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Zusammenfassung

Das grampositive Bakterium Streptococcus agalactiae ist einer der hdufigsten Erreger der
neonatalen Sepsis und Meningitis. Diese klinisch relevanten Krankheitsbilder konnen zum
Tod oder zu schweren Folgeerkrankungen von Neugeborenen fiihren und stellen nach wie vor
eine Gefahr fiir das Kind dar. Die Infektionsmechanismen dieser Erreger sind in vielen
Bereichen untersucht worden. Der Einfluss einer Fliissigkeitsstromung auf GefdB3zellen, in
Hinblick auf die Adhésion des Erregers an menschlichen Endothelzellen als wichtiger Schritt
der Infektionspathogenese, ist bisher aber kaum untersucht.

In dieser Arbeit wurde die Adhidsion von Streptococcus agalactiae an zuvor bestromten
humanen umbilicalen Venenendothelzellen (HUVEC) und human brain microvascular
endothelial cells (HBMEC) mit der Adhdsion an unbestromten Zellen verglichen. Hierzu
wurden Zellkulturen der Endothelzellen {iber einen speziellen Kunststoffeinsatz
(Flusskammer) einer definierten Schubspannung ausgesetzt und die Bakterienadhdsion im
Anschluss an diesen Stimulus gemessen. Zusétzlich wurde der Effekt von TNF-alpha, als
proinflammatorisches Zytokin, auf die Adhésion gemessen und mit den Ergebnissen der
Stromungsversuche verglichen. In einer zweiten Versuchsreihe wurde die Expression des
Zelloberflachenproteins ICAM-1, das auch bei Adhidsionsvorgingen an Zellen eine Rolle
spielt, auf Endothelzellen ohne und nach Stimulation der Zellen durch TNF-alpha und
Schubspannung untersucht. Die Ergebnisse der Untersuchungen konnten keinen signifikanten
Unterschied der Bakterienadhédsion an zuvor bestromten zu unbestromten Endothelzellen
aufzeigen. Auch die Stimulation durch TNF-alpha fiihrte zu keiner signifikanten
Adhisionssteigerung. In der zweiten Versuchsreihe konnte der bereits in der Literatur
beschriebene Effekt einer Fliissigkeitsstromung auf die ICAM-1-Expression von
Endothelzellen reproduziert werden. Die vermehrte Expression von ICAM-1 auf den
Endothelzellen fiihrte aber nicht zu einer erhohten Adhédsionsrate von Streptococcus
agalactiae.

Einen Einfluss von Stromungskréften bzw. einer Schubspannung auf die Adhésionsrate von
Streptococcus agalactiae an Endothelzellen oder die Identifizierung von ICAM-1 als
relevante Komponente der Adhdsion konnte in dieser Arbeit somit nicht nachgewiesen

werden.
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1. Einleitung

Das Bakterium Streptococcus agalactiae, auch als Gruppe-B-Streptokokken bezeichnet, ist
einer der héufigsten FErreger der neonatalen Sepsis und Meningitis. Diese ernsten
Krankheitsbilder fiihren hiufig zu schweren Folgeschdden oder zum Tod des Neugeborenen
(Heath et al. 2003, Harvey et al. 1999, Fleugge et al. 2006).

Die Inzidenz der Sepsis bei Neugeborenen lag in den USA bei etwa 0,3 Fillen auf 1000
Lebendgeburten im Jahr 2004. In Europa (England/UK) lag die Inzidenz der Gruppe-B-
Streptokokken-Sepsis in den Jahren 2000-2001 bei etwa 0,72 Féllen auf 1000 Lebendgeburten
(Heath und Schuchat 2007). In den Niederlande lag die Inzidenz von Gruppe-B-
Streptokokken Infektionen in den Jahren 1997-1998 bei etwa 0,9 bis 1,9 Féllen auf 1000
Lebendgeburten (Trijbels-Smeulders et al. 2002). Fiir Indien wurde in einer Studie aus dem
Jahr 2004 eine Inzidenz von ungefdhr einem Fall pro 1000 Lebendgeburten beschrieben (Shet
und Ferrieri 2004). Fiir Deutschland wird in einer im Jahr 2006 veroffentlichten Studie eine
Inzidenz von 0,47 Fillen auf 1000 Lebendgeburten genannt (Fluegge et al. 2006). Bei einer
Geburtenzahl von etwa 700 000 Neugeborenen / Jahr ergibt dies eine Fallzahl von etwa 329
jahrlich. Aufgrund dieser Héufigkeit und der Schwere der Erkrankung hat die Infektion mit
Gruppe-B-Streptokokken 1im Neugeborenenalter eine grole Bedeutung, sodass die
Untersuchung ihrer Mechanismen einen wichtigen Schritt hin zum Verstdndnis, zur

Behandlung und zur Priavention dieser Erkrankung darstellt.

1.1 Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae ist ein Bakterium, das der Gattung Streptococcus angehort.
Streptokokken sind grampositive Bakterien, die als Bestandteil der normalen Haut- und
Schleimhautflora des Menschen vorkommen, aber auch als Krankheitserreger auftreten
konnen. Die Unterteilung in die zwei groen Gruppen der Bakterien in grampositiv und
gramnegativ wird anhand der Gramfarbung vorgenommen. Hier werden die Keime in einem
ersten Schritt mit Gentianaviolett bldulich angefiarbt. Durch die Zugabe von Lugol scher
Losung entstehen stabilere Farbkomplexe. Im zweiten Schritt werden die Bakterien mit 96%
Alkohol gewaschen. Hierbei werden die gramnegativen Bakterien wieder entfarbt. Im letzten
Schritt konnen die gramnegativen Keime mit Safranin rotlich gegengefirbt werden, damit sie
einen groBBeren Kontrast zu den blauen grampositiven Bakterien bilden (aus Hoff et al. 2005).
Der Grund fiir die unterschiedliche Farbbarkeit der Bakterien ist der Aufbau ihrer Zellwand.
Neben der Zytoplasmamembran der Bakterien, die wie menschliche Zellmembranen aus einer

Phospholipiddoppelschicht besteht, weisen sie eine unterschiedlich ausgepréigte Zellwand auf.
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Diese Zellwand besteht aus Polysaccharidketten, die mit Proteinfiden vernetzt sind und das
Peptidoglykan (Murein) bilden. Grampositive Keime weisen eine viel dickere Zellwand auf
als die gramnegativen. Die unterschiedliche Zellwanddicke ist fiir den Unterschied in der
Gramfiarbung verantwortlich. Der Zellwand schlie8t sich bei den gramnegativen Bakterien
eine zusdtzliche 4duflere Phospholipidmembran an. Durch die Membranen und
Mureinschichten spannen sich zusdtzlich unterschiedliche Strukturen, wie Proteine,
Lipopolysaccharide und Lipoteichonséuren, die der Interaktion des Bakteriums mit seiner
Umwelt dienen. Dariiber hinaus stellen diese Bakterienbestandteile fiir den Menschen
exogene Pyrogene dar, die hdufig Fieber und andere Entziindungsreaktionen hervorrufen.
Manche Bakterien bilden eine &dulere Kapsel aus Polysaccharidketten, die sie besser vor der
Phagozytose durch das Wirtsimmunsystem schiitzt. Dadurch sind viele bekapselte
Bakterienarten, wie Streptococcus pneumoniae oder Haemophilus influenzae, virulenter als
vergleichbare, unbekapselte Stimme (Kass und Seastone 1944, Llull et al. 2001, Lindberg
1999).

Unterteilt werden die verschiedenen Streptokokkenarten iiblicherweise serologisch anhand
ithres  Antigenmusters in der Bakterienwand, morphologisch aufgrund ihres
Hamolyseverhaltens auf Blutagarplatten oder mittels Nachweis serotypischer Genclaster von
Kapselgenen durch die Polymerase Kettenreaktion (Kong et al. 2002).

Die serologische FEinteilung geht auf Rebecca C. Lancefield zuriick, die vor allem ein
Polysaccharid der Bakterienwand, das als C-Substanz bezeichnet wird, zur Differenzierung
der Streptokokken nutzt. Anhand dieses Antigens wird zwischen den Serogruppen A-W sowie
dem Fehlen des Antigens unterschieden (Lancefield 1933, Hoff et al. 2005).

Streptococcus agalactiae gehort dieser Einteilung nach zu der Serogruppe B, weshalb man im
medizinischen Alltag auch von Gruppe-B-Streptokokken spricht. Andere Vertreter der
Streptokokken sind z.B. Gruppe-A-Streptokokken (Streptococcus pyogenes), die Tonsillitis
und Scharlach auslésen konnen und die Pneumokokken (Streptococcus pneumoniae), ohne C-
Substanz bzw. Gruppenantigen, die ebenfalls von gro3er medizinischer Relevanz sind, da sie
hiufige Erreger der Pneumonie (Lungenentziindung) sind.

Neben der eigentlichen Zellwand besitzt Streptococcus aglactiae, wie z.B. auch Streptococcus
pneumoniae und  Haemophilus influenzae, zusétzlich eine polysaccharidhaltige
Bakterienkapsel, die eine Erkennung und Markierung des Erregers durch das Immunsystem
des Wirtes erschwert und somit die Virulenz des Erregers erhoht. Anhand dieser Kapsel lassen
sich bisher 9 verschiedene Serotypen (Ia, Ib, II-VII) der Serogruppe B unterscheiden
(Cieslewicz et al. 2005). Nach morphologischer Einteilung aufgrund des Hdmolyseverhaltens

gehort Streptococcus agalactiae zu den B-hdmolysierenden Streptokokken. Diese Gruppe
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zeichnet sich beim Wachstum auf Blutagarplatten durch die Ausbildung eines klaren, hellen
Hofes um die Bakterienkolonien aus. Dieser entsteht durch die vollstindige Lyse der
Erythrozyten des Agars durch ein sezerniertes Hamolysin. Mit dem sogenannten CAMP-Test,
nach den Erfindern Christie, Aktins und Munch-Petersen benannt, kann diese Hédmolyse
verstarkt werden (Christie et al. 1944). So kommt es beim Beimpfen einer Blutagarplatte mit
B-Streptokokken zusammen mit Staphylococcus aureus zu einer vollstindigen
Erythrozytenhdmolyse, welche als vollstindiges Aufhellen des ansonsten roten Agars zu
sehen ist. Der Grund fiir diese Héamolysereaktion ist ein synergistischer Effekt der
Héamolysine beider Bakterien (Bae und Bottone 1980). Zu den Streptokokken, die ebenfalls
durch eine B-Hémolyse auffallen, gehoren auch die Gruppe-A-Streptokokken (Streptococcus
pyogenes). Fehlt den Bakterien die Eigenschaft Erythrozyten zu zerstoren, wie bei einigen
Gruppe-D-Streptokokken (Enterokokken), wird keine Himolyse beobachtet, dies wird als -
Hamolyse bezeichnet. Die dritte Form des Bakterienwachstums auf Blutagarplatten ist die a-
Hiamolyse. Sie ist an einer typisch grilnen Farbe des Agars an der Stelle des
Bakterienwachstums zu erkennen, welche auf die Bildung biliverdindhnlicher Substanzen in
den Erythrozyten zuriickzufiihren ist. Durch Sekretion von H,O, (Wasserstoffperoxid) wird
das Himoglobin reduziert und verdndert sein Absorbtionsspektrum, sodass die typische Farbe
um die Bakterienkolonien entsteht. Zu den Streptokokken, die durch a-Hamolyse auffallen,
gehort unter anderem Streptococcus pneumoniae (Pneumokokken) sowie die ,,vergriinenden
Streptokokken®, die auch als ,Oralstreptokokken® bezeichnet werden. Sowohl den
Pneumokokken als auch den Oralstreptokokken fehlt in ihrer Bakterienwand das Lancefield-

Gruppenantigen (Hoff et al. 2005).

1.2 Neonatale Sepsis

Die Neugeborenensepsis ist ein ernstes Krankheitsbild, das mit einer hohen Morbiditit und
Mortalitdt des Kindes verbunden ist. Neben Stérungen des Atmungs- und Kreislaufsystems
kann vor allem die neonatale Meningitis zum Tod oder zu neurologischen Folgeschiden
fithren (Fluegge et al. 2006)

Klinisch wird Sepsis definiert als systemische Reaktion des Korpers auf pathogene Keime
(oder deren Toxine) mit starkem Anstieg oder Abfall der Leukozytenzahlen im Blut, einer
erhohten oder erniedrigten Korpertemperatur, einer beschleunigten Atmung (Tachypnoe) und
Herzfrequenz (Tachykardie) sowie einer Erhohung von Entziindungswerten im Blut (z.B. C-
Reaktives Protein, Procalcitonin) (Levy et al. 2003).

Diesen Reaktionen liegt eine massive Aktivierung des korpereigenen Immunsystems

zugrunde. Durch aktivierte Leukozyten kommt es zur Bildung proinflammatorischer
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Substanzen (z.B. Interleukine, TNF-a,), Beeintridchtigung des Gerinnungs- und
Fibrinolysesystems und Freisetzung bioaktiver Molekiile (NO, Sauerstoffradikale, Proteasen).
Die Endstrecke dieser Immunantwort bilden dann zytotoxische und hypoxisch-ischdmische
Vorginge, die zu Organschddigungen bis hin zum Organversagen fiihren konnen.
Die Neugeborenensepsis wird nach klinischen Kriterien in eine frithe (early onset disease,
EOD) und eine spite Form (late onset disease, LOD) eingeteilt. Von EOD spricht man bei
einem Auftreten der Sepsis innerhalb der ersten sechs Lebenstage des Neugeborenen, wobei
beinahe 80% dieser Infektionen bereits innerhalb der ersten 24 Stunden nach der Geburt
auftreten (Schuchat 1998). Die LOD tritt zwischen dem 7. Tag und den ersten zwei bis drei
Monaten auf. Insgesamt liegt der Anteil der EOD bei fast 80% aller Sepsisfille und nur etwas
mehr als 20% ereignen sich nach der ersten Lebenswoche (Schuchat 1998, Heath und
Schuchat 2007).
Voraussetzung fiir die EOD ist die Besiedlung des miitterlichen Genitaltraktes mit den
Erregern. In einigen Studien wurde bei bis zu 40% der schwangeren Frauen eine B-
Streptokokken-Besiedlung festgestellt (Doran und Nizet 2004). In einem Teil der Félle kommt
es dabei schon kurz vor der Geburt durch eine Aszension der Erreger iiber die Eihdute
(Amnion und Chorion) zur Infektion. Weiterhin kann das Neugeborene unter der Geburt, beim
Durchtritt durch den Geburtskanal, mit den Bakterien in Kontakt kommen. Dies fiihrt zur
Kolonisation des Kindes. Wihrend man bei der EOD von einer vertikalen Infektion, von der
Mutter auf das Kind spricht, scheint bei der LOD vor allem die horizontale Ubertragung (z.B.
durch Kontaktpersonen) eine Rolle zu spielen (Paredes et al. 1977, Kim et al. 2006). Daraus
ergeben sich auch unterschiedliche Ansétze zur Pravention der beiden Sepsisformen. Liegt ein
erhohtes Risiko fiir eine EOD (z.B. nach vorzeitigem Blasensprung) vor, kann durch eine so
genannte intrapartuale Chemoprophylaxe mit Antibiotika das Infektionsrisiko des
Neugeborenen in vielen Fillen gesenkt werden. Zur Anwendung kommen verschiedene
Strategien der Antibiotikaprophylaxe. Die erste sieht eine Behandlung der Mutter vor, wenn
bei dieser eine Besiedlung mit Gruppe-B-Streptokokken durch einen mikrobiologischen
Abstrich in der 36. bis 38. Schwangerschaftswoche bestitigt worden ist, und zusétzlich
Risikofaktoren fiir eine GBS-Infektion vorliegen. Zu diesen Risikofaktoren gehdren:

- eine hohe Keimdichte im Urogenitaltrakt der Mutter zum Zeitpunkt der Geburt

- eine Dauer zwischen Blasensprung und Geburt von mehr als 18 h

- Fieber wihrend der Geburt von tiber 38°C

- die Friihgeburt vor vollendeter 37. Schwangerschaftswoche

- eine GBS- Bakteriurie wihrend der Schwangerschaft

- ein an GBS erkranktes Neugeborenes in der Anamnese der Schwangeren
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Die zweite Strategie sieht eine Antibiotikagabe schon bei Auftreten der genannten
Risikofaktoren vor, auch ohne dass ein Screeningabstrich des Urogenitaltraktes positiv
ausfillt (Berner et al. 2009). In den deutschen S2-Leitlinien zur Prophylaxe der frilhen Form
der Neugeborenensepsis durch Gruppe-B-Streptokokken wurde, in der iiberarbeiteten Version
(AWMF-Leitlinien-Register, Nr. 024/020, 2008), die Empfehlung ausgesprochen, ein
generelles Screening bei allen Schwangeren (in der 36.-38. SSW) durchzufiihren. Allerdings
wird auch hier die antibiotische Prophylaxe bei noch nicht vorliegendem Screeningergebnis,
aber bestehenden Risikofaktoren empfohlen. Die Reduktion der Infektionswahrscheinlichkeit
des Neugeborenen wird mit etwa 70 % angegeben (Morantz und CDC 2003). In der
aktualisierten Leitlinie des CDC werden erweiterte und iiberarbeitete Angaben zur
Chemotherapie, insbesondere Dosis- und Medikamentenwahl, sowie zum diagnostischen
Vorgehen beziiglich Bakterienkultur und Nukleinsdureamplifikation-Tests (z.B. PCR)
gemacht (Cagno et al. 2012).

Bei der LOD liegt der Schwerpunkt der Pravention in einem anderen Bereich. Aufgrund der
angenommenen Ubertragung der Bakterien iiber Kontakt mit besiedelten Personen als
Hauptursache der Infektion, kann hier die strikte Einhaltung der Hygienestandards als

wichtiger Ansatzpunkt gelten (Heath und Schuchat 2007).

1.3 Infektionspathogenese

Kommen pathogene Erreger, wie Gruppe-B-Streptokokken mit den kindlichen Schleimhéuten
in Kontakt, konnen die entscheidenden Schritte der Infektion stattfinden. Zu Beginn erfolgt
die Adhdsion der Bakterien an der duBleren Haut und den Schleimhduten des Korpers
(Epithelien), dann die Invasion und Translokation durch die Epithelien hindurch, die initiale
Uberwindung des Immunsystems des Wirtes und schlieBlich die Ausbreitung iiber das
Kreislaufsystem (Bakteridmie) (Rubens et al. 1992). Mit Einsetzen der systemischen
Immunreaktion des infizierten Kindes lassen sich dann die klinischen Symptome der Sepsis
beobachten, welche zu einer lebensbedrohlichen Verschlechterung des Allgemeinzustandes
und der Organfunktionen fiihrt (Henneke und Berner 2006).

Gelingt es den Erregern auch die Endothelbarrieren der Gefdlle zu verlassen, konnen sie in
verschiedene Gewebe- und Organkompartimente (z.B. das ZNS) eindringen und dort zur
lokalen Entziindung fiihren (z.B. Meningitis). Adhésion und Invasion von Epithelien und
Endothelien (z.B. im ZNS) durch B-Streptokokken sind Gegenstand der Forschung zur
Infektionspathogenese. Bei der Adhdsion des Bakteriums an der humanen Zelle spielt die
Interaktion von Zellproteinen, wie Fibronectin, Fibrinogen und Laminin, sowie

Oberflichenproteinen der Bakterienwand, z.B. das Laminin-bindende-Protein, Rip oder die
-5-



C5a-Peptidase, eine grofie Rolle (Doran und Nizet 2004, Spellerberg et al. 1999, Tamura und
Rubens 1995, Cheng et al. 2002, Gutekunst et al. 2004).

In der Arbeit der Arbeitsgruppe von Lione wird die Interaktion von Gruppe-B-Streptokokken
mit dem endothelialen Adhédsionsprotein intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1)
beschrieben (Lione et al. 2005). ICAM-1 spielt bei der Einwanderung von Leukozyten aus der
Blutbahn ins Gewebe als Adhdsionsprotein eine wichtige Rolle (s. unten). Die Invasion und
anschlieende Translokation der Bakterien stellt nach der Adhésion der Erreger am Endothel
den entscheidenden Schritt zur Uberwindung der Schleimhautbarrieren und GefiBgrenzen dar.
In vielen Untersuchungen konnte durch Verwendung von Bakterien ohne diese Proteine
(Laminin-bindende-Protein, Rip, C5a-Peptidase, ICAM-1) oder das Blockieren der
Interaktion mittels Antikorpern eine Verringerung der Adhédsion und Invasion durch die
Erreger gezeigt werden (Doran und Nizet 2004, Spellerberg et al. 1999, Tamura und Rubens
1995, Cheng et al. 2002, Gutekunst et al. 2004, Lione et al. 2005). Zusétzlich konnten
Pezzicoli und Mitarbeiter nachweisen, dass Gruppe-B-Streptokokken auch parazellulér, das
heifit zwischen den Epithelzellen hindurch die Schleimhautbarrieren liberwinden konnen
(Pezzicoli et al. 2008). Die in in vitro Experimenten verwendeten Zelltypen, z.B.
Lungenepithelzellen, Zervix-Epithelzellen oder Gefdlendothelien, dienen als Modell fiir die
Verhiéltnisse in vivo und konnen fiir verschiedenste Fragestellungen benutzt werden.

Neben der Interaktion von Erregern und dem Endothel ist vor allem die Leukozytenadhésion
und -migration am aktivierten Endothel einer der Schliisselpunkte bei der Ausbildung und
Unterhaltung der Entziindung, z.B. im ZNS (Steinmann et al. 2013).

Durch das Einwandern dieser immunkompetenten Zellen werden weitere Mechanismen in
Gang gesetzt (z.B. Sauerstoffradikalbildung, Odembildung etc.) und es kommt zur
Elimination der Erreger, aber auch zur Gewebsschidigung. Verschiedene
Oberflichenmolekiile sowohl auf den Leukozyten als auch auf den Endothelzellen wurden
identifiziert, die fiir die Interaktion und Einwanderung der Abwehrzellen verantwortlich sind.
Hierzu zdhlen auf endothelialer Seite ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1, CD54), E-
Selektin (auch CD62E genannt), 1-Selektin (auch CD62L) und VCAM-1 (vascular adhesion
molecule 1, CD106). Diese Oberflichenmolekiile interagieren mit verschiedenen Integrinen,
z.B. VCAM mit VLA-4 (CD49d/CD29) und ICAM mit LFA-1 (CDI11a/CD18), auf der
Membranoberfliche der Leukozyten und vermitteln deren Adhédsion am Endothel (Rahman
und Fazal 2009, Yonekawa und Harlan 2004).

An den Kapillaren der Blut-Hirn-Schranke liegt das Endothel unmittelbar den gewebe- bzw.
organtypischen Zellen an. Die Grenze zwischen dem Intravasalraum und dem ZNS ist hier

sehr schmal. Erreger, wie Gruppe-B-Streptokokken, kénnen durch Uberwindung dieser
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wenigen Zellschichten schnell vom Blut ins ZNS {ibertreten und eine Entziindung auslésen
(Huang et al. 2000). Auf die Infektionspathogenese an der Blut-Hirn-Schranke wird néher im
folgenden Abschnitt eingegangen.

1.4 Neonatale Meningitis

Die neonatale Meningitis ist ein lebensbedrohliches Krankheitsbild, das sich als Komplikation
aus einer Sepsis oder Bakteridimie heraus entwickeln kann. Auch hier sind Gruppe-B-
Streptokokken einer der héufigsten auslosenden Erreger. Daneben kommen auch
gramnegative Bakterien, wie E.coli, sowie einige grampositiven Erreger, wie Listerien oder
Enterokokken, als Ausloser der Meningitis in Betracht (Heath et al. 2003). Die klinischen
Zeichen der Meningitis sind im Neugeborenenalter unspezifisch. Dazu zdhlen z.B.
Temperaturinstabilitdt, Atemnot, Unruhe oder Lethargie, Beriihrungsempfindlichkeit,
Krimpfe, Nackensteife, eine gespannte Fontanelle, schrilles Schreien und laborchemische
Entziindungszeichen (CRP-Anstieg, Leukozytose, PCT-Anstieg, Anstieg von Il-6 und II-8,
Zellzahlerhohung im Liquor, usw.). Die Infektion ist mit einer hohen Letalitét (bis zu 25%)
und der groBen Gefahr neurologischer Folgeschidden, wie Taubheit, Hydrozephalus oder
geistiger Behinderung, verbunden (Bedford et al. 2001, Franco et al. 1992, Mulder und Zanen
1984).

Die wichtigste Hiirde in der Infektionspathogenese stellt fiir die Bakterien die Uberwindung
der Blut-Hirn-Schranke dar, nachdem sie zuvor durch Uberwindung der Haut- oder
Schleimhautbarrieren in den Blutstrom gelangt sind (Adam et al. 2007).

Die so genannte Blut-Hirn-Schranke ist aus dem GefdB3endothel hirnversorgender Kapillaren
und den sie umhiillenden Zellausldufern von (ZNS-typischen) Astrozyten aufgebaut und
entspricht der anatomischen Grenze zwischen dem Systemkreislauf und dem eigentlichen
ZNS (Reese und Karnovsky 1967). Hinzu kommen Perizyten, die an der vom Lumen
abgewandten Seite des Endothels eingestreut sind. Ihre genaue Funktion ist bisher noch nicht
vollig geklért, es gibt allerdings Hinweise auf ihre Beteiligung bei vielen biochemischen
Prozessen, wie der Stabilisierung des Endothels und seiner Permeabilitit und dem
Metabolismus von Neurotransmittern. Die Astrozyten bilden eine strukturelle, vor allem aber
physiologische Barriere, die der Aufrechterhaltung des biochemischen Milieus innerhalb des
ZNS iiber einen selektiven Stoffaustausch dient (Ramsauer et al. 1998). Ein anerkanntes
Modell zum Studium der Erregeradhdsion von der Blutseite stellen konfluente
Endothelzellkulturen von menschlichen Hirngefiden dar. Hierfiir stehen immortalisierte
(durch Einbringen eines Virusgenoms) oder direkt aus einem Tumor gewonnene Zellen zur

Verfligung, die unproblematisch zu kultivieren und passagieren sind und als human brain
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microvascular endothelial cells (HBMEC) bezeichnet werden (Stins et al. 1997, Gumbleton
und Audus 2001). An diesen Endothelzellen kénnen die zentralen Schritte der Adhdsion und
Invasion von pathogenen Organismen, wie Gruppe-B-Streptokokken, und die
Entziindungsantwort durch Migration korpereigener Immunzellen ins ZNS, in vitro untersucht
werden (Tenenbaum et al. 2005, Doran et al. 2005, Maisey et al. 2006). Wichtige
Charakteristika der Blut-Hirn-Schranke sollten dabei erhalten bleiben. Zu diesen
charakteristischen Merkmalen zdhlen z.B. der anatomische Aufbau der Blut-Hirn-Schranke
aus Endothelzellen und Astrozyten, aber auch der intrazelluldre und interzellulire Aufbau aus
spezifischen Zellproteinen. So kommt an der Blut-Hirn-Schranke, besonders den sogenannten
Tight junctions, einer Gruppe von Verbindungsmolekiilen zwischen den Gewebszellen, eine
Bedeutung zur Regulation des parazelluldren Stofftransportes zu. Zusitzlich sind sie am
Autbau eines transepithelialen elektrischen Wiederstandes (engl.: transepithelial electrical
resistance) beteiligt (Hawkins and Davis 2005). Die in vivo gemessenen Widerstinde an
Hirnendothelien liegen nach Messungen mehrerer Arbeitsgruppen im Bereich mehrerer
tausend Ohm (Crone and Olsen 1982, Butt et al. 1990). In vergleichbaren in vitro Modellen
werden aber meist viel niedrigere Widerstinde (wenige hundert Ohm) gemessen (Rubin et al.
1991), sodass jene Modelle (siche unten) einer Einschrinkung beziiglich ihrer externen
Validitét, also dem Unterschied zwischen physiologischer in vivo Funktionalitit und in vitro
Funktion unterliegen.

Neben der Verwendung von Zelllinien, wie den HBMEC, ist auch die Verwendung einer
Primérzellkultur moglich. Hierfir werden direkt dem Gehirngewebe entnommene
Endothelzellen der untersuchten Spezies verwendet und ohne Immortalisierung kultiviert
(Bowman et al. 1983, Bowman et al. 1981, Shi und Audus 1994). In manchen Ansitzen
werden neben den Endothelzellen auch kultivierte Astrozyten in einem Kulturwell
zusammengebracht (Cecchelli et al. 1999, Bénistant et al. 1995). Entweder werden die
Endothelien auf einer Seite des verwendeten Filters kultiviert und auf der anderen Seite die
Astrozyten, oder die Astrozyten werden im verwendeten Well und die Endothelien auf dem
Filter getrennt kultiviert (Abb. 1). Diese Modelle kdnnen nicht nur fiir Fragestellungen aus
dem Bereich der Infektiologie, sondern auch in der Arzneimittelforschung zur Untersuchung
von Aufnahme und Penetration von Arzneimitteln und chemischen Stoffen in bzw. durch die
Blut-Hirn-Schranke benutzt werden.

Die hier vorliegende Arbeit beschrinkt sich auf die Untersuchung der Endothelzellen.



A) Monokultur B) Ko-Kultur

Endothelzellen Endothelzellen
JdeJdeS CC o>

Astrozyten/

Abb. 1: Schematische Darstellung der Monokultur (A) mit Endothelzellen auf einem permeablen Filter und
Ndhrmedium (nicht eingezeichnet) allein und der Ko-Kultur (B) mit Endothelzellen auf einem permeablen Filter

und Astrozyten im unteren Well.

1.5 Endothelzellen und der Einfluss von Stromung

Das Lumen aller Blutgefdfle im menschlichen Korper wird von einer einschichtigen Zelllage
(Monolayer) aus Endothelzellen ausgekleidet, die auf einer proteinfaserreichen
Basalmembran sitzen. Sie und eine variabel ausgebildete subendotheliale Schicht aus wenigen
Zellen und Bindegewebe bilden die so genannte /ntima der Gefdle. Daran schlieBen sich je
nach Art und GroBe des GefdaBles weitere Zellschichten aus Muskel- und Bindegewebszellen
an (Abb. 2). Die Muskelschichten sind am stirksten in den groen Gefdllen ausgepragt und
dort starker in Arterien als in Venen. Diese Muskelzellschicht, auch als Tunica muscularis
bezeichnet, kann den Gefalldurchmesser durch Kontraktion oder Relaxation verdndern. Damit
nimmt sie Einfluss auf die Durchblutung bzw. Durchblutungsgeschwindigkeit der
verschiedenen Gewebeabschnitte. In der angrenzenden GefaBBwandschicht, der Adventitia,
findet sich Bindegewebe, das die duere Begrenzung des GefidBes darstellt. An den Grenzen
von Intima zu Media bzw. Media zu Adventitia kann, je nach GefdBart und Gefdl3groB3e eine
Lamelle aus elastischen Proteingeriisten liegen. Sie wird als Membrana elastica interna bzw.
externa bezeichnet. Abweichend von diesem Grundaufbau kommen in den Venen der
Extremitéten zusitzlich Venenklappen vor. Hierbei handelt es sich um Intimaduplikaturen, die
durch ihre Ausrichtung wie ein Ventil wirken und den Blutstrom zum Herzen freigeben
(Lilllmann-Rauch 2003). Ein Blutstrom zuriick in die Extremitit wird durch Zuschlagen der

Klappen verhindert. Je kleiner die Gefde werden, desto weniger ausgeprigt sind auch
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Muskularis und Adventitia. In den kleinsten Blutgefilen, den Kapillaren, mit einem
Durchmesser von einigen pum ist nur noch das Endothel mit seiner Basalmembran erhalten.
Neben der Abgrenzung zum Blutkompartiment (Intravasalraum) kommt dem Endothel auch
eine bedeutende regulative Rolle bei der Blutgerinnung, dem Stoft- und Fliissigkeitsaustausch
und der Migration korpereigener Immunzellen zu, die fiir die Infektionsabwehr eine
entscheidende Rolle spielen. Damit tragen die Endothelien maB3geblich zur Homdostase der
versorgenden Gewebe bei. Ist diese physiologische Funktion gestort, resultieren daraus mehr
oder weniger bedeutende Zell- und Gewebeschiden. So fithren z.B. chemische
Entziindungsmediatoren (IL-1, TNF-a) aus aktivierten Immunzellen oder dem Endothel selbst
zu einer Endothelzellantwort aus Permeabilititssteigerung, Leukozytenmigration und
Gerinnungsaktivierung.  Ausloser  dieser initialen  Entziindungsvorginge  kdnnen
mikrobiologische Erreger (Viren und Bakterien), korpereigene Substanzen (Autoantikorper),
entartete oder zerstorte Korperzellen (maligne Tumore, Nekrosen) und Fremdkdrper sowie
physikalische Prozesse sein.

In vivo sind die Endothelzellen einem stindigen Blutfluss ausgesetzt. Diese lokalen
Bedingungen werden durch physikalische GesetzmaBigkeiten und Beobachtungen aus dem
Bereich der Stromungslehre beschrieben. Die Blutstromung selbst fiihrt zu resultierenden
Kriften, die auf GefdBwénde bzw. Endothelzellen, Immunzellen und Bakterien Auswirkungen
haben (s. unten). In den meisten Abschnitten des GefdBsystems tritt eine laminare Stromung
des Blutes auf. Die laminare Stromung ist definiert als Bewegung von Fliissigkeiten und
Gasen, bei der keine Turbulenzen (Verwirbelungen/Querstromungen) auftreten (Abb. 3). Die
Fliissigkeit (oder das Gas) stromt in Schichten, die sich nicht vermischen. Im Gegensatz dazu
tritt bei turbulenter Stromung eine Verwirbelung der Fliissigkeitsschichten unterschiedlicher

Richtungen und GrofBen auf.
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Abb. 2: Schematischer Aufbau von Arterie A), Vene B) und Kapillare C )( modifiziert nach Liillmann-Rauch
2003):A4) Arterienwand mit Adventitia (Orange), Media (Braun) und Endothel. (Rot) B)Venenwand mit deutlich
kleinerer Media (Braun) als in der Arterienwand, ansonsten prinzipiell dhnlicher Aufbau. C) Kapillare mit
gefenstertem Endothel (Rot) und umgebener Schicht aus Bindegewebe und Perizyten (gelb). (Membrana elastica

interna, Membrana elastica externa und Intima hier nicht angedeutet)

Turbulente Stromungen konnen im Anfangsteil der Aorta wahrend der Austreibungsphase des
Blutes aus dem Herzen beobachtet werden. Dort fithren die sehr hohen Geschwindigkeiten
der Blutstromung zur Ausbildung von Turbulenzen. Zu den Kriften, die unter der laminédren
Stromung auftreten, zdhlen der hydrostatische Druck des Blutes selbst (Blutdruck), die
Dehnungskrifte auf die Gefdlzellen senkrecht zur Blutstromung und die Scher- oder
Schubspannung (shear stress) in Stromungsrichtung (Sato und Ohashi 2005).

Physikalisch handelt es sich bei der Schubspannung (t) um den Quotienten aus der in
Flussrichtung wirkenden Kraft (F) und der Fliche (A) der bewegten Fliissigkeitsschicht, also
um eine Druckgrofle in N/m2 = 1 Pascal = 1 Pa. Die Schubspannung kann auch in Form der
Viskositdt (n) und der Scherrate (y) beschrieben werden. Viskositit ist ein Mal3 fiir die
Zihigkeit einer Fliissigkeit. Sie hdngt sowohl von der Stoffeigenschaft als auch von der

Temperatur des Fluids ab.
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Abb. 3: Schematische Darstellung einer lamindren Stromung (a und b) und Foto einer gefdirbten Fliissigkeit, die
laminar in einer Apparatur fliefst (rechtes Bild). (Aus Vogel et al. 2007)

So hat Wasser generell eine niedrigere Viskositdt als Paraffin6l, warmes Wasser aber auch
eine geringere Viskositdt als kaltes Wasser. Je viskdser das Fluid ist, desto mehr Kraft muss
aufgewendet werden, um zwei Fliissigkeitsschichten gegeneinander zu verschieben.

Die dabei auftretende Verschiebung pro Zeiteinheit (dv in m/s) im Verhéltnis zur Schichtdicke
(dy) wird als Scherrate bezeichnet (Abb. 4).

Dabei verhalten sich Schubspannung und Scherrate zueinander proportional. Die

Proportionalitdtskonstante ist die Viskositat.

1=F/A [1N/m’=1Pa] oder
T=MNXY [1Pasxs’]

Mit Hilfe der genannten GroBen ist es moglich, die rheologischen Parameter in den
Blutgefdlen zu beschreiben. Zu beriicksichtigen ist dabei, dass die beschriebenen
Zusammenhdnge nur fiir Newtonsche Fliissigkeiten gelten. Bei Newtonschen Fliissigkeiten ist

die Viskositit fiir gegebene physikalische Untersuchungsparameter wie Druck und
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Temperatur eine Materialkonstante. Nicht-Newtonsche Fliissigkeiten zeigen dagegen
zusétzlich ein zeit- und scherratenabhingiges Verhalten. Blut gehort zu den Nicht-
Newtonschen Fluiden, da es bei hoher Scherrate eine geringere Viskositit aufweist, als bei
niedriger Scherrate. Der Grund dafiir ist die Tatsache, dass Blut eine Suspension aus Plasma
und Blutzellen (hauptsdchlich Erythrozyten) darstellt. Durch die FlieBeigenschaften der
Erythrozyten, bedingt durch ihre Verformbarkeit und variable Quervernetzung, wird die
Viskositdt verdndert. So tritt durch eine Verformung der Erythrozyten und eine verringerte
Quervernetzung dieser Blutzellen bei steigender Scherrate eine Verringerung der Viskositét

auf.

2> dv &

Abb. 4: Schematische Darstellung einer Réhrenstromung: Unter der einwirkenden Kraft (F) bildet sich ein
Flussprofil der Strémungsschichten aus (dicke Pfeile). Fiir jede Schicht kann man die relative Verschiebung bzw.
Geschwindigkeitsdifferenz (dv) und die Schichtdicke (dy) bestimmen und so den Schergrad (y) bestimmen.
(modifiziert nach Klinke und Silbernagel 2005)

Dagegen steigt die Viskositdt mit steigendem Hamatokrit des Blutes (Whittaker und Winton
1933). Auch der GefaBBdurchmesser hat Einfluss auf die Viskositdt des Blutes, da sich die
Erythrozyten in den Kapillaren zur GefdBmitte hin orientieren und die Viskositdt sinkt
(Fahraeus und Lindqvist 1931). Im menschlichen Korper treten, je nach Art (arteriell oder
vends), GroBe (GefaBdurchmesser) und Lage (verzweigt oder unverzweigt) des untersuchten

GefiBabschnittes, shear stress Werte zwischen 0,1 Pa und 6 Pa (entspricht 1 und 60 dyn/cm?)
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auf. Die Einheit Dyn stammt aus einem heute veralteten Einheitensystem, das die
Grundeinheiten Zentimeter, Gramm und Sekunde beinhaltete (kurz auch cgs-System). 1 Pa
entspricht 10 dyn/cm? Heute wird das SI- Einheitensystem benutzt. Dort sind die
GrundgroBen unter anderem Meter, Kilogramm und Sekunde. Auf die heute verwendete
DruckgrofBe in Pa bezogen ergibt sich eine Schubspannung zwischen 0,1 Pa und 6 Pa in den
Blutgefillen (Malek et al. 1999, Nerem et al. 1998). Die Auswirkungen der Schubspannung
auf das Endothel ist in zahlreichen Studien untersucht worden. Dazu gehdren beispielsweise
die Ausrichtung der Endothelzellen in Flussrichtung, Verdnderungen im Zytoskelett der Zellen
und deren Genexpression von Adhédsionsmolekiilen, der Einfluss auf die Entstehung von
Atherosklerose sowie Permeabilititsinderungen der Endothelschicht (Vogel et al. 2007,
Fisher et al. 2001).

Ein bestimmter Grad an Schubspannung hat einen gefafprotektiven Effekt in Hinblick auf die
Entstehung von Atherosklerose (Traub und Berg 1998). Demgegeniiber treten
atherosklerotische Plaques (subendotheliale Vermehrung von Bindegewebe, Lipiden und
Muskelzellen) gehduft an GefdBverzweigungen auf, die hoher Schubspannung und oft
turbulenter Stromung ausgesetzt sind. Verstirkte Schubspannung stimuliert das Endothel zur
Expression einer Reihe von Genen, von denen v.a. Adhidsionsmolekiile fiir
Entziindungsgeschehen von Bedeutung sind. So geht die Beaufschlagung des Endothels mit
einer erhdhten Schubspannung mit einer gesteigerten Expression von ICAM-1 einher
(Mckinney et al. 2006). Dieses Adhdsionsmolekiil auf der Endothelzellenoberflache fiihrt zum
Kontakt mit zirkulierenden Leukozyten und letztlich zum Einwandern der Entziindungszellen
iiber das Endothel ins Gewebe. Eine Anderung des physiologischen Stimulus der
Blutstromung fiihrt also zu Zellantworten, die zu Funktionsdnderungen oder sogar
Schadigungen des Gefilles filhren konnen. Das Endothel reagiert somit nicht nur auf
chemische Verdnderungen, wie auf proinflammatorische Zytokine wihrend einer
Entziindungsreaktion, sondern auch auf Anderungen der Durchblutung oder der GefiBweite

und somit der Schubspannung.

1.6 Flusskammern fiir Stromungsversuche

Die Gefdllendothelien sind, wie bereits erwdhnt, einem stindigen Blutfluss ausgesetzt. Zur
Untersuchung des Einflusses einer Fliissigkeitsstromung auf in vitro kultivierte Zellen sind
verschiedene Methoden bzw. Flusskammern entwickelt worden. Die zwei am héufigsten
verwendeten Flusskammern sind die parallel plate flow chamber und der cone and plate

apparatus. Bei der parallel plate flow chamber (Abb. 5) wird ein mit adhdrenten Zellen
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vorbereiteter Glas- oder Kunststoffobjekttrager zwischen zwei Platten geklemmt, sodass auf
der Zellseite ein definierter Kanal {ibrig bleibt. Durch zwei Locher an den Enden des Kanals
kann dann Fliissigkeit bzw. Zellkulturmedium ein- und ausgelassen werden (Hochmuth et al.
1973). Durch Anschluss an einen Fliissigkeitskreislauf und eine Pumpe, die die Fliissigkeit
zirkulieren ldsst, wird so eine Fliissigkeitsstromung bzw. eine Schubspannung auf die Zellen
ausgeiibt. Die resultierende Schubspannung héngt dabei von der Geometrie des Flusskanals,
der Mediumbeschaffenheit (Dichte, Viskositit, Temperatur) und der Fordergeschwindigkeit
der Pumpe ab.

A6
180 pa THERE
LI

Abb. 5: Schema der parallel plate flow chamber (aus Hochmuth et al., 1973).

Der cone and plate apparatus (Abb. 6) ist ein rotierender Kegel, der {iber eine Halterung in
eine Zellkulturschale eingetaucht werden kann. Uber die Rotation des Kegelkopfes wird die
Fliissigkeit in der Kulturschale in Bewegung versetzt und erzeugt eine Schubspannung iiber

dem Zellrasen (Malek et al. 1995).

-15 -



Abb. 6: Schema eines cone-and-plate apparatus (aus Malek et al. 1995). (A) Darstellung der gesamten
Apparatur.( B) Seitansicht mit Darstellung der Positionierung einzelner Komponenten. (C) Darstellung mit

Einbezug einer Zellkultur und méglicher Ko-Kultur.

Eine Abwandlung der parallel plate flow chamber sind kleine R6hrchenkammern (tubes), die
als fertige Flusskammern direkt mit den Zellen beimpft werden. Hier sind die
(Glas)objekttrager bereits mit einem vorgeschliffenen Flusskanal ausgestattet und weisen
einen Ein- und einen Ausslasskonus auf (Abb. 7). Durch Anschluss eines zirkulierenden

Fliissigkeitssystems wird dann eine Schubspannung in dem bewachsenen Rohrchen erzeugt.

ADbb. 7: Schema vorgefertigter Flusskammern auf Objekttrigern der Firma IBIDI (aus Koelsch et al. 2007).

Die in dieser Arbeit verwendete Flusskammer besteht aus einem Silikoneinsatz, der in ein
Well einer 6-Well-Zellkulturplatte eingelegt werden kann. Am Boden des Einsatzes ist ein
Flusskanal ausgespart. Zudem sind zwei Kanéle als Ein- und Auslass an den Enden der

Kammer eingearbeitet (Abb. 8).
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Durch Verbindung mit einem pumpengetriecbenem Fliissigkeitskreislauf kann hier eine
Stromung auf die im Flusskanal liegenden Zellen erzeugt werden. Fiir die jeweils
verwendeten Flusskammern (-systeme) muss vorher aber festgelegt sein, wie das
Stromungsprofil aussieht, das heift welche Art von Stromung auf die Zellen wirkt (lamindr
oder turbulent) und ob diese gleichmiBig iiber den Flusskanal verteilt ist oder nicht.

Fiir die hier verwendete Kammer liegen detaillierte Angaben vor (Vogel et al. 2007). Fiir die
Versuche wird eine lamindre Stromung {iber (fast) den gesamten Flusskanal erzeugt.
Ausnahme hiervon bilden hauptsidchlich die Areale, die im Bereich des FEin- und
Auslasskanals liegen (vergleiche Abb. 3). Im Bereich dazwischen entsteht eine gleichmiBige

Schubspannung auf die kultivierten Zellen.

Abb. 8: Schematische Darstellung zweier Kammereinsdtze mit Metallsteg und Metallrahmen sowie Luer-lock
Anschliissen. Zu sehen ist im unteren Bild die Ansicht von unten auf die Einsdtze mit angedeutetem Flusskanal

und Ein- bzw. Auslassoffnung (aus Vogel et al. 2007).

1.7 Quantifizierung der bakteriellen Adhision

Die meisten Erkenntnisse zu den Abldufen und Mechanismen von Adhésion und Invasion am
Endothel wurden an nicht bestromten Zellen gewonnen. Dabei werden sowohl die Bakterien
als auch die Endothelzellen ohne Stromungseinfluss im Labor angeziichtet. Nach einer
Inkubation der Erreger mit dem Endothellayer kann dann die Zahl der adhérenten bzw.
invadierten Organismen ermittelt werden. Hierzu sind verschiedene Methoden gebrauchlich,

wobei grundsétzlich mikroskopisch-bildgebende Verfahren (nach Markierung der Bakterien
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mit Antikorpern oder Farbungen) und so genannte Adhésionsassays benutzt werden kdnnen.
Letztere Verfahren beinhalten das Waschen des Endothelzelllayers zur Entfernung nicht
adhdrenter Keime, das Zerstoren der Endothelzellen unter Schonung der Bakterien und die
Aussaat von Verdiinnungsreihen der gewonnenen Bakteriensuspension auf Agarplatten. Nach
der anschliefenden Inkubation kann die Anzahl der adhidrenten Keime anhand der sichtbaren
Kolonie-bildenden Einheiten (CFU) bestimmt werden (Ogawa et al. 1985). Mit Hilfe dieser
Techniken kann das Adhidsionsverhalten praktisch jedes kultivierbaren Erregers untersucht
werden. In einem ersten Schritt kann so die Frage beantwortet werden, ob das gewdhlte
Bakterium {iberhaupt an den Endothelzellen bindet. Die Variation von Erregern,
Inkubationszeit, spezifischen Antikorpern, genetisch verdnderten Endothel- oder
Bakterienzellen sowie Wachstums- oder Entziindungsmediatoren erlaubt es, anschlieend
detaillierte Fragen zu untersuchen. So konnen Bakterien mit fehlenden Adhédsionsmolekiilen
(natiirliche Mangelmutante oder genetisch verdnderte Erreger) benutzt werden, um die
Bedeutung der Adhidsine zu ermitteln. Antikorper gegen diese bakteriellen oder gegen die
endothelialen Proteine konnen zielgerichtet eingesetzt werden, um die Rolle der jeweiligen
Oberflaichenmolekiille  einzeln zu  untersuchen. Versuche unter Zugabe von
Entziindungsmediatoren konnen helfen, die Bedeutung dieser chemischen Immunantwort fiir

die bakterielle Adhésion zu verstehen.

1.8 Bakterielle Adhision und der Einfluss von Stromung

Ob und wie Bakterien an menschlichen Endothelzellen, die zuvor einer Fliissigkeitsstromung
ausgesetzt waren, adhdrieren, ist bislang kaum untersucht worden.

Es gibt aber Hinweise auf einen Einfluss von physikalischen Kriften auf die Adhdsion von
Bakterien mit der Wirtszelle. In einem Minireview von Isberg und Barnes wurde die
Interaktion von bakteriellen Fimbrien und deren Bindungsregionen (Lectin-Adhésine) mit den
Kohlenhydraten der Wirtszelle betrachtet. Unter Beriicksichtigung verschiedener Studien
wurde dabei das Phdnomen eines unterschiedlichen Bindungsverhaltens der Bakterien (vor
allem E.coli) bzw. ihrer Adhdsine mit Wirtszellen unter Bedingungen mit unterschiedlicher
Schubspannung berichtet. Demnach gibt es Hinweise dafiir, dass ein Schwellenwert an
Schubspannung manchen Erregern die Interaktion mit der Wirtszelle (z.B. Endothelzelle)
ermdglicht und eine Infektion erleichtert (Isberg und Barnes 2002).

Des Weiteren sind Versuche zur scherkraftabhidngigen Bakterienadhédsion an unbelebten oder
zuckerbeschichteten Oberflichen durchgfiihrt worden (Busscher und van der Mei 2006).

Wendy E. Thomas und Mitarbeiter (2004) konnten einen Einfluss der Schubspannung auf die
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Bindung von E. coli an mannosebeschichtete Oberflichen zeigen. Typ-I- Fimbrien des
Bakteriums, die mit der Mannose eine spezifische Bindung eingehen und die Adhésion
vermitteln, reagieren auf verschiedene Stromungsraten und resultierender Schubspannung mit
einer unterschiedlichen Bindungsstirke. Entgegen fritherer Untersuchungen, die zeigten, dass
die Rezeptor-Liganden-Bindung vieler Bakterien mit Gewebeoberflichen unter dem Einfluss
von Schubspannung verringert wird, konnten Thomas et al. zeigen, dass es auch Bindungen
zwischen E.coli und mannosebeschichteten Oberfldchen gibt, die eine verstirkte Bindung der
Bakterien unter steigender Schubspannung erlauben. Letztere Rezeptor-Liganden-Bindung
wurde als ,, catch-bonds “, der sich unter Schubspannung abschwéchenden Bindungen ,, slip-
bonds* gegeniiber gestellt. So wird fiir die ,,catch-bonds* eine Anderung der wichtigen
Bindungsregionen fiir Mannose unter dem Einfluss erhdhter Schubspannung angenommen. In
weiteren Untersuchungen zeigte Thomas eine Adhédsionserh6hung von E. coli an Erythrozyten
bei hoher Schubspannung (Thomas et al. 2002). Fiir Staphylococcus aureus (Stamm 8325-4)
wurde von Reddy und Ross die Adhésion der Bakterien an Endothelzellen unter dem Einfluss
einer definierten Schubspannung beschrieben. Dabei lieen sie zundchst die Bakterien iiber
das Endothel flieBen und stoppten dann die Bestromung fiir 30 Minuten. Anschliefend
wurden die Endothelzellmonolayer gewaschen und erneut fiir 5 Minuten bestromt. Die
adhdrenten und zuvor mit Farbstoff markierten Bakterien konnten anschlieBend mittels eines
Fluoreszenzmikroskopes erfasst werden. In einer zweiten Bedingung wurde dann die
Adhérenz der Bakterien unter stindiger Bestromung fiir 10 Minuten durchgefiihrt. Hier
konnten keine adhirenten Bakterien nachgewiesen werden. Eine Adhésion unter Bestromung
fand also nicht statt oder fiihrte zu keiner festen Bindung der Bakterien an die Endothelzellen,
die im Mikroskop zu sehen gewesen wire (Reddy und Ross 2001).

Einen dhnlichen Zusammenhang zwischen Adhésion und Schubspannung zeigen auch die
Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Mairey, die sich mit der Adhésion von Neisseria
meningitidis an der Blut-Hirn-Schranke beschiftigte. Hier wurde eine Verringerung der
Bakterienadhésion an den verwendeten HUVEC mit steigender Schubspannung beobachtet.
Am groBten war die Bakterienbindung in diesen Untersuchungen bei 0,04 dyn/cm?® (0,004
Pa). Bei Steigerung der Schubspannung verringerte sich die Zahl adhirenter Bakterien bis
schlieBlich bei etwa 0,7 dyn/cm” (0,07 Pa) keine Adhésion mehr beobachtet wurde (Mairey et
al. 2000).

Fiir Streptococcus agalactiae sind bisher keine Untersuchungen zur Adhéision oder Invasion
unter Stromungsbedingungen, noch zur Bindung an bestromten Endothelzellen beschrieben.

Die bisher genannten Untersuchungen zum Einfluss der Schubspannung weisen aber darauf
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hin, dass die in vivo herrschende Blutstrdmung bzw. deren Anderung einen Einfluss auf das

Infektionsgeschehen durch Bakterien haben kann.

1.9 Zielsetzung der Arbeit

Der Einfluss von Fliissigkeitsstromung auf die Adhdsion von Gruppe-B-Streptokokken an
menschlichen Endothelzellen ist bisher nicht untersucht worden.

Frithere Ergebnisse aus Stromungsuntersuchen mit Endothelien und anderen Bakterienspezies
(E.coli, Staphylococcus aureus, Neisseria meningitidis) lassen aber vermuten, dass die
Adhésion von Bakterien an Wirtszellen und kiinstlichen Oberfldchen durch Strémung bzw.
Schubspannung beeinflussbar ist. Lione und Mitarbeiter konnten in einer Untersuchung
zeigen, dass der Gruppe-B-Streptokokken-Typ III mit dem Adhésionsprotein ICAM-1 von
Endothelzellextrakten interagiert bzw. eine Bindung eingeht (Lione et al. 2005). Da ICAM-1
auch vermehrt auf bestromtem Endothel exprimiert wird, ergibt sich die Hypothese, dass die
Kombination aus bestromtem Endothel und Bakterienadhésionsassay neue Ergebnisse zur
Adhésion von Streptokokken liefern kann.

Diese Arbeit soll daher den Einfluss einer Fliissigkeitsstromung auf menschliche
Endothelzellen (HUVEC und HBMEC) und auf die anschlieBende Adhésion von Gruppe B-
Streptokokken an diesen Zellen untersuchen. Dazu werden Adhédsionsassays mit zwei
Gruppe-B-Streptokokken-Serotypen an HUVEC und HBMEC durchgefiihrt, die zuvor einer
konstanten Schubspannung ausgesetzt bzw. génzlich ohne Stromungsstimulus oder mit TNF-
a, einem Zytokin mit belegtem Einfluss auf die Expression von ICAM-1 (Pober 1987),
kultiviert wurden. Die Stromungsversuche werden mit einer Flusskammer durchgefiihrt, die
ein laminares Stromungsprofil {iber einen definierten Zellrasen appliziert.

Zusétzlich soll die ICAM-1 Expression auf HBMEC und HUVEC nach Applikation einer

definierten Schubspannung oder einer TNF-a Stimulation quantifiziert werden.
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2. Material und Methoden
2.1 Zellkultur

2.1.1 Zelllinien
HUVEC human umbilical vein endothelial cells
Die humanen Zellen wurden bei der Firma PromoCell GmbH (69126

Heidelberg, Deutschland) unter der Produktbeschreibung:
HUVEC-c, (Katalognummer C-12200) bestellt. Fiir die beschriebenen

Versuche wurden die Zellen in Passage 3 und 4 verwendet.

HBMEC human brain microvascular endothelial cells
Die humanen Zellen entstammen einer Zelllinie, die aus Hirnbiopsien von 4 bis
7-jdahrigen Kindern gewonnen wurde (Stins et al., 1997). Unserem Labor
wurden die Zellen freundlicherweise von Prof. Dr. K.S. Kim (John Hopkins
University School of Medicine, Baltimore, Maryland, USA) zur Verfiigung
gestellt. Fiir die beschriebenen Versuche wurden die Zellen in Passage 22-30

verwendet.

2.1.2 Medien und Zusitze

Accutase / Alphazym PAA Laboratories GmbH, Cdlbe

BSA (bovin serum albumin) Sigma Chemical CO., USA

Cryo-SFM (serum free medium) PromoCell GmbH, Heidelberg

Dimethyl Sulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Steinheim

Endothelial Cell Basal Medium PromoCell GmbH, Heidelberg

Endothelial Cell Basal Medium (prf) PromoCell Gmbh, Heidelberg

FCS (fetal calf serum) Biochrom AG, Berlin

Gelatine SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

L-Glutamin 2 mM Invitrogen GmbH, Karlsruhe

MEM-Vitamine (100X) Invitrogen GmbH, Karlsruhe

MEM-non essential-amino-acids Invitrogen GmbH, Karlsruhe

MEM Natrium-Pyruvat 100mM Invitrogen GmbH, Karlsruhe

NU-Serum BD, Heidelberg

RPMI 1640 Grundmedium Biochrom AG, Berlin

RPMI 1640 Grundmedium (prf) Biochrom AG, Berlin
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SupplementPack
- ECGS/H-2 ml (0,4%)
- FCS-10 ml (2%)
- hGEF-0.05 pg/ 0,5 ml
- hbFGF-0.5 pg /0,5 ml
- HC-500 pg /0,5 ml
Trypsin/EDTA (0,05%/0,02%)

HUVEC-Medium
Endothelial Cell Growth Medium Kit
Endothelial Cell Basal Medium

SupplementPack
- FCS-10
- ECGS/H-2
- hGEF-0.05
- hbFGF-0.5
- HC-500
Cryo-SFM

HBMEC-Medium
RPMI 1640

Cryoreservation

PromoCell GmbH, Heidelberg

Biochrom AG, Berlin

PromoCell GmbH, Heidelberg

PromoCell GmbH, Heidelberg

RPMI 1640 Grundmedium

10% FCS

10% NU-Serum

2 mM L-Glutamin
Penicillin/Streptomycin 100U/ml
1% MEM Vitamine (100X)

1% MEM Aminosdueren (100X)
1 mM Na-Pyruvat

FCS

10% DSMO
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2.2 Bakterien

2.2.1 Bakterienstimme
B-Streptokokken
GBS 6313

GBS 090R

GBS 90356

2.2.2 Bakterienmedien

Einfriermedium

Glycerol
Wachstumsmedien

Todd-Hewitt Broth

Columbia Agar (Schafsblut)

Serotyp III, hier mit G1 bezeichnet,

Wildtyp.

Zur Verfiigung gestellt von Frau Prof. Dr. Barbara
Spellerberg

Institut fiir Med. Mikrobiologie und Hygiene,

Universitatsklinikum Ulm

Serotyp Ia, hier mit G5 bezeichnet,

Wildtyp.

Zur Verfiigung gestellt von Frau Prof. Dr.
Barbara Spellerberg

Institut fiir Med. Mikrobiologie und Hygiene,

Universitatsklinikum Ulm

Serotyp III, hier mit R1 bezeichnet,

Wildtyp.

Zur Verfligung gestellt von Viviane O.F.

Lione, Departamento de Biologia Celular e
Genética, Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de

Janeiro, Brazil

Sigma-Aldrich, Steinheim

Oxoid Deutschland GmbH, Wesel
Oxoid Deutschland GmbH, Wesel

-23 .-



2.3 Puffer und Waschlosungen
PBS-Puffer pH 7,3

Hank's Balanced Salt Solution HBSS (+Ca,+Mg)

(= HBSS++)
Aqua dest

2.4 Chemikalien und Antikorper

Calcein AM

DAPI

Ethidium homodimer-1
Formaldehyd 4%

Prolong Gold (Antifade reagent)
ICAM-Antikorper

(PE Mouse Anti-human CD-54)
Triton (X-100)

TNF-o (human)

Serag-Wiessner GmbH, Naila
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

DeltaSelectt GmbH, Dreieich

Molecular probes (Invitrogen), Eugene
Oregon, USA

Calbiochem, Darmstadt

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Fischer GmbH & CO KG, Saarbriicken
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

BD Bioscience, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Steinheim
R&D Systems, Minneapolis, USA

2.5 Verbrauchsmaterialien, Gerate und Software

Zellkulturflasche 75 cm?
Zellkulturflasche 25 cm?

6-well multidish (unbeschichtet)
12-well multidish (unbeschichtet)
Brutschrank Kendro

Zentrifuge Rotanda 460 RS
Photometer UV-mini 1240
Wasserbad

Deckgldschen (rund, 18mm, Nr.1)

Mikroskop

Infusionsbeutel 250 ml (,,EVA®)
Infusomat®- Leitung (mit Dorn)
Diampfersystem

Perfusor®-Leitung (30 cm)
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BD Bioscience, Franklin Lakes, USA
BD Bioscience, Franklin Lakes, USA
Nunc, Thermo Fisher Scientific Inc.
Nunc, Thermo Fisher Scientific Inc.
Thermo Fisher Scientific Inc.

Hettich-Zentrifugen, Miihlheim

Schimadzu Deutschland GmbH, Duisburg

Kottermann, Uetze/Hénigsen
Marienfeld GmbH, Lauda-
Konigshofen

Zeiss GmbH, Jena

Neo Care, Liidenscheid

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
B. Braun Melsungen AG, Melsungen
B. Braun Melsungen AG, Melsungen



oy,

Perfusor®-Leitung (150 cm) . Braun Melsungen AG, Melsungen

Combidyn®-Adapter (luer lock w/w) B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Combifix®-Adapter (luer lock m/m) B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Omnifix®-F (1ml Spritze) B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Sterican® (Kaniile fiir Spritze, gelb) B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Perfusor®compact (Perfusor fiir 50ml Spritze) B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Infusomat®fm (Pumpe Typ: 871942/0) B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Perfusor®-Spritze (50 ml, mit luer lock) B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Mikroskop CK 40-F200 Olympus Optical Company Ltd, Tokyo
FACS Calibur BD Bioscience, Heidelberg

FACS —Ro6hrchen Sarstedt, Niimbrecht
Stromungskammern (offen) Aus Polyethylen, transparent
Stromungskammern (geschlossen) Aus Polyethylen, transparent
Axiovision Release 4.8.3 Bildverarbeitungssofware der Firma

Carl Zeiss Microlmaging GmbH

2.6 Zellkultur
2.6. 1 HUVEC — Kultivierung

2.6.1.1 Anzucht

Die HUVEC wurden in fliissigem Stickstoff bei -200° Celsius (73° K) gelagert. Im Wasserbad
wurden alle Flissigmedien (HBSS, Gelantine, Promocell-Kulturmedium inklusive Zusétze)
auf 37°C erwirmt. Vor dem Auftauen der Zellen wurde eine 75 cm® Kulturflasche mit 7 ml
Gelatine (1%) benetzt. Nach 5 Minuten wurde die Gelatine abpipettiert und nach weiteren 5
Minuten die Kulturflasche mit 15 ml HBSS gewaschen.

Anschliefend erfolgte das rasche Auftauen der Zellen aus dem Stickstoff im Wasserbad und
die Zugabe von 15 ml Kulturmedium in die Kulturflasche. Die Inkubation erfolgte im
Brutschrank bei 37°C in wasserdampfgesittigter Atmosphére und 5% CO,.

Nach einem Tag wurde das Kulturmedium gewechselt. Danach erfolgte das regelmifige

Wechseln des Mediums alle 2-3 Tage unter mikroskopischer Kontrolle des Zellwachstums.

2.6.1.2 Passagieren adhirenter Zellen

Bei 90% Konfluenz des Zellmonolayers erfolgte die Passage in eine neue Kulturflasche oder,

je nach Versuchsaufbau, in 6- bzw. 12- Well Platten. Dazu wurden die benétigten Medien, mit
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Ausnahme des Trypsins, das nur auf Raumtemperatur (ca. 20°C) gebracht wurde, im
Wasserbad auf 37°C erwdarmt. Vor der Passage erfolgte die Beschichtung der Kulturflaschen
oder Wells mit Gelatine wie in 2.6.1.1 beschrieben. Danach wurde das Kulturmedium entfernt
und die Flasche einmal mit 15 ml HBSS(++) gewaschen, um moglichst viele Proteinreste zu
entfernen. Dann wurden 7 ml Trypsin/EDTA (0,05%/0,02%) in die Kulturflasche gegeben und
das Ablosen der Zellen unter dem Mikroskop beobachtet. Die abgelosten Zellen wurden, zum
Stoppen der Trypsinreaktion und Binden des EDTA, in 5 ml Kulturmedium gegeben und
anschlieend bei 22°C und 300 g (1180 Umdrehungen/min.) fiir 5 Minuten zentrifugiert.
Nach Abnahme des Uberstandes wurde das Zellpellet in 10 ml Kulturmedium resuspendiert
und die Zellkonzentration in einer Neubauer Zdhlkammer bestimmt. Die Zellen wurden
anschliefend mit einer Dichte von 5.000-10.000/cm? in die neuen Kulturflaschen oder Wells
gegeben und im Brutschrank kultiviert. Die Zellen wurden in Passage 2-4 fiir die Versuche

verwendet.

2.6.1.3 Kryokonservierung von HUVECs

Nachdem die Zellen eine Konfluenz von ca. 95% erreicht hatten, wurden sie mittels
Trypsin/EDTA abgel6st. Dann wurden sie in (10 ml) kaltes (4°C) Kulturmedium gegeben und
mit 300 g (1180 Umdrehungen/min.) bei 22°C fiir 5 Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in kalter Cryo-SFM Losung resuspendiert und anschlieBend zu je 1 ml in kiihlen
Kryorohrchen bei -20°C fiir 2 Stunden eingefroren. Danach wurden sie fiir 24 Stunden bei
-80°C gelagert. Fiir langere Autbewahrung wurden die Zellen dann in fliissigem Stickstoff bei
-200°C eingefroren.

2.6.2 HBMEC - Kultivierung

2.6.2.1 Anzucht
Die HBMEC Zellen wurden in fliissigem Stickstoff bei -200°C (73° K) gelagert. Vor dem

Auftauen der Zellen wurden alle bendtigten Medien im Wasserbad auf 37°C erwédrmt. Dann
wurden die Zellen rasch im Wasserbad aufgetaut und in 15 ml Kulturmedium (RPMI)
aufgenommen. AnschlieBend wurde die Zellsuspension in eine 75 cm” Kulturflasche gegeben
und im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Am Folgetag wurde das Medium
gewechselt. Danach erfolgte der Wechsel des Mediums alle 2-3 Tage unter mikroskopischer

Kontrolle des Zellwachstums.
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2.6.2.2 Passagieren adhirenter Zellen

Sobald die HBMEC 90% Konfluenz erreicht hatten, erfolgte die Passage in neue
Kulturflaschen oder in 6- bzw. 12-Well-Platten (fiir die entsprechenden Versuche). Dazu
wurden alle benotigten Medien zuvor im Wasserbad auf 37°C erwiarmt. Nach mikroskopischer
Kontrolle des Monolayers wurde das alte Medium abgenommen und die Zellen einmal mit
HBSS(++) gewaschen, um zuriickgebliebene Proteinreste zu entfernen. Dann wurden die
Zellen mit 7 ml Trypsin/EDTA fiir 10 Minuten im Brutschrank inkubiert. Danach wurde die
Zellsuspension in 12 ml Kulturmedium aufgenommen und mit 300 g bei 22°C fiir 5 Minuten
zentrifugiert.

Das Zellpellet wurde dann in 10 ml Kulturmedium resuspendiert. Es erfolgte die
Konzentrationsbestimmung mittels Neubauer Z#hlkammer und die Verdiinnung auf 1x 10 °
Zellen/ml. Dann wurden die Zellen auf die neuen Kulturflaschen bzw. 6-Well-Platten verteilt.
Die Zellen, die fiir einen Versuch benutzt wurden, stammten aus derselben Passage. Es

wurden HBMEC in Passage 22-30 verwendet.

2.6.2.3 Kryokonservierung von HBMEC

Nachdem die Zellen eine Konfluenz von ca. 95% erreicht hatten, wurden sie mittels
Trypsin/EDTA abgeldst. Dann wurden sie in (10 ml) kaltes (4°C) Kulturmedium gegeben und
mit 300 g (1180 Umdrehungen/min.) bei 22°C fiir 5 Minuten zentrifugiert.

AnschlieBend wurde das Zellpellet mit kaltem Kulturmedium, das 10% DSMO enthielt,
resuspendiert und zu je 1 ml in Kryorohrchen gegeben. Danach erfolgte das Einfrieren auf
-20°C fiir 2 Stunden und anschlieBend eine 24 Stunden Lagerung bei -80°C. Fiir eine ldngere
Aufbewahrung wurden die Zellen in fliissigem Stickstoff bei -200°C gelagert.

2.7 Ermittlung der Zelldichte mittels DAPI-Farbung

Zur Bestimmung der tatsdchlichen Zelldichte der Endothelzellmonolayer wurden HUVEC
und HBMEC in 12-Well-Platten bis zur vollstindigen Konfluenz kultiviert. Die Zellen
zeichnen sich mikroskopisch in der Zellkultur bei Konfluenz durch ein pflastersteindhnliches
Aussehen im Mikroskop aus. Nach Entfernen des Mediums und einmaligem Waschen mit
HBSS wurde fiir 15 Minuten in jedes Well 1 ml Formaldehyd (4%) gegeben. Anschlie3end
wurde das Formaldehyd entfernt und die Wells dreimal mit HBSS gewaschen. Durch Zugabe
von 1 ml Triton (X-100) pro Well wurden die Zellmembranen destabilisiert und
permeabilisiert. Nach 30 Minuten wurde das Triton entfernt. AnschlieBend wurden je 2 ml
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DAPI, ein Fluoreszenzfarbstoffes, der die Zell-DNA anfirbt und bei Anregung mit
ultraviolettem Licht fluoresziert, in die Wells gegeben und 5 Minuten auf den Zellen belassen.
Es folgten drei Waschschritte mit HBSS, um das DAPI zu entfernen. Nach Zugabe von 1 bis 2
Tropfen einer Fixationslosung (Prolong Gold) wurden die Wells mit einem kreisrunden
Deckgliaschen versehen. Die Fixationslosung verlangsamt das Ausbleichen des Farbstoftes,
sodass eine mikroskopische Betrachtung fiir lingere Zeit (Tage) moglich ist. Unter dem
Mikroskop konnten dann, nach Anregung des Farbstoffes mit ultraviolettem Licht und
speziellen Farbfiltern, die Zellkerne der einzelnen Zellen gut abgegrenzt und gezidhlt werden.
Zur Bestimmung der Zellzahl pro Fliche wurden 10 Gesichtsfelder pro Well und je zwei
Wells (entspricht 20 Gesichtsfeldern) der jeweiligen Endothelzellart betrachtet. Bei bekannter
Grofle des Gesichtsfeldausschnittes und Bildung des Mittelwertes der gezédhlten Zellkerne,

konnte die mittlere Zellzahl/cm? ermittelt werden.

2.8 Bakterienkultur
2.8.1 Bakterienanzucht

Fiir die entsprechenden Adhédsionsversuche wurden die kryokonservierten Bakterienstimme
aufgetaut und mit Ndhrmedium inkubiert. Dazu wurden die verwendeten Bakterienrohrchen
aus dem Gefrierschrank genommen und fiir wenige Sekunden im Wasserbad bei 37°C oder
wenige Minuten bei Raumtemperatur erwdrmt. Die Bakteriensuspension wurde dann in ein
Falcon-Rohrchen mit 10 ml THB-Fliissigndhrmedium gegeben und im Wasserbad bei 37°C
inkubiert. Die Inkubation dient der Vermehrung bzw. Expansion der Bakterien auf hohere
Konzentrationen. Die Dauer der Inkubation wurde so gewihlt, dass sich die Bakterienkolonie
sicher in der log-Phase des Bakterienwachstums befindet, es also in der Kultur noch zu einer

exponentiellen Teilungsrate kommt.

2.8.2 Ermittlung von Wachstumskurven fiir B-Streptokokken

Die verwendeten Bakterienstimme wurden nach dem Auftauen (wie unter 2.8.1 beschrieben)
in THB-Fliissigndhrmedien bei 37°C kultiviert. Um die optimale Wachstumsphase zu
ermitteln, wurden stiindlich Proben der Bakteriensuspension im Photometer bei einer
Wellenldnge von 600 nm gemessen und die entsprechenden Messwerte notiert. AnschlieBend
wurde diese Probe schrittweise verdiinnt und dann auf Agarplatten kultiviert, um die
zugehorige Bakterienkonzentration zur entsprechend gemessenen Extinktion zu erhalten.
Dazu wurde zu Beginn in eine Photometer-Kiivette das THB-Medium (1 ml) zur

Leerwertbestimmung gemessen. Nach einer Stunde erfolgte dann die Messung des THB-
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Mediums mit Bakteriensuspension. Die gemessene Extinktion wurde notiert und die
Bakteriensuspension nach  schrittweiser Verdiinnung, von 10 auf 10" der
Ausgangskonzentration auf Blutagar ausplattiert. Daflir wurde eine diinne Metallose in die
Bakteriensuspension getaucht und die so befeuchtete Ose dann in vorsichtigen, gleichmiBigen
Bewegungen liber die Agarplatte gefiihrt.

Analog wurde zu jeder weiteren Stunde mit der inkubierten Bakteriensuspension verfahren.
Allerdings wurde die Verdiinnung der Bakteriensuspension aufgrund der durch
Bakterienvermehrung nun angestiegenen Konzentration erweitert, ab der dritten Stunde bis
10'6, ab der 4. Stunde bis auf 10”. Nach Auszihlen der sichtbaren Bakterienkolonien auf den
Agarplatten und Zuordnung zu der gemessenen Extinktion konnten die Wachstumsphasen des
jeweiligen Bakterienstammes in einem Diagramm dargestellt werden. Anhand dieser
Diagramme, aufgefiihrt im Ergebnisteil unter 3.1, wurde die Zeit ermittelt, nach der sich die
Bakteriensupsension in der log-Phase befindet. Fiir die Versuche wurden die Bakterien stets

bis zu dieser Wachstumsphase inkubiert.

2.8.3 Bakterienvorbereitung fiir Adhésionsversuche

Fiir die Adhésionsversuche an Endothelzellen wurden die Bakterienstimme am Versuchstag
bis zur log-Phase ihres Wachstums inkubiert. Dann wurde die Bakteriensuspension bei 4°C
und 3500U/min fiir 10 Minuten zentrifugiert und anschlieBend mit 10 ml HBSS (++) bei 4°C
(Eiswasser) resuspendiert. Nach  Wiederholung der Zentrifugation wurde der
Bakterientliberstand entfernt. Im Photometer wurden 2 ml Zellkulturmedium (prf) der
entsprechenden Endothelzellart ohne Bakterien als Nullwert eingestellt. Danach wurden
solange kleine Mengen der Bakterien zu der Photometerkiivette gegeben, bis eine Extinktion
von 650 bei einer Wellenldnge von 600 nm (OD600) eingestellt war. Bei dieser Extinktion
betrigt die Bakterienkonzentration in der Kiivette etwa 10° Keime/ml.

Fiir die Adhdsionsversuche wurde diese Bakteriensuspension dann weiter zur gewiinschten
Konzentration verdiinnt, je nach benétigter Inokulationsmenge bzw. MOI (multiplicity of
infection = Anzahl der infektiosen Erreger pro Wirtszelle).

Die Bakteriensuspension wurde auf Eis gelagert bis der Adhidsionsversuch an den

Endothelzellen begann.

2.9 Flow-System

Um auf die kultivierten Endothelzellen eine definierte laminare Stromung, und damit eine

definierte Schubspannung wirken zu lassen, wurde eine Flusskammer benutzt, die von Vogel
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et al. entwickelt und im Detail beschrieben wurde (Vogel et al. 2007). Diese Kammer bildet
mit ithrer Unterseite im 6-Well einen Flusskanal aus, der an seinen Enden mit einem Einfluss-
bzw. Ausflusskanal verbunden ist. Uber Luer-Anschliisse kénnen diese Kanile mit einem
Schlauchsystem verbunden werden, das iiber eine Pumpe das gewiinschte Medium durch die
Flusskammer treibt. Das gesamte Flow-System ist in Abb. 9 schematisch dargestellt. In Abb.
8 (sieche Einleitung) sind das verwendete 6-well mit Metallrahmen zur Fixierung und die
Kammereinsitze im Schema festgehalten.

Fiir die Versuche wurden am Vortag die bendtigten Einzelteile des Flow-Systems, ohne
Einschaltung der Well-Platte mit Flusskammer montiert und der Infusionsbeutel mit 50 ml
Kulturmedium gefiillt. Dann wurde die Pumpe fiir einige Minuten gestartet, um den Kreislauf
zu entliiften und mit dem Medium zu fiillen. Das gesamte Flow-System, mit Ausnahme der
Pumpe, wurde anschlieBend bis zum Versuchstag etwa 24h zur CO,-Aquilibrierung im
Brutschrank gelagert. Am Versuchstag wurden die 6-Well-Platten mit den kultivierten
Endothelzellen einer Passagereihe in einen Metallrahmen fixiert und die Flusskammern auf
den Zellrasen gedriickt. Ein Metallsteg mit Bohrungen fiir eine Verschraubung mit dem
Metallrahmen wurde zur Stabilisierung der Kammern verschraubt. Zum Konnektieren der
Kammern mit dem Kreislauf wurden Luer-Adapter aus rostfreiem Edelstahl in die Einlass-
und Auslassoffnungen gesteckt und mit den Schlauchleitungen verbunden. Zwei
Flusskammern wurden dabei iiber eine kurze Perfusorleitung miteinander verbunden und
somit in Reihe geschaltet. Dabei wurde darauf geachtet, dass sich keine Luft im System
befindet. Das iibrige Medium im Well auBerhalb der Kammer wurde entfernt und die Pumpe

gestartet.
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Abb. 9: Skizze des Stromungsvarsuchas mit Rollespumpe

A Infusionsbautel mitMadivm —  LuverLock(,weiblich™)
B Infusionsleitbng E—
C Rollerpumps —
D Dimpfer
E  Wall-Platte mit Kammerainsitzen Luer Lock (,.minnlich)
F  Einstichdornmit Tropfkammer -

Konnte kein fehlerhafter Austritt von Medium beobachtet werden, wurde das gesamte Flow-
System (Pumpe, Infusionsbeutel mit Schlauchsystem und konnektierte 6-Well-Platten) fiir 4h
im Brutschrank inkubiert. Die Pumpeneinstellung betrug fiir die Rollerpumpe 400 ml/h, was
bei 37°C und einer Viskositit von 7.860 x 10 Ns/m” etwa einer Schubspannung von 1 Pa
entspricht.

Fiir langsamere Flussgeschwindigkeiten von 0,01 Pa (etwa 5 ml/h) wurde eine Pumpe mit
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Spindelantrieb verwendet, um einen kontinuierlichen Fliissigkeitsstrom zu erzielen. Dafiir
wurde ein modifizierter Aufbau des Flow-Systems benutzt (Abb. 10). Hier wurde der
Infusionsbeutel durch zwei Perfusorspritzen ersetzt. Eine wurde mit 30 ml Medium gefiillt
und iiber eine lange Infusionsleitung und die Schlauchverzweigungen an die kurzen
Leitungen und die Flusskammern angeschlossen. Dieser Aufbau wurde am Kammerauslass
wiederholt und am Ende der langen Leitung eine leere Perfusorspritze angeschlossen, die das
nicht-zirkulierende Medium auffangt. Nach Einsatz der Fluskammern in die Wells und
Anschluss der Pumpen und Leitungen wurde auch hier das gesamte System fiir die Dauer der

Bestromung (4h) in einem Brutschrank platziert.

—>
-
_

P1

P2

- g

%

6 well

Abb. 10: Skizze des Stromungsversuches mit Spindelpumpe (Perfusor®. P1) Perfusor mit Perfusorspritze (50 ml)
und Zellmedium. P2) Perfusorspritze (50 ml) allein als Auffangreservoir. Dazwischen 6-Well

2.10 Adhésionsassay

2.10.1 Adhésionsversuche an bestromten Endothelzellen

Nach 4 Stunden wurden die 6-Well-Platten aus dem Brutschrank entnommen und die

Flusskammern entfernt.

Nach vorsichtigem Waschen der Wells mit HBSS (++) wurden in alle Wells neue, offene

Kammereinsitze platziert und mittels Metallsteg fixiert, ohne dabei den Endothelzellrasen zu

beschadigen.

Durch die durchgehend offenen Kammereinsidtze wurde das HBSS-Medium aus den Wells
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entfernt und je 0,4 ml Bakteriensuspension zugegeben. Fiir die HBMEC-Versuche wurden
Konzentrationen von 5 x 10° Bakterien/ml, fiir die HUVEC-Versuche Konzentrationen von 2
x 10° Bakterien/ml benutzt. Beide Konzentrationen entsprechen einer MOI von 10,
entsprechend der unterschiedlichen Zelldichte der beiden Endothelzellarten. Die Wells
wurden dann mit sterilen medizinischen Kompressen abgedeckt im Brutschrank fiir 1 Stunde
inkubiert. Zusétzlich erfolgte die separate Inkubation von je zwei Proben zu 0,4 ml der zur
Adhision eingesetzten Bakteriensuspension als Kontrolle des Bakterienwachstums nach 1
Stunde. Nach der Inkubationszeit wurden die Wells 4 bis 5 mal vorsichtig mit HBSS (++)
gewaschen, um alle nicht adhdrenten Bakterien von den Endothelzellen zu entfernen. Nach
Zugabe von 0,4 ml Aqua dest. fiir 20 Minuten erfolgte die Ablosung des Zellrasens durch
kréftiges Spiilen der Losung im Well. Die geldsten Zellen wurden dann in 1 ml Eppendorf-
Rohrchen gegeben und schrittweise bis auf 10 verdiinnt. Die Kontrollbakteriensuspensionen
wurden bis auf 10 verdinnt. Die verdiinnten Adhdsionsproben wurden in vier Schritten
zwischen 107 und 107 auf Blutagarplatten zu je 10 pl ausgesit und iiber Nacht im
Brutschrank inkubiert. Analog wurden die Kontrollbakteriensuspensionen in Stufen als
Verdiinnungsreihe zwischen 10 und 10~ zu je 10 pl ausplattiert . Nach 24 Stunden erfolgte
die Zahlung der Bakterienkolonien fiir jede Verdiinnung und die Umrechnung in CFU/ml.

Eine Ausgangslosung von Bakterien in einer Konzentration von 1x10° CFU/ml
(Inkubationskonzentration) ergibt nach Verdiinnung bis zu 10 dann eine Konzentration von
10> CFU/ml. Bei einer Probe von 10 pl sollten also etwa 1 CFU auf der Agarplatte erscheinen.
Zudem sollte bei einer CFU von z.B. 5 auf der Agarplatte und einer Verdiinnung von z.B. 10™

eine Bakterienkonzentration von etwa 5x10° CFU/ml vorliegen.

2.10.2 Adhasionsversuche an TNF-a stimulierten Endothelzellen

Fir diese Versuche wurde dem Endothelzellmedium humanes TNF-o in einer
Endkonzentration von 10 ng/ml hinzugefiigt. Nach Entfernen des alten Mediums wurden 2 ml
des TNF-a-Mediums zu den Wells gegeben. Zur Kontrolle wurden andere Wells mit 2 ml
regulirem Medium ohne TNF-a-Zusatz befiillt. Alle Wells wurden anschlieBend fiir 4h im
Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubation folgten die Schritte des Adhésionsassays wie
unter Kapitel 2.10.1 beschrieben, aber ohne die Kammereinsidtze und dementsprechend nicht
mit 0,4 ml Bakteriensuspension, sondern mit je 2 ml der bendtigten Konzentration (2 x 10° fiir

HUVEC bzw. 5 x 10° fir HBMEC), um die gleiche MOI zu erzielen.
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2.11 Viabilititsmessung bestromter Zellen

Zur Bestitigung, dass die Endothelzellen durch die Stromungsversuche nicht zerstort werden,
wurde nach der 4-stiindigen Bestromung ein Life/Dead-Assay durchgefiihrt. Dabei werden
zwel fluoreszierende Farbstoffe, Calcein Acetoxymethyl (Calcein AM) und Ethidium
homodimer 1, den Zellen zugegeben. Calcein AM selbst zeigt keine Fluoreszenz, kann aber
die Zellmembran vitaler Zellen permeieren und ins Zellinnere gelangen. Dort wird es durch
eine enzymatische Abspaltung der Acetoxymethylgruppe in Calcein umgewandelt. Durch die
Bindung von Ca-lonen entsteht eine messbare Fluoreszenz. Im mikroskopischen Bild sind
vitale Zellen griin gefirbt erkennbar. Ethidium homodimer 1 farbt nur tote oder stark
geschidigte Zellen an, indem es durch die zerstorten Membranen avitaler Zellen gelangt. Es
bindet dann an DNA und produziert eine rotliche Fluoreszenz. Im mikroskopischen Bild
lassen sich so auf einfache Weise die roten, avitalen von den griinen, vitalen Zellen
unterscheiden. Zu Beginn der Farbung wurden die zuvor bestromten Zellen nach Entfernen
der Flusskammern dreimal mit HBSS gewaschen. AnschlieBend wurden 2 pl Calcein AM und
1 ul Ethidium in 1 ml prf-Kulturmedium hergestellt. Es wurde gerade so viel von der
Farbstofflosung in die Wells gegeben, bis der Boden gerade mit Fliissigkeit bedeckt ist.

Es folgt ein Inkubationsschritt von 15 Minuten im Brutschrank, und nach dem Entfernen der

Farblosung und Zugabe von prf-Kulturmedium wurden die Wells mikroskopiert.

2.12 Durchflusszytometrie (FACS)

2.12.1 Funktionsprinzip

Bei der Durchflusszytometrie mit dem FACS-Calibur (FACS = Fluorescent Activated Cell
Scanner) werden in Fliissigkeit suspendierte Zellen, die vereinzelt durch eine Kapillare
flieBen, von zwei Laserstrahlen unterschiedlicher Wellenldnge getroffen. Die dabei
entstehende Lichtstreuung wird gemessen. Unterschieden werden dabei die Vorwirtsstreuung
(FSC= forward scatter) und die Seitwartsstreuung (SSC= sideward scatter). Der FSC
korreliert mit der ZellgroBe, der SSC mit der Menge und Dichte der Zellgranula und des
Zellkernes. Durch zusitzliche Farbdetektoren (im Schema mit FL2 bezeichnet) konnen auch
fluoreszierende Farbstoffe der Zelle bzw. markierter Zellstrukturen gemessen werden, da sie
nach Anregung durch das Laserlicht ihre charakteristische Fluoreszenzstrahlung emittieren
(Abb. 11). Somit konnte im Versuch die Menge der markierten ICAM-1 Proteine unter den

jeweiligen Bedingungen semi-quantitativ verglichen werden.
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2.12.2 Semiquantitative Messung der ICAM-Expression bestromter

Endothelzellen

Zur Ermittlung der Menge von ICAM-1 auf den Endothelzellen wurde wie folgt vorgegangen.
Konfluente Wells mit HUVEC und HBMEC wurden fiir 4 h einer Schubspannung von 1 Pa
(400 ml/h) oder 0,01 Pa (Kontrolle) ausgesetzt, 4 h mit 20ng/2ml TNF-a oder nativ inkubiert.
Mit Hilfe der Durchflusszytometrie (FACS) wurden die antikdrpermarkierten ICAM-1
Adhisionsproteine gemessen. Dazu wurden nach der Bestromung die Flusskammern entfernt
und die Wells zweimal mit PBS gewaschen. Nach Einsetzen der offenen Kammern wurden in
jedes Well 0,5 ml Accutase zur schonenden Ablosung der Endothelzellen zugegeben und die
Zellen fiir 15 Minuten im Brutschrank inkubiert. Die Wells, die mit TNF-a stimuliert wurden,
konnten mit 2 ml Accutase und ohne Kammereinsétze abgelost werden. Anschliefend wurden
die Wells mit PBS-Losung (10% FCS) mehrmals gespiilt und die Zellsuspension in 12 ml
Falcon-Rohrchen mit PBS (10% FCS) aufgefangen. Nach einem Zentrifugationsschritt bei
4°C und 300g fiir 5 Minuten und Dekantieren des Uberstandes wurden die Zellen in 1 ml PBS
(1% FCS) resuspendiert. Nach der Verteilung von je 300 pl der Zellen auf FACS-R6hrchen
und erneuter Zugabe von 1 ml PBS (1% FCS) wurden die Zellen nochmals zentrifugiert (4°C,
300g, 5 min.). Nach Dekantieren des Uberstandes wurde den Roéhrchen 20 pl des
farbstoffgekoppelten ICAM-Antikorpers (PE Mouse Anti-human CD-54) zugegeben und die
Proben 15 Minuten dunkel auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden den Proben 2 ml PBS (1%
FCS) zugegeben und sie wurden nochmals zentrifugiert (4°C, 300g, 5 min.). Nach
Dekantieren des Uberstandes und Resuspension der Proben in je 300 ul PBS (1% FCS)
konnten die Proben, stindig dunkel und gekiihlt gelagert, durchflusszytometrisch gemessen

werden.
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Abb. 11: Schema des FACS-Prinzips. Blauer Pfeil entspricht dem blauen Laserstrahl mit einer Wellenldnge von
488 nm, roter Pfeil entspricht dem roten Laserstrahl mit einer Wellenldnge von 633 nm. Spiegel zur Lenkung der
Laserstrahlen bzw. des Streulichtes sind mit( a) gekennzeichnet. Verschiedene Lichtfilter sind in den

Strahlengang eingeschaltet und mit (b) bezeichnet. SSC, FCS und FL?2 sind Detektoren. (Modifiziert nach Nunez,
Rafael 2001)
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3. Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden zwei Endothelien (HUVEC und HBMEC) zum einen zur
Quantifizierung der Adhésion von Gruppe B- Streptokokken der Serogruppe la und III, zum
anderen zur Analyse der ICAM-1 Expression mittels FACS (Fluorescence Activated Cell
Scanner) verwendet. Die Zellen wurden mit einer Schubspannung beaufschlagt. Alle Versuche
wurden um eine zweite Bedingung, die stimulatorische Gabe von TNF-a zu den Zellen,
erweitert. Als Kontrolle wurden native Endothelzellen, die ohne Stimulus in eigenen Wells

mitkultiviert wurden, untersucht.

3.1 Wachstumskurven fiir Streptokokken Stamm G1

Um die optimale Wachstumsphase der verwendeten Bakteriensuspension des
Streptokokkenstammes G1 zu ermitteln, wurde wie unter 2.8.2 beschrieben eine

Wachstumskurve fir die G1 - Keime erstellt.

Wachstumskurve G1

Log-Phase
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Abb. 12: Wachstumskurve GBS 6313 (G1). Aufgetragen sind die im Photometer gemessenen Extinktionswerte im

zeitlichen Verlauf.

In Abb. 12 sind die Extinktionswerte einer Bakteriensuspension des G1 Stammes bei einer
Wellenldnge von 600 nm (OD600) im zeitlichen Verlauf iiber 6 Stunden dargestellt. Zwischen
2 und 4 Stunden Inkubation befinden sich die Bakterien in der log-Phase ihres Wachstums.
G1 Streptokokken wurden daher fiir diese Arbeit immer 2 Stunden inkubiert und dann in der
so ermittelten log-Phase fiir die Versuche benutzt. Analog wurde fiir die Bakterien des R1

Stammes verfahren.
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3.2 Bestimmung der Zellzahl pro Fliche
Zur Bestimmung der Zelldichte in den verwendeten Wells, wurden HBMEC und HUVEC bis

zur Konfluenz kultiviert. Im Anschluss erfolgte die Farbung von mehreren 6-Wells mit DAPL

Abb. 13: DAPI-Firbung HUVEC. Mikroskopisches Bild (P4-062)

88 Zellen

Abb. 14: DAPI-Firbung HBMEC. Mikroskopisches Bild (P32-043)

Die dann fluoreszenzmikroskopisch deutlich erkennbaren Zellkerne konnten unter dem

-38 -



Mikroskop gezdhlt werden (Abb. 13 und 14). Hierfir wurden je Gesichtsfeld nur die
Zellkerne gezéhlt, die mit ihrem kompletten Umfang im Bildausschnitt zu sehen waren.
Sobald ein Teil des Kernes aufBerhalb des Gesichtsfeldes lag, wurde der Kern nicht
beriicksichtigt.

Die Auszéhlung von zwei Wells mit je 10 Gesichtsfeldern ergab folgende Werte:

DAPI-Farbung HBMEC DAPI-Farbung HUVEC
Gesichtsfeld Kerne Mittelwert Gesichtsfeld Kerne Mittelwert
Bild 24 (1): 100 Bild 44 (1): 17
Bild 25 (2): 89 Bild 45 (2): 12
Bild 26 (3): 98 Bild 46 (3): 24
Bild 27 (4): 99 Bild 47 (4): 20
Bild 28 (5): 89 Bild 48 (5): 25
Bild 29 (6): 81 Bild 49 (6): 12
Bild 30 (7): 89 Bild 51 (7): 19
Bild 31 (8): 83 Bild 52 (8): 10
Bild 32 (9): 82 Bild 53 (9): 13
Bild 33 (10): 67 82 Bild 54 (10): 9 17
Bild 34 (11): 34 Bild 55 (11): 13
Bild 35 (12): 45 Bild 56 (12): 23
Bild 36 (13): 66 Bild 57 (13): 12
Bild 37 (14): 66 Bild 58 (14): 20
Bild 38 (15): 124 Bild 59 (15): 32
Bild 39 (16): 68 Bild 60 (16): 13
Bild 40 (17): 69 Bild 61 (17): 16
Bild 41 (18): 102 Bild 62 (18): 25
Bild 42 (19): 101 Bild 63 (19): 9
Bild 43 (20): 88 Bild 64 (20): 16
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Bei einer GroBe des Gesichtsfeldes von 37533 pm? ergeben sich, nach unten aufgefiihrter

Rechnung, folgende Zelldichten:

HBMEC: HUVEC:

82 /37533 um?*=X/1 cm? 17/37533 um* =X/ 1 cm?
> 82/37533 um?x 1 cm? =X > 17/37533 um?*x 1 ecm? =X
> 218474 =X > 45293 =X
Also: 218.474 Zellen / cm? Also: 45.293 Zellen / cm?

Anhand dieser Zelldichtenbestimmung konnten dann die gewiinschten Bakterienzahlen pro

Zelle als MOI 10 eingesetzt werden.

3.3 Nachweis intakter Zellen nach Stromungsversuchen

Um zu zeigen, dass die bestromten Zellen nach dem Stimulus noch intakt bzw. lebensfihig

sind, wurden exemplarisch Vitalfarbungen angefertigt (Abb 15).

Abb. 15: Life/Dead-Fdrbung HUVEC. Mikroskopisches Bild (Kontrolle-0008) von HUVEC in Zellkultur nach

Bestrémung von 4 Stunden. Griin sind vitale Zellen angefiirbt, rot sind tote oder zerstorte Zellen markiert.

Anhand eines Life/Dead-Assays konnte gezeigt werden, dass der Zellrasen nahezu vollstindig
aus vitalen Zellen bestand. Der Anteil avitaler Zellen betrug ca. 5% (8 von 144 Zellen). Die
Morphologie vor Scherkraft-Applikation war gekennzeichnet von polygonaler Zellform und

pflastersteinartigem Aussehen. Durch Applikation der Scherkraft kam es zu einer Elongation
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und Ausrichtung in Strdmungsrichtung (qualitative Beobachtung ohne Messung).

3.4 Adhasion des G1-Stammes an HBMEC

Es wurden Adhisionsversuche an HBMEC mit Gruppe B-Streptokokken des Serotyps III
(G1-Stamm) durchgefiihrt (n=3). Bestimmt wurde die Anzahl adhirenter (und invadierter)
Bakterien entweder nach Stimulation der Zellen durch 4 Stunden Bestromung mit einer
Scherkraft von 1 Pa, einer Bestromung von 4 Stunden mit 0,01 Pa (Kontrolle flow), einer
Stimulation durch 10 ng/ml TNF-a fiir 4 Stunden oder aus Wells ohne jegliche Intervention
(Kontrolle TNF). Gezeigt sind die Mittelwerte der 3 Versuche, wobei bei jedem einzelnen
Versuch mindestens Doppelwerte fiir die jeweilige Bedingung erstellt wurden (Abb. 16). Die

einzelnen Adhisionswerte sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Datentabelle Adh&sion von GBS 6313 (G1) an

HBMEC

Adasion nach 1hin

CFU/ml

(Prozent Adhdsion bezogen auf Mittelwert
Bakterienwachstum)

Versuch 4h flow 4h flow 0,01 4h TNF- 4h Bakterienwachstum
(n) 1Pa Pa alpha Kontrolle 1h
% % % %
CFU/ml Adhasion | CFU/ml Adhésion | CFU/ml Adhédsion | CFU/ml Adhéasion | CFU/ml
1| 5,10E+06 11,50 3,10E+06 6,99 | 8,30E+06 18,72 | 6,70E+06 15,11 | 4,60E+07
5,05E+06 11,39 3,15E+06 7,11 1,07E+07 24,14 | 7,00E+06 15,79 3,40E+07
5,40E+06 12,18 4,50E+06 10,15
2| 2,75E+06 6,20 3,05E+06 6,88 | 7,50E+06 16,92 | 7,00E+06 15,79 | 6,50E+07
2,00E+06 4,51 4,80E+06 10,83 | 6,40E+06 14,44 | 5,50E+06 12,41 | 5,40E+07
1,85E+06 4,17 3,00E+06 6,77 | 6,20E+06 13,98 | 6,40E+06 14,44
3| 3,60E+06 8,12 2,45E+06 5,53 | 5,30E+06 11,95| 6,60E+06 14,89 | 3,50E+07
2,00E+06 4,51 1,95E+06 4,40 | 6,90E+06 15,56 | 5,60E+06 12,63 | 3,20E+07
Mittel-
wert: 3,47E+06 7,82 3,25E+06 7,33 7,33E+06 16,53  6,40E+06 14,44

Tabelle 1: Datentabelle Adhdsion GBS 6313 (G1) an HBMEC. Adhdsionswerte unter den 4

verschiedenen Stimulationsarten (1 Pa, 0,01 Pa, TNF-alpha 10 ng/ml und unbehandelte Kontrollen) an HBMEC.

Gezeigt sind die Prozentwerte der Adhdsion bezogen auf den Mittelwert der Bakterienzahl, die sich insgesamt

nach 1h Inkubation ergibt. Zusdtzlich Mittelwert.
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Adhasion von GBS 6313 (G1) an HBMEC
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Abb. 16: Adhdsion GBS 6313 (G1) an HBMEC. Sdulendiagramm der Mittelwerte der Adhdsion. Dargestellt sind
die 4 Bedingungen flow 1 Pa, flow 0,01 Pa, TNF-alpha und unbehandelte Kontrollen.

Der Mittelwert der mit 1 Pa bestromten Zellen mit 7,82 % Adhésion unterscheidet sich nicht
signifikant zu den mit unbestrdomten Zellen (Kontrollen) mit 7,33 %  Adhésion. Die
Berechnung des zweiseitigen T-Tests ergibt einen p-Wert von 0,65 und erreicht somit nicht
das Signifikanzniveau von 0,05. Auch die Mittelwerte der TNF-alpha stimulierten Zellen
(16,53 % Adhésion) zu den mit unbestromten Zellen (Kontrollen) (7,33% Adhésion) ergaben
im zweiseitigen T-Test keinen signifikanten Unterschied (p-Wert von 0,18).

3.5 Adhésion des R1-Stammes an HBMEC
Es wurden weitere Adhisionsversuche an HBMEC mit Gruppe-B Streptokokken (hier R1-

Stamm) durchgefiihrt. Hier wurde ebenfalls die Bakterienadhdsion nach 4 Stunden
Bestromung mit 1 Pa, 0,01 Pa (Kontrolle flow), 4 Stunden Stimulation mit TNF-a und an
unbehandelten Zellen (Kontrolle TNF) gemessen. Gezeigt sind die Mittelwerte aus 3
Versuchen (Abb. 17), wobei pro Versuch mindestens Doppelwerte fiir die jeweiligen
Bedingungen gemessen wurden. Die einzelnen Adhidsionswerte sind in Tabelle 2

zusammengefasst.
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Datentabelle Adhédsion von GBS 90356 (R1) an

HBMEC

Adasion nach 1hin

CFU/ml

(Prozent Adhasion auf Mittelwert
Bakterienwachstum)

Versuch 4h flow 4h flow 0,01 4h TNF- 4h
(n) 1Pa Pa alpha Kontrolle Bakterienwachstum 1h
% % % %
CFU/ml Adhéasion | CFU/ml Adhiasion | CFU/ml Adhéasion | CFU/ml Adhéasion | CFU/ml
1| 9,00E+05 1,44 7,50E+05 1,20| 6,00E+05 0,96 | 5,60E+05 0,90 | 9,00E+07
2,50E+05 0,40 7,00E+05 1,12 | 5,40E+05 0,87 | 4,10E+05 0,66 | 1,07E+08
4,00E+05 0,64 1,15E+05 0,18
2| 4,50E+05 0,72 5,50E+05 0,88 | 3,30E+05 0,53 | 4,20E+05 0,67 | 1,80E+07
3,00E+05 0,48 3,00E+05 0,48 | 2,90E+05 0,47 | 4,10E+05 0,66 | 1,80E+07
5,00E+05 0,80 5,50E+05 0,88 | 3,40E+05 0,55| 4,50E+05 0,72
3| 9,00E+05 1,44 4,00E+05 0,64 4,00E+05 0,64 | 3,50E+05 0,56 | 7,10E+07
1,25E+06 2,01 3,50E+05 0,56 | 3,10E+05 0,50 | 3,40E+05 0,55| 7,00E+07
Mittel-
wert: 0,99 0,74 0,65 0,67

Tabelle 2: Datentabelle fiir die Versuche mit GBS 90356 (R1) und die Adhdsionswerte unter den 4
verschiedenen Stimulationsarten (1 Pa, 0,01 Pa, TNF-alpha 10 ng/ml und unbehandelte Kontrollen) an HBMEC.

Gezeigt sind die Prozentwerte der Adhdsion bezogen auf den Mittelwert der Bakterienzahl, die sich insgesamt

nach 1h Inkubation ergibt. Zusdtzlich Mittelwert und Standardabweichung (o)

Adhéasion (%)

1,80

Adhasion von GBS 90356 (R1) an HEMEC

1,60

140

1.20

1,00

0.80

0.60

040
0,20
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aflow 1 Pa @flow 0,01 Pa B TNF-alpha [ Kontrolle

Abb. 17: Adhdsion GBS 90356 (R1) an HBMEC. Sdulendiagramm der Mittelwerte der Adhdsion. Dargestellt
sind die 4 Bedingungen flow 1 Pa, flow 0,01 Pa, TNF-alpha und unbehandelte Kontrollen.
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Der Mittelwert der mit 1 Pa bestromten Zellen liegt bei 0,99 % Adhésion, der Mittelwert der
mit 0,01 Pa bestromten Zellen bei 0,74 % Adhision. Der auf diese Bedingungen angewendete
T-Test ergibt einen p-Wert von 0,15. Der Mittelwert der TNF stimulierten Zellen liegt bei 0,64
%, der Mittelwert der unbehandelten Kontrollen bei 0,67 %. Der T-Test ergibt hierbei einen p-
Wert von 0,37. Somit sind die Unterschiede beider Bedingungen nicht als signifikant zu

werten.

3.6 Adhasion des G1-Stammes an HUVEC

Analog den Adhésionsversuchen an HBMEC wurden fiir HUVEC Adhésionsversuche mit
Gruppe-B Streptokokken Serotyp III (hier als G1 bezeichnet) und den 4 Bedingungen (flow
1Pa, flow Kontrolle, TNF-a, unbehandelt) durchgefiihrt. In den einzelnen Versuchen wurden

jeweils Doppelwerte fiir die Bakterienadhésion jeder Versuchsbedingung bestimmt (Tabelle 3
und Abb. 18)

Datentabelle Adhdsion von GBS 6313 (G1) an
HUVEC

Adasion nach 1hin

CFU/ml

(Prozent Adhéasion bezogen auf Mittelwert
Bakterienwachstum)

Versuch 4h flow 4h flow 0,01 4h TNF- 4h
(n) 1Pa Pa alpha Kontrolle Bakterienwachstum 1h
% % % %
CFU/ml Adhésion | CFU/ml Adhasion | CFU/ml Adhision | CFU/ml Adhision | CFU/ml
1| 4,00E+04 0,25 1,00E+05 0,62 | 6,00E+04 0,37 9,00E+04 0,56 | 1,80E+07
2,00E+04 0,12 3,00E+04 0,19| 7,00E+04 0,43 3,00E+04 0,19 | 1,60E+07
2| 2,50E+05 0,02 2,00E+05 1,24 | 1,15E+05 0,711 1,30E+05 0,80 | 1,30E+07
1,60E+05 0,99 1,40E+05 0,87 | 1,20E+05 0,74 | 7,00E+04 0,43 | 2,20E+07
3| 5,10E+04 0,32 9,00E+04 0,56 | 7,50E+04 0,46 | 5,00E+04 0,31| 1,40E+07
6,60E+04 0,41 9,00E+04 0,56 | 3,30E+04 0,20 6,70E+04 0,41 | 1,40E+07

Mittel-
wert: 9,78E+04 0,61 1,08E+05 0,67  7,88E+04 0,49  7,28E+04 0,45-

Tabelle 3: Datentabelle fiir die Versuche mit GBS 6313 (G1) und die Adhdisionswerte unter den 4
verschiedenen Stimulationsarten (1 Pa, 0,01 Pa, TNF-alpha 10 ng/ml und unbehandelte Kontrollen) an HUVEC.
Gezeigt sind die Prozentwerte der Adhdsion bezogen auf den Mittelwert der Bakterienzahl, die sich insgesamt

nach 1h Inkubation ergibt.
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Der Mittelwert fiir die Bedingung 1 Pa liegt hier bei 0,61 %, der Mittelwert der Bedingung
ohne Bestromung (Kontrolle) liegt bei 0,45 %. Der p-Wert nach Anwendung des T-Tests auf
diese Bedingungen ergab einen p-Wert von 0,56. Der Mittelwert der Versuche fiir die TNF-a
stimulierten Zellen liegt bei 0,49 %, der Mittelwert der Adhdsion unbehandelter Zellen liegt
bei 0,45 %. Beim Vergleich dieser Bedingungen auf einen signifikanten Unterschied mittels
T-Tests, ergibt sich ein p-Wert von 0,77. Somit sind bei der Adhésion an HUVEC keine

signifikanten Unterschiede unter den verschiedenen Bedingungen zu erfassen.

Adhasion von GBS 6313 (G1) an HUVEC

1,40
1,20
1,00
0,80

=1 L I\

Stimulation

Adhdsion (%)

Oflow 1 Pa mflow 0,01 Pa & TNF-alpha = Kontrolle

Abb. 18: Adhdsion GBS 6313 (G1) an HUVEC. Dargestellt sind die 4 Bedingungen flow I Pa, flow 0,01 Pa,
TNF-alpha und unbehandelte Kontrollen.

3.7 ICAM-Messung an HBMEC

Zur Messung des Zelloberflachenproteins ICAM-1 wurde wie in Kapitel 2.12.2 verfahren.
Hier wurde der Effekt der vier zuvor gewéhlten Bedingungen (0,01 Pa, 1 Pa, TNF-q,
unbehandelt) auf die Expression dieses Molekiils gemessen. Dafiir wurden 6 Versuche
durchgefiihrt, in denen innerhalb eines Versuches alle 4 Bedingungen erhoben wurden. Die im
FACS gemessenen Fluoreszenzwerte der Versuche sind in Tab. 4 als Mittelwerte mit

zugehorigen Standartabweichungen dargestellt.

- 45 -



ICAM-1 Expression in HBMEC
Versuch (n) 4h flow 1Pa 4h flow 0,01 Pa 4h TNF-alpha 4h Kontrolle
1 6,20E+02 4,62E+02 9,43E+02 3,92E+02
2 5,34E+02 3,57E+02 1,20E+03 4,11E+02
3 8,64E+02 4,53E+02 4,57E+03 4,40E+02
4 5,96E+02 6,00E+02 3,50E+03 5,98E+02
5 3,52E+02 2,60E+02 1,99E+03 3,10E+02
6 4,09E+02 4,07E+02 1,55E+03 3,59E+02
Mittelwert: 5,62E+02 4,23E+02 2,29E+03 4,18E+02
Standardabweichung: 1,81E+02 1,14E+02 1,43E+03 9,88E+01

Tabelle 4: ICAM-Expresion in HBMEC nach Simulation. Werte der FACS-Messung der fluoreszenzmarkierten
ICAM-1 Molekiile auf HBMEC nach Bestromung mit 1 Pa, 0,01 Pa, Stimulation mit TNF-alpha und

unbehandelter Kontrollen.

Es zeigt sich eine Zunahme des Mittelwertes und des Median bei den Zellen, die mit 1 Pa
bestromt wurden im Vergleich mit den unbestromten Kontrollen und den Zellen, die mit 0,01
Pa bestromt wurden. Nach TNF-o- Stimulation mit 10 ng/ml zeigten sich die hochsten
Expressionswerte.

Die Unterschiede zwischen den verschiedenen Bedingungen wurden mittels nicht-
parametrischem Wilcoxon-Test auf Signifikanz iiberpriift. Dabei ergab der Vergleich der
ICAM-Expression der unbehandelten Kontrollen zu den mit 0,01 Pa bestromten Zellen keinen
signifikanten Unterschied (P-Wert von 0,99). Somit zeigten weder die mit langsamer
Stromung, noch die nativen Zellkulturen eine relevant unterschiedliche ICAM-Expression.
Nach einer vierstiindigen Applikation einer Schubspannung in der Héhe von 1 Pa, kam es zu
einem signifikanten Anstieg der ICAM-1 Expression gegeniiber der nativen Bedingung von
im Mittel etwa 4.184 Einheiten auf etwa 5.622 Einheiten (P-Wert von 0,04).

Nach vierstiindiger Stimulation mit TNF-alpha zeigte sich eine signifikante Erhohung der
ICAM-1 Expression von etwa 4.184 auf 22.915 Einheiten (P-Wert von < 0,001). Die
Verteilung der Daten und deren Bezichung zueinander sind in einem Boxplot graphisch

dargestellt (Abb. 19).
- 46 -



ICAM-1 expression in HBMEC
4
—
3 —
o
H_
-
&
c 2
o
7]
5
5 1
2 4-
[
™
E
b2y -
- 0 - T
-1 | | |
0.01 Pa 1 Pa TNF-alpha
10ng/ml

Abb. 19: ICAM-Expression in HBMEC nach Stimulation. Boxplot mit Darstellung der gemessenen ICAM-1

Expression nach Bestromung mit 1 Pa, 0,01 Pa, nach TNF-alpha Stimulation und bei unbehandelten Kontrollen.

3.8 ICAM- Messung an HUVEC

Die Messungen der ICAM-Expression an HUVECs wurden, wie oben, unter 4 verschiedenen
Bedingungen gemessen. Es wurden hierfiir 8 Versuche durchgefiihrt, die in die Auswertung
eingingen. Es sind die Mittelwerte und die Standardabweichung in Tabelle 5

zusammengefasst.
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ICAM-1 Expression in HUVEC
Versuch (n) 4h flow 1Pa 4h flow 0,01 Pa 4h TNF-alpha 4h Kontrolle
1 3,63E+01 3,40E+01 7,74E+02 2,21E+01
2 3,30E+01 2,62E+01 8,98E+02 2,30E+01
3 3,86E+01 2,36E+01 1,20E+03 2,05E+01
4 6,87E+01 5,51E+01 1,06E+03 3,30E+01
5 5,84E+01 4,59E+01 1,08E+03 3,62E+01
6 7,61E+01 5,54E+01 1,48E+03 4,28E+01
7 6,72E+01 5,34E+01 1,27E+03 3,97E+01
8 7,01E+01 6,10E+01 1,27E+03 4,12E+01
Mittelwert: 5,61E+01 4,43E+01 1,13E+03 3,23E+01
Standardabweichung: 1,74E+01 1,45E+01 226,4680055 9,167727168

Tabelle 5: Werte der FACS-Messung der fluoreszenzmarkierten ICAM-1 Molekiile auf HUVEC nach Bestrémung
mit 1 Pa, 0,01 Pa, Stimulation mit TNF-alpha und unbehandelte Kontrollen.

Hier zeigt sich ein Zuwachs der Mittelwerte bei einem shear stress von 1 Pa im Vergleich zu
0,01 Pa. Die Expressionswerte fiir die TNF-a stimulierten Zellen zeigen deutlich hohere
Werte als unstimulierte Zellen. Abb. 20 zeigt die Werte in graphischer Darstellung als
Boxplot.

Nach vierstiindiger Bestromung der Zellen mit einer Schubspannung von 1 Pa kam es zu einer
signifikanten Steigerung der ICAM-1 Expression im Vergleich zu den nicht bestromten Zellen
(P-Wert von <0,01). Im Vergleich zu den vierstiindigen mit 0,01 Pa bestromten Zellen stieg
die ICAM-1 Expression signifikant nach Applikation von 1 Pa iiber diesen Zeitraum (P-Wert
von 0,002). Nach vierstiindiger Stimulation der Zellen mit TNF-alpha wurde eine signifikante
Steigerung der ICAM-Expression im Vergleich zu den mit 0,01 Pa stimulierten Zellen
gemessen (P-Wert von < 0,001).
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Abb. 20: ICAM-Expresion in HUVEC nach Stimulation. Boxplot mit Darstellung der gemessenen ICAM-1

Expression nach Bestromung mit 1 Pa, 0,01 Pa, nach TNF-alpha Stimulation und bei unbehandelten Kontrollen.
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4. Diskussion

4.1 Versuchsplanung, Aufbau und Methodik

Ziel dieser Arbeit war es, einen mdglichen Einfluss einer physiologischen Scherkraft auf die
Adhidsion von Gruppe-B-Streptokokken an humanen Endothelzellen aufzudecken. Wie
einleitend dargestellt, spielen die Interaktionen der Bakterien mit den Endothelien des
Gefallsystems eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der Infektion. Fiir die Untersuchung
dieser Fragestellung wurde hierzu ein experimentelles Setup entwickelt.

Ein Vorteil des hier verwendeten Systems besteht in der Anwendbarkeit mit gewohnlichen
Zellkulturschalen. Der hier verwendete Einsatz kann durch einfaches Einsetzen in die 6-well-
multidishes platziert werden. Dabei bildet er am Boden des Wells einen Flusskanal, der iiber
die ebenfalls bereits im FEinsatz befindlichen Offnungen an einen Fliissigkeitskreislauf
angeschlossen werden kann. Zudem erlaubt das transparente Material des Einsatzes eine
mikroskopische Beobachtung der Zellen unter Flussbedingungen.

Andere Flusskammern, wie z.B. die Parallel-Platten-Flusskammer, arbeiten im Unterschied
dazu mit Objekttragern, auf denen ein Zellrasen angeziichtet wird. Transparenz und ,,real-
time*“-Beobachtungen sind aber auch hier moglich (Lane et al. 2012, Hochmuth et al. 1973).
Der grof3e Vorteil des hier verwendeten Ansatzes liegt in der Wiederholung und gleichzeitigen
Verwendung z.B. mehrerer Einsétze auf einer multi-well-Zellkulturplatte.

So konnten in dieser Arbeit 4-6 Wells einer 6-well-Kulturplatte gleichzeitig unter
Stromungsbedingungen untersucht werden. Zudem ist eine parallele oder auch hintereinander
»geschaltete™ Bestromung moglich.

Theoretisch kann dies auch mit der Parallel-Platten-Flusskammer erfolgen, erfordert aber zum
einen die Pridparation mehrere Objekttriger mit Zellrasen, zum anderen sind die bisherigen
Parallel-Platten-Flusskammern noch relativ gro3 proportioniert und kaum fiir eine
gleichzeitige Anwendung mehrerer Kammern geeignet.

Der Nachteil der hier verwendeten Flusskammer ist allerdings, dass der urspriingliche
Zellrasen im Well definitiv beschddigt wird. Der Anteil des Zellrasens, der aullerhalb des
Flusskanals liegt, wird dabei im Normalfall beschéddigt und stirbt ab. Zudem konnte der
Zelluntergang direkt auf der Auflagefliche des Kammereinsatzes zu einer Freisetzung
chemischer Mediatoren fiithren, deren Einfluss auf die iibrigen Zellen im Flusskanal noch
nicht durch Studien untersucht wurde.

Hier hat die Methode der Parallel-Platten-Flusskammer den Vorteil, dass alle Zellen auf dem
Objekttrager auch im Flusskanal liegen und durch den passgenauen Zusammenbau keine

wesentlichen Schiden am Zellrasen auftreten sollten.
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Beide Flusskammern miissen nach Benutzung gesdubert und sterilisiert werden. Die hier
verwendeten ~Kammereinsidtze zeigen dabei nach mehreren Sduberungs- und
Sterilisationsvorgingen eine zunehmende Abnutzung und Transparenzminderung, sodass die
optische Qualitdt begrenzt ist. Zusammenfassend liegt der groe Vorteil fiir die in dieser
Arbeit benutzten Kammereinsétze in der einfachen Nutzung ohne aufwendige Vorbereitungen
der zu untersuchenden Zellen (wie etwa das Anziichten auf Objekttrigern) und der hohen
Anzahl an durchfiihrbaren Untersuchungen, teilweise parallel auf einer Well-Platte.

Erwdhnt werden sollte, dass auch die cone-and-plate Flusskammer Vorteile, aber auch
Nachteile fiir Stromungsuntersuchungen bietet. Von Vorteil ist hier sicherlich der geringe
Kulturmedienverbrauch, da es hier keinen Kreislauf braucht, der iiber ein Pumpensystem in
Gang gehalten wird. Auch die Anzucht der zu untersuchenden Zellen ist einfach und
praktisch, da sie direkt in einer Kulturschale gelingt, die ohne weitere Behandlung fiir die
Untersuchung verwendet werden kann. Einer der grof8ten Nachteile besteht allerdings im
Flussprofil tiber dem Zellrasen. Es konnte gezeigt werden, dass es je nach Entfernung von der
rotierenden Spitze Areale mit unterschiedlichen Schubspannungswerten gibt (Buschmann et
al. 2005). Somit kann man nur einen Teilbereich der Zellkultur mit ein und derselben
Schubspannung beaufschlagen.

Auch die Beobachtung der Zellen unter Stromung in Echtzeit (z.B. durch ein Mikroskop oder
eine Kamera) ist durch den Kegel behindert. Ein weiterer Nachteil ist die fehlende
Moglichkeit wiederholter Probeentnahmen aus dem Well. Will man z.B. Zellkulturmedium
auf mogliche Zytokine untersuchen, ist dies sowohl beim Parallel-Platten-Aufbau als auch bei
den hier verwendeten Flusskammern ohne Weiteres aus dem Kreislauf moglich (z.B. am
Auslass der Kammern). Beim cone-and-plate apparatus reduziert eine Probeentnahme nicht
nur die Mediumsmenge, welche sich ggf. auf das Stromungsprofil auswirkt, sondern ist auch
technisch schwieriger zu realisieren.

Letztendlich hidngt die Wahl der verwendeten Flusskammer von der Fragestellung, der
Berticksichtigung von Vor- und Nachteilen der jeweiligen Apparatur, und auch von der

Erfahrung im Umgang mit den Systemen ab.

Grundlegend fiir die eigentliche Durchfiihrung der Untersuchung ist die Definition der zu
kontrollierenden Nebenbedingungen bzw. Aullenbedingungen (Kontrollvariablen), die
moglichst konstant gehalten werden miissen und der Interventionsvariable (unabhdngige
Variable) sowie des zu messenden Effektes (abhidngige Variable). Die Kontrolle moglichst
aller AuBBenbedingungen erhoht die Wahrscheinlichkeit, dass der gemessene Effekt auf die

vom Untersucher eingesetzte unabhédngige Variable zurlickzufiihren ist (Bortz und Doring
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2002). Bei der Versuchsplanung wurde in dieser Arbeit darauf geachtet, dass alle bekannten
und potentiellen Variablen, die als Moderatorvariable den Einfluss der unabhédngigen auf die
abhingige Variable verdndern konnten, ausgeschaltet oder konstant gehalten wurden. Schon
bei der Anzucht der Endothelzellen in den Kulturschalen und den 6-Well-Platten wurde
immer nach demselben Protokoll vorgegangen, sodass sich die verwendeten Zellen (und
Bakterien) immer in einer dhnlichen Zellpassage (HBMEC Passage 22-30, HUVEC Passage
3-4) und Wachstumsphase (Wachstum bis zur Konfluenz) befanden. Ein Uberschreiten des
Passageintervalls oder ein ldnger als 24 Stunden bestehendes konfluentes Wachstum wurde
vermieden.

Der Versuchsaufbau erfolgte standardisiert anhand von Protokollen und Aufbauskizzen (s. 2.
Methoden). Die verwendeten Materialien waren entweder sterile Einmalartikel in
entsprechender Verpackung und vom Hersteller als baugleich ausgewiesen, oder sie wurden
steril neu verpackt. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte ebenfalls nach festen Protokollen und
in gleicher Weise. Versuche, die wihrend der Durchfiihrung Stérungen aufwiesen
(Pumpendefekt, Zellkontamination, u.d.), wurden vermerkt und fiir die spéteren
Auswertungen nicht verwendet. Eine strenge zeitliche Planung aller Versuche, beispielsweise
immer zu einem vergleichbaren Zeitpunkt am Vormittag, gab es nicht. Zwar wird nicht von
einem grundsitzlichen circadianen Rhythmus der Zellkultur ausgegangen, doch ist ein
moglicher Einfluss der Tageszeit auf die abhingige Variable nicht auszuschlieBen. Andere
Storvariablen, wie sie im lebenden Organismus Mensch (oder Tier) vorkommen, sind dagegen
durch die beschriebene Versuchsanordnung ausgeschlossen. Dazu zdhlen unter anderem
unterschiedliche Zusammensetzungen des flieBenden Mediums Blut, die individuelle
Ausstattung des Individuums mit Zellen des Immunsystems oder nicht-zelluldren
Immunkomponenten (z.B. Komplementfaktoren) und das unbekannte Ausmal} eventuell
vorbestehender Endothelzellschddigung (Arteriosklerose, Infektionen, etc.). Die genannten
StorgroBen sind durch den experimentellen Ansatz der Zellkultur ausgeschaltet. Die im
Vergleich zu Versuchen im oder am Menschen bzw. Tier dargestellten Vorteile, zu denen
neben einer hohen internen Validitit auch der Wegfall mdglicher ethischer Probleme zéhlt,
stehen aber Nachteile gegeniiber. So ist die Frage der Ubertragbarkeit der Ergebnisse von
Laboruntersuchungen, also die externe Validitdt, schwierig zu beantworten. Im Allgemeinen
wird bei Laborversuchen von einer niedrigeren externen Validitit ausgegangen, als bei
klinischen Versuchen bzw. Feldversuchen (Bortz und Doéring 2002). Die Tatsache, dass es sich
bei den HBMEC um eine Zelllinie handelt, die mit einem Virus (SV40-Large-T-Antigen)
immortalisiert wurde, schrinkt die Ubertragbarkeit auf physiologische Bedingungen per se

weiter ein. Durch den Vergleich der genetischen und phénotypischen sowie funktionellen
-52-



Charakteristika der Primédrkultur von HBMEC mit den dann SV40-infizierten Zellen, konnte
aber eine ausreichende Ubereinstimmung belegt werden. So sind auch die transfizierten
Zellen z.B. Faktor VIll-related Antigen-positiv, besitzen beide die Enzyme GGTP und ALP
(Marker von Geweben der Blut-Hirn-Schranke) und zeigen z.B. beide &hnliche
transendotheliale elektrische Widerstinde (engl. TEER), als Ausdruck der hohen Rate an
tight-junctions (Muruganandam et al. 1997). HBMEC werden deshalb in vielen
Untersuchungen zur Blut-Hirn-Schranke verwendet.

Da bisher die Frage nach dem Einfluss der Schubspannung auf die Adhdsion von Gruppe B-
Streptokokken an HBMEC und HUVEC nicht untersucht wurde, eignet sich zundchst der

Versuchsaufbau im Labor gut zur Uberpriifung von Hypothesen zur Infektionspathogenese.

4.2 Zellkultur und Bakterieninokulum

In dieser Arbeit wurden zwei wichtige Parameter der Zellkultur untersucht. Zum einen wurde
mit Hilfe der DAPI-Férbung die Zelldichte in den 6-Well-Platten ermittelt. Zum anderen
wurde mit Hilfe des LIFE/DEAD-Assays der Nachweis erbracht, dass der Zellmonolayer
sowohl ohne Bestromung als auch nach der Bestromung mit max. 1 Pa noch intakt und
lebendig ist. Die Zelldichte ist fiir die Ermittlung der MOI (= Multiplicity of Infection)
wichtig. Die exakte Zellzahl pro cm” unterliegt einer natiirlichen Schwankung, sodass die
genaue, in den durchgefiihrten Versuchen vorliegende Zelldichte unbekannt war, da keine
gesonderten Messungen durchgefiihrt wurden. Hinzu kommt eine Schwankung der
photometrisch bestimmten Bakterienzahl, die dann zu einer Schwankung der MOI gefiihrt
hat. Fiir die Adhasionsversuche mit HBMEC und HUVEC ergaben sich in allen gewerteten
Versuchen dabei Bakterienkonzentrationen von 1,30 x 10° /ml bis hin zu 3,40 x 107/ml. Diese
Schwankung um das gewiinschte Bakterieninokulum hat vor allem zwei Griinde. Erstens
muss die photometrisch gemessene Bakterienprobe weiter auf die gewiinschte
Bakteriendichte verdiinnt werden, wobei es durch Pipettierfehler bzw.- Ungenauigkeiten zu
Abweichungen der Konzentrationen kommen kann. Zweitens kommen selbst in zwei Proben
aus einer einzigen Bakteriensuspension Unterschiede in den dann auf der Agarplatte zu
sehenden CFUs (colony forming unit) um den Faktor zwei vor (6 x 10° zu 1 x 107). Auch hier
sind Pipettierfehler und Stichprobenfehler durch inhomogene Bakterienverteilung in der
Suspensionen mdgliche Griinde fiir die Abweichungen. Zusammenfassend sind die
eingesetzten MOI als Richtwerte zu betrachten. Es kann nicht davon ausgegangen werden,
dass in den Versuchen tatsdchlich auf jede Endothelzelle genau 10 bzw. 2,5 Bakterien

kommen. Vielmehr muss mit einem MOI-Intervall zwischen etwa 30-300 % des gewiinschten

-53 -



Wertes gerechnet werden. Diese Ungenauigkeit der eingesetzten MOI wird allerdings durch
die Messwertbetrachtung relativiert, da hierbei die relative Adhidsion als Anteil der
tatsdchlichen MOI unter den verschiedenen Bedingungen verglichen wird, nicht die absoluten
Adhésionswerte (genauere Betrachtung der Adhédsionsergebnisse siche unten).

Ein wichtiger Hinweis auf eine biologische Wirkung der applizierten Scherkraft ist die
Verdnderung der Zellmorphologie. Fiir endotheliale Zellen ist nach Scherkraft-Applikation
eine Elongation um das 3,7-fache beschrieben, was einer deutlich sichtbaren Verdnderung
entspricht. Somit ist die, mit dem hier verwendeten Versuchsaufbau andernorts (Vogel et al.
2007) beobachtete morphologische Anderung eine valide qualitative Bestitigung der
Scherkraft-Applikation durch das verwendete System (Dartsch et al. 1989).

4.3 ICAM- Messungen

In anderen Untersuchungen wurde bereits auf einen Zusammenhang der endothelialen ICAM-
1-Expression mit Stromungsstimuli hingewiesen (Nagel et al. 1994, Chen et al. 2001, Morigi
et al. 1995). In den genannten Studien konnten die Untersucher zeigen, dass Endothelzellen
(jeweils HUVEC) auf definierte Schubspannungen mit einer vermehrten Expression von
ICAM-1-Molekiilen reagieren. Auch nach Stimulation mit TNF-a sind solche Effekte schon
mehrfach beschrieben worden (Stins et al. 1997, Wong und Dorovini-Zis 1992, Bernot et al.
2005). In dieser Arbeit wurden diese Ergebnisse fiir beide Zellreihen bestétigt und der
Versuchsautbau damit verifiziert. Fiir HBMEC konnte erstmals die vermehrte Expression von
ICAM-1 nach Stimulation gezeigt werden. Nach Inkubation mit 10 ng/ml TNF-a zeigte sich
eine deutliche Erhohung der ICAM-1-Expression im Vergleich zu den anderen Bedingungen.
In den Versuchen mit 1 Pa Schubspannung zeigte sich ebenfalls eine signifikante Erhohung
der ICAM-Molekiile, wenn auch die Gro3e des Effektes deutlich unter der Effektstarke des
TNF-Stimulus blieb. TNF-a als proinflammatorisches Protein hat erwartungsgeméll diesen
deutlichen Einfluss auf die Endothelzellen. Der vergleichsweise geringe Effekt der
Schubspannung kann daran liegen, dass das gewihlte Zeitintervall vor der Messung, noch zu
kurz war. Es ist durchaus moglich, dass mit einer ldngeren Stromungsdauer (> 4h) auch ein
groferer Effekt auf die Bildung des ICAM-Proteins erzielt werden kann. Dennoch konnte
anhand der gewonnen Daten ein signifikanter Anstieg der ICAM- Oberflachenproteine nach
Bestromung mit 1 Pa nachgewiesen werden. Wichtig ist dieses Ergebnis in Hinblick auf die
Aussagekraft der durchgefiihrten Adhésionsversuche. Bei gleichem Versuchsaufbau zur
Bestromung der Zellen kann also von einem definierten Stimulus in Form der Schubspannung
ausgegangen werden. Zudem liefern die Ergebnisse der FACS-Analysen zugleich einen

moglichen Interaktionsfaktor fiir die Adhdsion von Bakterien an Endothelzellen, ndmlich das
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ICAM-1. Fiir korpereigene Immunzellen, die Leukozyten, sind solche Interaktionen zur
Adhision und Transmigration bekannt (Springer 1994, Smith et al. 1989). Fiir Gruppe B-
Streptokokken sind Adhédsionen, die auf der Interaktion mit dem ICAM-1-Molekiil beruhen,
bisher nur unzureichend untersucht worden. Es gibt aber Untersuchungen, die einen
Zusammenhang zwischen der Adhésion (und Invasion) von Bakterien und der Anwesenheit
bzw. der Anordnung dieses Oberfldchenproteins auf Endothelzellen (z.B. endothelial ECV
304 cell, HUVEC) vermuten lassen (Lione et al. 2005, Dehio et al. 1997).

4.4 Adhisionsversuche

In den Adhésionsassays dieser Arbeit wurde untersucht, ob die gewihlte Schubspannung
einen Einfluss auf die Adhdsion von Gruppe B-Streptokokken an Endothelzellen hat. Die
dafiir durchgefiihrten Adhédsionsassays sind eine etablierte Nachweismethode zur
Uberpriifung der Adhision von Bakterien (Gutekunst et al. 2003, Schubert et al. 2004).
Aufgrund der hier verwendeten Flusskammern ist der Adhésionsassay fiir die hier
durchgefiihrten Versuche modifiziert worden. Durch den Einsatz der Kammer wird nicht das
gesamte Well bestromt, sondern nur eine begrenzte Fliche (ca. 2 cm?). Der Zellrasen im
iibrigen Well wird beim Einsatz der Kammer und wihrend der Bestromung kalkuliert zerstort.
Zur Quantifizierung der Adhéision der Bakterien an intakten Endothelzellen bleibt die Flidche
des Flusskanals tibrig. Dies macht es notwendig, fiir den Adhédsionsassay einen zweiten
Kammereinsatz zu verwenden, der zur Oberseite hin gedffnet ist. Somit sind die noch vitalen,
bestromten Zellen vom Zelldetritus abgegrenzt. Diese Separierung innerhalb des Wells dient
der Ausschaltung dreier Faktoren. Zum einen konnte der Zelldetritus vollig anders mit den
Bakterien interagieren, als dies bei lebenden Zellen der Fall ist. Zweitens konnten
intrazelluldre Stoffe, die beim Zelltod freigesetzt werden, einen messbaren Effekt auf die
Adhision an den noch iibrigen Zellen ausiiben. Drittens wiirde der Effekt der Schubspannung
auf die Adhidsion ohne die offenen Einsdtze moglicherweise unterschitzt. Dies konnte
geschehen, wenn die Bakterienadhdsion an den Zellen des gesamten Wells gemessen wird,
obwohl nur ein Teil der Zellen einem Stimulus ausgesetzt war. Eine mogliche Steigerung
(oder Verringerung) der Adhédsion an den intakten Zellen wére unter Umstinden bei
Betrachtung der 5-fachen Flidche nur minimal, eventuell gar nicht messbar. Bei Nutzung der
hier beschriebenen Flusskammer mussten daher auch die offenen Kammereinsétze verwendet
werden.

Fir HBMEC und HUVEC konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der
Bakterienadhédsion nach Stimulation mit 1 Pa im Vergleich zu der Stimulation mit 0,01 Pa

gemessen werden. Schwierigkeiten bei der Interpretation dieser Ergebnisse ergeben sich vor
-55-



allem durch die groe Schwankungsbreite der gemessenen Adhédsionswerte. Fiir die Adhdsion
des G1-Stammes an den HBMEC wurde ein Mittelwert von 7,82 % fiir eine Schubspannung
von 1 Pa, und 7,33 % fiir die 0,01 Pa bestromten Zellen errechnet. Dabei schwanken die
Werte fiir die Bedingung 1 Pa zwischen 4,51 % und 12,18 % Adhésion. Noch ausgeprégter
zeigte sich die Variabilitdt der Messwerte bei der Adhdsion des R1-Stammes an den HBMEC.
Hier lag der Mittelwert bei 0,99 % (fiir die Bedingung 1 Pa) und bei 0,74 % Adhésion fiir die
0,01 Pa bestromten Zellen. Die Schwankung der Adhidsion bei 1 Pa Schubspannung lag hier
zwischen 0,4 % und 2,01 %. Im Vergleich dazu schwankten die Adhédsionswerte bei den 0,01
Pa bestromten Zellen zwischen 0,18 % und 1,20 %. Auch die prozentuale Adhésion bei den
Versuchen mit HUVEC zeigte eine dhnliche Schwankungsbreite innerhalb der jeweiligen
Schubspannung.

Interessanterweise gibt es aber auch Versuchsreihen, die eine vergleichsweise kleine Streuung
der gemessenen Adhésionswerte zeigten. Dazu gehdren die Adhdsionsversuche an HBMEC
nach TNF-a Stimulation. Hier zeigte sich bei der Adhésion von G1 an HBMEC nach einer
vierstiindigen Stimulation mit TNF-alpha eine Schwankung der Werte zwischen 11.95 % und
24,14 %. Die Adhidsionswerte der unbehandelten Kontrollen schwankten zwischen 12,41 %
und 15,79 %. Bei der Adhésion des R1-Stammes an TNF-alpha stimulierten HBMEC zeigte
sich eine Schwankung zwischen 0,47 % und 0,96 % Adhédsion, bei den unbehandelten
Kontrollen Adhéasionswerte zwischen 0,55 % und 0,90 %. Da die Adhésionsversuche, wie
oben beschrieben, fiir beide Bedingungen in gleicher Weise durchgefiihrt wurden, ist die
Ursache fiir die geringere Schwankung mancher Adhédsionswerte mit groBer
Wahrscheinlichkeit nicht in der Versuchsdurchfiihrung begriindet. Die Adhésionsversuche
wurden alle von einer einzigen Person durchgefiihrt. Unterschiede in den Ergebnissen der
einzelnen Versuche sind also nicht auf interindividuelle Versuchsleiterfehler beziiglich des
Ablaufes zuriickzufiihren. Durch eine erhebliche Anzahl an Vorversuchen ist auch von einer
ausreichenden Ubung bei der Versuchsdurchfiihrung auszugehen. Dadurch sollten
Schwankungen, die sich auf unterschiedliche Handhabung zuriickfiihren lassen, vermieden
worden sein. Neben Storfaktoren bei der Versuchsdurchfiihrung sind natiirlich auch Fehler
bzw. Ungenauigkeiten bei der eigentlichen Messung der Adhésion denkbar. Diese wurde nach
Ausplattieren der Bakterien-Zell-Suspension auf Agarplatten ausgezdhlt. Auch hier war die
auszdhlende Person immer dieselbe, nimlich wiederum der Verfasser der vorliegenden Arbeit.
Ein moglicher, unbewusster Fehler beim Auszéhlen, im Sinne einer Tendenz zu erwiinschten
Werten, lasst sich hier nicht ausschlieBen. Diese, auch als Versuchsleiter-Artefakt bekannte
Storgroe, wurde nicht kontrolliert. Allerdings wiirde man in diesem Fall eher eine Tendenz

der Messwerte erwarten, die einen eindeutigeren Zusammenhang zwischen der unabhiangigen
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und der abhidngigen Variable aufzeigt. Zudem waren die zu zdhlenden Bakterienkolonien auf
den Agarplatten in den meisten Fillen gut voneinander abgrenzbar und von geringer Anzahl
(zwischen 1-30 Kolonien). Ein Verzdhlen war hierbei ohne Absicht unwahrscheinlich.
Trotzdem konnen Messungenauigkeiten durch diese Storgrofe nicht vollkommen
ausgeschlossen werden.

Eine Moglichkeit der Losung des Problems ist die Anzahl der Adhdsionsversuche zu erhéhen.
Eine Kumulation der {iiberwiegenden Zahl, der dann erhobenen Messwerte um den
Mittelpunkt, konnte helfen, Extremwerte als ,,Ausreiller* zu erkennen und die Streubreite der
Messwerte zu verringern.

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihen bleiben also ohne Hinweis fiir den Zusammenhang
zwischen der Adhidsion von Gruppe B-Streptokokken an zuvor bestromten Endothelzellen.
Unter Beriicksichtigung der oben beschriebenen ICAM- Messungen an bestromten und TNF-
o stimulierten Zellen, ldsst sich dariiber hinaus die Vermutung anstellen, dass die Adhésion
dieser Bakterienspezies nicht iiber ICAM-1 vermittelt wird. Gerade die hohen ICAM-Werte
nach Inkubation mit TNF-a und die fehlende Steigerung der Adhdsion mit demselben
Stimulus unterstiitzen diese Aussage. Im Gegensatz dazu gibt es eine Untersuchung, die eine
Interaktion von Gruppe B-Streptokokken mit [CAM-1 nachweisen konnte (Lione et al. 2005).
Hier wurden allerdings Zellextrakte aus Endothelzellen gewonnen und diese dann mit den
Bakterien inkubiert. Anschlie8end erfolgte eine Markierung mit Antikdrpern gegen ICAM-1.
Ob diese Interaktion, aber einen direkten Einfluss auf die Adhédsion der Bakterien an den

Endothelzellen hat bleibt auch in dieser Arbeit unklar.

4.5 Ausblick

Bakterielle Infektionen sind auch heute noch eine hdufige Ursachen fiir Krankheit und Tod.
Gerade in wenig entwickelten Léndern der Erde spielen sie eine bedeutende Rolle. Nach
Informationen der WHO aus dem Jahr 2004 fanden sich unter den 10 haufigsten Ursachen fiir
Tod in sogenannten low-income countries 6 Infektionskrankheiten, davon mindestens 4 mit
bakterieller Beteiligung. Neonatale Infektionen allein lagen dabei auf Platz 8. Die
Untersuchung von den Mechanismen der Infektionspathogenese ist eine interessante und
relevante Aufgabe der Forschung. Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten keinen Effekt von
laminarer Stromung und Schubkréften auf die Adhdsion von Gruppe B-Streptokokken an
Endothelzellen nachweisen. Dennoch konnte in dem verwendeten flow-System eine
Endothelantwort auf einen Stromungsstimulus reproduziert werden. Die hier gewéhlten

Operationalisierungen der Stromungsversuche waren also in der Lage, verldssliche und
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reproduzierbare Ergebnisse zu generieren. Neben der hier durchgefiihrten ICAM-1-Messung
konnen mit Hilfe des verwendeten Versuchsaufbaues noch eine Vielzahl anderer
Membranproteine von Endothelzellen und deren Reaktion auf den Stimulus Schubkraft
untersucht werden. Es gilt diejenigen Oberflichenproteine zu identifizieren, deren Anzahl sich
auf der Endotheloberfliche messbar verdndert und die mit Membranrezeptoren der Bakterien
interagieren konnten.

Der Identifizierung solcher Membranstrukturen miissen dann Versuche folgen, die diejenige
Schubspannung ermitteln, die eine maximale Expression dieses Molekiils zur Folge hat.
Daran konnten sich dann wiederum Adhésionsversuche mit der entsprechenden
Schubspannung anschliefen.

Eine weitere Moglichkeit wire, direkt mit Adhdsionsversuchen zu beginnen. Dabei wiirden
fiir jede untersuchte Endothelzellart fein abgestufte Stromungsraten untersucht und der Effekt
auf die Adhidsion (und gegebenenfalls Invasion) gemessen. Zundchst kann damit nicht ein
spezielles Oberfldchenprotein auf den Endothelzellen identifiziert werden. Allerdings wiirde
ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Schubspannung und der Bakterienadhision die
Existenz solcher Strukturen nahelegen und weitere Anstrengungen zu deren Entdeckung
rechtfertigen.

Viele weitere Modifikationen bei Versuchen zu Effekten der Schubspannung sind denkbar. So
ist auch die Auswahl an anderen Infektionserregern grof3. Neben den Gruppe B-Streptokokken
konnen andere relevante Bakterienarten untersucht werden. Auch die Verwendung von Viren
oder Pilzen ist denkbar.

In dieser Arbeit wurden zwei Arten von Endothelzellvarianten bestromt und anschlieend die
Adhidsion der Gruppe B-Streptokokken gemessen. Einige Studien geben aber Hinweise
darauf, dass die Scherrate nicht nur auf die Endothelzellen, sondern auch auf die Bakterien
selbst einen relevanten Einfluss haben konnte. So konnte in einer Arbeit von Wendy E.
Thomas (2004) gezeigt werden, dass E.coli-Bakterien mit steigender Schubspannung
vermehrt an mannosebeschichteten Oberflichen haften. Auch in dem hier vorgestellten
Versuchsaufbau kénnen Bakterien in den Fliissigkeitskreislauf eingebracht werden. Dadurch
ist eine Kombination von bestromtem Endothel mit stromenden Infektionserregern moglich,
die sich den physiologischen Gegebenheiten noch weiter annéhert.

Zur Messung der Bakterienadhédsion konnten, neben den hier benutzten Adhédsionsassays,
auch mikroskopische Verfahren eingesetzt werden. Fluoreszierende Antikdrper konnten zur
Markierung der adhédrenten und invadierten Erreger und zur quantitativen Messung benutzt
werden. Die apparative Messung hitte hier vor allem den Vorteil der wahrscheinlich

objektiveren Messung der tatsdchlichen Adhdsionswerte.
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In dieser Arbeit wurde nur ein orientierender Blick auf einen kleinen Ausschnitt der
Infektionsmechanismen unter den Einfliissen von Schubspannung geworfen. Es bleiben noch
viele weitere Versuchsbedingungen und Versuchsmoglichkeiten zu untersuchen, bis wir eine
genauere Vorstellung von den tatsdchlichen Effekten von Fliissigkeitsstromungen und den
dann entstehenden Scherkridften haben. Der Vorteil der Einbeziehung des Faktors
Schubspannung in die Abldufe der Infektionspathogenese ist aber eine Anndherung an die
physiologischen bzw. pathophysiologischen Gegebenheiten, die tatsdchlich im lebenden
Organismus herrschen. Damit kann im besten Fall nicht nur eine Steigerung der externen

Validitét, sondern auch der Validitét insgesamt erreicht werden.
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