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1. Einleitung und kurzer Literaturiiberblick

Im ersten Kapitel wird ein kurzer Literaturiiberblick iiber die Thematik gegeben. Im

zweiten Kapitel werden die eigenen Forschungsergebnisse zusammengefalit.

Beide Kapitel beschéftigen sich mit folgenden drei Themenbereichen:

l. Kapitel Il. Kapitel

1. Meningitis 1. Hirnschadigung und Neuroprotektion

2. Apoptose 2. Mechanismen der Apoptose durch S. pneumoniae
3. Pneumokokken 3. Bakterielle Trigger der Apoptose




1.1. Bakterielle Meningitis

Streptococcus pneumoniae ist mittlerweile der hdufigste Erreger bakterieller
Meningitiden des Menschen (Schuchat et al., 1997). AuBBerdem sind Pneumokokken
die aggressivsten unter den spontan in der Bevolkerung auftretenden (sog.
"community acquired") Meningitiserregern. Im Vergleich zu anderen Erregern
verursachen Pneumokokken die hochsten Morbiditéts- und Mortalitéitsziffern. Dies
ist dadurch belegt, daf trotz wirksamer Antibiotikatherapie bis zu 20-30% aller
Patienten mit einer Pneumokokkenmeningitis versterben und bis zu 40-50% aller
Patienten unter Spétfolgen leiden, wie zum Beispiel kognitiven Einschrinkungen,
Lern- und Gedichtnisschwierigkeiten, epileptischen Anféllen, Paresen und
Horstorungen (Bohr et al., 1984; Durand et al., 1993; Pfister et al., 1993). Bei der
friithkindlichen bakteriellen Meningitis stehen die neuropsychologischen Defizite
und Horstorungen mit 40-50% im Vordergrund und persistieren bis ins
Erwachsenenalter, was fiir die kindliche Entwicklung verheerende Folgen hat (Bohr
et al., 1985; Grimwood et al., 2000).

Der frithestmogliche gezielte Einsatz von Antibiotika ist zweifelsohne der
Grundbaustein der Therapie. Die Antibiotika-Therapie flihrt zur Lyse der Bakterien,
dadurch zu einer Verstirkung der Entziindung und zu einer mdglichen
Verschlechterung des klinischen Zustands des Patienten. Infolgedessen konnen
Antibiotika allein nicht die neurologischen Folgeschdden verhindern. Insgesamt hat
die rapide Entwicklung hoch effektiver antimikrobieller Therapeutika in den letzten
40 Jahren weder zu einer Reduktion der Mortalitit noch zur Verbesserung der
Folgeerscheinungen gefiihrt (Durand et al., 1993). Insofern ist als adjuvante
Therapie die Entwicklung neuroprotektiver Strategien von hochster Wichtigkeit.
Grundlage dafiir ist es, die Mechanismen der neuronalen Schiddigung bei der

Pneumokokkenmeningitis zu verstehen.



Der Einsatz von Corticosteroiden ist bislang die einzige klinisch angewandte
adjuvante Therapie der bakteriellen Meningitis. Corticosteroide reduzieren bei der
Haemophilus influenzae Meningitis sowohl die Zunahme der Entziindungsantwort
nach Antibiotikatherapie als auch die bei Kindern besonders relevante Horstorungen
(Lebel et al., 1988; Odio et al., 1991). Bislang konnte allerdings nicht eindeutig
gezeigt werden, ob Steroide bei der Streptococcus pneumoniae Meningitis zur
Reduktion der Mortalitdt und der sekundédren Hirnschéden fiihren.

Unseres FErachtens ist es dringend erforderlich, neue neuroprotektive
Therapieansétze bei der Pneumokokkenmeningitis zu entwickeln, um die fatalen

neurologischen Folgeschdden zu vermeiden.
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Abbildung 1: Pathogenese der bakteriellen Meningitis.



Initialer Trigger der Entziindung sind die Bakterien. Zu Beginn der
Schadenskaskade stehen die Bakterien, welche die Mukosabarriere der Atemwege
iiberwinden, ins Blut gelangen, dessen Abwehrmechanismen iiberleben und iiber
noch unbekannte Mechanismen in den Liquorraum eindringen (Abbildung 1).
Daneben konnen Bakterien iiber benachbarte Entziindungsherde, wie zum Beispiel
eine Mastoiditis, Sinusitis oder Otitis, oder iiber eine Schadelfraktur oder eine
Liquorfistel in den intrathekalen Raum gelangen. Dort vermehren sich die Bakterien
und induzieren eine eitrige Entziindung. Verschiedenste Bakterienbestandteile und -
toxine wirken bei der Meningitis im Liquor cerebrospinalis pro-inflammatorisch und
verursachen die Invasion von Leukozyten in den Liquorraum und dariiber hinaus
eine Gliaaktivierung (Tauber et al., 1992; Tunkel and Scheld, 1997). Solche
Entzlindungsreaktionen werden unter anderem durch Lipopolysaccharide (gram-
negative Bakterien), Peptidoglykan und Lipoteichonsdure (gram-positive Bakterien)
oder durch prokaryotische DNA (Deng et al., 2001) gesteuert. Neben dieser pro-
inflammatorischen Wirkung bakterieller Bestandteile ist die direkte neurotoxische
Wirkung von Bakterien und deren Faktoren kaum bekannt. In der Abbildung 2

werden mogliche Wechselwirkungen kurz schematisch zusammengefaf3t (J 1-23).
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Abbildung 2: Potentielle Trigger des neuronalen Zelltodes bei der bakteriellen Meningitis.

Die Wirkung bakterieller und Wirts-Faktoren bleibt wahrscheinlich nicht auf den
Subarachnoidalraum beschrinkt. Substanzen, wie zum Beispiel das Markerprotein
Meerrettichperoxidase, verbreiten sich - nach Injektion in den Subarachnoidalraum -
iiber paravaskuldre Fliissigkeitswege um Gehirnarterien innerhalb von Minuten im
Extrazellularraum des Gehirns (Rennels et al., 1990). Es ist daher denkbar, dal3 auch
die im Liquorraum produzierten toxischen Faktoren der Bakterien und der
Entziindungsantwort durch Diffusion und {iiber paravaskulire Wege auf das
Hirnparenchym tbergreifen. Die Schiddigung des Hirnparenchyms ist eine wichtige
Konsequenz bakterieller Meningitiden und wird wahrscheinlich getriggert durch
bakterielle und Wirts-Faktoren sowie durch die von ihnen hervorgerufenen

pathophysiologischen Verdanderungen.



Bei der bakteriellen Meningitis ist der Subarachnoidalraum mit eitrigem Exsudat
angefiillt, welches iiberwiegend aus Granulozyten besteht. Zur Hirnschiddigung und
zur Mortalitit konnen unterschiedlichste Mechanismen beitragen: direkte bakterielle
Toxine, Entziindungsmediatoren des Wirts und pathophysiologische Verdnderungen,
wie zum Beispiel der Zusammenbruch der Blut-Hirn- und Blut-Liquor-Schranke,
das Hirnddem, der Hydrozephalus, der erhohte Hirndruck sowie die Storung der
zerebrovaskuldren Autoregulation. Diese pathophysiologischen Verdanderungen
konnen zu klinischen Komplikationen fiihren, die eine schlechte Prognose bedingen.

Wihrend die direkten bakteriellen Noxen fiir das Neuron bei den eitrigen
Meningitiden kaum erforscht sind, ist viel bekannt iiber die fiir das Neuron potentiell
schidlichen Mediatoren der massiven Entziindungsantwort. Letztere seien im

Folgenden kurz skizziert (Ubersichtsarbeit J 1-23).

1.1.1. Zytokine

Zytokine sind gut untersuchte Entziindungsmediatoren gram-positiver und
-negativer Bakterien (Beutler and Cerami, 1987; Dinarello, 1984; Riesenfeld-Orn et
al., 1989; Saukkonen et al., 1990). Beispiele einiger Zytokine, welche bei
bakteriellen Meningitiden vermehrt nachgewiesen werden, sind die Interleukine IL-
1, IL-3, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, Interferon-y, das Makrophagen
Inflammations-Protein (MIP), "transforming growth factor-f" (TGF-B) und Tumor-
Nekrose-Faktor-o. (TNF-a) (Diab et al., 1997; van Furth et al., 1996). Zytokine
konnen einerseits von residenten Hirnzellen, wie zum Beispiel der Mikroglia oder
Endothelzellen der Kapillaren, andererseits von einwandernden Immunzellen, wie
zum Beispiel Monozyten und Granulozyten, produziert werden. Sie tragen zu einem
komplexen Netzwerk bei, das zur Stimulierung oder Hemmung von
Entziindungsprozessen fiihrt.

TNF-a wird bei der Pneumokokkenmeningitis hauptséchlich von infiltrierenden
Monozyten gebildet (Bitsch et al., 1997). Die intrathekale Injektion von TNF-a fiihrt
zu einer Entziindungsreaktion mit einer moderaten Liquorleukozytose und einem
Dosis-abhéngigen Anstieg des regionalen zerebralen Blutflusses (Angstwurm et al.,
1998). Interessanterweise potenziert niedrig dosiertes rekombinantes TNF-o

dramatisch die Effekte von niedrig dosierten Pneumokokkenzellwénden
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(Liquorleukozytose, intrakranieller Druck, Hirnddem) (Angstwurm et al., 1998) und
wirkt synergistisch mit gleichzeitig verabreichtem niedrig dosiertem IL-1-f in der
Induktion von Meningitis und Blut-Hirn Schrankenstérung (Quagliarello et al.,
1991).

IL-1 Konzentrationen im Liquor cerebrospinalis korrelieren mit den Folgeschidden
der bakteriellen Meningitis. IL-1 ist ein wichtiger Mediator der Entziindungsantwort
und der Hirnschddigung bei der bakteriellen Meningitis (Mustafa et al., 1989;
Quagliarello et al., 1991).

Inhibierungsexperimente mit systemischer Verabreichung von anti-IL-8
Antikdrpern haben gezeigt, daB IL-8 eine wichtige Rolle fiir den Ubertritt von
Leukozyten in den Liquorraum besitzt (Dumont et al., 2000).

Dem gegeniiber werden bei der bakteriellen Meningitis auch anti-
inflammatorische und immunsuppressive Effekte im Inflammationsnetzwerk
entfaltet (Lehmann et al., 1995). Beispielsweise inhibiert IL-10 die Produktion von
IL-1, IL-6, IL-8 und TNF-a sowie die Freisetzung von Sauerstoffradikalen (Bogdan
et al., 1991; de Waal-Malefyt et al., 1991). Bei der experimentellen
Pneumokokkenmeningitis verringert IL-10 - nur nach systemischer Verabreichung -
das Hirnédem, den Hirndruck und die Liquorleukozytose (Koedel et al., 1996).

Ein weiterer wichtiger Vertreter der anti-inflammatorischen Zytokine ist TGF-f.
Dieser Faktor wird bei der bakteriellen Meningitis von vielen Zelltypen produziert
und hochreguliert. TGF-f deaktiviert Makrophagen, inhibiert die Adhésion von
Granulozyten an Endothelien sowie die Produktion mehrerer Zytokine (Gamble and
Vadas, 1988; Tsunawaki et al., 1988). Bei der bakteriellen Meningitis vermindert
TGF-B das Hirnddem und den Hirndruck (Pfister et al., 1992).

1.1.2. Chemokine

Chemokine spielen eine wichtige Rolle hinsichtlich der Initiation und Modulation
der Entziindung bei der bakteriellen Meningitis (Spanaus et al., 1997). Diese Familie
ist unterteilt in C-X-C und C-C Chemokine (je nachdem, ob Cystein-Abschnitte
durch eine Aminosdure getrennt sind oder nicht), welche iiberwiegend
chemotaktische Eigenschaften besitzen, und zwar die C-X-C Chemokine auf
neutrophile Granulozyten und die C-C Chemokine hauptsdchlich auf Monozyten

und T-Zellen (Horuk, 1994). Die Konzentration bestimmter Chemokine ist bei der
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bakteriellen Meningitis erhoht. Die intrathekale Instillation von Chemokinen
verursacht eine Erhohung der Liquorproteine, Hirnddem und Liquorpleozytose

(Seebach et al., 1995).

1.1.3. Komplement Kaskade

Komplementfaktoren - unter physiologischen Bedingungen extrem niedrig im
Liquor - werden bei der bakteriellen Meningitis hochreguliert. Die aktivierte
Komplementkaskade im Liquor cerebrospinalis agiert an ebenfalls hochregulierten
Komplementrezeptoren auf Hirnzellen und mediiert dadurch moéglicherweise die
Hirnschiddigung durch  direkte  Membranschidigung. AuBlerdem  wirken
Komplementfaktoren im Liquor chemotaktisch und tragen zur Liquorpleozytose bei

(Ernst et al., 1984).

1.1.4. Phospholipase A,-Abkommlinge

Bakterien induzieren in unterschiedlichsten Zelltypen Phospholipase A, Aktivitit.
Aktivierte  Phospholipase A, hydrolysiert sowohl Arachidonester der
Zellmembranphospholipide als auch die langkettigen Fett-Acyl-Gruppen von
intrazellularem Plattchen-Aktivierendem-Faktor (PAF) und produziert somit jeweils
Arachidonsédure und PAF (Marcus, 1988; Pinckard et al., 1988). Zwei Enzyme
konvertieren Arachidonsdure zu seinen Endprodukten: die Cyclooxygenase
produziert Prostaglandine und Thromboxane, die Lipoxygenase produziert
Leukotriene.

Diese Lipide entfalten multiple pro-inflammatorische Eigenschaften. Bei der
experimentellen bakteriellen Meningitis bewirken Inhibitoren der Lipidperoxidation
oder der Cyclooxygenase eine Verminderung von Hirndruck, Hirnédem und
Liquorpleozytose (Lorenzl et al., 1995; Tuomanen et al., 1987). PAF ist ein potenter
Phospholipid Inflammationsmediator; er wird gebildet von unterschiedlichsten
Zellen, wie zum Beispiel von Endothelien, Makrophagen, neutrophilen
Granulozyten und Thrombozyten. PAF spielt bei unterschiedlichen Modellen der
Hirnschddigung eine Rolle (Feuerstein, 1996). Pneumokokkenzellwidnde
(Lipoteichonsdure) und PAF haben eine Phosphorylcholineinheit gemein, wodurch

Pneumokokken an den PAF-Rezeptor binden konnen. Die Inhibition des PAF
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Rezeptors  bewirkt eine  Reduktion der  Inflammation  bei  der

Pneumokokkenmeningitis (Cabellos et al., 1992).

1.1.5. Reaktive Sauerstoffradikale

Im  Gehirn  stellen  reaktive  Sauerstoffradikale = (Superoxid-Radikale,
Hydrogenperoxid, Hydroxyl-Radikale, Hypochlorat) potente Ausloser oxidativer
Schiadigung dar. Abhéngig von ihrer Konzentration kdnnen sie apoptotischen oder
nekrotischen Zelltod auslosen. Hirnzellen sind besonders vulnerabel gegeniiber
Sauerstoffradikalen wegen der hohen Sauerstoffspannung, dem relativ niedrigen
Gehalt an endogenen Antioxidantien, dem relativ hohen Gehalt an mehrfach
ungesittigten Fettsduren und den Eisenkonzentrationen im Gehirn (Leib et al., 1996;
Pfister et al., 1992). Sauerstoffradikale mediieren neuronalen Schaden bei einer
Vielzahl neurologischer Erkrankungen, wie zum Beispiel neurodegenerativen,
ischdmischen oder traumatischen Erkrankungen des Zentralnervensystems. Im
Verlauf einer bakteriellen Meningitis werden Sauerstoffradikale im Gehirn und
Liquor vermehrt produziert und freigesetzt; Antioxidantien reduzieren Hirnddem,

Hirndruck und die Liquorleukozytose (Leib et al., 1996; Pfister et al., 1992).

1.1.6. Reaktive Stickstoffradikale

Die Bedeutung von Nitritoxid (NO) wurde bei unterschiedlichsten bakteriellen
Meningitiden gezeigt. Die NO Konzentration kann dabei im Liquor cerebrospinalis
bis zu 50-fach ansteigen (Tduber et al., 1997). Inhibitoren der NO Synthase
verhindern die pathophysiologischen Verdnderungen in der Frithphase der
Meningitis (Koedel et al., 1995). Jedoch gibt es Studien, in welchen eine
Verschlechterung der zerebralen Hypoperfusion und des neuronalen Schadens durch
den iNOS-Inhibitor Aminoguanidine berichtet wird (Tauber et al., 1997). Deshalb
ist die Rolle von NO bei der bakteriellen Meningitis noch nicht endgiiltig geklért.

1.1.7. Exzitatorische Aminosiuren

Bei unterschiedlichen Gehirnerkrankungen, wie zum Beispiel der zerebralen
Ischdmie oder Epilepsie, ist der Hirnschaden zum Teil durch exzitatorische
Aminoséduren bedingt. Exzitatorische Aminosduren wirken dabei neurotoxisch durch

eine Uberstimulation von Glutamatrezeptoren (Choi, 1992). Bei der bakteriellen
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Meningitis werden erhohte Konzentrationen exzitatorischer Aminosduren (zum
Beispiel Glutamat und Aspartat) sowohl im Liquor als auch in der interstitiellen
Gehirnfliissigkeit gemessen (Briem et al., 1982; Schott and Meier, 1987). Die
neurologischen Folgeschdden korrelieren sogar mit der Menge dieser
Neurotransmitter (Spranger et al., 1996). Mogliche Ursachen der Erhohung der
exzitatorischen Aminosduren bei der bakteriellen Meningitis sind der
Zusammenbruch der Blut-Liquor-Schranke (Guerra-Romero et al., 1993), ihre
Produktion durch Mikroglia und Monozyten (Spranger et al., 1996), eine verzogerte
Clearance sowie eine verstirkte Bindung und beeintrichtigte Detoxifikation
(Stringaris et al., 1997). Die selektive Blockade der Rezeptoren exzitatorischer
Aminosduren verringert den neuronalen Schaden bei der bakteriellen Meningitis

(Leib et al., 1996).

1.1.8. Matrixmetalloproteasen

Matrixmetalloproteasen bilden eine Familie von tiiber 20 Zink-abhingigen
Endopeptidasen, deren Target {iberwiegend die extrazellulire Matrix ist.
Matrixmetalloproteasen ~ haben eine Vielzahl physiologischer  und
pathophysiologischer Funktionen. Sie sind beteiligt bei zahlreichen Prozessen der
Ontogenese, bei der Wundheilung, bei der Metastasierung von Tumoren und auch
bei entzlindlichen Erkrankungen. Bei der bakteriellen Meningitis tragen sie zur
Zerstorung der Blut-Hirn-Schranke (Paul et al., 1998) sowie zur Hirnschiddigung bei
(Leib et al., 2000). Die Liquorkonzentration von Matrixmetalloproteinasen ist bei
bakteriellen Meningitiden massiv erhoht und ihre pharmakologische Inhibition

bewirkt Neuroprotektion (Leib et al., 2001; Leib et al., 2000).

Zusammengefallt 148t sich feststellen, dafl die Bakterienabtotung durch Antibiotika
nur ein Teil der Meningitistherapie ist. Als Ursache der Hirnschddigung bei der
bakteriellen Meningitis kommen prinzipiell sowohl Bakterientoxine als auch die
massive Immunantwort des Wirts in Frage (Abbildung 3). Die Herausforderung an
die Zukunft ist es, - neben der schnellstmoglichen Elimination der Bakterien - die
iiberschiefende eitrige Entziindung zu blockieren sowie Bakterientoxine zu

inaktivieren und somit den neuronalen Schaden zu verhindern.
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Neuronaler Schaden wird besonders im Friihstadium der bakteriellen Meningitis
durch Apoptose vermittelt. Pneumokokken sind - wie im Kapitel II ausfiihrlich
dargelegt - potente Trigger neuronaler Apoptose. Im folgenden Abschnitt wird

deshalb zur Einfiihrung ein kurzer Uberblick iiber apoptotische Zelltodprozesse

geben.
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Abbildung 3: Pathophysiologie der bakteriellen Meningitis. Mdgliche Invasionswege der
Bakterien sind die duinnwandigen Venen der Pia mater oder des Dura-Arachnoidea-
Komplexes im Bereich der meningealen Blut-Liquor-Schranke, das Epithel des Plexus
choroideus oder die Gehirnkapillaren im Bereich der Blut-Hirn-Schranke. Sobald die
Bakterien eine dieser Schranken (berwunden haben und sich im Liquorraum vermehren,
wird eine massive Entziindungs-Kaskade angestolen und eine Vielzahl potentiell
neurotoxischer Mediatoren vermehrt produziert, wie zum Beispiel ROS (reactive oxygen
species, reaktive Sauerstoffradikale), NO (Nitritoxid), EAA (excitatory amino acids,

exzitatorische Aminosauren), Arachidonsaure, Komplementfaktoren, Zytokine.
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1.2. Zelltod durch Apoptose

Apoptose ist ein wichtiger Mechanismus zur Elimination {berfliissiger Zellen
wihrend der Entwicklung und fiir die Physiologie der regelméfBigen Zellerneuerung.
Neben diesen physiologischen Funktionen spielt Apoptose eine essentielle Rolle bei
der Pathogenese zahlreicher Erkrankungen des Gehirns, wie zum Beispiel bei der
zerebralen Ischamie (L 1-9).

Jegliche Dysregulation des programmierten Zelltodes - sowohl ein Zuviel als auch
ein Zuwenig - hat katastrophale Auswirkungen. Zu einem Zuviel von Zelltod kommt
es zum Beispiel bei den neurodegenerativen Erkrankungen, zu einem Zuwenig
beispielsweise bei Tumor- oder auch Autoimmunerkrankungen. Im Folgenden soll
kurz auf die Kennzeichen, Trigger und Mechanismen der Apoptose eingegangen

werden.

1.2.1. Kennzeichen der Apoptose

Apoptose ist der aktive, Energie-abhdngige Zelltod. Die morphologischen Kriterien
der Apoptose sind zytoplasmatische Bldschenbildungen der Zellmembran, eine
Verkleinerung und Abrundung von Zelle und Zellkern, die Kondensation von
Zytoplasma und Chromatin des Zellkerns sowie letztendlich die Fragmentierung von
Zelle und Zellkern. Die dadurch entstandenen, von Zellmembran umhiillten
Fragmente, sogenannte "apoptotic bodies" werden von umgebenden Zellen
phagozytiert. Dabei wird die Freisetzung potentiell pro-inflammatorisch wirkender
Zytoplasma-bestandteile und somit eine Entziindungsreaktion verhindert. Ganz im
Gegensatz dazu kommt es bei der Nekrose, dem sog. passiven Zelltod, zu einer
frithen Schéddigung der Zellmembranintegritit, gefolgt von einem Anschwellen
sowohl der Zelle als auch des Zellkerns. Bei der Nekrose werden rasch intrazellulire
Bestandteile freigesetzt und dadurch typischerweise eine Entziindungsreaktion

initiiert.
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Abbildung 4: Modell der Apoptose modifiziert nach (Brenner and Kroemer, 1999).
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1.2.2. Mechanismen der Apoptose: Caspasen und Mitochondrien

Anhand des Modells in Abbildung 4 [modifiziert nach (Brenner and Kroemer,
1999)] sollen die wichtigsten Mechanismen der Apoptose erldutert werden.
Prinzipiell werden 3 Phasen unterschieden: die Initiations-, Effektor- und
Degradationsphase. In der Initiationsphase binden Apoptosetrigger an sogenannte
"Todesrezeptoren". Entweder liber Aktivierung bestimmter Rezeptoren, wie zum
Beispiel des TNF-Rezeptors, oder durch direkte Mitochondrienschidigung kommt
es zur Aktivierung von zelleigenen Proteasen. In der Regel sind das die sogenannten
Cystein enthaltende, Aspartat-spezifische Proteasen = Caspasen. Sie sind integraler
Bestandteil der Ausfithrung der Apoptose. Sie liegen als inaktive Pro-Caspasen in
der Zelle vor und koénnen rasch durch die Abspaltung eines Polypeptids aktiviert
werden. Ein klassischer Aktivierungsweg ist die Aktivierung der Pro-Caspase-9
durch von geschidigten Mitochondrien freigesetztes Zytochrom c. Die protektiven
Effekte von Caspasen-Inhibitoren sind bei verschiedenen Modellen der
Hirnschiidigung belegt (Ubersichtsarbeit I 1-12). In letzter Zeit werden jedoch auch
zunehmend Caspase-unabhidngige Apoptosewege beschrieben. In diesen Fillen
spielt oft der ebenfalls von den Mitochondrien freigesetzte sogenannte Apoptose-

induzierende Faktor (AIF) eine Schliisselrolle (Susin et al., 1999).

1.2.3. Trigger

Die Liste Apoptose-auslosender Substanzen wéchst stindig. Sie beinhaltet
beispielsweise =~ TNF-a,  Sauerstoffradikale, = Bestrahlung, = Hyperkalidmie,
Glucocorticoide, Glutamat und Chemotherapeutika. Auch ein Entzug von
essentiellen Faktoren, wie z. B. Nervenwachstumfaktor, kann Apoptose

verursachen.

1.2.4. Bakterien-induzierte Apoptose

Apoptose ist eine wichtige bakterielle Pathogenititsstrategie und spielt bei der
Vernichtung von Wirtszellen eine essentielle Rolle (Zychlinsky et al., 1992;
Zychlinsky and Sansonetti, 1997). Die Liste der Bakterien, welche Apoptose
auslosen konnen, wird zunehmend grofer. Als typische Beispiele Apoptose-
induzierender Bakterien seien genannt: Shigellen und Salmonellen, Escherichia coli

und Staphylokokken.
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1.2.5. Pneumokokken-induzierte Apoptose

Pneumokokken sind seit ldngerem bekannt, Zelltod durch Apoptose auszuldsen, so
z. B. in Thymozyten (Wang et al., 1994), Epithelialzellen (Hakansson et al., 1996),
Leukozyten (Bicknell et al., 1994) oder Neuronen (Zysk et al., 1996). Es ist bekannt,
daB im Friithstadium der Pneumokokkenmeningitis hippocampale Neurone im Gyrus
dentatus durch Apoptose absterben (Zysk et al., 1996) (G 1-5). Es ist jedoch nicht
bekannt, welches die Mechanismen bzw. Signaltransduktionswege der durch
Pneumokokken ausgeldsten neuronalen Apoptose und Hirnschiddigung sind. Ebenso
unklar sind die Trigger dieser selektiven neuronalen Schidigung. Die Erforschung
der Ursachen und Mechanismen der bakteriell-induzierten neuronalen Apoptose ist

unerldssliche Voraussetzung fiir die Entwicklung einer neuroprotektiven Strategie.

Pneumokokken besitzen ein reiches Arsenal von Virulenzfaktoren. Im néchsten
Abschnitt mochte ich kurz die wichtigsten dieser Faktoren nennen, welche als
potentielle Ausloser neuronaler Apoptose und der Hirnschiddigung bei der

bakteriellen Meningitis in Frage kommen.
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1.3. Virulenzfaktoren von Pneumokokken

Pneumokokken (Streptococcus pneumoniae) sind gram-positive, fakultativ aerob
lebende Diplokokken. Sie sind transiente fakultative Inhabitanten des humanen
Nasopharynx. Etwa 1/3 aller Menschen sind transiente nasopharyngeale
Pneumokokkentréger, ohne daf3 es bei ihnen zu Krankheitserscheinungen kommt. Es
wird angenommen, daf3 der transienten Exposition mit wechselnden Pneumokokken-
Serotypen eine wichtige Bedeutung beim Erwerb der natiirlichen Immunitét
zukommt. Niheres ist dariiber jedoch nicht bekannt. S. prneumoniae ist also meist
nur Kommensale und verursacht - gemessen an der hohen Expositions- und
Kolonisationsrate - in relativ wenigen Féllen eine invasive Erkrankung. Insofern
kann S. pneumoniae als eine fitte Mikrobe im Sinne von Joshua Lederberg
bezeichnet werden, der einmal sagte: "The death of the host is not the primary
marker of the microbe’s fitness; it is an accident of collateral damage."

Uber noch unklare Mechanismen kann dieses Bakterium durch das Epithel des
Tracheobronchialsystems transmigrieren und schwere Infektions-erkrankungen
hervorrufen, vor allem Pneumonie, Otitis media, Sepsis und Meningitis.

Streptococcus pneumoniae ist der haufigste und aggressivste Erreger bakterieller
Meningitiden des Menschen mit einer hohen Morbitéts- und Mortalititsziffer (siche
Seite 7). Trotz effektiver Antibiotika haben sich diese Zahlen kaum verbessert.
Somit ist die Pneumokokkenmeningitis eine wichtige Modellerkrankung zur
Erforschung der Hirnschadigung bei neuroinfektiosen Erkrankungen.

Pneumokokken verfiigen {iber ein grof8es Arsenal von Pathogenititsfaktoren, die
im Folgenden kurz zusammengefalit sind (AlonsoDeVelasco et al., 1995; Berry and
Paton, 2000; Paton et al., 1997; Tuomanen et al., 1995).

1.3.1. Zellwandbestandteile

Lipoteichonsdure, Peptidoglykan, Choline, Choline-bindende Proteine (Rosenow et
al., 1997), LicD (Zhang et al., 1999) und das Pneumokokkenoberflachenprotein A
(PspA) (Yother and White, 1994) sind Zellwandbestandteile von Pneumokokken.
Zellwiande von Pneumokokken sind potente Trigger der Entziindungsantwort des

Wirtes (Tuomanen et al., 1985). Viele dieser Zellwandbestandteile sind wichtige
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Determinanten der Adhédsion an eukaryote Zellen und oft auch Virulenzfaktoren. So
fithrt beispielsweise die genetische Inaktivierung des PspA-Gens zur Avirulenz im
Tierversuch (Briles et al., 1988). Kockout des LicD Gens fiihrt zu verminderter

Adhérenz, Kolonisation und Virulenz im Mausversuch (Zhang et al., 1999).

1.3.2. Neuraminidase

Pneumokokken produzieren multiple Neuraminidase Isoenzyme, welche an der
bakteriellen Oberflache lokalisiert sind (Camara et al., 1994). Neuraminidase spaltet
die terminale Sialinsdure von Glykolipiden, Glykoproteinen und Oligosacchariden
und potenziert damit die Pneumokokken-induzierte Zytotoxizitdt (Berry et al.,
1996). Neuraminidase trdgt auch zur Pathogenitit von Pneumokokken in Miusen

bei (Lock et al., 1988).

1.3.3. Hyaluronidase

Hyaluronidase ist ein von Pneumokokken produziertes und sezerniertes Enzym, dem
eine wichtige Rolle bei der Kolonisation und Invasion zugeschrieben wird
(Humphrey, 1944). Sein Substrat, die Hyaluronséure, ist ein wichtiger Bestandteil
von Bindegewebe und extrazelluldrer Matrix. Die Rolle der Hyaluronidase beim
neuronalen Zelltod ist bislang nicht untersucht. Es wird jedoch vermutet, da3 hohe
Hyaluronidase-Aktivitdt eine wichtige Voraussetzung fiir die Entwicklung einer

Meningitis ist.

1.3.4. IgA Protease

IgA Proteasen sind eine heterogene Gruppe von zellwandassoziierten,
extrazelluliren Endopeptidasen, welche humanes IgA inaktivieren, indem sie dieses
Immunglobulin in ein Fab und Fc Fragment spalten. Dies ist eine wichtige
Kolonisationsstrategie, da es den Bakterien ermdglicht, die Immunbarriere der
Mukosa zu umgehen (Poulsen et al., 1996). Interessanterweise sezernieren die drei
Haupterreger bakterieller Meningitiden (Streptococcus pneumoniae, Neisseria
meningitidis, Haemophilus influenzae) eine IgA-Protease, deren Rolle im

Nervensystem, insbesondere an der Blut-Hirn-Schranke kaum erforscht ist.
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1.3.5. Zink-Metalloprotease

Diese ebenfalls Oberflichen-exprimierte Proteasen haben unterschiedliche
pathogenetische Eigenschaften (Vollmer et al., 1996). Sie sind wichtig fiir die
bakterielle Adhésion, Kolonisation und Lyse (F 1-11).

1.3.6. ABC Transporter

Streptococcus pneumoniae besitzt - wie nahezu alle gram-positiven und
-negativen Bakterien - mehrere ABC (sog. "adenosine triphosphate-binding
cassette") Transportproteine. Diese Transporter sind essentiell fiir die Aufnahme und
Abgabe verschiedenster Néhrstoffe und Stoff-wechselprodukte der Bakterien. Einige
dieser ABC-Transporter haben auch eine Bedeutung fiir die bakterielle Virulenz. So
fihrt die Inaktivierung eines ABC-Eisentransporters (Pit-Gen) zu einer
abgeschwichten Virulenz im Maus-Modell der Sepsis und Pneumonie (Brown et al.,
2001). Inaktivierung des ABC-Mangan Permease Komplexes Psa fiihrt zu einer
Verminderung von Autolyse, Adhision und Virulenz (Berry and Paton, 1996;
Sampson et al., 1994) (K 1-12).
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1.3.7. Autolysin (LytA)

Das LytA-Gen kodiert das Pneumokokken-Autolysin N-Acetylmuramyl-L-Alanin-
Amidase. Autolysin-defiziente Mutanten sind in ihrer Virulenz im Mausexperiment
deutlich reduziert (Berry et al., 1989). Bei der experimentellen Pneumonie induziert

diese Mutante - im Gegensatz zum Wildtyp - keine Inflammation (Canvin et al.,

1995).

1.3.8. Pneumolysin (Pln)

Pneumolysin ist ein multifunktionales Proteintoxin von Pneumokokken. Lokalisiert
im bakteriellen Zytosol wird es wihrend der Vermehrung, vor allem aber wahrend
der Lyse freigesetzt. Pneumolysin hat unterschiedliche Funktionen, es aktiviert die
Komplement-Kaskade, wirkt pro-inflammatorisch und bildet kleine Poren in der
eukaryoten Zellmembran (Mitchell and Andrew, 1997). So stimuliert Pneumolysin
zum Beispiel die Produktion von TNF-o und IL-1B in humanen Monozyten

(Houldsworth et al., 1994).

1.3.9. Wasserstoffperoxid H,O

Pneumokokken besitzen keine Katalase, produzieren deshalb relativ grole Mengen
an H,O, (Avery and Morgan, 1924; Pericone et al., 2000) und bewirken dadurch die
oxidative Schidigung von Wirtszellen. Die Mutation eines der Schliisselenzyme fiir
die H,0O,-Produktion in Pneumokokken, der Pyruvatoxidase, bewirkt eine Reduktion
der H,0O,-Produktion um das 100-fache; solche Mutanten zeigen eine deutlich

reduzierte Virulenz im Tierversuch (Spellerberg et al., 1996).

Die oben genannten Pathogenititsfaktoren der Pneumokokken determinieren deren
hohe Pathogenitét fiir das Zentralnervensystem und sind die entscheidenden Trigger
der massiven Entziindung. Eigene publizierte Ergebnisse haben gezeigt, da} einige
dieser Faktoren essentiell fiir neuronalen Zelltod in vitro und in vivo sind. Dies wird

im folgenden Kapitel II néher erlautert.

23



2. Eigene Forschungsergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Trigger und Mechanismen der
Hirnschddigung bei der Pneumokokkenmeningitis aufzukliaren, um neuroprotektive
Therapieansitze zu entwickeln.

Abbildung 5 faBit die Hauptergebnisse schematisch zusammen. Hirnschiadigung
wurde im Tiermodell der Pneumokokkenmeningitis nachgewiesen. Neuroprotektion
konnte sowohl durch Caspase-Inhibition als auch durch Blockade der Entziindung
erreicht werden. [n  vitro war die  Mitochondrienschidigung ein
Schliisselmechanismus  der Pneumokokken-induzierten = Neurotoxizitidt. Die
Pneumokokkentoxine Pneumolysin und H,0O, erwiesen sich als potente
Apoptosetrigger in vitro. Blockade dieser Toxine bewirkte eine signifikante
Reduktion des neuronalen Schadens nicht nur in vifro sondern auch bei der

experimentellen Pneumokokkenmeningitis.
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Neuroprotektion durch Toxin-Inaktivierung I

Abbildung 5: Hauptergebnisse.
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2.1. Neuroprotektion bei der Pneumokokkenmeningitis

2.1.1. Pneumokokkenmeningitis induziert Zelltod im Hippocampus

Bis zu 50% aller Patienten leiden nach einer iiberlebten bakteriellen Meningitis unter
den Folgen neuronaler Schiddigung. Folgeschdden duBern sich zum Beispiel in
Lerndefiziten, Horstorungen, Anfallsleiden und Paresen.

Arbeiten verschiedener Gruppen und eigene Ergebnisse (Leib et al., 1996; Zysk et
al., 1996) (G 1-5) haben gezeigt, dal sowohl die Pneumokokken- als auch die
Gruppe B Streptokokken-Meningitiden Apoptose von Hippocampusneuronen
auslosen. Im Friithstadium der bakteriellen Meningitis kommt es zum neuronalen
Zelltod im Hippocampus, spiter auch im Kortex. Als Trigger der Apoptose bei der
Meningitis kommen prinzipiell sowohl die tiberschieBende Entziindungsantwort des
Wirts als auch direkte toxische Faktoren der Bakterien in Betracht. Die Apoptose
wird bei der Pneumokokkenmeningitis teils durch Caspase-abhédngige, teils durch
Caspase-unabhédngige Mechanismen ausgefiihrt, was im Folgenden ndher erldutert
wird (G 1-5; C 1-10).

Bei der Pneumokokkenmeningitis wird die neuronale Apoptose im hippocampalen
Gyrus dentatus zu einem wesentlichen Teil durch Caspase-3 vermittelt (G 2-3).
Immunhistochemisch konnte mit einem spezifisch gegen die aktivierte Form der
Caspase-3 gerichteten Antikorper eine selektive Férbung hippocampaler Neurone
bereits 24 Stunden nach Induktion einer Pneumokokkenmeningitis gezeigt werden.
Sowohl die Lokalisation als auch das zeitliche Auftreten dieser Caspase-3-positiven
Neurone korrelierten mit dem Auftreten apoptotischer Zellen, welche zum Beispiel
mittels der Hoechst-Kernfarbung oder der TUNEL (= terminal transferase mediated

UTP nick end labeling) - Reaktion sichtbar gemacht wurden (Abbildung 6) (G 2-3).
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Abbildung 6: Induktion neuronaler Apoptose im Hippocampus und Neuroprotektion durch

den Breitspektrum-Caspase-Inhibitor z-VAD-fmk nach 24-stiindiger Pneumokokken-

Meningitis. Hamatoxylin&Eosin- (a-c) und TUNEL-Farbung (d-f) sowie Immunhistochemie
fur aktive Caspase-3 (g-i).
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2.1.2. Neuroprotektion durch Caspase-Inhibition

Die Aktivierung von Caspase-3 in hippocampalen Neuronen konnte durch die
Applikation des Breitspektrum  Caspase-Inhibitors z-VAD-fmk (= N-
benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-fluoromethylketone) unterdriickt werden.
Vielmehr noch, die Therapie mit z-VAD-fmk - aber nicht mit dem inaktiven
Kontroll-Inhibitor z-FA-fmk - flihrte zu einer 50-60%igen Reduktion der neuronalen
Apoptose im Vergleich zur unbehandelten Pneumokokkenmeningitis (G 2-3)
(Abbildungen 6 und 7).

Dieser neuroprotektive Effekt von z-VAD-fmk war nicht nur kurzfristig
vorhanden, beruhte also nicht nur auf einer Verzogerung des Zelltodes, sondern
konnte bei Tieren, welche nach 24 Stunden antibiotisch behandelt wurden und somit
die Pneumokokkenmeningitis {iberleben konnten, auch noch nach 6 Tagen
festgestellt werden. Dies weist darauf hin, daB3 durch Inhibition von Caspasen nicht
nur eine Verzogerung des Zelltods sondern eine reale Zytoprotektion erreicht wird
(G 2-3).

Zusammenfassend 143t sich somit feststellen, dall ein wesentlicher Teil des
neuronalen Zelltodes bei der Pneumokokkenmeningitis durch Caspase-abhingige
Apoptose  vermittelt wird. Wodurch jedoch wird die Apoptose von

Hippocampusneuronen bei der Pneumokokkenmeningitis ausgelost?
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Abbildung 7: Caspasen und die Liquorleukozytose tragen zur neuronalen Apoptose bei.
Sowohl der Caspase-Inhibitor z-VAD-fmk als auch die Hemmung der Liquorleukozytose
bewirkten eine massive Reduktion der neuronalen Apoptose im Hippocampus bei der S.

pneumoniae-Meningitis.

29



2.1.3. Bedeutung der intrathekalen Entziindung fiir die neuronale Apoptose

Prinzipiell kommen multiple potentielle Ausloser der neuronalen Apoptose bei der
Pneumokokkenmeningitis in Betracht: zum einen die massive Entziindungsantwort
des Wirts, zum anderen direkte bakterielle Faktoren. Es ist schwierig, in vivo
zwischen dem Beitrag der einzelnen Trigger am neuronalen Zelltod zu
differenzieren. Neurotoxische inflammatorische Mediatoren des Wirts werden vor
allem von den in den Liquorraum eingewanderten Leukozyten freigesetzt.

Ein erster Ansatz war es deshalb, die Liquorleukozytose durch anti-CD18
Antikorper zu blockieren. Die CD18 Familie der Leukozyten-Integrine vermittelt
Adhidrenz aktivierter Leukozyten an Endothelien und ihre Transmigration. Die
intravendse Applikation von anti-CD18 Antikérpern immobilisiert Leukozyten im
vaskuldren Kompartment. Tiere, welche mit anti-CD18 Antikdrpern behandelt
wurden, hatten 86% weniger Liquor-Leukozyten als Kontroll-Tiere. Diese massive
Reduktion der Liquorpleozytose hatte nahezu die gleichen neuroprotektiven Effekte
wie z-VAD-fmk: ca 50% aller Neurone iiberlebten (Abbildung 7) (G 2).

Diese Experimente wiesen darauf hin, daB3 die zahlreich in den Liquorraum
invadierenden Leukozyten und die intrathekale Inflammation wichtige - aber nicht
alleinige - Trigger des neuronalen Zelltodes sind. Aus den in vivo -
Blockierungsexperimenten ergab sich die Hypothese, daf
inflammationsunabhéngige bakterielle Faktoren ebenfalls eine wichtige Rolle
spielen. Auflerdem stellte sich die Frage nach den Mechanismen der Bakterien-
induzierten Neurotoxizitit und ob die Leukozyten-vermittelte Entziindung oder
direkte Effekte von Pneumokokken die Caspasenaktivierung verursachen. Um
diesen Fragen nachzugehen, verwendeten wir in vitro Zelltodassays, da sich damit
die Trigger und Signaltransduktionswege im einzelnen identifizieren und

differenzieren lassen.
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2.1.4. Apoptose in vitro durch infizierten Liquor cerebrospinalis

Neuronaler Zelltod lieB sich in vitro durch infizierten Liquor cerebrospinalis
(gewonnen von Tieren nach 24-stiindiger Meningitis) reproduzieren. Entziindlich-
infektidser Liquor induzierte Apoptose in der humanen neuronalen Zelllinie HCN-II,
welcher durch z-VAD-fmk (unterschiedliche Konzentrationen) {iberraschenderweise
nicht verhindert werden konnte. Jedoch wirkte z-VAD-fmk deutlich neuroprotektiv,
wenn aus dem Liquor vor der Inkubation die Bakterien entfernt wurden (Abbildung
8) (G 3-4).

Dies war ein erster wichtiger Hinweis darauf, dal Pneumokokken in der Lage
sind, eine Caspase-unabhingige Apoptose zu initiieren, was durch weiterfithrende

Versuche (siehe unten) untermauert werden konnte.

40 t
30 + . Liquor
2 [] Liquor + z-VAD-fmk
% 2071
z
X
101
0 mm.  mm
Apoptose Nekrose Apoptose Nekrose
Infizierter Liquor Kontroll- Liquor

Abbildung 8: Infizierter Liquor cerebrospinalis induziert Apoptose in vitro. Der Caspase-

Inhibitor z-VAD-fmk bewirkte eine massive Reduktion dieser Apoptose.
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2.2. Mechanismen des Pneumokokken-induzierten Zelltodes

2.2.1. Apoptose-Induktion durch Exposition mit Pneumokokken

Aus den in vivo Untersuchungen ergab sich die Hypothese, dal neben der
Entziindungsreaktion auch Pneumokokken wesentlich zur Apoptose beitragen. Um
dies weiter zu priifen, wurden in vitro (und somit unter Ausschaltung des Einflusses
der Leukozytose) Neurone und Mikroglia mit Pneumokokken inkubiert (C 1-10).
Sowohl in einer humanen Neuronen- und Mikrogliazelllinie, als auch in primiren
Neuronen der Ratte und in primdren gemischten Maushirnzellen induzierten
Pneumokokken apoptotischen Zelltod (Abbildung 9). Pathophysiologisch relevante
Konzentrationen von Pneumokokken induzierten nach 6 Stunden sidmtliche
morphologischen und biochemischen Kriterien der Apoptose (C 2-4).
Morphologisch kam es zu einer ausgeprdgten Verkleinerung und Kondensierung
sowohl des Zellkerns als auch der Zelle insgesamt. Biochemisch kam es zur DNA-
Fragmentierung, was durch eine positive TUNEL-Fiarbung nachgewiesen wurde.
AuBerdem translozierte Phosphatidylserin rasch von der Innen- an die Auflenseite
des Lipidbilayers der Zellmembran (C 5), was durch die Annexin V-Farbung gezeigt
wurde (Abbildung 9).

Der Beginn der Apoptose war abhidngig von der Konzentration der Bakterien und
von der Zeit der Inkubation (C 3). 10’ KBE (Kolonie-bildende Einheiten)/ml] fiihrten
nach 9 Stunden zum Tod von ca. 80-90% der Zellen. Wihrend Mikrogliazellen
nahezu ausschlieBlich durch Apoptose starben, kam es bei der humanen neuronalen
Zelllinie auch zum - allerdings maximal 25% - nekrotischen Zelltod. Bei den
primiren Neuronen der Ratte betrug der Anteil nekrotischer Zellen maximal 10%.

Hinsichtlich des zeitlichen Ablaufs der Apoptose trat als erstes die Translokation
des Phosphatidylserins auf, dann kam es zur Verkleinerung der Zelle, schlie8lich

wurden die Zellen TUNEL-positiv.
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Abbildung 9: Die humane Mikroglia- (a-f) und humane Neuronen-Zelllinie (g-I) sowie
Maushirnzellen (,mixed brain cells*) (m-r) zeigten nach 6 Stunden Inkubation mit
Pneumokokken (107 KBE/mI) die typischen Zeichen von Apoptose in der Lichtmikroskopie
(d, j, p), im TUNEL- (e, k, ) und Annexin-V-Assay (f, I, r).
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2.2.2. Pneumokokken induzieren Apoptose ohne Caspasenaktivierung

Nachdem (Abbildung 9) das pro-apoptotische Potential von Pneumokokken belegt
war, folgten Untersuchungen iiber die Mechanismen des Pneumokokken-induzierten
Zelltodes. Aus den Experimenten mit infiziertem Liquor (Seite 33) ergab sich initial
die Frage nach der Caspasenaktivierung.

Apoptose wird klassischerweise - jedoch nicht immer - durch Caspasen
ausgefiihrt. Pneumokokken jedoch induzierten in vitro Apoptose ohne Aktivierung
von Caspasen (C 6) (Abbildung 10). Dies wurde durch verschiedene Methoden
nachgewiesen: Western Blot, Caspasen-Aktivitdtsbestimmungen und -
Inhibitionstests. Als Positivkontrolle wurde Staurosporin verwendet, ein Inhibitor
von Proteinkinasen, welcher oft als pharmakologischer Caspase-induzierender
Apoptosetrigger verwendet wird.

Im Western-Blot konnte gezeigt werden, dafl Staurosporin die Spaltung des
Caspase-3-Substrats PARP (Poly-ADP-Ribose-Polymerase) in das 85 kd Fragment
und der inaktiven Procaspasen zu den aktiven Caspasen bewirkt (gezeigt ist
Caspase-3). Zelltod-induzierende Konzentrationen von Pneumokokken waren dazu
nicht in der Lage (Abbildung 10 a).

Im Caspase-Aktivititsassay wurde die Spaltung eines jeweils nicht-
fluoreszierenden spezifischen Caspase-Substrats zu einem fluoreszierenden Produkt
gemessen. Als Positiv-Kontrolle dienten Lysate von Staurosporin-behandelten
Zellen. Hiermit konnte Caspasen-Aktivierung nachgewiesen werden. Im Gegensatz
dazu waren Lysate von Pneumokokken-behandelten Neuronen und Mikrogliazellen
nicht in der Lage, Substrate der Caspasen 1-10 zu spalten. Unter keiner der
verschiedenen getesteten Bedingungen (unterschiedliche Bakterienkonzentrationen
und Inkubationszeiten) kam es zur Caspasenaktivierung durch Pneumokokken
(Abbildung 10 b).

Caspasen-Inhibitionstests unterstiitzten die im Western-Blot und in den Caspasen-
Aktivitditsmessungen gewonnenen Ergebnisse. Der Breit-spektrum-Caspase-
Inhibitor z-VAD-fmk verhinderte die durch Staurosporin, nicht jedoch die durch
Pneumokokken induzierte Apoptose (Abbildung 10 c).
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Abbildung 10: Die Pneumokokken-induzierte Apoptose ist Caspase-unabhangig. Im
Western Blot (a) zeigten sich keine aktive Caspase-3 und keine Spaltung des Caspase-
Substrates PARP. In den Aktivitatsassays (b) bewirkte Staurosporin (Positivkontrolle) - aber
nicht S. pneumoniae - eine Caspasen-Aktivierung. Der Breitspektrum-Caspase-Inhibitor z-

VAD-fmk verhinderte die Staurosporin-, aber nicht die Pneumokokken-induzierte Apoptose

(c).



2.2.3. Pneumokokken schidigen Mitochondrien

Direkte Effekte von Pneumokokken induzieren offensichtlich Zelltod ohne
Caspasenaktivierung. Somit stellte sich die Frage nach alternativen Zelltodwegen.
Mitochondrien nehmen eine erst in den letzten Jahren erkannte essentielle Rolle bei
der Apoptose ein. AuBerdem kann Apoptose ohne Caspasen-Aktivierung durch
Mitochondrienschéddigung initiiert werden (Green and Reed, 1998).

Die Messung des mitochondrialen Membranpotentials ist eine sensitive Methode,
die mitochondriale Funktion zu untersuchen. MitroTracker ist ein fluoreszierender
Farbstoff, dessen selektive Fluoreszenz ein intaktes mitochondriales
Membranpotential anzeigt. Mit diesem Farbstoff konnte gezeigt werden, daf3
Pneumokokken massiv und sehr frith - bereits nach 45 Minuten, d.h. bevor
morphologische Zeichen der Apoptose auftreten - das mitochondriale
Membranpotential zerstoren (Abbildung 11 a) (C 3 und 7).

Neben der funktionellen Storung zeigte sich ebenfalls sehr friih als Zeichen der
Mitochondrienschiadigung die Freisetzung pro-apoptotischer mitochondrialer
Faktoren ins Zytosol, wie zum Beispiel von Zytochrom c¢ oder AIF (Apoptose-
induzierender Faktor). Dies konnte durch Immunfluoreszenz und Western-Blotting
belegt werden. Immunzytochemisch zeigte sich bereits nach 1,5 Stunden eine
Abnahme der mitochondrialen AIF-Fluoreszenz (Abbildung 11 b) sowohl in
Mikroglia als auch in Neuronen. Um die Freisetzung pro-apoptotischer Faktoren aus
den Mitochondrien zu untersuchen, wurde Zytochrom c mittels Western Blot in
zytosolischen und mitochondrialen Zellfraktionen dargestellt. Dabei zeigte sich in
Lysaten von Kontroll-Zellen eine deutliche Zytochrom c¢ Bande in der
mitochondrialen, jedoch keine in der zytosolischen Fraktion, was auf intakte
Mitochondrien hinwies. Nach Behandlung mit Pneumokokken nahm - als Hinweis
auf die mitochondriale Schadigung - das mitochondriale Zyotchrom c ab und war in

der zytosolischen Fraktion nachweisbar (Abbildung 11 c).
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Korrelierend mit der Zerstorung des mitochondrialen Membranpotentials und der
Freisetzung von Zytochrom c¢ und AIF aus den Mitochondrien kam es zu
ultrastrukturellen Verdnderungen der Mitochondrien. In der Transmissions-
Elektronenmikroskopie zeigte sich zeitgleich dazu eine massive Schwellung der
Mitochondrien (Abbildung 11 d). All diese Verdnderungen traten auf bevor es zu
den morphologischen Apoptosekriterien des Zellkerns kam.

Freisetzung von Zytochrom c aus Mitochondrien fiihrt in vielen Apoptose-
Modellen iiber die Bildung des sog. Apoptosoms zur Aktivierung von Procaspase-9,
dann Procaspase-3 und der Caspase-Kaskade. Obwohl Pneumokokken die
Freisetzung von Zytochrom c aus den Mitochondrien verursachen, kommt es in
unserem Modell nicht zur Caspasen-Aktivierung. Weiterfithrende Experimente
haben bislang noch keine aktive Protease wie zum Beispiel Calpain nachweisen
konnen. Die sogenannte(n) Effektorprotease(n) der Pneumokokken-induzierten
neuronalen Apoptose ist/sind bislang noch unbekannt.

Im nichsten Abschnitt wird auf mogliche Mediatoren der durch Pneumokokken

induzierten frithen Mitochondrienschidigung eingegangen.

37



MitoTracker

Untreated

o
2
1]
o
s
c
=]

£
E
0
=

Pneumococcus
Pneumococcus

¢ Mitochondria Cytosol
Pneumococcus | —  + | [ — + |
Cytochrome ¢« = et

Abbildung 11: Pneumokokken bewirken eine frihe Zerstdrung des mitochondrialen
Membranpotentials (MitroTracker, a) und der Mitochondrien-Ultrastruktur (Transmissions-
Elektronenmikroskopie, d) sowie die Freisetzung der pro-apoptotischen mitochondrialen
Faktoren AIF (Apoptose-induzierender Faktor) (Immunzytochemie, b) und Zytochrom c
(Western Blot, c).

38



2.2.4. Kalzium und reaktive Sauerstoffradikale als Mediatoren

Influx von Kalzium oder Freisetzung von Kalzium aus intrazelluliren Quellen kann
Mitochondrien schddigen und ist ein potenter pro-apoptotischer Mediator in
verschiedenen Zelltod-Modellen (Crompton, 1999; Lipton and Nicotera, 1998). Um
Kalzium zu detektieren, benutzten wir Fluo-4, einen zellpermeablen farblosen
Farbstoff, der fluoresziert, sobald er Kalzium bindet (Chambers et al., 1999). Bereits
45 Minuten nach der Exposition mit Pneumokokken konnte mittels Fluo-4 eine
deutliche Zunahme von intrazellulirem Kalzium in Neuronen und Mikroglia
detektiert werden, welches 3 Stunden lang massiv anstieg (Abbildung 12 b). Dieser
Kalzium-Anstieg konnte mit dem zellpermeablen Kalzium-spezifischen Chelator
BAPTA-AM (Kruman and Mattson, 1999) sehr gut blockiert werden (A 5-6).

Um zu kldren, ob dieser intrazelluldre Kalziumanstieg pro-apoptotisch wirkt oder
nur ein passiver Begleiteffekt der Apoptose ist, wurden Neurone oder
Mikrogliazellen mit BAPTA-AM behandelt und mit Pneumokokken inkubiert. Im
Vergleich zu Kontrollzellen waren BAPTA-AM-behandelte Zellen nach 6 Stunden
nahezu resistent gegeniiber der Pneumokokken-induzierten Apoptose (Abbildung 12
¢). Dies wies auf eine aktive Rolle von Kalzium bei der Apoptose-Induktion hin.

Oxidierende Agentien sind dafiir bekannt, Mitochondrien zu schédigen. Wir
untersuchten daher, ob Pneumokokken einen Anstieg von intrazelluldren
Sauerstoffradikalen verursachen. Um Sauerstoffradikale nachzuweisen, benutzten
wir den nicht fluoreszierenden Farbstoff Dihydrorhodamin 123 (DHR 123), welcher
fluoresziert, sobald er intrazelluldr durch Sauerstoffradikale zum kationischen
Rhodamin 123 oxidiert wird (Kooy et al., 1994). Bereits nach 45 Minuten
Inkubation mit Pneumokokken kam es zu einem deutlichen intrazytoplasmatischen
Anstieg der Fluoreszenz auf das Doppelte, welche im Verlauf von 3 Stunden noch

weiter zunahm (Abbildung 12 a).
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Abbildung 12: Pneumokokken (D39) fihren rasch zu einer intrazellularen Zunahme von
Sauerstoffradikalen (a) (gemessen mit DHR) und Kalzium (b) (gemessen mit Fluo-4). Der
Kalzium-Chelator BAPTA blockierte den intrazellularen Kalzium-Anstieg (b) und die

Pneumokokken-induzierte Apoptose (c).
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Der intrazelluldre Anstieg von Kalzium und Sauerstoffradikalen geht den
morphologischen Kriterien des apoptotischen Zelltodes voraus. Kalzium und
Sauerstoffradikale sind wichtige intrazellulire Mediatoren der Pneumokokken-
induzierten Apoptose von Hirnzellen.

Die Pneumokokken-induzierte Apoptose kann also als eine durch Kalzium- und
Sauerstoffradikale-vermittelte, Caspasen-unabhingige sog. Mitochondrioptose

charakterisiert werden.

2.2.5. Apoptose-induzierender Faktor (AIF) als Effektorenzym

Bei der Suche nach Effektoren erwies sich der Apoptose-induzierende Faktor AIF
als idealer Kandidat, da er Caspase-unabhédngig Apoptose ausfiihren kann (Susin et
al., 1999). Die Charakteristika der Pneumokokken-induzierten Apoptose erinnerten
aulerdem an Aspekte der AIF-vermittelten Apoptose, wie zum Beispiel die
Chromatinkondensierung ohne ausgepragte Fragmentierung.

Wie bereits erwihnt, bewirken Pneumokokken eine rasche Freisetzung von AIF
aus den Mitochondrien (Abbildung 11). Um festzustellen, ob dies nur ein passiver
Begleiteffekt oder notwendig fiir die Pneumokokken-induzierte Apoptose ist,
wurden Mikrogliazellen neutralisierende anti-AIF-Antikérper (Serum als
Negativkontrolle) intrazytoplasmatisch injiziert und anschliefend Pneumokokken
exponiert. Dabei zeigte sich, da die Apoptose in AlF-injizierten Zellen nach 4
Stunden 3-4-fach reduziert war (C 3 und 8). Weitere Belege der Rolle von AIF war
der Nachweis von hypodiploiden Zellkernen mittels DurchfluBzytometrie und der
DNA-Fragmentierung in ca. 50 Kilobasen grofle Fragmente (C 8) - beides
Kennzeichen der AIF-induzierten Apoptose.

In Abwesenheit der Entziindungsreaktion des Wirts wird also in vitro die
Pneumokokken-induzierte Apoptose von der Endonuklease AIF und nicht von
Caspasen ausgefiihrt.

Zusammenfassend verursacht in vivo die massive Leukozytose ca. 50% und die
Caspasen-Aktivierung ca. 60% des neuronalen Zelltodes, wahrend in vitro der
intrazelluldire ~ Anstieg  von  Kalzium und  Sauerstoffradikalen, die

Mitochondrienschddigung und AIF-Freisetzung den Zelltod vermitteln. Direkte
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Effekte der Pneumokokken verursachen in vitro bei Abwesenheit der Leukozytose
die Caspase-unabhingige, aber AIF-abhingige Komponente des Zelltodes. Unsere
derzeitige Arbeitshypothese lautet, daBl in vivo die massive Leukozytose die
Caspasen-Aktivierung verursacht, wiahrend bakterielle Faktoren fiir den nicht durch
Caspase-Inhibition verhinderbaren neuronalen Zelltod verantwortlich sind.

Im folgenden Abschnitt werden deshalb die bakteriellen Trigger der Apoptose und

ihre Bedeutung in vivo ndher untersucht.

2.3. Bakterielle Trigger des Zelltodes von Hirnzellen

2.3.1. Identifizierung pro-apoptotischer Pneumokokkenfaktoren

Die Bedeutung direkter bakterieller Faktoren konnte in vitro und in vivo eindeutig
belegt werden, was in den folgenden Abschnitten gezeigt wird. In vitro wurden in
Neuronen und Mikroglia bakterielle Ausloser der Apoptose identifiziert, welche sich
auch in vivo bestitigten.

Die pathophysiologische Bedeutung mehrerer Pneumokokkenfaktoren ist gut
erforscht (J 1-23). Am Beispiel der Pneumokokkenpneumonie ist die Rolle einiger
Pneumokokkenfaktoren hinsichtlich Auslosung und Progression der Erkrankung
bekannt. Es ist jedoch kaum bekannt, welche bakteriellen Faktoren fiir die
Neurotoxizitdt bei der Pneumokokkenmeningitis verantwortlich sind. Fiir diese
Analyse wurde die Apoptose-induzierende Aktivitit einzelner Pathogenititsfaktoren
und Pneumokokkenmutanten mit definierten Defekten in spezifischen
Pathogenititsfaktoren untersucht.

Als erstes stellten wir uns die Frage, ob die bakteriellen Trigger der Apoptose
sezerniert werden oder mit der Zelle, Zellwand oder Zelloberfliche der
Pneumokokken assoziiert sind. Dabei testeten wir hitze-inaktivierte Pneumokokken
und Zellwandpréparationen von Pneumokokken. Beides sind bestens bekannte,
duBerst potente pro-inflammatorische  Trigger. Weder hitze-inaktivierte
Pneumokokken noch aufgereinigte Fragmente von Pneumokokkenzellwénden waren

in der Lage - nach 12 Stunden Exposition - Apoptose auszuldsen. Es gab auch keine
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Unterschiede in der pro-apoptotischen Aktivitit bekapselter und unbekapselter
Pneumokokken. Daher schien die pro-apoptotische Aktivitdt von Pneumokokken
durch sezernierte, hitzelabile Faktoren bedingt zu sein. Diese Hypothese wurde
dadurch unterstiitzt, dal} bakterielle Kulturiiberstinde in der Abwesenheit von
Pneumokokken (Konzentrations- und Zeit-abhéngig) rasch Apoptose ausldosten (A
3).

Der/die pro-apoptotischen Pneumokokkenfaktor/en wurden folgendermallen
identifiziert (A 2-3): Pneumokokkenmutanten mit Defekten in spezifischen
Virulenzfaktoren wurden im Vergleich mit Wildtyp-Pneumokokken auf eine
Abnahme ihrer pro-apoptotischen  Aktivitit hin untersucht. Folgende
Bakterienstimme und -mutanten wurden getestet: D39 Serotyp 2 bekapselte
Pneumokokken, sein unbekapseltes Derivativ R6 (Rockefeller Universitidt, New
York, USA), die Pneumolysin-negative Mutante p/n4~ (von Dr. D. Briles,
University of Alabama, Birmingham, AL) (Berry et al., 1989), die Pyruvat Oxidase
Mutante spxB~ defizient in der H,O»-Produktion (Spellerberg et al., 1996), die pinA~
/spxB~ Doppelmutante (A 2), die Cholin-bindendes-Protein-A Mutante cbpA~
defizient in der Adhidsion (Rosenow et al., 1997), die Kompetenz- und DNA-
Transformations-defiziente Mutante comA™ (Cheng et al., 1997), die IgA1 Protease
Mutante igd~ (Wani et al., 1996), die Mutante zmpB~ defizient in der Zink
Metalloprotease (F 1-11), Mutanten mit Defekten im Zwei-Komponenten-
Signaltransduktionssystem VncR/S (E 1-9) oder dem ABC-Transporter PsaA (K 1-
12), und /lytA~ (Tomasz et al., 1970) mit einem Defekt im Autolysin-Gen.

Das Ergebnis zahlreicher Zytotoxizitits-Experimente war, daf} all diese Mutanten
das gleiche Potential fiir die Induktion von Apoptose hatten. Die Inaktivierung
jeweils eines dieser bakteriellen Faktoren verhinderte nicht die Pneumokokken-
induzierte Apoptose. Daraus leitete sich die Hypothese ab, daB es mehrere
sezernierte Pneumokokkenfaktoren gibt, welche sich in ihrer Apoptose-
induzierenden Eigenschaft ersetzen konnen. Ziel der folgenden Experimente war es
demzufolge, mehrere potentielle Toxizitdtsfakoren zu inaktivieren (A 2-3).

Zunichst  wurde  Hydrogenperoxid, =~ H;0,, in  Uberstinden  von
Pneumokokkenkulturen durch das Antioxidans N-Acetyl Cystein (NAC) oder durch
Katalase geblockt. H,O, ist ein wichtiges Pneumokokkentoxin und zugleich ein

wohl bekannter Apoptose-Induktor. AuBerdem evaluierten wir die Apoptose-
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Induktion durch spxB~, einer Pneumokokkenmutante mit einem Defekt in der H,O,-
Produktion.

Weder durch die pharmakologische noch durch die genetische Inaktivierung von
H,O, konnte die Apoptoserate vermindert werden (Abbildung 13). In
weiterfilhrenden Experimenten wurde nun gleichzeitig H,O, und jeweils ein
weiteres Pneumokokkentoxin inaktiviert, indem wir Neurone und Mikroglia in der
Gegenwart von NAC mit den oben genannten Mutanten inkubierten. Hierbei zeigte
sich eine Abnahme nur bei einer einzigen Mutante, der Pneumolysin-negativen
Mutante p/nA: Die Inkubation von Hirnzellen mit p/n4~ in der Gegenwart von NAC
(d.h. Pneumolysin und H,O, inaktiviert) bewirkte eine massive Reduktion der
Apoptose (Abbildung 13). Im Gegensatz dazu fiihrte die Exposition von Neuronen
oder Mikroglia mit pln4~ allein (d.h. nur Pneumolysin inaktiviert) oder mit Wildtyp-
Pneumokokken und NAC (d.h. nur H,O; inaktiviert) zur selben Apoptoserate wie
die Wildtyp-Pneumokokken.

D.h. die Ausschaltung eines Toxins (Pneumolysin oder H,O,) bewirkt keine
Reduktion des Zelltodes; es miissen beide Pneumokokkentoxine - Pneumolysin und
H,O, - gleichzeitig inaktiviert werden, um eine signifikante Zytoprotektion zu
erreichen (A 3-4). Sowohl die Rate der Apoptose als auch das Ausmal} der
Mitochondrienschiddigung in der Elektronenmikroskopie war bei der Inkubation mit
plnA~ in der Gegenwart von NAC (d.h. Pneumolysin und H,0O, inaktiviert) deutlich
reduziert (Abbildung 14). Darauthin wurde die Doppelmutante plnA /spxB~ mit
defekter Pneumolysin- und H,O,-Produktion hergestellt. Diese Mutante zeigte auch

- wie erwartet - eine deutlich reduzierte pro-apoptotische Aktivitdt (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Zwei Pneumokokkentoxine (Pneumolysin und H,0,) sind die Haupttrigger der
Pneumokokken-induzierten Apoptose in vitro. Im Vergleich zum Wildtyp S. pneumoniae D39
zeigten die Pneumolysin-H,O.-Doppelmutante (p/lnA™/spxB~) oder die Pneumolysin-Mutante
(pInA7) in der Gegenwart von Antioxidantien (NAC = N-Acetyl Cystein oder Cat = Katalase)

im Acridin Orange (AO) / Ethidium Bromid (EB) Assay eine deutliche Reduktion der
Apoptose-Rate.
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Abbildung 14: Zwei Pneumokokkentoxine sind die Haupttrigger der Pneumokokken-
induzierten Mitochondrienschadigung. Im Vergleich zum Wildtyp D39 verursachten die
Pneumolysin-H,O,-Doppelmutante pinA~/spxB~ oder die Pneumolysin-Mutante p/nA™ in der
Gegenwart des Antioxidans N-Acetyl Cystein (NAC) eine im Transmissions-

Elektronenmikroskop erkennbare, deutlich geringere Mitochondrienschadigung (Pfeile).
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2.3.2. Pneumolysin und Hydrogenperoxid H,O;

Um positiv zu bestétigen, dal Pneumolysin oder H,O, allein als Apoptose-Trigger
ausreichen und sich gegenseitig ersetzen konnen, wurden Neurone und Mikroglia
mit rekombinant hergestelltem Pneumolysin (0,1 - 10 ug/ml) (H 2) oder mit H,O, (2
- 2000 uM) inkubiert, wobei die in vivo vorkommenden Konzentrationen dieser
Toxine innerhalb der in den Versuchen verwendeten Konzentrationsbereiche lagen.
Zelltod wurde gemessen mit dem AO/EB-Assay (Abbildung 15), dem LDH-Assay,
mit TUNEL, Annexin-V, Licht- und Elektronenmikroskopie. Kinetik und
Morphologie der durch diese Toxine induzierten Apoptose entsprachen der von

lebenden Pneumokokken (A 5).

Pneumolysin

AO/EB assay

Pneumolysin Pneumolysin
Cytolysis ™ Complement ™

Abbildung 15: Pneumolysin und H,O, induzierten Apoptose in Mikroglia (gezeigt ist der
AO/EB-Assay) und Neuronen. Die Komplement-defiziente Pneumolysin-Mutante zeigte
keine Reduktion in ihrer Apoptose-induzierenden Aktivitat, wahrend die Zytolyse-defiziente
Pneumolysin-Mutante nicht mehr in der Lage war, Apoptose oder Zelltod Uberhaupt

auszulosen.
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2.3.3. Todesdomiine von Pneumolysin

Pneumolysin ist ein gut charakterisiertes Pneumokokkentoxin mit mehreren
Aktivititen (Mitchell and Andrew, 1997), welche unter anderem Komplement-
Aktivierung, pro-inflammatorische Eigenschaften und die Bildung von Poren
umfassen. Mit Pneumolysin-Mutanten wollten wir die Frage kldren, ob die sog.
Todesdomine von Pneumolysin mit einer seiner bekannten Aktivititen assoziiert ist,
oder ob es sich um eine neue unbekannte Aktivitdtsdoméne handelt. Dazu wurde die
pro-apoptotische Aktivitit von Wildtyp-Pneumolysin mit der von Pneumolysin-
Mutanten verglichen, welche spezifische Defizienzen in ihrer Komplement-
aktivierenden oder Poren-bildenden Eigenschaft aufwiesen. Dabei zeigte sich, daf
Pneumolysin-Mutanten mit einem Defekt in der Poren-bildenden Aktivitdt keine
Apoptose auslosten. Im Gegensatz dazu induzierten jedoch Pneumolysin-Mutanten
mit einem Defekt in der Komplement-Aktivierung genau so potent Apoptose wie
das Wildtyp-Pneumolysin (Abbildung 15). Dies wies darauf hin, dal die Poren-
bildende Aktivitdt von Pneumolysin fiir die Induktion der Apoptose notwendig ist
(AS).

2.3.4. Mitochondrientoxin Pneumolysin

Pneumolysin ist also eine wesentliche Determinante der Pneumokokken-induzierten
Apoptose. Somit stellte sich nun die Frage, ob Pneumolysin ebenfalls fiir die durch
Pneumokokken ausgeldste frithe Mitochondrienschiadigung verantwortlich ist.
Pneumolysin verursacht einen friilhen Anstieg von intrazellulirem Kalzium
(Abbildung 16). Um zu untersuchen, ob Pneumolysin auch die frithe
Mitochondrienschiadigung mit subsequenter Freisetzung pro-apoptotischer
mitochondrialer Faktoren verursacht, wurden Neurone und Mikroglia diesem Toxin
exponiert. Lebende Pneumokokken, Kulturiiberstinde von Pneumokokken und
ebenso Pneumolysin induzierten rasch eine Schiddigung von Mitochondrien mit
immunzytochemisch und im Western Blot nachgewiesener Freisetzung von

Zytochrom ¢ und AIF (Abbildung 16).
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Die Pneumolysin-Punktmutante mit defekter Komplement-Aktivierung war
ebenso wie Wildtyp-Pneumolysin in der Lage, AIF aus Mitochondrien freizusetzen.
Die Pneumolysin-Mutante mit defekter Porenbildung war dazu nicht in der Lage,
was somit ihre fehlende pro-apoptotische Aktivitét erklart.

Weiterhin gelang es, die Pneumolysin-induzierte AIF-Freisetzung durch BAPTA-
AM zu verhindern, was darauf hinwies, daBl die Pneumolysin-induzierte AIF-
Freisetzung und Apoptose durch Kalzium mediiert werden (Abbildung 16) (A 6).

Somit spiegelt Pneumolysin die Schliisselmechanismen der Pneumokokken-

induzierten Zytotoxizitit wider.

Control Pneumolysin

Fluo-4

AIF

+ BAPTA-AM + BAPTA-AM

Abbildung 16: Pneumolysin induzierte einen Anstieg des intraneuronalen Kalziums (grin,

AlF

gemessen mit Fluo-4) sowie die Freisetzung und mitochondrio-nukledre Translokation von
AIF (rot, Immunzytochemie, Zellkerne blau). Der Kalzium-Chelator BAPTA-AM verhinderte

dies sehr effektiv.
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2.3.5. Trigger der Inflammation durch Pneumolysin

Pneumolysin ist nicht nur ein Zytotoxin, es wirkt auch pro-inflammatorisch. So
stimuliert Pneumolysin beispielsweise die Produktion von TNF-o und IL-1f in
Makrophagen (Houldsworth et al., 1994).

Pneumolysin spielt eine wichtige Rolle bei der NO-Produktion: Die Pneumolysin-
defiziente Pneumokokkenmutante ist nicht mehr in der Lage NO in Makrophagen zu
induzieren, wihrend das aufgereinigte Pneumolysin ein potenter NO-Induktor ist (H
1-7). Der IFN-y-Rezeptor war essentiell fiir die Pneumolysin-induzierte NO-
Produktion. In Makrophagen ohne diesen Rezeptor oder den Interferon-Regulations-
Faktor 1 (IRF-1) - einen fiir die iNOS Expression wichtigen Transkriptionsfaktor -
konnte Pneumolysin keine NO-Produktion mehr induzieren (H 5). Auch Hamolysine
anderer Bakterien sind in der Lage NO in Makrophagen zu induzieren (D 1-8).

AuBerdem konnten gezeigt werden, dafl durch Pneumolysin neben TNF-a auch
IL-6 und COX-2 - ein wichtiges Enzym der Prostaglandin-Synthese - induziert wird
(H 5-6).

Zusammengefalit wirkt Pneumolysin nicht nur direkt toxisch auf Neurone; es tragt
wahrscheinlich durch seine potenten pro-inflammatorischen Effekte zusitzlich

indirekt zur neuronalen Schadigung bei.

2.3.6. Pneumokokkentrigger der Apoptose in vivo

SchlieBlich stellte sich die Frage nach der in vivo-Relevanz: Spielen die in vitro
identifizierten pro-apoptotischen bakteriellen Trigger eine Rolle bei der
experimentellen Pneumokokkenmeningitis?

Die intrazisternale Inokulation von 10* Kolonie-bildenden Einheiten
Pneumokokken l9ste konstant eine Meningitis aus mit einer bereits nach 24 Stunden
nachweisbaren massiven Entziindungsreaktion im Liquor cerebrospinalis und

Apoptose von hippocampalen Neuronen.
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Wurde die Meningitis durch die H,O,-defiziente Mutante spxB~ oder durch die
Pneumolysin-defiziente Mutante p/nA~ ausgelost, war die hippocampale Apoptose
nicht bzw. nur diskret vermindert. Die Behandlung von p/nA -infizierten Tieren mit
NAC oder Katalase bewirkte jedoch - wie in vitro - eine massive Reduktion der
Apoptoserate um ca. 70% (A 6-7). In all unseren Experimenten konnte durch die
gleichzeitige Blockade von Pneumolysin und H,O, (welches sowohl vom Wirt als
auch von Pneumokokken produziert wird) die beste Neuroprotektion erzielt werden
(Abbildung 17 a). Durch die Doppelmutante p/nA /spxB~ (defizient in der
Produktion von Pneumolysin und H,O;) konnte im Vergleich zum Wildtyp D39
ebenfalls eine deutliche Neuroprotektion erreicht werden. Diese war jedoch nicht so
effektiv wie im Falle der Infektion mit p/nA~ und Therapie mit NAC, was darauf
hinweist, dal auch das vom Wirt produzierte und durch NAC blockierte H,O, zur
Apoptose hippocampaler Neurone beitragt.

Pneumolysin wird am ehesten durch Diffusion und den sogenannten
paravaskuldren Fliissigkeitstransport von den Seitenventrikeln zu den
hippocampalen Neuronen transportiert (Rennels et al., 1990) und entfaltet dort seine
pro-apoptotische Wirkung. Es konnte gezeigt werden, da3 Pneumolysin direkt mit
hippocampalen  apoptotischen Neuronen in Kontakt kommt. In der
Immunhistochemie konnten diese Neurone selektiv mit einem Antikdrper gegen
Pneumolysin angeféarbt werden (Abbildung 17 b).

Diese in vivo Experimente belegten somit, dal neuronale Apoptose im
Hippocampus nicht nur durch die Liquorleukozytose und inflammatorische
Mediatoren, sondern auch zu einem wesentlichen Anteil durch direkte bakterielle
Toxine bedingt ist. Zusammenfassend 148t sich feststellen, daf bakterielle Faktoren
als direkte Zytotoxine wirken (Beispiel Pneumolysin), indirekt iiber die Induktion
einer Entziindung neurotoxisch wirken (Beispiel Zellwandbestandteile oder auch
Pneumolysin) oder selbst Bestandteilen der Entziindungsantwort des Wirtes
entsprechen (H,0O,) konnen.

Die pro-apoptotische Aktivitit von Pneumolysin ist auch auf andere Hdmolysine
und andere Krankheitsmodelle {ibertragbar. So konnte gezeigt werden, dal das
Hiamolysin von Gruppe B Streptokokken Apoptose von Hepatozyten bei der
experimentellen Sepsis triggert (B 1-9).
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Abbildung 17: Zwei Pneumokokkentoxine sind die Haupttrigger der Pneumokokken-
induzierten neuronalen Apoptose in vivo. Im Vergleich zum Wildtyp S. pneumoniae
verursachen die Pneumolysin-H,O,-Doppelmutante (p/nA”/spxB~) und die Pneumolysin-
Mutante (p/nA”) in der Gegenwart von Antioxidantien (NAC = N-Acetyl Cystein oder Cat =
Katalase) einen deutlich geringeren neuronalen Schaden (a). Immunhistochemische
Farbung mit einem anti-Pneumolysin-Antikbrper detektierte an Hippocampusneurone

gebundenes Pneumolysin (b).
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3. Zusammenfassung der eigenen Forschungsergebnisse

3.1. Neuronaler Schaden und dessen Protektion bei der Meningitis

In einem in vivo Model der Pneumokokkenmeningitis konnte neuronale Apoptose
im Hippocampus nachgewiesen werden, welche zu einem wesentlichen Teil durch
Caspase-3 vermittelt wurde. Das Absterben der Hippocampusneurone wurde sowohl
durch einen Breitspektrum-Caspase-Inhibitor als auch durch Hemmung der
intrathekalen Entziindung langfristig und signifikant reduziert. Jedoch konnte durch
beide Therapiestrategien jeweils nur eine ca. 50%ige Neuroprotektion erreicht
werden, was als ein erster wichtiger Hinweis auf Caspase- und Entziindungs-
unabhingige Zelltodmechanismen und -trigger bei der Pneumokokkenmeningitis
interpretiert wurde. Deshalb wurden die Mechanismen und Trigger des durch direkte
Effekte des Erregers induzierten Zelltodes im Zellkulturmodell weiter untersucht.
Voraussetzung dafiir war, da3 die in vivo beobachtete neuronale Apoptose in vitro
nachvollzogen werden konnte und zwar sowohl durch infizierten Liquor als auch

durch lebende Pneumokokken (G 1-5).

3.2. Mechanismen des Pneumokokken-induzierten Zelltodes

Weiterfilhrende Untersuchungen bewiesen eine essentielle Rolle bakterieller
Faktoren fiir die neuronale Apoptose sowohl in vitro als auch in vivo. Lebende
Pneumokokken induzierten Apoptose in vitro. Im Gegensatz zu den in vivo
Experimenten unterbleibt jedoch in vitro - bei Abwesenheit von Entziindungszellen -
jegliche Caspasenaktivierung. Vielmehr kommt es in vitro durch direkte bakterielle
Faktoren zu einer sehr frithen Mitochondrienschidigung vermittelt durch einen
raschen intrazelluliren Anstieg von Kalzium und reaktiven Sauerstoffradikalen.
Geschédigte Mitochondrien setzen den Apoptose-induzierenden Faktor AIF frei,

welcher nach nukledrer Translokation zur Apoptose fiihrt.
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Die Pneumokokken-induzierte Apoptose war durch intrazytoplasmatische Injektion
von anti-AIF Antikdrpern blockierbar. Diese Resultate wiesen auf eine essentielle
Rolle der Mitochondrienschdadigung und AIF-Freisetzung bei der Pneumokokken-
induzierten Apoptose hin (C 1-10).

3.3. Apoptose-Trigger der Pneumokokken

Ursachen neuronaler Schiadigung bei der Pneumokokkenmeningitis sind nicht nur
die iiberschieBende Entziindungsantwort des Wirts sondern auch bakterielle
Faktoren der Pneumokokken. Zwei Schliisseltoxine als hauptsidchliche Trigger
neuronaler Apoptose konnten sowohl in vitro als auch in vivo identifiziert werden:
Pneumolysin und H,O, (Abbildung 18 und 19). Pneumolysin verursachte einen
raschen Anstieg von intrazellulirem Kalzium, eine rasche Zerstorung von
Mitochondrien und eine damit einhergehende Freisetzung und mitochondrio-
nukledre Translokation von AIF (A 1-9). Pneumolysin spiegelt somit die

Schliisselmechanismen der Pneumokokken-induzierten Apoptose wider.

In den Abbildungen 18 und 19 ist unser bisher erarbeitetes Modell der

Pneumokokken-induzierten neuronalen Schadigung kurz zusammengefaft.
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Abbildung 18: Zwei bakterielle Toxine als Haupttrigger der Pneumokokken-induzierten
Apoptose in vitro. Von Pneumokokken produziertes H,O, kann direkt Uiber die neuronale
Zellmembran diffundieren und Mitochondrien schadigen. Pneumolysin fihrt (ber seine
Poren-bildende Aktivitdt zum Anstieg von intrazelluldrem Ca?* und ebenfalls zu einer
Mitochondrienschadigung. Pneumokokken verursachen somit die Schéadigung von
Mitochondrien mit konsekutiver Freisetzung und mitochondrio-nukledrer Translokation von

mitochondrialem Apoptose-induzierendem Faktor AIF und eine AlF-abhangige Apoptose.
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Abbildung 19: In vivo kommt es bei der Pneumokokkenmeningitis zu einer Caspasen-
abhangigen Apoptose, welche in vitro bei Abwesenheit von Entziindungszellen unterbleibt.

Vielmehr kommt es in vitro zu einer AlF-abhangigen Apoptose.
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4. Ausblick

Ziel der Untersuchung der bakteriellen Trigger, Signaltransduktionwege und
Mechanismen des Pneumokokken-induzierten Zelltodes ist es, effiziente
Moglichkeiten der Neuroprotektion sowohl in vitro als auch in vivo zu finden.
Mittels bakterieller Knockout-Mutanten und einzelner bakterieller Toxine konnten -
wie oben ausgefiihrt - zwei bakterielle Trigger neuronaler Apoptose identifiziert
werden. Die Rolle der Mitochondrienschddigung, Caspasenaktivierung und AIF-
Translokation wurden erldutert. Diese Ergebnisse konnten sogenannte Targets
zukiinftiger neuroprotektiver Therapieansdtze bei der bakteriellen Meningitis
darstellen.

Die Bedeutung vieler in vitro durch direkte bakterielle Effekte und Toxine, wie
beispielsweise Pneumolysin, ausgelosten Signaltransduktionswege sind in vivo noch
nicht erforscht. Es ist geplant, die Mitochondrienschidigung und die AIF-
Freisetzung auch im Tierversuch zu untersuchen. Ebenso sollen - auch mit Hilfe von
Knockoutméusen - die Mechanismen der neuronalen Schidigung weiter aufgeklért
werden.

Nach der kompletten Sequenzierung des Genoms der Serotypen 2 (Hoskins et al.,
2001) und 4 (Tettelin et al., 2001) Isolate von Streptococcus pneumoniae im Jahr
2001 sind neue Impulse fiir die Entdeckung der Mechanismen der Antibiotika-
Resistenz  sowie der Identifizierung noch unbekannter Virulenz- und
Pathogenititsfaktoren zu erwarten. Der erfolgversprechendste Ansatz ist natiirlich
die Verhinderung der Pneumokokkenmeningitis durch eine effektive Vakzinierung.
Die Entschliisselung des Genoms der Pneumokokken 148t die Entwicklung eines
effektiven Impfstoffs erhoffen.

Es sind bereits mehrere experimentelle neuroprotektive Therapieansitze bei
bakteriellen Meningitiden publiziert. Keiner ist bislang iiber das tierexperimentelle
Stadium hinaus gekommen. Diese Therapieansitze betreffen meist die Inhibition
bzw. Inaktivierung von inflammatorischen Faktoren und Signaltransduktionswegen
des Wirts, wie zum Beispiel die Blockade der Leukozyteninvasion durch anti-CD 18
(Tuomanen et al., 1989) oder anti-ICAM-1 Antikorper (Weber et al., 1995),
Fucoidin (Angstwurm et al., 1995), Heparin (Weber et al., 1997) oder durch
Hypothermie (Angstwurm et al., 2000), die Zytokin-Neutralisation (Bogdan et al.,
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1997), die Inhibition von Endothelin (Pfister et al., 2000), die Inhibition von
Matrixmetalloproteasen (Leib et al., 2000), die Inaktivierung von Radikalen (Koedel
and Pfister, 1997), Glutamat-Antagonismus (Leib et al., 1996) und die Inhibition des
Transkriptionsfaktors NF-kB (Koedel et al., 2000) (siche auch Einleitung oben).
Eine der zukiinftigen Herausforderungen wird es sein, die sog. Schliisselinduktoren
des neuronalen Zelltodes zu identifizieren und festzustellen, durch welche
Kombinationstherapie maximale Neuroprotektion erzielt werden kann. Erste
Ergebnisse von experimentellen Kombinationstherapien sind bereits publiziert, zum
Beispiel die gemeinsame Inhibition von Matrixmetalloproteasen und dem sog.
Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) "converting enzyme" (TACE) im Neugeborenen-
Ratten-Modell der Pneumokokkenmeningitis (Leib et al., 2001).

Die vorliegende Arbeit zeigt, dall der Blockade bakterieller Toxine eine zumindest
ebenso wichtige neuroprotektive Rolle zukommt. Fernziel ist es, durch die
Kombination verschiedener Therapieansétze den neuronalen Zelltod bei der
bakteriellen Meningitis vollig zu  blockieren. Die gemeinsame
Inaktivierung/Blockierung  bakterieller ~Toxine wund der iberschieBenden
Immunantwort diirfte schon deshalb eine erfolgversprechende adjuvante
Therapiekombination sein, da sie in den Beginn der Schadenskaskade eingreift. Ein
anderer aus den obigen Ergebnissen resultierender Ansatz konnte folgende
Kombinationstherapie sein: Blockierung bakterieller Toxine + Inhibition von
Caspasen + Mitochondrienprotektion. In Zukunft diirfte der Toxinnachweis im
Liquor cerebrospinalis an Bedeutung gewinnen, da dadurch einerseits die Diagnostik
beschleunigt und andererseits wichtige Ansédtze flir die Therapie gewonnen werden

konnen.
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