911 (MOI 10), wie im Kap. 2.2.5 beschrieben,
stimuliert. Die Effekte auf die Barrierefunktion wurden anhand des TEER ermittelt. Die TEER-Werte sind als
Prozent vom Ausgangswert angegeben und wurden nach 2 und nach 4 h nach der Stimulation gemessen. Die

Ergebnisse wurden als Mittelwerte + Standardabweichung von vier unabhédngigen Experimenten, je n=4 bestimmt.
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3.7 Messung der Translokationsrate von S. suis Stamm und dessen Suilysin defizienten

Mutanten

Als néchstes wurde die Translokation von den Suilysin Wildtypen mit der Translokation von
den Suilysin defizienten Mutanten verglichen. Abbildung 17 zeigt die Translokationsrate
beider Gruppen nach 30 min, 2 und 4 Stunden. Die niedrigere Translokationsrate bei den drei
S. suis Wild-Typen im Vergleich zu den Suilysin Mutanten ist deutlich zu erkennen. (Stamm
Sx332 nach 4 Stunden: 2,9% + 0,27%, Stamm Sx932(Sly-): 3,8% + 0,6%, Stamm 965757:
1,25% + 0,06%, Stamm Sx917 (Sly-): 4,5% + 0,6% und das Parchen: Stamm 31533: 1,2% +
0,2%, Stamm Sx911(Sly-): 2,6 + 0,4%); p Wert von <0.05 verglichen mit dem jeweiligen S.
suis Wildtyp (Sx332, 9657573 und 31533) zum jeweiligen Zeitpunkt. Das ist ein ein
iiberraschender und sehr interessanter Befund. Weitere Experimente miissen die zelluldren und

molekularen Mechanismen fiir unsere Beobachtungen kléren.
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Abb. 18:Translokationsraten von S. suis Wildtypen SX332, 9657573 und 31533 und deren entsprechenden
Suilysin Mutanten (Sly-): SX932, SX917 und SX911durch PCPEC in der Umkehrkultur nach 30 min, 2h
und 4h. Die Translokationsraten wurde sowohl logarithmisch als Absolutzahl [in colony forming units (CFU)]
(A) als auch als prozentuale Rate dargestellt (B). Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte = Standardabweichung

von 4 unabhingigen Experimenten je n= 4 bestimmt.p Wert von <0.05 verglichen mit dem jeweiligen S. suis

Wildtyp (Sx332: *, 9657573: # und 31533: §) zum jeweiligen Zeitpunkt.
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4. Diskussion

4.1 Zellkulturmodell der Blut-Liquor-Schranke in vitro

Die Untersuchung der Barrierefunktion von Epithelien und Endothelien kann auf so genannten
Transwell-Filtersystemen durchgefiihrt werden. Eine so genannte ,,Standard Transwell Filter
System* (Normalkultur) konnte bereits fiir primédre porcine Plexusepithelzellen etabliert
werden (Hasselbach ef al. 2001). Mit dieser Art von Zellkulturverfahren kann die bakterielle
Interaktion mit der apikalen Zellmembran (Liquorseite) untersucht werden. Da Bakterien in
das Zentralnervensystem sowohl iiber die Blut-Hirn- als auch Blut-Liquor-Schranke eindringen
konnen, haben wir ein ,Inverted Transwell Filter System®“ (Umkehrkultur) entwickelt. Im
Gegensatz zur Normalkultur ermoglicht die Umkehrkultur erstmalig die Untersuchung der
bakteriellen Interaktion mit der basolateralen Zellseite. Dieses Modell ist der in-vivo Situation
nédher, da die Bakterien aus dem Blut in den Liquor einwandern. In diesem Zellkultursystem
wurden zum ersten Mal sowohl die Translokation des bekapselten S. suis Stammes 10 (Wild-
Typ) und einer isogenen akapsuldren Mutante, als auch die Beeintrichtigung der
Barrierefunktion durch die Bakterien anhand Bestimmung des TEER und des parazelluldren
Inulin-Flusses ermittelt. Aulerdem wurde die Rolle von Suilysin als Pathogenitétsfaktor
untersucht. Bereits 1999 konnten Mackarel et al. zeigen, dass humane endotheliale Zellen [z.B.
Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC)] sowohl auf der Ober- als auch auf der
Unterseite von Filtern wachsen konnen. In diesem System wurde die Transmigration von
neutrophile Granulozyten untersucht. Im Gegensatz zu unserem System wurde dieses
Zellkultursystem vorwiegend elektronenmikroskopisch beschrieben. Eine Barrierefunktion

oder ob die Zellen polar wachsen, wurde zu diesem Zeitpunkt nicht untersucht (Mackarel et
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al., 1999). Im Gegensatz dazu haben Wakabayashi et al. (2007) beschrieben, dass epitheliale
Zellen, wie z.B Madin-Darby canine kidney (MDCK) Zellen, ein polares Wachstum auf der
Unterfliche von Filtern zeigen. Dieses System zeigte sogar eine Barrierefunktion. Im
Vergleich zu unserem System war allerdings die Barrierefunktion (durch Bestimmung des
TEER) deutlich schwécher ausgepriagt (Wakabayashi et al., 2007). Wir waren in der Lage zum
ersten Mal ein System zu entwickeln, welches die Moglichkeit gibt die Blut-Liqur Schranke zu
untersuchen. Die PCPEC zeigen ein polares Wachstum und bilden eine ausgeprigte
Barrierefunktion. In diesem System kann zum ersten Mal die Interaktion von Bakterien mit der

Blut-Liquor Schranke in ,,in-vivo nah* untersucht werden.

4.2 Bedeutung der Blut-Liquor-Schranke als Eintrittspforte fiir Erreger in das ZNS

Die Blut-Liquor-Schranke ist durch dichte Zell-Zell-Verbindungen, die sog. tight junctions,
zwischen angrenzenden Epithelzellen gekennzeichnet und stellt eine wesentliche Barriere fiir
Erreger dar (Hasselbach et al., 2001). Diejenigen Erreger, die via Plexus das Liquorsystem
erreichen wollen, miissen zunichst primdr am fenestrierten Plexusendothel oder der
extrazelluliren Matrix adhérieren. Von dieser basolateralen Seite der Blut-Liquor-Schranke
wird schliesslich die epitheliale Grenzschicht des Plexus choroideus erreicht (Adam and
Schroten, 2004). Die Entwicklung einer Umkehrkultur ermdéglicht in vitro eine Anlehnung an
die in vivo Verhidltnisse. Andere Autoren haben bereits die Blut-Liquor-Schranke als
Eintrittspforte von Bakterien wie N. meningitidis (Pron et al., 1997) und E. coli (Parkkinen et
al., 1988) in das ZNS beschrieben. Auch bei S. suis scheint der Plexus choroideus die primire

Eintrittspforte fiir die Infektion des ZNS darzustellen (Williams and Blakemore, 1990; Madsen
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et al., 2002). Die vorliegenden Ergebnisse zeigen nun erstmalig eine bakterielle Translokation
in einem in vitro Modell fiir die Blut-Liquor-Schranke. Bei der Untersuchung der
Translokation von S. suis durch PCPEC konnte, im Rahmen dieser Arbeit, eine signifikant
hohere Translokationsrate der akapsuldren Mutante als beim Wild-Typ beobachtet werden. In
weiteren Versuchen unserer Arbeitsgruppe zeigte S. suis auch eine relevante Invasion von
basolateral (,,blutseitig*). Hier zeigte die akapsuldre S. suis Mutante im Vergleich zum Wildtyp
ebenfalls eine signifikant hohere Invasionsrate (Tenenbaum et al., 2009). Interessanterweise,
zeigte S. suis zwar eine gute Adhdrenz bei Applikation von der apikalen Plexuszellseite
(,,liquorseitig®), jedoch keine Invasion. Da S. suis bevorzugt bzw. fast ausschlieBlich von der
basolateralen Seite in PCPEC invadiert und durch die PCPEC transloziert, deutet dies auf einen
besonderen pathogenetischen Mechanismus fiir die Durchwanderung der Bakterien durch diese
Zellen an. Die Bevorzugung des basolateralen Eintritts von S. suis ldsst einen selektiven
Mechanismus fiir die Aufnahme von Bakterien in diese Zelle vermuten. Andere Untersucher
haben eine dhnliche ,,Vorliebe* fiir den basolateralen Zugang in Zellen durch andere Bakterien
und sogar einige Viren festgestellt: Monteville und Konkel (2002) konnten beispielweise
zeigen, dass Campylobacter jejuni eher von der basolateralen Seite als von der apikalen Seite
in humane Colon-Karzinom Zellen invadiert bzw. durch diese transmigriert. Die Ergebnisse
von Fleiszig et. al (1997) haben auch darauf hingewiesen, dass die basolaterale Zelloberfliche
von epitheliale Zellen Strukturen aufweisen miissen, die die Invasion von P. aeruginosa von
der basolateralen Seite in die Zellen ermoglichen. Allerdings wurden in diesen Experimenten
die verwendeten MDCK-Zellen mit EGTA vorinkubiert, welches die tight-junction-Funktion
der Zellen negativ beeintriachtigt hat. In diesem Fall wurde eine Invasion, nach 3 Stunden, nur
bei einer entsprechenden Vorbehandlung der Monolayer beobachtet. Im Gegensatz dazu
weisen unsere Ergebnisse darauf hin, dass bei der Verwendung eines adiquaten in vitro

Models S. suis in der Lage ist, polar durch einen dichten Zellmonolayer zu translozieren.
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Unsere Daten unterstreichen die Relevanz der Blut-Liquor-Schranke als Eintrittspforte fiir
Bakterien ins Zentralnervensystem. Weitere Experimente miissen jedoch die zelluldren und

molekularen Mechanismen fiir unsere Beobachtungen kléren.

4.3 Die Rolle der Virulenzfaktoren Kapsel und des Hamolysins bei der

Translokation durch PCPEC

Die extrazelluldre Matrix (ECM) ist eine stabile Makromolekiilstruktur unterhalb von Epithel-
und Endothelzellen und dem darunterliegenden Bindegewebe. Da die basolaterale Applikation
von Bakterien zu Zellen den direkten Zugang zu ECM Bestandteilen ermdglicht, konnte eine
Bindung an diese zum Invasions- und Translokationsprozess beitragen. Walia et al. (2004)
konnten zum Beispiel zeigen, dass die apikale Fibronectin-Sekretion von stimulierten T84
Zellen die Invasion von S. typhimurium von der apikalen Seite begiinstigt. De Greef et al.
(2002) haben ein Fibronectin - bindendes Protein (FBPS) von S. suis als einen entscheidenden
Faktor fiir die Kolonisation von Organe, durch Bindung an der extrazelluliren Matrix der
Wirtszelle, beschrieben. Esgleas er al. (2005) haben gezeigt, dass 23 getestete S. suis
Bakterienstimme in der Lage sind an Plasma und zelluldres Fibronectin sowie an Kollagen
vom Typ I, Il und V zu binden. Interessanterweise war, im Gegensatz zu dem bekapselten
Wildtyp, eine nicht bekapselte Mutante in der Lage sowohl an Fibronectin als auch an
Kollagen vom Typ III und V besser zu binden. Im Gegensatz zu dem bekapselten Wildtyp
konnte die akapsuldre Mutante auch an Laminin und Vitronectin binden. In unserem Model
wurde der Einfluss der Kapsel und von Suilysin auf die Translokation von S. suis untersucht.
Wir haben beobachtet, dass die unbekapselte Mutante deutlich besser als der bekapselte

Wildtyp durch den PCPEC’s translozieren konnte (Abb. 10). Proteine der extrazelluldren
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Matrix, wie Vitronectin und Laminin kdnnten zu der besseren Translokation der unbekapselten
Mutante beitragen, da die basolaterale Applikation von Bakterien in unserer Umkehrkultur den
direkten Zugang zu diesen extrazelluliren Matrixbestandteilen ermdglicht. Da in den
Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe die unbekapselte S. suis-Mutante besser in PCPEC
invadierte (Tenenebaum et al., 2009), vermuten wir eine stirkere Bindung an diese
extrazelluliren Matrixproteine.

Es wurde schon beschrieben, dass die Kapsel die Bindung von anderen Bakterien wie S.
pyogenes und S. aureus an manche extrazelluldre Proteine wie Laminin, Fibrinogen und
Collagen Typ-1V beeinflussen kann (Vercellotti e al., 1984). Auch fiir S. suis konnten Esgleas
et al. (2005) eine bessere Adhdrenz der unbekapselten S. suis Mutante an Fibronectin,
Collagen-Typ III und V feststellen. Die Mutante adhérierte im Vergleich zum Wild-Typ
zusitzlich an Laminin und Vitronectin. Benga et. al (2004) konnten aulerdem zeigen, dass die
akapsuldre Mutante von S. suis in der humanen laryngealen epitheliale Zelllinie HEp-2 besser
adhdriert und invadiert als der bekapselte Wildtyp. Charland et al. (2000) konnten auch eine
hohere Invasionsrate fiir die unbekapselte S. suis  Mutante in humane endotheliale
Gehirnzellen (HBMEC) nachweisen im Vergleich zum Wildtyp. Im Gegensatz dazu konnten
Lalonde ef al. (2000) keine Invasion sowohl fiir den Wildtyp als auch fiir die akapsuldre
Mutante in unterschiedlichen epithelialen Zelllinien nachweisen (im Gegensatz zu Gruppe B
Streptokokken). Andererseits konnte diese Arbeitsgruppe eine Adhidsion sowohl fiir den
bekapselten Wildtyp als auch fiir die unbekapselte Mutante nachweisen. Die unbekapselte
Mutante zeigte sogar eine bessere Adhérenz als der bekapselte Wildtyp. Weiterhin konnten
Vanier et al. (2004) zum ersten Mal eine Invasion von S. suis an porcine epitheliale
Gehirnzellen (PMEC) nachweisen. Auch in diesem Fall konnte eine bessere Invasion fiir die
unbekapselte Mutante festgestellt werden. In dieser Arbeit konnten wir eine transzelluldre

Translokation von S. suis durch PCPEC nachweisen, ohne signifikanten Verdnderungen der
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TEER und des parazelluldren Inulin-Flusses feststellen zu kdnnen, was vermutlich auf die
niedrig eingesetzte MOI zuriickzufiihren ist, bei der keine Beeintrachtigung der Zellvitalitit zu
beobachten war. Des Weiteren haben wir eine hohere Translokationsrate der unbekapselten
Mutante im Vergleich zu dem Wildtyp beobachtet. Weiterhin konnte unsere Arbeitsgruppe
mittels Doppelimmunfluoreszenz eine bessere Invasion der unbekapselten Mutante (10cps
AEF) von S. suis im Vergleich zu dem bekapselten Wildtyp (Stamm 10) feststellen
(Tenenbaum et al., 2009). Diese Ergebnisse zeigen erstmalig eine bakterielle Invasion und
Translokation in einem in vitro Modell fiir die Blut-Liquor-Schranke. Dabei verminderte die
als Virulenzfaktor beschriebene Kapsel von S. suis die Invasions- und Translokationsrate.

Weiterhin war Ziel dieser Arbeit, den Einfluss des thiol-aktivierten Himolysins Suilysin (SLY)
auf die Translokation von S. suis durch PCPEC zu analysieren. Die Rolle von Suilysin bei der
Interaktion von S. suis mit verschieden Zelltypen wurde in vielen Studien getestet. Dass SLY-
positive S. suis-Stamme in der Lage sind Zellen zu lysieren, konnte fiir humane, porcine und
canine Epithelzellen (Norton et al. 1999; Lalonde et al. 2000; Tenenbaum et al. 2005, 2006),
fiir humane und porcine Endothelzellen (Charland et al. 2000; Vanier et al. 2004) und fiir
murine Makrophagen (Segura und Gottschalk 2002) gezeigt werden. Im Rahmen dieser Arbeit
haben wir drei unterschiedliche Suilysin Mutanten von S. suis mit den entsprechenden
Wildtypen verglichen. Uberraschenderweise konnte bei allen drei Mutanten eine hohere
Translokationsrate beobachtet werden (Abb. 18A und B). Als Mal} fiir die Barrierefunktion
diente die TEER-Messung. Auch in diesem Fall haben wir keine Erniedrigung der TEER nach
der Infektion mit den Suilysin Mutanten beobachtet (Abb.17). Unsere Ergebnisse
widersprechen denen von Lalonde et al. (2000), die im Fall von S. suis das Suilysin als
Ursache fiir die Zerstorung von epithelialen Zellen in vitro gesehen haben. Die gleiche
Arbeitsgruppe untersuchte die Adhirenz und Invasion von S. suis an humanen, caninen und

porcinen Epithelzellen und fand heraus, dass nur die Suilysin produzierende S. suis Stimme
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die Zellen beschiddigen konnen. Segura und Gottschalk (2002) haben auch eine hohere
Toxizitdt der Suilysin positive Stimme fiir Makrophagen festgestellt. 3 Stunden nach der
Exposition von Makrophagen an Suilysin positive Stimme konnte ein Verlust der
zytoplasmatischen Dichtigkeit, Spaltung der zytoplasmatischen Membranen und Freisetzung
von zelluldre Inhalte sowie das Verschwinden der Zellkerne nachgewiesen werden. Norton et
al. (1999) haben zum ersten Mal die Fahigkeit von S. suis in HEp-2 Zellen zu invadieren und
sie zu lysieren demonstriert und postuliert, dass bei diesem Prozess Suilysin auch eine wichtige
Rolle spielt. Alle genannten Untersuchungen wurden allerdings mit zytotoxischen
Konzentrationen durchgefiihrt, um die Fahigkeit von SLY zur Zytolyse zu zeigen. In unseren
Versuchen haben wir eine niedrige MOI eingesetzt, die zu keiner Beeintrdchtigung der
Zellvitalitat gefithrt hat. Da es sich bei SLY um ein sezerniertes Protein handelt, ist die
Wahrscheinlichkeit sehr gering, dass SLY ein Adhésin oder Invasin von S. suis darstellt und
eine spezifische Interaktion zwischen zellgebundenem SLY und S. suis stattfindet, die eine
Internalisierung von S. suis initiiert.

Eine Moglichkeit der Zellaktivierung besteht in der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren,
insbesondere NFxB, und Stimulation proinflammatorischer Zytokine. Fiir SLY wurde
Unterschiedliches gezeigt, abhingig vom Zelltyp. In murinen Makrophagen konnte keine
Zytokinexpression durch SLY stimuliert werden (Segura et al. 1999). Vadeboncoeur et al.
(2003) wiesen eine Stimulation der IL-6- und IL-8-Produktion durch gereinigtes SLY in
humanen Endothelzellen nach, jedoch keine MCP-1-Expression. Segura et al. (2006) belegten,
dass nur ein geringer Unterschied zwischen dem S. suis-WT-Stamm, einer SLY-negativen
Mutante und gereinigtem SLY in der Induktion der Zytokine IL-1, -6, -8, TNF-a und MCP-1
besteht. Durch die Induktion der Zytokinfreisetzung in Endothelzellen kdnnen also zusétzlich
Effekte auf die Barrierefunktion und den Einstrom von Entziindungszellen in das ZNS

ausgelost werden (Vadeboncoeur ef al., 2003).
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Bei der Adhédrenz und Invasion von S. suis an bzw. in porcine Endothel- und Epithelzellen ist
die Rolle von SLY noch unklar. Eine SLY-negative Mutante zeigte dhnliche Adhérenz- und
Invasionsrate wie der Wildtyp-Stamm in porcine mikrovaskuldre Hirnendothelzellen (PBMEC)
(Vanier et al. 2007). Unsere Arbeitsgruppe konnte eine niedrigere Invasionsrate vom S. suis
Wildtyp im Vergleich zu der SLY-negativen Mutante in PCPEC’s demonstrieren (Daten
unverdffentlicht). Suilysin vermag moglicherweise {iber die Induktion einer Signalkaskade den
bakteriellen Internalisierungsprozess in PCPEC zu verhindern. Eine signifikant erhohte
Zytotoxizitit durch die Suilysin Wild-Typen wurde nicht beobachtet. Die Rolle von SLY in der
Pathogenese von S. suis bleibt somit immer noch unklar und weitere Studien sind notwendig

um diese Rolle weiter zu charakterisieren.

4.4 Pharmakologische Interventionsmoéglichkeiten zur Hemmung der bakteriellen

Translokationsrate durch PCPEC.

Die Behandlung von vielen inflammatorischen ZNS-Erkrankungen, wie der akuten bakteriellen
Meningitis umfasst neben der antibiotischen Therapie in der Anfangsphase die Therapie mit
einem Kortikosteroid, meist Dexamethason. Die Rolle von Dexamethason bei der Behandlung
der akuten bakteriellen Meningitis sowohl bei Erwachsenen als auch bei Kindern wurde bis
heute in vielen Studien und Tierexperimente untersucht (Van der Flier et al., 2003).
Mongelluzzo et al. (2008) haben in einer gro3 angelegten multizentrischen retrospektiven
Kohortenstudie die Daten von insgesamt 2780 Kindern ausgewertet, die in den Jahren 2001-
2006 in 27 US-amerikanischen Kliniken mit einer bakteriellen Meningitis behandelt wurden.
Von diesen Kindern waren 248 (8,9%) initial adjuvant mit Kortikosteroiden behandelt worden.

Die Daten wurden hinsichtlich eines Effektes der Steroidtherapie auf die Letalitdt und die
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Dauer des Krankenhausaufenthaltes ausgewertet und u. a. nach Alter und Keimspektrum
stratifiziert. Die héufigsten nachgewiesenen Erreger waren S. pneumoniae (18,1%),
Staphylokokken (13,7%) und Meningokokken (10,1%), wéhrend H. Influenzae nur bei 4,3% der
Kinder nachgewiesen wurde. Fiir keine Altersgruppe und fiir keinen der verursachenden
Erreger konnte ein Effekt der adjuvanten Kortikosteroidtherapie auf die Letalitdt und auf die
Dauer des Krankenhausaufenthaltes nachgewiesen werden. In diese Arbeit konnte gezeigt
werden, dass die Translokation von S. suis durch Dexamethason nicht gehemmt werden kann
(Abb. 11). Dieses Ergebnis unterstiitzt einerseits die klinischen Beobachtungen, die keinen
Effekt einer Kortikosteroidtherapie auf den Verlauf einer Meningitis nachweisen konnten.
Andererseits ist nicht unbedingt eine fehlende Hemmung der Translokation bei ausbleibender
Schadigung der Barrierfunktion verwunderlich. Die Dexamethason-Effekte in unseren
Experimenten konnten auf die Reduktion der Zytokinbildung durch die Bakterien
zuriickzufithren sein (van der Flier et al., 2003). AuBlerdem haben unsere Untersuchungen
gezeigt, dass auch die transepitheliale Barriere nach der Priinkubation mit Dexamethason nicht
beeintridchtigt wird (Abb. 12). Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen konnten Zettl et al.
(1992) in 31EG4 Brust-epithelialen Zellen der Maus zeigen, dass die Vorbehandlung mit
Dexamethason zu einer Erhohung der TEER fithren kann. Weiterhin konnten Cucullo et al.
(2004) eine Erhohung der TEER bei Gliom- Zellen von Ratten nach der Vorbehandlung mit
Dexamethason in verschiedenen Konzentrationen (3 puM, 10 uM, 30 uM und 100 pM)
nachweisen. Tenenbaum ef al. (2008) aus unserer Arbeitsgruppe konnten einen
Konzentrations- und Zeitabhidngigen protektiven Effekt von Dexamethason auf die
Barrierefunktion — und Morphologie von PCPEC nach Infektion mit S. suis beobachten. In der
gleichen Arbeit wurden lebende, UV-inaktivierte und ultraschalllysierte Bakterien des S. suis-
Stammes S735 eingesetzt und deren Effekte in der Normalkultur von PCPEC untersucht.

Lebende S. suis-Bakterien verursachten einen signifikanten TEER-Abfall nach 8 Stunden. Die
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Priainkubation mit 100uM, nicht aber 1pM Dexamethson, reduzierte den TEER-Abfall
signifikant und verhinderte die tight junction Alteration. Auch im Fall von UV-inaktivierten
und ultraschalllysierten Bakterien konnte eine schiitzende Wirkung von Dexamethason auf die
Barrierefunktion und Morphologie von PCPEC in der Normalkultur festgestellt werden, hier
jedoch war Dexamethason auch in der niedrigeren Konzentration protektiv. In den
vorliegenden Ergebnissen war kein EinfluB auf die Barrierefunktion von PCPEC zu
beobachten. Auch die Translokation sowohl vom S. suis Wildtyp als auch von der akapsulidren
Mutante wurde nicht inhibiert, unabhdngig davon welche Dexamethason Konzentration
verwendet wurde (Abb. 11). Der ausbleibende protektive Effekt ist moglicherweise durch die
geringe Beeintrachtigung der Barrierefunktion durch die Bakterien in dem Versuchsautbau
bedingt. Die verdeutlicht einmal mehr, dass S. suis in der Lage ist, eine intakte Barriere ohne
deren Kompromittierung zu iiberwinden.

Insgesamt gesehen sind die bisher erhobenen Daten iiber Dexamethason-Therapien bei
Kindern mit bakterieller Meningitis noch nicht ausreichend, um Schlu3folgerungen bzgl. ihrer
Wirksamkeit zu ziehen. Weitere Daten sind ndtig, um eine zuverldssige Antwort geben zu
konnen, ob Dexamethason in der Therapie der bakteriellen Meningitis bei Kindern eingesetzt
werden sollte.

Weiterhin sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob die Inhibition der Phosphatidylinositol-
3-Kinasen (PI-3-Kinasen) EinfluB3 auf die Barrierefunktion und Translokation von S. suis durch
die PCPEC hat. Phosphatidylinositol-3-Kinasen sind Lipidkinasen, die in sdmtlichen
eukaryotischen Zellen zu finden sind. Diese Enzymgruppe kann iiber Phospholipide als
Signalmediatoren in der Zelle verschiedenste Vorginge beeinflussen wie Zellwachstum,
Proliferation, Migration, Differenzierung, Uberleben und Zelladhésion (Foster et al., 2003).
Die PI-3-Kinase ist verantwortlich flir die Produktion von Second messenger-Molekiilen. Als

Lipidkinase = katalysiert diese die  Phosphorylierung des  Membranbestandteils
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Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat an der 3'-OH Position des Inositolrings. Dabei entsteht
das Lipidprodukt Phosphoinositol-3, 4,5-triphosphat (PIP3), welches unter anderem von der
Protein-Kinase-B (PKB) als Anker genutzt wird. Dieses Andocken der PKB an die Membran
setzt eine Signaltransduktionskaskade in Gang, was zur Induktion der Transkription
bestimmter Zielgene fiihrt. Wichtige Downstream-Effektormolekiile der PI3K stellen das Aktin
und Mitglieder der Proteinkinase C (PKC)Familie dar (Chan et al., 1999; Newton, 1995).
Segura et al. (2004) konnten zeigen, dass der bekapselte S. suis die Aktivierung des
PI3K/Aktin/PKC-Signalweges, der in der Phagozytose involviert sind, hemmen kann. Bei den
Untersuchungen von Tenenbaum et al. (2009) konnte in elektronmikroskopische Aufnahmen
gezeigt werden, dass der S. suis gehduft in Zellvakuolen lokalisiert war. Daraus kann vermutet
werden, dass S. suis u.a. in Vakuolen die PCPEC durchwandert. Die Rolle von Phosphatidyl-
Inositol-3- Kinasen bei der Invasion von Zellen konnte bereits bei verschiedenen Bakterien
demonstriert werden. So wurde bereits fiir die Invasion von Gruppe B Streptokokken in HeLa-
Zellen gezeigt, daB die Prdinkubation der HeLa-Zellen mit 30uM Ly294002 die Invasion der B
Streptokokken in den Zellen bis zu 75% hemmt (Burnham et al., 2007). Auch fiir die Invasion
von E. coli in mikrovaskuldre Hirnendothelzellen (BMEC) scheint der PI3K-Weg eine
wichtige Rolle zu spielen, denn auch in diesem Fall der LY294002 zu einer Hemmung der
Invasion von E. coli in den BMEC fiihrt (Kim, 2001). Verschiedene Studien haben an einer
Vielzahl von Zelltypen gezeigt, dass PI3K an der intrazelluldren Signaltransduktion mit
nachfolgender IL-6 und IL-8 Expression beteiligt ist (Gobert et al., 2007; Wrann et al., 2007;
Yadav et al., 2006; Yeh et al., 2006). In der vorliegenden Arbeit wurden die PCPEC mit dem
spezifischen Inhibitor fiir Phosphatidylinositol-3-Kinase, LY294002, prédinkubiert und
anschlieBend wurde die Translokationsrate nach Stimulation mit S. suis und dessen
akapsulidren Mutante gemessen. Eine signifikante Hemmung der Translokation konnte nach der

Vorbehandlung mit 1uM LY294002 nachgewiesen werden (Abb. 13). Weitere
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Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass LY294002 auch die Invasionsrate von S.
suis in PCPEC signifikant inhibiert hat, in einem Zeitraum von 4 Stunden (Tenenbaum et al.,
2009). In der gleichen Arbeit konnte gezeigt werden, dass das inaktive Analogon LY303511
keinen Effekt auf die Invasios- und Translokationsrate von S. suis zeigte. Den genauen Weg
dieser Inhibition haben wir im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. Yeah et al. (2006) haben
endotheliale Zellen mit Streptokokken der Viridans-Gruppe stimuliert und gezeigt, dass die
PI3K-Inhibition die IL-6- und teilweise auch die IL-8-Expression blockiert. Diese Arbeit
unterstiitzt die Bedeutung von PI3K fiir einen moglichen Signaltransduktionsweg, der an der
Regulation der Genexpression von IL-6 und IL-8 beteiligt ist. Diese Regulation von IL-6 und
IL-8 kann auch eine bedeutsame Rolle fiir die Invasion bzw Translokation von S. suis durch
PCPEC spielen. Weitere Studien sind jedoch notwendig, um die Zytoskelettregulation in
PCPEC und den Mechanismus des bakteriellen Durchtritts von S. suis durch diese Zellen
genauer zu untersuchen. Tenenbaum et al. (2009) aus unserer Arbeitsgruppe konnten auflerdem
zeigen, dass Cytochalasin D die Invasion von S. suis in PCPEC hemmt. Die Arbeitsgruppe
untersuchte zusitzlich den Einfluss von Cytochalasin D auf die Invasion von S. suis, da die
Substanz einen starken hemmenden Einfluss auf die Zytoskelettregulation besitzt. Besonders
stark konnte durch die Prainkubation mit Cytochalasin D die Invasion der akapsuldren Mutante
in PCPEC gehemmt werden. Nach Cytochalasin D-Behandlung konnten fast keine invadierten
Bakterien mehr beobachtet werden. Die meisten dieser Bakterien fanden sind entlang von Zell-
Zell-Kontakten. In diesem Fall konnte allerdings eine vermehrte Translokation beobachtet
werden, da der Inhibitor zu einer verstirken parazelluliren Permeabilitit fiihrte. AuBBerdem
konnte eine hohere Adhésionsrate der akapsuldren Mutante im Vergleich zum Wild-Typ nach
Cytochalasin ~ D-Behandlung  festgestellt =~ werden.  Cytochalasin D  ist ein
zellmembranpermeables Mykotoxin. Es bindet an die freien Enden von Aktinfilamenten und

hemmt die Zusammenlagerung aber auch die Trennung von Aktinuntereinheiten. Es verursacht
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die Zerstorung von Aktinfilamenten und hemmt auferdem die Neupolymerisation von
Aktinfilamenten. Cytochalasin D vermindert moglicherweise durch Inhibition des Zytokeletts
die Adhision und vor allem die Invasion in PCPEC.

Bis heute ist der LY294002 pharmakologisch im Rahmen der Therapie einer bakteriellen
Meningitis noch nicht eingesetzt worden. Vielleicht kann zukiinftig das Einsetzen von
LY294002 signifikant zur Therapie der bakteriellen Meningitis beitragen. Dafiir sind weitere

Studien notwendig.
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5. Zusammenfassung

Die strukturelle Basis der Blut-Liquor-Schranke wird von den Epithelzellen des Plexus
choroideus gebildet. Ein Bakterium, das den Plexus choroideus potentiell als Eintrittspforte in
den Liquor nutzt, ist Streptococcus suis (S. suis). S. suis ist ein Pathogen, welches eine
Meningitis, Pneumonie oder Sepsis sowohl bei Schweinen als auch bei Menschen auslésen
kann. Als in vitro Modell der Blut-Liquor-Schranke dienten primére porcine choroidale
Plexusepithelzell-Monolayer (PCPEC), die bisher konventionell auf Transwell-Filtern
kultiviert wurden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Umkehrkultur (,,inverted” Transwell-
Filter) entwickelt, die uns die Moglichkeit gab die Invasion und Translokation von
physiologisch relevanter basolaterale (Blut-)Seite zur apikalen (Liquor-) Seite zu untersuchen.
Das Kapselpolysaccharid (KPS) von S. suis ist bisher der einzige erwiesene Virulenzfaktor von
S. suis. Es konnte gezeigt werden, dass die Translokation von S. suis durch das Plexusepithel
bevorzugt von der basolateralen Seite und abhidngig von dem Virulenzfaktor Kapsel erfolgt.
Die hohere Translokationsrate hat aber zu keiner Stérung der epithelialen Barriere- Funktion
gefiihrt, die mittels TEER und Inulinflussmessung gemessen wurde. Als weiteres wurde die
Rolle des thiol-aktivierten Himolysins Suilysin auf die Translokation von S. suis durch PCPEC
analysiert. Dafiir wurden unterschiedliche Wildtypen von S. suis und deren Suilysin- defiziente
Mutanten miteinander verglichen und es konnte gezeigt werden, dass alle 3 Suilysin
defizienten Mutanten eine signifikant hohere Translokationsrate als die jeweiligen Wildtypen
zeigen. Dabei kam es ebenso zu keiner Stérung der epithelialen Barrierenfunktion. Ferner
wurde die Rolle von Dexamethason, welches bereits klinisch wéahrend der Behandlung der
bakteriellen Meningitis eingesetzt wird, auf die Translokationsrate untersucht. Es konnte

jedoch keine Hemmung der Translokation sowohl bei S. suis als auch bei der akapsuldren
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Mutante gezeigt werden. Der spezifische PI3-Kinase Inhibitor, LY294002 konnte jedoch
signifikant die Translokationsrate von S. suis durch PCPEC hemmen, sowohl bei dem Wildtyp
als auch bei der akapsuldren Mutante. Unsere Daten unterstreichen die Relevanz der Blut-
Liquor-Schranke als Eintrittspforte flir Bakterien in das Zentralnervensystem und ermdglichen
zum einen neue grundsdtzliche Einblicke in die Pathogenese der Meningitis, erdffnen zum

anderen aber auch Perspektiven fiir therapeutische, diagnostische und préventive Strategien.

-77 -



7. Anhang

6. Summary

Streptococcus suis (S. suis) serotype 2 is an important agent of diseases including meningitis
among pigs worldwide, and is also a zoonotic agent. The choroid plexus which constitutes the
structural basis for the blood-cerebrospinalfluid (CSF)-barrier is a possible entry for S. suis for
invading the central nervous system (cns). The capsular polysaccharide (cps) of S. suis is to
date the only proven virulence factor. Previous experimental studies in a standard Transwell
culture system have shown S. suis ability to compromise barrier function of porcine choroid
plexusepithelial cells (PCPEC). The development of an ,,inverted” Transwell filter system of
PCPEC gave us the opportunity for the first time to investigate bacterial translocation from the
physiologically relevant basolateral (blood) to the apical side (CSF). Most importantly, we
observed specific translocation of S. suis across the PCPEC exclusively from the basolateral
side. During this process, bacterial viability and the presence of a capsule as well as
cytoskeletal regulation of PCPEC seemed to play an important role. Bacterial translocation
could be significantly inhibited by the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)
inhibitorL'Y294002, but not by its inactive analogon Ly303511 or dexamethasone. Furthermore
we analyzed the effects of the thiol-activated hemolysin suilysin on S. Suis translocation rates
across PCPEC. Surprisingly, we observed lower translocation rates in three different suilysin
deficient mutants compared to the S. suis wild-type. Neither the suilysin mutants nor the wild-
type significantly affected cell viability after infection. Taken together, our data underline the

relevance of the blood-CSF barrier as a gate for bacterial entry into the CNS.

-78 -



7. Anhang

7. Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

°C

n

Ab

Abb.

Aqua dest.
As

Ara-C

BHS
B-Hamolysin
BLS
BMEC
Brucella sp.
ca.

CFU

cps

DIV
DMEM

DNA

Ohm
Grad Celsius
mikro (107)
Antibiotikum
Abbildung
Aqua destillata
Aminoséure
Cytosinarabinosid
Blut-Hirn-Schranke
Beta-Hamolysin
Blut-Liquor-Schranke
Brain microvascular endothelial cells
Brucella spezies
circa
Colonie Form Units
capsular polysaccharide
Day in vitro
Dulbeco’s modified eagle Medium

Desoxyribonukleinsdure
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EGTA Ethylene glycol tetraacetic acid

et al. und andere

EthD-1 Ethidium-homodimer-1

E. coli Escherichia coli

EF Extracellular Factor

ECM Extracellular Matrix

ERK extrazelluldr regulierte Kinase
FCS Fetales Kélberserum

FBPS Fibronectin-binding Protein

g Gramm

GAS Gruppe A- Streptokokken

GBS Gruppe B-Streptokokken

h Stunde

HBSS Hank's buffered salt solution
HEPES Hydroxyethyl-piperazinyl-ethansulfonsédure
Hib Hdamophilus influenzae vom Typ B
HUVEC Human Umbilical Vein Endothelial Cells
IL-1B Interleukin- 18

IL-6 Interleukin 6

JINK c-Jun-N terminal Kinase

KPS Kapselpolysaccharid

1 liter

L. lactis Lactococcus lactis strang MG 1363

L. monocytogenes Listeria monocytogenes

LLO Listeriolysin
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m
Mmolar
MAP
MDCK
MG
min
MMP
MOI
MRP
NK
PBS

PC
PCPEC
PFO

PH

PIP3

PI3K-Inhibitor

PKB

PLY

PtdIns3P

P. aeruginosa

Rpm
RT
S. suis

TNF-a

milli (107)
(mol/T)
mitogen-activated protein
Madin-Darby canine kidney Cells
Molekulargewicht
Minute
Matrixmetalloproteinasen
multiple of infection
Muramidase released-Protein
Normalkultur
Phosphate buffer saline

Plexus choroidei

Porcine choroid plexus epithelial cells

Perfringolysin
Pleckstrin homology

Phosphoinositol-3, 4,5-triphosphat

Phosphatidylinositol 3-Kinase Inhibitor

Protein-Kinase B

Pneumolysin
Phosphatidylinositol-3-Phosphat
Pseudomonas aeruginosa
Rotation per minute
Raumtemperatur

Streptococcus suis

Tumornekrosefaktor-a
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TLR-2

S. enterica
SAR
SFM/Ab
SFM o AB
SHM/Ara-C
SLO

SLY

Staph. Aureus

Toll-like-Rezeptor 2

Salmonella enterica

Subarachnoidalraum

Serumfreies Medium mit Antibiotikum
Serumfreies Medium ohne Antibiotikum
Serumhaltiges Medium mit Cytosinarabinosid
Streptolysin O

Suilysin

Staphylococcus aureus

S. pneumoniae Streptococcus pneumoniae

SHM/ARAc

TEER

THB

u.a

UK

(A%

w/v

z.B.

ZNS

z.T.

a-GT

Serumhaltiges Medium mit Cytosinarabinosid
transepithelial electrical resistance
Transepithelialer elektrischerWiderstand
Todd-Hewitt Broth
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Ultraviolett

Massenanteil

zum Beispiel

Zentrales Nervensystem

zum Teil

a-Glutamyl-transpeptidase
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7.3 Tabellen- und Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: A) Kolonien von S. suis auf Blutagar. B) Gramfirbung

Abb. 2: a) Schematisches Diagramm der Blut-Hirn-Schranke (BHS) und b) der Blut-Liquor- Schranke
(BLS) mit den spezifischen tight junctions, die die parazellulire Diffusion ins ZNS verhindern. Im
Vergleich dazu c) der relativ freie Stoffaustausch in Endothelien anderer Gewebe (Kusuhara and

Sugiyama, 2001)

Abb. 3: Darstellung der Hirnkapillare, bestehend aus Endothelzelle und aufsitzenden Perizyten. Das

Kapillarrohr wird von den Endfiilchen der Astrozyten umschlossen

Abb.4: Schema der Blut-Liquor Schranke (nach Spector & Johanson, 1991)

Abb. 5: chemische Struktur von LY294002

Abb. 6: chemische Struktur von Dexamethason

Abb. 7: Schematische Darstellung der Normal- (A und B) und Umkehrkultur (C und D)

Abb. 8: Messung des transepithelialen elektrischen Widerstandes (TEER) iiber 9 Tage unter SHM in der

Umkehrkultur

Abb. 9: Einfluss der Infektion mit S. suis Stamm 10 und dessen akapsulirer Mutante auf die

Barrierefunktion der PCPEC in der Umkehrkultur

Abb. 10:Translokationsraten von S. suis-Stamm 10, dem nicht-bekapselten Stamm A10 und von L. lactis

durch PCPEC in der Umkehrkultur nach 5 min, 30 min, 2h und 4h
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Abb. 11: Translokationsraten von S. suis Stamm 10 und Stamm 10 Acps in der Umkehrkultur, nach der

Priainkubation mit Dexamethason (Dexa) (1uM und 100puM).

Abb. 12: Barrierefunktion der PCPEC wihrend der Translokation von S. suis Stamm 10 und Stamm 10

Acps in der Umkehrkultur nach der Vorbehandlung mit Dexamethason (Dexa) (1uM und 100pM)

Abb. 13: Translokationsraten von S. suis Stamm 10 und Stamm 10 Acps in der Umkehrkultur, nach der

Priinkubation mit 1.Y294002 (1pM)

Abb. 14: Translokationsraten von S. suis Stamm 10 und Stamm 10 Acps in der Umkehrkultur, nach der

Priinkubation mit LY294002 (10pM und S0pM)

Abb. 15: Barrierefunktion der PCPEC wihrend der Translokation von S. suis Stamm 10 und Stamm 10

Acps in der Umkehrkultur nach der Vorbehandlung mit LY294002 (1nM)

Abb. 16: Einfluss von S. suis auf die Zellvitalitit in der Umkehrkultur 4 Stunden nach Infektion

Abb. 17:Einfluss der Infektion mit den S. suis Wildtypen SX332, 9657573 und 31533 und deren

entsprechenden Suilysin Mutanten (Sly-): SX932, SX917 und SX911 auf die Barrierefunktion der PCPEC

in der Umkehrkultur

Abb. 18:Translokationsraten von S. suis Wildtypen SX332, 9657573 und 31533 und deren entsprechenden

Suilysin Mutanten (Sly-): SX932, SX917 und SX911durch PCPEC in der Umkehrkultur nach 30 min, 2h

und 4h
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