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Einleitung 1

1. EINLEITUNG

1.1 Neuronaler Zelltod durch Apoptose:
Klassische Funktionen des Fas (CD95)/FasL (CD95L)-Systems

Apoptose’ und entwicklungsbedingter programmierter Zelltod? stellen neben der Nekrose eine
Hauptform des neuronalen Zelltodes dar. So erfolgt im Rahmen der Embryonalentwicklung des
Zentralnervensystems (ZNS) eine teilweise Eliminierung neuronaler Vorldauferzellen durch den
morphologisch als Apoptose imponierenden programmierten Zelltod (Choi und Benveniste 2004).
Neben der Beteiligung an physiologischen Prozessen wie der embryonalen Entwicklung sowie der
Regeneration und Proliferation im Rahmen der Gewebe- bzw. Organhomd@ostase ist die Apoptose
spezifischer neuronaler Zellpopulationen ein wichtiger pathophysiologischer Prozess bei nahezu allen
ZNS-Erkrankungen. Dies betrifft nicht nur neurodegenerative Erkrankungen, wie z.B. die Alzheimer-,
Parkinson- oder Huntington-Erkrankung und die Amyotrophe Lateralsklerose, sondern auch zerebrale
Ischamien, Traumata, Neoplasien und Entziindungen (Bredesen et al. 2006; Honig und Rosenberg
2000; Kermer et al. 2004; Ribe et al. 2008).

Morphologisch wurde Apoptose erstmalig von Kerr, Wyllie und Currie charakterisiert und vom
nekrotischen Zelltod abgegrenzt. So sind Reduktion des Zellvolumens (Pyknosis), Chromatin-
Kondensation und nukledre Fragmentierung (Karyorrhexis) sowie Abschnirung von Vesikeln mit
Bildung von apoptotischen Kdrperchen und deren anschlieRender Phagozytose typische Merkmale der
Apoptose (Kerr et al. 1972; Kroemer et al. 2009). Charakteristisch ist zudem das Fehlen einer
reaktiven Entzlindungsreaktion (Voll et al. 1997).

Eine zentrale Rolle bei der biochemischen Ausfihrung von Apoptose spielt eine Gruppe von
Proteasen, die sogenannten Caspasen®. Hinsichtlich ihrer putativen Funktion werden drei Gruppen von
Caspasen unterschieden: Initiations- und Effektorcaspasen einerseits sowie an Entziindungsprozessen
beteiligte Caspasen andererseits (Abbildung 1). Die Initiierung von Apoptosevorgangen kann hierbei
uber getrennte Signaltransduktionskaskaden erfolgen, Uber die intrinsische (mitochondriale) und die
extrinsische (Todesrezeptor-vermittelte) Kaskade (Abbildung 2). Beide Signalwege beginnen mit der
Aktivierung von Initiationscaspasen und konvergieren schliellich in der Rekrutierung von
Effektorcaspasen, jeweils mittels proteolytischer Spaltung inaktiver Procaspasen (Schulz et al. 1999).

Der intrinsische Signalweg wird (ber eine Reihe zytotoxischer Stimuli wie beispielsweise oxidativer

! Griechisch, anémrwaoic (apoptosis): Der Abfall, der Abwurf, der Niedergang (Andeutung auf das Verwelken
und Abfallen der Blatter im Herbst). Der Begriffsvorschlag erfolgte durch James Cormack (Kerr et al. 1972).

2 Die Terminologie hinsichtlich der unterschiedlichen Manifestationen des Phanomens ,,Zelltod* orientiert sich
an den Empfehlungen des Nomenclature Committee on Cell Death 2009 (NCCD) (Kroemer et al. 2009).

® Englisch, cysteine-dependent aspartate-specific protease: Cysteinproteasen, welche Peptidbindungen C-
terminal von Aspartat spalten.
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Stress, alkylierende Substanzen oder ionisierende Strahlung aktiviert und fuhrt Gber eine Translokation
mitochondrialer Molekiile, z.B. des Cytochrom c, Diablo/Smac, HtrA2/Omi oder AIF, in das Zytosol
zu einer Aktivierung von Initiations- und Effektorcaspasen (Galluzzi et al. 2009; Kroemer et al. 2007).
Cytochrom c bildet dabei zusammen mit Procaspase-9 und Apaf-1 den Apoptosom-Komplex mit
nachfolgender Aktivierung von Caspase-9 und Caspase-3 (Li P et al. 1997; Zou et al. 1999; Zou et al.
1997).

Der extrinsische Signalweg wird (ber die Aktivierung von Todesrezeptoren eingeleitet, deren
prominentester Vertreter der zur Tumornekrosefaktor-Rezeptor-(TNFR)-Superfamilie gehdrende Fas-
Rezeptor (Fas, CD95, APO-1) ist. Die Aktivierung der Fas-vermittelten Signalkaskade wird (ber eine
spezifische Interaktion zwischen dem Liganden (FasL, CD95L, APO-1L, CD178) und dem Rezeptor
(Fas) eingeleitet. Es folgt die Rekrutierung des Adapterproteins FADD (engl., Fas-associated death
domain), von regulatorischen Proteinen (z.B. DAXX, c-FLIP, RIP) und von Procaspase-8, die
Ausbildung des Todessignalkomplexes DISC (engl., death-inducing signaling complex) sowie die
Aktivierung von Caspase-8 durch autoproteolytische Spaltung und Dimerisierung (Boldin et al. 1996;
Boldin et al. 1995; Donepudi et al. 2003; Muzio et al. 1996; Peter und Krammer 2003). Von Fas
ausgehende intrazelluldre Signale kdnnen auch den mitochondrialen Signalweg ber die Spaltung von
Bid durch Caspase-8 und nachfolgende, durch die trunkierte Form von Bid (t-Bid) induzierte,
Translokation von Cytochrom ¢ in das Zytosol einleiten (Li H et al. 1998; Luo et al. 1998). Caspasen
kénnen von clAPs (engl., cellular inhibitor of apoptosis proteins) inhibiert werden, Letztere wiederum
von Diablo/Smac und HtrA2/Omi (Ribe et al. 2008).

Sowohl Fas als auch FasL werden im zentralen Nervensystem physiologischerweise exprimiert, wobei
die Bedeutung nicht abschlieBend geklart ist und klassischerweise mit der Aufrechterhaltung des
Immunstatus des ZNS in Verbindung gebracht wurde (Choi und Benveniste 2004). Bei zahlreichen
neurologischen Erkrankungen ist diese Expression jedoch deutlich erhéht. Das Spektrum der
Erkrankungen reicht dabei von Neuroinflammation (Fassbender et al. 1999) tber Trauma (Beer et al.
2000), Ischamie (Martin-Villalba et al. 1999; Northington et al. 2001) und Neurodegeneration, wie
z.B. der Alzheimer-Erkrankung (de la Monte et al. 1997; Morishima et al. 2001), bis hin zu Epilepsie
(Tan et al. 2001; Tan et al. 2002) und Tumorerkrankungen (Kleber et al. 2008; Tachibana et al. 1995).

SchlieRlich fuhrt die Unterbrechung des Fas-Signalwegs unter experimentellen pathophysiologischen
Bedingungen in vielen Fallen zu einer Abschwéchung des Krankheitsbildes im jeweils verwendeten
Modell (Reich et al. 2008). Dies zeigt sich beispielsweise in Modellen des Schadel-Hirn- und
Rickenmark-Traumas (Beier et al. 2007; Demjen et al. 2004), der Multiplen Sklerose (Sabelko-
Downes et al. 1999), der zerebralen Ischamie (Martin-Villalba et al. 2001), der Amyotrophen
Lateralsklerose (Locatelli et al. 2007) und der Alzheimer-Erkrankung (Morishima et al. 2001; Su et al.
2003) sowie bei Wachstumsfaktor-Entzug (Raoul et al. 1999; Ugolini et al. 2003).
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Abbildung 1: Unterschiedliche Klassen von Caspasen in Sdugetieren
(Modifiziert nach Ribe et al. 2008, S. 166; Abk.: CARD = caspase recruitment domain, DED = death effector domain.)
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Abbildung 2: Der intrinsische und extrinsische Apoptose-Signalweg

(Modifiziert nach Ribe et al. 2008, S. 167; Abk.: DISC = death-inducing signaling complex, Bid = BH3 interacting domain
death agonist, t-Bid = trunkierte Form von BID, Bak = BCL2-antagonist/killer 1, Bax = BCL2-associated X protein, Diablo
= direct IAP-binding protein with low pl, Smac = second mitochondria-derived activator of caspase, AIF = apoptosis-
inducing factor, HtrA2 = HtrA serine peptidase 2 [synonym Omi], Apaf-1 = apoptotic peptidase activating factor 1, IAPs =
inhibitor of apoptosis proteins.)
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1.2 Neurogenese, neuronale Differenzierung und Tumorgenese:
Alternative Funktionen des Fas (CD95)/FasL (CD95L)-Systems

Lange Zeit wurde angenommen, dass das ausgereifte Sdugergehirn nicht die Kapazitat fur die
Erzeugung neuer Neurone besitzt. In den sechziger Jahren des letzten Jahrhunderts gelang Joseph
Altman jedoch anhand autoradiographischer Untersuchungen mit *H-Thymidin der Nachweis fir die
Existenz adulter Neurogenese in Sdugetieren (Altman 1962; Altman 1963; Altman und Das 1965a;
Altman und Das 1965b). Unter Zuhilfenahme des urspriinglich fur die Krebstherapie vorgesehenen
Thymidin-Analogons 5-Bromo-2-Deoxyuridin (BrdU) als Proliferationsmarker konnte Ende der
neunziger Jahre erstmalig auch bei nicht-menschlichen Primaten und beim Menschen das
Vorhandensein adulter hippokampaler Neurogenese aufgezeigt werden (Eriksson et al. 1998; Gould
et al. 1999b). Zahlreiche Untersuchungen haben zu einem gréReren Verstandnis der involvierten
Prozesse adulter Neurogenese, wie der Proliferation neuronaler Vorlauferzellen, dem Schicksal neu
entstandener Neurone, der Differenzierung, Morphogenese und Maturation dieser Zellen sowie ihrer
Integration in neuronale Netzwerke, gefiihrt (Zhao et al. 2008). Zudem steht jeder dieser Prozesse
unter dem Einfluss der Regulation durch extrinsische und intrinsische Faktoren innerhalb einer

spezialisierten Mikroumgebung, der neurogenen Stammzellnische (Suh et al. 2009).

Adulte Neurogenese geht von neuronalen Vorlauferzellen aus und findet unter physiologischen
Bedingungen erwiesenermalen in zwei definierten Regionen (Nischen) des adulten Gehirns statt: in
der subventrikuldren Zone (SVZ) der Seitenventrikel und in der subgranuléren Zone (SGZ) des Gyrus
dentatus innerhalb der Hippokampusformation. Proliferierende Neurone der SVZ gelangen Uber den
rostralen migratorischen Strom (RMS) in den Bulbus olfactorius, differenzieren sich zu
periglomeruldren und granuldren Neuronen und werden physiologischerweise mit dem olfaktorischen
Gedéchtnis in Zusammenhang gebracht (Lois und Alvarez-Buylla 1994; Lois et al. 1996; Nissant und
Pallotto 2011). Unreife Neurone der SGZ migrieren in die Kornerzellschicht des Gyrus dentatus, um
dort zu Kdrnerzellen auszureifen und sich in das lokale neuronale Netzwerk zu integrieren (Cameron
et al. 1993; Deng et al. 2010; Gage 2000). Auch wenn ein kausaler Zusammenhang bisher nicht
eindeutig nachgewiesen werden konnte, besteht die Assoziation zwischen der Entstehung von neuen
hippokampalen Neuronen und Lern- und Gedéachtnisvorgangen. In jiingerer Zeit sind dabei spezielle,
vom Gyrus dentatus abhé&ngige Funktionen wie die Mustertrennung (engl., pattern separation) in den
Vordergrund geriickt (Deng et al. 2010; Sahay et al. 2011). Das Neurotrophin BDNF (engl., brain-
derived neurotrophic factor) wird mit sowohl Neurogenese als auch Lernprozessen in Verbindung

gebracht und konnte hierbei als eine verkniipfende dritte Variable agieren (Bekinschtein et al. 2011).

Das Spektrum Neurogenese-regulierender Faktoren ist umfangreich und heterogen (Kempermann

2011). So fuhren beispielsweise eine angereicherte Umgebung (engl., enriched environment), erhéhte

* Lateinisch, hippocampus: Seepferdchen. Zum limbischen System gehdrende Struktur im Temporallappen.


http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Rostraler_migratorischer_Strom&action=edit&redlink=1
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korperliche Aktivitat und Hippokampus-abhangiges Lernen zu verstarkter Neurogenese (Gould et al.
1999a; Kempermann et al. 1997; van Praag et al. 1999), wohingegen psychosozialer Stress und
Schlafentzug in einer geringeren Neurogenese-Rate resultieren (Gould et al. 1997; Guzman-Marin et
al. 2005). Pathologische Bedingungen konnen mit einer Verénderung des Ausmalies adulter
Neurogenese, wie Erhdhung bei zerebraler Ischdamie oder Verringerung bei Depression und Angst, in
der SVZ und SGZ assoziiert sein (Cho und Kim 2010; Kempermann 2002; Ohira 2011; Revest et al.
2009). Adulte Neurogenese kann jedoch auch auBerhalb der klassischen neurogenen Nischen induziert
werden bzw. stattfinden (Emsley et al. 2005; Magavi et al. 2000). Diskutiert werden insbesondere eine
reaktive Aktivierung neuronaler Vorlduferzellen als Reaktion auf einen pathologischen Stimulus,
wobei eine Rekrutierung vor Ort an der Stelle des Defekts oder eine Migration von Zellen einer

neurogenen Nische, insbesondere der SVZ, zum geschadigten Ort denkbar sind (Ohira 2011).

Auch wenn die klassische Funktion des Todesrezeptors Fas/CD95 in Zusammenhang mit der
Initilerung von Apoptose und damit eines induzierten Zelltodprogramms gesehen wird (Kapitel 1.1),
konnten in den vergangenen Jahren weitere, nicht-apoptotische Funktionen dieses Rezeptorsystems
aufgezeigt werden (Abbildung 3). Diese alternativen Todesrezeptor-Signalwege beeinflussen
Proliferation und Zelldifferenzierung, Tumorprogression und Angiogenese sowie die Zytokinsekretion
und Integrinexpression (Beier und Schulz 2009; Lambert et al. 2003; Reich et al. 2008).

So konnte in kultivierten Hinterwurzel-Spinalganglion-Neuronen mit genetisch induzierter Defizienz
des Fas-Rezeptors (Fas™-Mause) eine altersabhangige und verzogerte Neuritenregeneration
nachgewiesen werden (Hikawa et al. 1997). Die Quervernetzung von Fas auf sensiblen kultivierten
Neuronen induziert das Wachstum von Neuriten durch Aktivierung des ERK-Signalwegs (engl.,
extracellular signal-regulated kinase) und Hochregulation von p35, einem Mediator des Auswuchses
von Neuriten (Desbarats et al. 2003). In embryonalen hippokampalen und kortikalen Neuronen
induziert FasL in vivo und in vitro keine Apoptose. Hier kommt es durch Aktivierung von Fas zu einer
Caspase-unabhangigen und Todesdomanen-abhéngigen Zunahme der Verzweigung von Neuriten.
Eine genetische Defizienz der Fas-Signalkaskade auf Rezeptor- (Fas™-Mause) oder Ligandenebene
(Fas®-Mause) fiihrt dagegen zu einer Reduktion der Anzahl dendritischer Verzweigungen (Zuliani et
al. 2006). Auch histologisch geht eine Fas-Dysfunktionalitdt mit einer Atrophie dendritischer
Verzweigungen in Pyramidenzellen von Kortex und Hippokampus einher (Sakié et al. 1998). Mithilfe
eines Mausmodells fiir Schadel-Hirn-Trauma konnte in vivo gezeigt werden, dass eine Defizienz des
Fas-Rezeptors akut (72 Stunden nach Trauma) zu einer Verbesserung sowohl der lokomotorischen als
auch der Geddachtnisleistung fihrt, langfristig (21 Tage nach Trauma) jedoch in eine kognitive
Verschlechterung mindet (Beier et al. 2007). Im MPTP-Modell der Parkinson-Erkrankung fiihrt eine
hohe intraperitoneale Toxindosis zu Fas-induzierter Apoptose dopaminerger Neurone (Hayley et al.
2004), eine subakute bzw. subkutan verabreichte Toxindosis jedoch zu einer (iber den Fas-Signalweg

vermittelten Neuroprotektion (Landau et al. 2005).
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Kirzlich gelang der Nachweis, dass Fas als Aktivator adulter Neurogenese und neuronaler
Differenzierung fungieren kann, welche tber den pp60-src/PI3K/AKT/mTOR-Signalweg vermittelt
wird. Experimentelle Unterdriickung Fas-induzierter Neurogenese im Hippokampus hatte dabei eine
Beeintrdchtigung rdumlichen Lernens unbehandelter Versuchstiere sowie in einem Ischédmie-
Mausmodell eine geminderte Integration injizierter neuronaler Stammzellen in die

Hippokampusformation zur Folge (Corsini et al. 2009).

Der Fas-Signalweg konnte auch mit Prozessen in Verbindung gebracht werden, welche zur
Tumorpromotion flhren. Die Interaktion von gesundem Hirngewebe mit Tumorzellen des
Glioblastoma multiforme erhéht die Expression des Fas-Liganden mit dessen konsekutiver Bindung
an den Fas-Rezeptor der Tumorzellen, Aktivierung des Yes/PI3K/AKT-Signalwegs und
anschliellender Gewebeinvasion durch Rekrutierung von Matrix-Metalloproteinasen (Kleber et al.
2008).

/ Funktionen von Fas/CD95 \

Tumorgenese Neurogenese Neuronale Differenzierung Apoptose
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Abbildung 3: Unterschiedliche Funktionen und Signalwege des Fas (CD95)/FasL. (CD95L)-Systems
(Modifiziert nach Beier und Schulz 2009, S. 129; Abk.: CD = cluster of differentiation, YES = v-yes-1 Yamaguchi sarcoma
viral oncogene homolog 1, PI3K = Phosphatidylinositol-3-Kinase, AKT = v-akt murine thymoma viral oncogene homolog
1, NSZ = neuronale Stammzellen, pp60src = v-src sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2) viral oncogene homolog (avian) /
phosphoryliertes 60-kDa-Phosphoprotein, ERK = extracellular signal-regulated kinase, p35 = cyclin-dependent kinase 5,
regulatory subunit 1 (p35), FADD = Fas-associated death domain, DISC = death-inducing signaling complex.)
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1.3 Faim2: Regulation des Fas (CD95)/FasL (CD95L )-Systems

Es wurde gezeigt, dass das Fas-FasL-System durch proximal-regulatorische Proteine, wie c-FLIP,
PEA-15, Btk, FAP-1, IAPs, Faim1 mit einer kurzen und langen SpleiBvariante (Faim-S, Faim-L) und
Faim3, beeinflusst werden kann (Reich et al. 2008). Ein weiteres Kandidatenprotein ist das zur
evolutionar konservierten und Apoptose-regulatorischen Genfamilie lifeguard (LFG) gehoérende
Membranprotein Fas apoptotic inhibitory molecule 2 (Faim2), synonym neural membrane protein 35
(NMP35). Es kann als endogener Inhibitor Fas-vermittelte Apoptose in Tumorzellen modulieren und
interagiert direkt mit Fas, ohne dabei die Fas-FADD-Interaktion zu beeintrdchtigen (Hu et al. 2009;
Somia et al. 1999). Dabei wurde Faim2 insbesondere in Lipid-Mikrodoménen der Zellmembran
detektiert und eine FasL-induzierte Translokation des Fas-Rezeptors in diese Mikrodomdanen mit
nachfolgender Rekrutierung von Procaspase-8 beobachtet (Fernandez et al. 2007). In zerebelldren
Kornerzellen und Purkinjezellen ist Faim2 der wesentliche Faktor fur die Resistenz dieser Fas-
positiven Zellen gegentiiber FasL-getriggerter Apoptose. Die Regulation der Faim2-Expression erfolgt
uber den Phosphatidylinositol-3-Kinase-Akt/Proteinkinase B-Signalweg (Beier et al. 2005; Fernandez
et al. 2007; Hurtado de Mendoza et al. 2011). Faim2 wird beinahe exklusiv im ZNS, insbesondere von
Kornerzellen im Hippokampus und Kleinhirn, exprimiert, wobei die Expression wahrend der
postnatalen Entwicklung deutlich erhéht und neuronal betont ist (Fernandez et al. 2007; Schweitzer et
al. 1998). Faim2 ist vorwiegend postsynaptisch in den Dendriten lokalisiert und kolokalisiert mit dem
Glutamatrezeptor GIuR2, so dass eine Beteiligung an der synaptischen Neurotransmission maglich
erscheint (Schweitzer et al. 2002). Fir Faim2 besteht eine ausgeprdgte speziesiibergreifende
Homologie sowohl auf DNS- als auch auf Proteinebene und evolutiondre Konservierung (Hu et al.
2009; Reich et al. 2008; Reimers et al. 2006).

Da die Modulation Rezeptor-vermittelter neuronaler Apoptose und alternativer Signalwege sowohl
physiologisch als auch pathophysiologisch wichtig zu sein scheint, stellt das neuronenspezifische und
antiapoptotische Protein Faim2 ein Kandidatenmolekiil mit therapeutisch-neuroprotektivem Potential
dar. Um die Rolle von Faim2 wahrend der Embryonalentwicklung und in Krankheitsmodellen weiter
zu untersuchen, wurde eine murine Faim2-Nullmutante generiert und initial einem zerebralen
Ischdmie-Modell unterzogen. Unbehandelt zeigte sich hierbei ein unauffalliger Phanotyp ohne
offenkundige Defizite. In vitro konnte eine erhdohte Empfindlichkeit gegenuber dem Entzug von
Sauerstoff und Glukose in Faim2-defizienter, primdrer neuronaler Zellkultur nachgewiesen werden.
Auch in vivo fiihrte die Abwesenheit von Faim2 nach Ischdmie zu erhbhtem Caspase-assoziierten
Zelltod, einem groReren Volumen des Schlaganfalls und einer ausgepragteren neurologischen
Beeintrachtigung. Ein lentiviraler Gentransfer von Faim2 konnte dabei diese VVorgédnge umkehren
(Reich et al. 2011). Von eminenter Bedeutung erscheint vor dem Hintergrund dieser ersten
wissenschaftlich publizierten Untersuchungen zur in-vivo-Funktion von Faim2 die Klarung der Frage,

inwieweit die bisherigen Ergebnisse eines akuten Krankheitsmodells (Ischdmie) sich auch auf weitere
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Krankheitsmodelle Ubertragen lassen und welchen Einfluss Faim2 zusatzlich auf langfristige

Regenerationsprozesse ausibt.

1.4 Das Streptococcus-pneumoniae-Typ-3-Meningitismodell

Zur Beantwortung der oben genannten Frage wurde ein murines Meningitismodell unter den
Bedingungen der Faim2-Defizienz untersucht. Hierbei handelt es sich um ein etabliertes Modell unter
Verwendung von Streptococcus pneumoniae Typ 3 (S. pneumoniae, SP3), welches eine Analyse des
Krankheitsverlaufs sowohl in der meningitischen (24 Stunden nach Infektion) als auch, unter
antibiotischer Abdeckung mit Ceftriaxon, in der postmeningitischen Phase (7 Wochen nach Infektion)
gestattet (Gerber et al. 2001).

Bakterielle Meningitis, ausgel6st durch S. pneumoniae, stellt ein Krankheitsbild mit hoher Letalitét
und Morbiditat dar (Thigpen et al. 2011). Auch nach durchgemachter Erkrankung sind bleibende
neurologisch-kognitive Beeintrachtigungen haufig und treten bei ungefdhr einem Drittel der
Betroffenen auf (Hoogman et al. 2007; Nau und Schmidt 2007; Schmidt et al. 2006; van de Beek et al.
2002). Neben traumatisch bedingten Eintrittspforten oder ZNS-nahen lokalen Infektionen fiihren
typischerweise die Kolonisation von Schleimhéuten, Bakteridmie und Uberwindung der Blut-Hirn-
sowie Blut-Liquor-Schranke zur Infektion des ZNS (Gerber und Nau 2010). Apoptose stellt eine
wesentliche Komponente der Hippokampusschadigung im Rahmen einer durch S. pneumoniae
bedingten bakteriellen Meningitis dar, wobei direkt pathogen das vom Erreger sezernierte Zytolysin
Pneumolysin, Wasserstoffperoxid, Stickstoffmonoxid sowie die Pneumokokken-Zellwand mit ihren
Bestandteilen wirken. Die Erregererkennung und Initiierung von Entziindungsvorgéngen wird dabei
insbesondere durch Toll-dhnliche Rezeptoren (TLR) der Subtypen TLR2 (Lipoteichonséure und
andere Zellwandbestandteile), TLR4 (Lipopolysaccharide, Pneumolysin) und TLR9 (bakterielle DNS)
vermittelt (Gerber und Nau 2010; Klein et al. 2008; Marriott und Dockrell 2006; Tauber et al. 2009).
Vor allem die im Gyrus dentatus der Hippokampusformation vorkommenden Kdérnerzellen sind dabei
von einer erhdhten Apoptoserate betroffen, was in Zusammenhang mit den bei Uberlebenden
auftretenden neuropsychologischen Defekten gebracht wird. Im Neokortex, der CAl-4-Region des
Hippokampus und anderen Hirnregionen ist dagegen Nekrose die vorherrschende Zelltodform.
Vaskulitis kleiner Gefalle, Thrombosen, fokale Ischamien, axonaler Schaden der weil3en Substanz und
Entstehung eines Hirnddems tragen zur Defekterhdhung bei (Gerber und Nau 2010; Nau et al. 1999;
Nau et al. 2004; Zysk et al. 1996). Von S. pneumoniae-Meningitis verursachte hippokampale
Apoptose betrifft vorwiegend unreife Neurone der subgranuldren Zone des Gyrus dentatus (Bifrare et
al. 2003). Auf Transkriptionsebene werden im Mausmodell der bakteriellen Meningitis Initiations-

und Effektorcaspasen im Hirngewebe hochreguliert (von Mering et al. 2001).
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Experimentell induzierte Pneumokokken-Meningitis fiihrt bei Mdusen, den hippokampalen Schaden
illustrierend, zu einer Beeintrachtigung des rdumlichen Lernvermdgens (Wellmer et al. 2000). Die
bisherige Beschreibung des Einflusses von Neuroinflammation auf Neurogenese ist heterogen. Die
proliferative Kapazitat hippokampaler neuronaler Vorlduferzellen ist in vitro und nach Injektion von
Erregerkomponenten eingeschrénkt (Hofer et al. 2011; Hoffmann et al. 2007). Im Maus- sowie im
Kaninchenmodell der S. pneumoniae-Meningitis konnte jedoch eine erhdhte Proliferation neuronaler
Vorlauferzellen in der subgranuldren Zone des Gyrus dentatus nachgewiesen werden (Gerber et al.
2003). Auch in postmortalen Analysen beim Menschen zeigt sich eine verstarkte krankheitsbedingte
Neurogenese, z.B. bei verstorbenen Patienten, die an bakterieller Meningitis, Schlaganféllen oder
Schéadel-Hirn-Traumen litten (Gerber et al. 2009). Gleichzeitig ist die hippokampale Expression des
mit Neurogenese in Verbindung gebrachten Neurotrophins BDNF und dessen Rezeptor TrkB (engl.,

tropomyosin-receptor-kinase B) im murinen Meningitis-Modell erhéht (Tauber et al. 2005).

Neben antiinfektiésen und antiinflammatorischen therapeutischen MalRnahmen stellt die Modulation
apoptotischer Signalwege einen experimentellen Ansatz dar, um neuronalen Schaden wéhrend und
nach bakterieller Meningitis zu begrenzen (Grandgirard und Leib 2006). Der Breitspektrum-Caspase-
Inhibitor z-VAD-fmk fihrt im Kaninchenmodell der Pneumokokken-Meningitis zu einer Modulation
der Wirtsimmunantwort und konsekutiv zur Verminderung hippokampalen neuronalen Zelltodes
(Braun et al. 1999). Die spezifischere Inhibition von Caspase-3 mittels Ac-DEVD-CHO fiihrt ebenso
zu verminderter hippokampaler Apoptose und zeigt damit die Beteiligung des Apoptose-Signalwegs
unabhdngig von Entzundungsvorgangen auf (Gianinazzi et al. 2003). Neuronale Apoptose im
Hippokampus kann jedoch auch unabh&ngig von einer Beteiligung von Caspase-3 stattfinden
(Mitchell et al. 2004). Das Neurotrophin BDNF schutzt sowohl vor Caspase-3-abhangiger
hippokampaler Apoptose (S. pneumoniae-Meningitismodell) als auch vor kortikaler Nekrose und
Caspase-3-unabhangiger hippokampaler Apoptose (Gruppe-B-Streptokokken-Meningitismodell)
(Bifrare et al. 2005).

Die Konzentration von Fas und FasL ist im Liquor cerebrospinalis von an bakterieller Meningitis
erkrankten Menschen im Vergleich zu gesunden Kontrollen erhdht, so dass eine Beteiligung am
Krankheitsprozess wahrscheinlich ist (Fassbender et al. 1999; Paul et al. 2004). Im murinen
Meningitismodell ist die mMRNA-Expression im Hirngewebe von Fas, nicht jedoch von FasL, erhoht.
Die akute Entziindungsantwort bei Mausen mit einer Defizienz des Fas-Rezeptors (Fas®-Mause)
respektive des Fas-Liganden (Fas®’-Mause) ist jedoch bei bakterieller Meningitis unverandert (Paul et
al. 2004). Es missen daher andere, bisher unbekannte Funktionen des Fas-FasL-Systems bei
bakterieller Meningitis angenommen werden. Unklar ist aulerdem die Relevanz einer Regulation des

Fas-FasL-Systems bei bakterieller Meningitis, welche bisher noch nicht untersucht worden ist.


http://en.wikipedia.org/wiki/Tropomyosin
http://en.wikipedia.org/wiki/Receptor_(biochemistry)
http://en.wikipedia.org/wiki/Kinase
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1.5 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Die Untersuchung von Kklassisch apoptotischen und alternativen, insbesondere regenerativen,
Signalkaskaden im ZNS und deren Modulation durch regulatorische Proteine sind von besonderem
Interesse flr die Aufklarung der Pathophysiologie zahlreicher neurologischer Erkrankungen und der
Entwicklung neuer Therapieansatze. Insbesondere die Modulation der Fas-vermittelten Signalwege
stellt aufgrund ihrer vielseitigen Auswirkungen im Hinblick auf neuronale Apoptose einerseits und
neuroprotektive Effekte andererseits ein vielversprechendes Therapieziel dar. Das bisher wenig
untersuchte Protein Faim2 konnte eine Schlisselrolle bei der Regulation Fas-initiierter Prozesse

einnehmen.

Die vorliegende Arbeit untersucht den bisher unbekannten Einfluss von Faim2 auf den
Krankheitsverlauf der bakteriellen Meningitis in einem etablierten Mausmodell. Fur diesen Zweck
wurde eine ebenfalls etablierte Faim2-nullmutante Mauslinie herangezogen. Es wurde hierbei
zunéchst die Akutphase der Meningitis (24 Stunden nach Infektion) untersucht, um unmittelbare
Effekte zu Beginn der Erkrankung analysieren zu kénnen. Es sollte der unmittelbare Einfluss von
Faim2 auf Neuroinflammation, den klinischen Phanotyp, das Gesamtiiberleben und hippokampale
neuronale Apoptose im Gyrus dentatus charakterisiert werden. Zusétzlich wurden die Beteiligung von
Initiations- und Effektorcaspasen am Apoptoseprozess sowie die Auswirkung von Neuroinflammation

auf die hippokampale Expression von Fas und Faim2 untersucht.

In der sich anschlielenden postmeningitischen Phase (bis 13 Wochen nach Infektion unter
antibiotischer Abdeckung) wurden Langzeiteffekte von Faim2 auf den Krankheitsverlauf untersucht,
insbesondere unter dem Blickwinkel regenerativer Prozesse. Neben dem Einfluss von Faim2 auf den
klinischen Phénotyp, das Gesamtiiberleben und die hippokampale Neurogenese sollte anhand von
Verhaltensexperimenten (Morris-Wasserlabyrinth) geklart werden, ob Faim2 eine regulatorische
Funktion auf das raumliche Lernvermdgen und damit einhergehend auf hippokampale Funktion
auslibt. Anhand zusétzlicher Phanotypanalysen wurden die Auswirkung von Faim2 auf die
lokomotorische Aktivitat und das Explorationsverhalten (,,Offenes-Feld“-Test) sowie auf Ausdauer

und Koordinationsfahigkeit (Rotarod-Test) analysiert.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es somit, sowohl unmittelbare als auch langfristige Funktionen von
Faim2 in einem Mausmodell der bakteriellen Meningitis aufzuzeigen, in einen funktionellen
Zusammenhang zu stellen und generelle Prinzipien flr die Regulation neuronaler Apoptose sowie

neuronaler Regeneration und Plastizitit durch Faim2 abzuleiten.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Bioreagenzien

Substanz

Herkunft

ABsolute™ QPCR SYBR® Green ROX Mix

Agarose (,,peqGOLD Universal-Agarose*)
Aluminiumsulfat-Hexadecahydrat (Al,01,S3; X 16H,0)
Ammoniumacetat-Lésung (5 M; CH;COONH,)
Beladungspuffer (,,Loading Dye, 6 x Solution®)
Bepanthen (Augen- und Nasensalbe)
B-Mercaptoethanol

Biotherm™ 10x Puffer

Biotherm™ DNS-Polymerase

5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat, 4-Toluidin-Salz (BCIP)

5-Bromo-2-Deoxyuridin (BrdU)
Buprenorphin-Hydrochlorid

Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl, x 2H,0; ~ 99 %)
Citronenséure-Monohydrat (C¢HgO; x H,0; = 99,5 %)
Desoxyribonuklease | (DNase I; 3550 KU/mg Protein)
DIG DNS (,,DIG DNA Labeling Mix, 10 x conc.“)
Dinatriumhydrogenphosphat-Heptahydrat

(Na,HPO,4 x 7H,0)

dNTP Mix 10 mM

Eosin G (gelblich)

Essigsaure (Eisessig, 100 %)

Ethanol (Rotipuran® >99,8 %, p.a.)

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsdure di-Natriumsalz-Dihydrat
(EDTA, C1oH14N;Na,0g x 2H,0)

Fetales Kalberserum (Gibco®, hitzeinaktiviert)
Flussigstickstoff

Gene Ruler™ (100 bp DNA Ladder)

Hé&malaunldsung (sauer nach Mayer)

Hoechst 33258 (Bisbenzimid)

Immersionsol (fir die Mikroskopie)

Inokulum: Streptococcus pneumoniae Typ 3

Kaliumchlorid (KCI)

Abgene, Epsom, UK

peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Fermentas, Burlington, Ontario, Kanada
Bayer Vital, Leverkusen

Merck KGaA, Darmstadt

GeneCraft / Ares Bioscience GmbH, Kdln
GeneCraft / Ares Bioscience GmbH, Kdln
Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Roche Diagnostics, Mannheim

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Fermentas, Burlington, Ontario, Kanada
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA
Universitatsmedizin Gottingen
Fermentas, Burlington, Ontario, Kanada
Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA
Merck KGaA, Darmstadt

AG Neuroinfektiologie (Prof. Nau),
Zentrum Neurologische Medizin,
Universitatsmedizin Gottingen

Roth, Karlsruhe
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Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PQO,)

Kernechtrot (fiir die Mikroskopie)

Ketamin (10 %; 100 mg/ml)

Magnesiumchlorid (MgCl,), 25 mM
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl, x 6H,0)
NaCl-Ldsung (0,9 %)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumcitrat-Dihydrat (C¢HsNa3;O; x 2H,0)
Natriumdodecylsulfat

Natriumhydroxid (NaOH)
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT)

Oligo(dT) 15 Primer

Paraformaldehyd (reinst)

2-Propanol (Isopropanol, ROTISOLV® UV/IR-Grade)
Proteinase K, rekombinant

Proteinase K, aus Tritirachium album (= 30 U/mg)
Reverse Transkriptase (,,M-MLV Reverse Transcriptase*)
RNase Inhibitor (,,RNasin®)

RNeasy Mini Kit

RQ1 DNase Buffer (10x)

RQ1 RNase Free DNasel

RT-Puffer (,,M-MLV Reverse Transcriptase Buffer [5x]*)
Salzséure (HCI; 6 mol/l; 6 N Ldsung)

Stopplésung (,,Stop Solution®)

Streptavidin, Cy2-konjugiert (Lot: 50640)

Terminale Transferase (rekombinant)

Tris (PUFFERAN® = 99,3 %, Buffer Grade)
TWEEN® 20

Wasser fur Injektionszwecke (,,Ampuwa“)
Wasser (Rotisol® HPLC Gradient Grade)
Xylazin (2 %; 20 mg/ml)

Xylol (Isomere)

Ziegenserum

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Pharmanovo GmbH, Hannover
Fermentas, Burlington, Ontario, Kanada
Roth, Karlsruhe

Diaco, Triest, Italien

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Roche Diagnostics, Mannheim

Promega, Madison, Wisconsin, USA
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Promega, Madison, Wisconsin, USA
Promega, Madison, Wisconsin, USA
Qiagen, Hilden

Promega, Madison, Wisconsin, USA
Promega, Madison, Wisconsin, USA
Promega, Madison, Wisconsin, USA
Roth, Karlsruhe

Promega, Madison, Wisconsin, USA

Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.,

West Grove, Pennsylvania, USA

Roche Diagnostics, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Fresenius Kabi, Bad Homburg

Roth, Karlsruhe

Riemser Arzneimittel AG,

Greifswald — Insel Riems

Roth, Karlsruhe

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich
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2.1.2 Verbrauchsmaterial

Material

Herkunft

96-Loch-Platte (Thermo-Fast® Platte, 96-Well)
ABsolute™ QPCR Seal

Alleinfuttermittel (,,Ssniff R/M-H V1534-000)
Columbia-Agar (mit 5 % Schafblut)
Deckglaser fir die Mikroskopie,

Grofen: 18x18 mm, 24x40 mm, 24x60 mm

Eindeckmittel (Entellan®)

Eindeckmittel (Shandon Immu-Mount™)
Einbettkassetten (Rotilabo®)
Einmalspritze (BD Plastipak™; 1 ml)

Einmalspritzen (Omnifix®; 5 ml, 10 ml, 20 ml)
Filtrierpapiere

Injektionskanulen (100 Sterican®;

GroRen: 18 G, 26 G, 27 G)
Keramik-Kugelchen (,,Precellys®; 1,4 mm)
Laborttcher (, KIMTECH Science*)
Latex-Untersuchungshandschuhe (puderfrei),
Peha-soft®

Nitril-Untersuchungshandschuhe (puderfrei),
Nitra-Tex® EP

Objekttrager (Menzel-Glaser Superfrost® Plus)

PCR-GefaRe (0,2 ml; 8er-Streifen)
Pipettenspitzen, Groen: 10 ul, 200 ul, 2000 pl

Pipettenspitzen (steril; RNase-, DNase-, Pyrogen-,

DNA-frei), Groen: 10 pul, 20 pl, 100 pl,
200 pl, 1000 pl

Reagiergeféale (1,5 ml; 2 ml) mit Deckelverschluss

ReagiergeféRe (2 ml) mit Schraubverschluss
Réhren, GroRen: 50 ml, 15 ml
Skalpellklingen

Unterlagen (MoliNea® plus L; 40 x 60 cm)
Vernichtungsbeutel

Vollmilch

Weichholzgranulateinstreu

Abgene, Epsom, UK
Abgene, Epsom, UK
Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest

bioMérieux sa, Marcy I'Etoile, Frankreich

Menzel, Braunschweig / Thermo Fisher

Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

Merck KGaA, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Roth, Karlsruhe

Becton Dickinson and Company,

Franklin Lakes, New Jersey, USA

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Kimberly Clark, Dallas, Texas, USA

Paul Hartmann AG, Heidenheim

Ansell Limited, Richmond, Australia
Menzel, Braunschweig / Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Starlab GmbH, Ahrensburg

Sarstedt, Nimbrecht

nerbe plus, Winsen/Luhe

Sarstedt, Nimbrecht

Heinemann Labortechnik GmbH, Duderstadt
Sarstedt, Nimbrecht

Heinz Herenz Medizinalbedarf GmbH, Hamburg
Paul Hartmann AG, Heidenheim

Sarstedt, Numbrecht

Einzelhandel vor Ort

Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest
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2.1.3 Gerate

Gerat

Herkunft

47600-Maus-Rota-Rod

Acculab Analysenwaage (Modell: ALC-210.4)
Aufbewahrungsboxen fiir Reaktionsgefale
Behéltnisse fur ,,Offenes-Feld“-Test

(50 x50 x 30 cm; [L x B x H])
Elektrophoresesystem

(GelgréRen: 7 x 8 cm, 9 x 11 cm)
Férbegestell

Farbeglaskasten

Férbetrog (Kunststoff)

Feuchte Kammer

Flockeneisbereiter (Modell: AF-20)
Gefrierschrank (Modell: HFU 586 Top)
Gefrierschrank (Modell: MDF-U537)
Gel-Giel3schienen

Gelkdmme (1,0 und 1,5 mm; 8, 10, 12, 14 Z&hne)

Geltrager

Gel-Videodokumentationssystem (Bio-Vision)
Gestelle (fur Morris-Wasserlabyrinth)
Gewebehomogenisator (Modell: Precellys 24)
Gewebeinfiltrationsautomat (Modell: TP 1020)
Glaswaren (Geféal3e und Flaschen; 25 ml, 50 ml,
100 ml, 250 ml, 500 ml, 1000 ml, 2000 ml)
Heizplatte (Modell: HI 1220)

Inkubator (Modell: 1S-2)

Kaltlichtquelle (Modell: KL 1500 LCD)

Kelle

Kompaktwaage (Modell: CS200)
Kuhlschranke (Modell: Premium No Frost)
Magnetrihrer (Modell: MR 3000)
Messpipetten (5 ml; 10 ml)

Messpipetten (25 ml)

Mess-/Mischzylinder,

GroRen: 2000 ml, 1000 ml, 500 ml

Mikrokihlzentrifuge (Modell: Sigma 1-15 K)
Mikroskop (Modell: Axioskop 2 mot plus)
Mikroskop (Modell: DMI16000 B)

Mikrowelle (Modell: Micromaxx® MM 41580)

Ugo Basile, Comerio VA, Italien
Sartorius, G6ttingen
GLW® Storing Systems, Wirzburg

TSE Systems GmbH, Bad Homburg

peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Heinemann Labortechnik GmbH, Duderstadt
Heinemann Labortechnik GmbH, Duderstadt
Heinemann Labortechnik GmbH, Duderstadt
Kartell spa, Noviglio, Italien

Scotsman Ice Systems, Vernon Hills, lllinois, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Sanyo Electric Co., Ltd., Moriguchi, Osaka, Japan
peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Einzelhandel vor Ort

peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Leica Microsystems, Wetzlar

Schott AG, Mainz

Leica Microsystems, Wetzlar

Incutec GmbH, Md&ssingen

Schott AG, Mainz

Einzelhandel vor Ort

Ohaus Corp., Pine Brook, New Jersey, USA
Liebherr, Bulle, Schweiz

Heidolph Instruments, Schwabach

HBG Henneberg-Sander GmbH, Giellen
Brand, Wertheim

Brand (Plastibrand®), Wertheim und
Kartell spa, Noviglio, Italien
Sartorius, Gottingen

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Leica Microsystems, Wetzlar
Medion AG, Essen
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Mikrozentrifuge (Modell: Sigma 1-15) Vitaris AG, Baar, Schweiz
ParaffinausgieRstation

(Modell: Shandon Histocentre 2) Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
PCR-Thermozykler

(Modell: Mastercycler® gradient) Eppendorf, Hamburg

pH-Meter (Modell: CG 842) Schott AG / SI Analytics GmbH, Mainz
Pipetten (MLINE®), GroRen: 10 ul, 20 pl,

200 pl, 1000 pl Biohit Oyj, Helsinki, Finnland

Pipetten (Pipetman®), Grofien: 10 pl, 20 pl,

100 pl, 200 pl, 1000 pl Gilson, Middleton, Wisconsin, USA
Pipettierhelfer (Modell: accu-jet®) Brand, Wertheim

Praparatekésten Heinemann Labortechnik GmbH, Duderstadt
Préparationsbesteck Karl Hammacher GmbH, Solingen

Préazisionswaage (Modell: Kern EW 4200-2NM) Kern & Sohn GmbH, Balingen
Real-Time PCR System

(Modell: Stratagene Mx3000P ™) Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornien, USA
Reinstwassersystem (Modell: arium® 611) Sartorius, Gottingen

Rotationsmikrotom (Modell: Leica RM2245) Leica Microsystems, Wetzlar

Schwimmbehéltnis fiir Morris-Wasserlabyrinth

(Durchmesser: 120 cm; Hoéhe: 60 cm)) TSE Systems GmbH, Bad Homburg
Spannungsgeréte fir Elektrophorese

(Modell: PowerPac Basic™) Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA
Spektrophotometer

(Modell: NanoDrop® ND-1000) Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Standautoklav (vertikal, Modell: 5075 ELV) Systec GmbH, Wettenberg

Stangentesteinrichtung wissenschaftliche Werkstatt vor Ort
Stereomikroskop (Modell: SMZ645) Nikon Corporation, Tokio, Japan

Stoppuhren (Modell: SKT338N) Oregon Scientific, Tualatin, Oregon, USA
Thermomixer (Modell: Comfort) Eppendorf, Hamburg

Tierkéfige fur Mause (Modell: 1284L) Tecniplast, Buguggiate, Italien

Tischkuhlzentrifuge (Modell: Sigma 6K15) Sartorius, Gottingen

VideoMot2 (Videoanalysesystem) TSE Systems GmbH, Bad Homburg

Vorhénge Dénisches Bettenlager, Handewitt

Mixer (Modell: Vortex Genie 2) Scientific Industries, Bohemia, New York, USA
Warme- und Trockenschrank

(Modell: Heraeus Function Line T 20) Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Wasserbad (Modell: HIR-3) Kunz Instruments, Nyndshamn, Schweden
Zentrifuge (Modell: 5415D) Eppendorf, Hamburg

Zielplattformen fiir Morris-Wasserlabyrinth
(Durchmesser: 10 und 14 cm; Hohe: 30 cm) TSE Systems GmbH, Bad Homburg
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2.1.4 LoOsungen und Puffer

Citratpuffer (0,01 M, pH 6,0)

Stammlésung A (0,1 M): 21,01 g Citronensdure-Monohydrat (CgHgO; x H,0) in 1000 ml Aqua dest. I6sen.
Lagerung bei 4 °C. Stammlésung B (0,1 M): 29,41 g Natriumcitrat-Dihydrat (CgHsNa3;O7 x 2H,0) in 1000 ml
Aqua dest. l6sen. Lagerung bei 4 °C.

Gebrauchsverdiinnung: 18 ml Stammlésung A und 82 ml Stammlésung B zu 900 ml Aqua dest. hinzugeben; pH

6,0 einstellen.

Eosin-Farbeldsung (1%)
10 g Eosin G (gelblich) in 1000 ml Aqua dest. ldsen.

Kernechtrot-Farbeldsung
Kernechtrot 0,19
Al,04,S; x 16H,0 (5 %) 100 ml

Aluminiumsulfat aufkochen, von der Platte nehmen; Kernechtrot hinzufiigen; nach dem Erkalten filtrieren.

Lysispuffer (fir DNS-Isolation; 500 ml)

Tris (2 M, pH 8,5) 25 ml
EDTA (0,5 M, pH 8,0) 5ml
NaCl (5 M-Ldsung) 20 ml
Natriumdodecylsulfat (10 %) 10 ml
Aqua dest. 440 ml

NBT/BCIP Substratpuffer

Tris 12,11 ¢
NaCl 5844
MgCl, x 6H,0 10,17 ¢

Auf 900 ml mit Aqua dest. auffillen; pH 9,5 mit 6 N HCI einstellen; auf 1000 ml mit Aqua dest. auffillen.

Paraformaldehyd (PFA, 4 %)

80 g Paraformaldehyd zu 1800 ml PBS (1x) geben; 4 ml 4 N NaOH hinzugeben und auf 40 °C erwérmen, bis die
Losung klar wird; Losung abkihlen lassen und pH 7,4 mit 6 N HCI einstellen; Filtrierung und Lagerung bei -20
°C.

PBS (10x Stammlésung, 2000 ml)

NaCl 160 g
KCI 4 g
Na,HPO, x 7TH,0 54 9

KH,PO, 4,8
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Auf 1900 ml mit Aqua dest. auffulllen; pH 7,4 einstellen; auf 2000 ml mit Aqua dest. auffullen; zur Herstellung

der Gebrauchsldsung 1:10 mit Aqua dest. verdiinnen und pH neu einstellen (PBS 1x).

RNS-Puffer (Angabe pro Gewebeprobe)
RLT-Puffer (aus “RNeasy Mini Kit”, Firma Qiagen, Hilden) 600 pl
B-Mercaptoethanol 6 ul

TAE-Puffer (50x, 1000 ml)

Tris 242 ¢
Essigsaure (100 %) 57,1 ml
EDTA (0,5 M, pH 8,0) 100 ml

Auf 1000 ml mit Aqua dest. auffiillen; zur Herstellung der Gebrauchslésung 1:50 mit Aqua dest. verdiinnen.

TBS (10x Stammlésung, 2000 ml)
NaCl 170 ¢
Tris 121 ¢

Auf 1900 ml mit Aqua dest. auffillen; pH 7,5 mit 6 N HCI einstellen; auf 2000 ml mit Aqua dest. auffillen; zur
Herstellung der Gebrauchslésung 1:10 mit Aqua dest. verdinnen und ggf. pH neu einstellen (TBS 1x); zur
Herstellung von TBST (1x, 0,1%) Tween 20 1:1000 mit TBS 1x verdiinnen und mischen.

2.1.5 Antikorper

Antikorper Herkunft

Anti-Bromdesoxyuridin (BrdU; BU1/75 [ICR1]),

monoklonaler Antikorper (Ratte; Lot: 459561) Abcam plc, Cambridge, UK

Anti-Caspase-3 (aktiv/gespalten), polyklonaler

Antikorper (Kaninchen; Ref: 02/2008, Lot: 21) Cell Signaling Technology, Danvers, Massachusetts, USA

Anti-Caspase-8 (aktiv/gespalten), polyklonaler
Antikorper (Kaninchen; Lot: AR17-061206-05) Imgenex, San Diego, Kalifornien, USA
Anti-Digoxigenin-AP, Fab Fragmente

(Schaf; Lot: 12930026) Roche Diagnostics, Mannheim
Anti-Digoxigenin-Rhodamin, Fab Fragmente

(Schaf; Lot: 14497600) Roche Diagnostics, Mannheim
Anti-Kaninchen 1gG (H+L), Alexa Fluor® 488,

Sekundarantikdrper (Ziege; Lot: 45601A) Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA
Anti-Maus 1gG (H+L), Alexa Fluor® 555,

Sekundarantikdrper (Ziege; Lot: 49701A) Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA
Anti-Neuronal-Nuclei (NeuN), monoklonaler

Antikdrper (Maus; Lot: LVV1519148) Millipore, Billerica, Massachusetts, USA

Anti-Ratte 1gG (H+L), biotinyliert,
Sekundarantikorper (Kaninchen; Lot: R1121) Vector Laboratories, Inc., Burlingame, Kalifornien, USA
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2.1.6 Oligonukleotide

Es wurden die folgenden Primer der Firma Metabion (Martinsried) zur Genotypisierung bzw. fir

Expressionsanalysen verwendet:

Genotypisierung von Versuchstieren: Faim2-Wildtyp (Faim2

+/+

) sowie —Nullmutante (Faim2™)

Wildtyp: Fwd 5*-GGCACAGACATTGAGCAGAA-3*
Wildtyp: Rev 5-CGGATGTGCAATCTGATGAC-3"

Nullmutante: Fwd 5‘-TGAAAACCACACTGCTCGAA-3*
Nullmutante: Rev 5*-GGGGTCAAGGTACCAGCTCT-3¢

Realtime-PCR: Fas/CD95-Expression
Fwd 5‘-CTGCGATGAAGAGCATGGTTT-3*
Rev 5-CCATAGGCGATTTCTGGGAC-3°

Realtime-PCR: Faim2-Expression
Fwd 5‘-AGAAGACATCATGACCCAGGG-3*
Rev 5*-CTTTCTGGTCATCCCAGCTG-3"

Realtime-PCR: GAPDH-Expression
Fwd 5-TGGCAAAGTGGAGATTGTTGCC-3*
Rev 5'-AAGATGGTGATGGGCTTCCCG-3*

2.1.7 Versuchstiere

Homozygote Faim2-Wildtyp- und Nullmutanten-Mause (Wurfgeschwister) (Reich et al. 2011).

2.1.8 Computersoftware

Software Herkunft
Bio-Capt (Version 12.5) Vilber Lourmat, Torcy, Frankreich
Endnote X2 Thomson Reuters, New York City, New York, USA

GraphPad Prism (Version 5.00)

Leica Application Suite (Version 2.8.1)
Microsoft Office Word, Excel, Powerpoint 2007
MxPro — Mx3000P (Version 3.00)

NanoDrop ND-1000 (Version 3.5.2)

Photoshop CS (Version 8.0.1)

Statistica (\VVersion 10)

Stereo Investigator (Version 7.00)

TSE VideoMot 2 (Version 5.72)

GraphPad Software, Inc., La Jolla, Kalifornien, USA
Leica Microsystems, Wetzlar

Microsoft, Redmond, Washington, USA

Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornien, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Adobe Systems, San Jose, Kalifornien, USA

StatSoft, Inc., Tulsa, Oklahoma, USA

MBF Bioscience, Williston, Vermont, USA

TSE Systems GmbH, Bad Homburg
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2.2 Methoden

2.2.1 Erzeugung, Manipulation und Analyse von Versuchstieren

2.2.1.1  Genehmigung des Tierversuchsvorhabens

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefihrten tierexperimentellen Untersuchungen sind
vom Niederséchsischen Landesamt fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit genehmigt
worden (Aktenzeichen 33.11.42502-04-050/08). Vom Autor der vorliegenden Arbeit wurde in diesem
Zusammenhang zudem das Praktikum und Seminar ,,Versuchstiere/Tierversuche/Alternativmethoden*
an der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) der Medizinischen Fakultdt an der

Universitat Goéttingen absolviert.

2.2.1.2  Erzeugung der Versuchstiere

Fur die vorliegende Arbeit wurden homozygote Faim2-Wildtyp- und Nullmutanten-Mause
(Wurfgeschwister) verwendet. Dieses Mausmodell wurde mithilfe eines Cre/LoxP-vermittelten
Rekombinationssytems in der Abteilung von Prof. Schulz in Kooperation mit dem hiesigen Max-
Planck-Institut fur experimentelle Medizin (Prof. Nave, Abteilung fir Neurogenetik) zuvor generiert
und beschrieben (Reich et al. 2011). Die Méause wurden uUber mehrere Generationen auf die Linie
C57/B6 zuriickgekreuzt. Fir die Akutphase der Meningitis (ohne Uberlebensversuch) wurden
Versuchstiere beider Geschlechter, fir den Uberlebensversuch der akuten meningitischen Phase
ausschlielich weibliche und fir die postmeningitische Phase ausschlieflich ménnliche Mause
verwendet. Der Genotyp der Tiere wurde zuvor durch Polymerasekettenreaktion (PCR) auf aus

Schwanzspitzenbiopsien gewonnener genomischer DNS jeweils ermittelt.

2.2.1.3  Tierhaltung

Die Tierhaltung erfolgte artgerecht unter standardisierten Bedingungen und kontrollierter
Raumtemperatur und Luftfeuchtigkeit in den Tierstéllen der Abteilung fur Neurodegeneration und
Neurorestaurationsforschung (Waldweg 33, 37073 Gottingen). Die Mause wurden in Gruppen von 1
bis zu 6 Tieren in Kafigen des Typs 1284L (Tecniplast; 365 x 207 x 140 mm [L x B x H]; Grundflache
530 cm?) gehalten, wobei einmal pro Woche eine Umsetzung erfolgte. Die Haltung erfolgte auf
Weichholzgranulateinstreu unter Bereitstellung von Futter (pelletierte Standarddiat; Ssniff R/M-H
V1534-000) und Leitungswasser aus Trankeflaschen ad libitum. Die M&use wurden auf einen inversen
Tag-Nacht-Rhythmus mit Raumbeleuchtung von 21.30h MEZ bis 09.30h MEZ eingestellt. Die
Identifikation der einzelnen Tiere erfolgte durch ein Ohrlochmarkierungssystem. Auf an den einzelnen
Tierkafigen aulRen befestigten Identifikationskarten waren jeweils flr alle Tiere Zuchtlinie, Genotyp,
Tiernummern, Geschlecht, Geburtsdatum, Tiernummern der Elterntiere und Angaben tber die Nutzer

und das genehmigte Tierversuchsvorhaben vermerkt.
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2.2.1.4 Infektion der Versuchstiere mit Streptococcus pneumoniae Typ 3

Fir die vorliegende Arbeit wurde ein bekanntes Meningitis-Mausmodell angewandt (Gerber et al.
2001). Es erfolgten Analysen in der akuten meningitischen Phase sowie in einer postmeningitischen
Rekonvaleszenzphase (Abbildung 4). Das fur die Infektion verwendete und den Streptococcus-
pneumoniae-Typ-3-Stamm (S. pneumoniae, SP3) enthaltende Inokulum wurde zunédchst zwecks
Bestimmung der Konzentration an koloniebildenden Einheiten (KBE; engl., colony forming units
[CFU]) pro ml in NaCl-Lésung (0,9 %) 1:1000 verdinnt und anschlieRend einer weiteren achtfachen
Verdinnungsreihe (1:10) unterzogen. Von den acht Verdiinnungsstufen wurden jeweils 10 pl auf einer
Blutagarplatte aufgetragen, Letztere dann flir 24 Stunden bei 37 °C inkubiert und anschlieBend
abgelesen (Abbildung 5). Nach Bestimmung der Kolonien-Anzahl pro Verdinnungsstufe konnte dann
die KBE-Konzentration pro Milliliter der jeweiligen Verdlnnungsstufe nach der Formel

KBE ) Verdinnungsfaktor
ol = Anzahl der Kolonien X

Aufgetragenes Volumen [ml]
berechnet werden (Tabelle 1).

Vor der intrazerebralen Inokulation wurde zunéchst eine Narkotisierung der Mause durch eine

A

Akute meningitische Phase:

Zeitachse —_—pp 0h — 12h — 24N e > Praparation
Infektion
Gewicht Gewicht Titer
Untersuchungen Seiltest Seiltest Histologie
Rotarod Rotarod Uberlebensanalyse
Klinischer Punktwert Klinischer Punktwert Expressionsanalysen

B
Postmeningitische Rekonvaleszenzphase:
Zeitachse -_—» 0h —> -_—b Praparation
T 7 Wochen 6 Wochen
Infektion
. Gewicht
Gewlcht S?e\ill\ggst Morris-W asserlabyrinth
Untersuchungen K"niscr?eerlltlsztnktwert Klinischer Punktwert ,,Offenss-Felg"-Test Histologie
Uberlebensanalyse otaro

BrdU-Behandlung —>

Ceftriaxon-Behandlung 3 bzw. 5 Tage

Abbildung 4: Die akute meningitische Phase (A) und postmeningitische Rekonvaleszenzphase (B) in der
Ubersicht
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kombinierte intraperitoneale Injektion von Ketamin (100 mg/kg KG i.p.) und Xylazin (20 mg/kg KG
i.p.) durchgefiihrt. Zur Bestimmung einer ausreichenden Narkosetiefe wurde auf erloschene Reflexe
nach Einkneifen von Vorderpfoten bzw. Hinterpfoten (Uberprift. AnschlieRend erfolgte die
intrazerebrale Injektion von 10 pl NaCl-Lésung (0,9 %) mit 10* KBE von S. pneumoniae {iber einen
direkten Durchstol3 durch die Schéadeldecke rechts frontoparietal mittels Einsatz einer Spritze (1 ml)
mit einer 27G-Nadel unter Verwendung eines Stopps bei 2 mm. Postoperativ wurden die Tiere mit

Augensalbe (Bepanthen) und Schmerzmedikation (Buprenorphin; 0,1 mg/kg KG s.c.) versorgt.

Versuchstiere der meningitischen Phase wurden 24 Stunden nach Infektionsbeginn getdtet und zwecks
Durchfiihrung von Expressions- sowie histologischen Analysen prépariert. Fir die postmeningitische
Phase vorgesehene Versuchstiere wurden zusatzlich beginnend 17 Stunden nach Infektionsbeginn und
anschlieend im zwolfstiindigen Abstand bis einschlieflich zum funften Tag nach Infektion
antibiotisch mit Ceftriaxon (100 mg/kg KG s.c.) sowie vom dritten bis zum fiinften Tag zusatzlich
zweimal taglich mit 5-Bromo-2-Deoxyuridin (BrdU) (50 mg/kg KG i.p.) behandelt. Zur klinischen
Verlaufskontrolle wurde ein klinisches Punktesystem, der Seiltest und der Rotarod-Test verwendet (s.
unten) sowie der Gewichtsverlust dokumentiert (Abbildung 4). Der Zeitpunkt dieser
Phénotypanalysen lag jeweils einmalig vor Beginn der Inokulation sowie fiir die Akutphase jeweils 12
und 24 Stunden nach Inokulation und fur die postmeningitische Phase zweimal t&glich wahrend der
ersten flinf Tage nach der Inokulation und anschlieBend einmal wdchentlich bis einschlieflich zur 7.
Woche. Postmeningitisch wurde zudem eine Uberlebensanalyse wahrend der ersten 7 Wochen nach
der Inokulation sowie weitere Phanotypanalysen in Form von Morris-Wasserlabyrinth-, ,,Offenes-
Feld“- und Rotarod-Untersuchungen (s. unten) fir die darauffolgenden drei Wochen durchgefiihrt. Die
Tiere der Rekonvaleszenzphase wurden anschlieend getttet und zwecks histologischer Analysen
prapariert. S&mtliche im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Phanotypanalysen fanden

tagstber und unter Verblindung des immer gleichen Untersuchers statt.

2.2.1.5  Totung und Praparation von Versuchstieren

Zur Probenentnahme von Gewebe fiir histologische und RNS-Analysen sowie fur die
Titerbestimmung auf S. pneumoniae wurden die Versuchstiere mittels zervikaler Dislokation und
anschlieRender Dekapitation getotet. Es folgte die Abpraparation von Kopffell und Schadeldecke und
die Entnahme des gesamten Hirns. Fir die Titerbestimmung wurden zusétzlich die Milz sowie eine
Blutprobe (10 pl) entnommen. Nach Abspllung des Hirns mit NaCl-Lésung (0,9 %) wurden das
Kleinhirn sowie die Hemispharen getrennt und anschlieRend die linke Hemisphare fir histologische
Analysen in PFA-LGsung (4 %) fir 24 Stunden fixiert und anschlieBend in Paraffin eingebettet (s.
unten). Das Kleinhirn sowie die Milz wurden zwecks Titerbestimmung jeweils in NaCl-Ldsung
homogenisiert. Die Blutprobe wurde 1:10 in NaCl-Lésung verdinnt. Es folgte dann eine weitere
siebenfache Verdiinnung (1:10) der Blutprobe bzw. eine achtfache Verdinnung des Kleinhirn-

respektive Milzhomogenisats in NaCl-Lésung und Auftragung von 10 pl samtlicher acht
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Verdunnungen von Blut, Kleinhirn und Milz auf Blutagarplatten, welche fiir 24 Stunden bei 37 °C
inkubiert und anschliefend abgelesen wurden (Abbildung 5). Die fiir RNS-Analysen zu gewinnende
Hippokampusformation wurde aus der rechten Hemisphare herausprapariert, in mit RNS-Puffer und
Keramik-Kigelchen vorgefiillte Homogenisatorrohrchen Uberfuhrt und sofort in einem mit
Flussigstickstoff beflillten Behaltnis schockgefroren. Die langfristige Lagerung bis zur weiteren
Aufarbeitung erfolgte bei -80 °C.

A B
Titerberechnung (KBE/ml)
Feld Anzahl der Kolonien x
Inokulum | Blut, Kleinhirn, Milz
1 10° 10°
2 10’ 10°
3 10° 10°
4 10° 10°
5 10" 10’
6 10" 10°
7 10" 10°
8 10" 10"

Abbildung 5 (A) und Tabelle 1 (B): Titerbestimmung

(A) Beispiel einer in acht Verdiinnungsabschnitte unterteilten Blutagarplatte, auf welcher jeweils die Anzahl der Kolonien
(koloniebildende Einheiten, KBE) abgelesen werden kénnen. Das Feld links oben entspricht der ersten Verdinnungsstufe (=
Feld Nr. 1), die weiteren Verdiinnungsstufen folgen dem Uhrzeigersinn entgegengesetzt (= Felder 2 bis 8).

(B) Berechnung der Kolonienkonzentration (KBE/ml). Das Inokulum wurde initial 1:1000 und anschlieRend achtmal
weiterverdinnt (1:10). Von diesen acht Verdinnungen sowie von den 8 Verdiinnungen (1:10) von Blut, Kleinhirn und Milz
wurden jeweils 10 pl auf den einzelnen Feldern der Blutagarplatte aufgetragen.

2.2.1.6 Klinische Beurteilung der Versuchstiere

Um den Krankheitsverlauf zu dokumentieren, wurden Ph&notypanalysen durchgeftihrt. Der allgemeine
Zustand der Tiere wurde mit einem klinischen Punktesystem beurteilt (Tabelle 2). Jedes Versuchstier
wurde in Hinblick auf eine motorische Beeintréchtigung und Lethargie untersucht und anschlieRend

mit einem Punktwert auf einer Skala von 0 (Niveau unbehandelt) bis 4 (verstorben) beurteilt.

Punktwert Klinischer Ph&notyp
0 Gesund, unaufféllig (ochne motorische Beeintrachtigung)
1 Geringfugig lethargisch
2 MaRig lethargisch, jedoch gehfahig
3 Stark lethargisch, unfahig zu gehen
4 verstorben

Tabelle 2: Kriterien des klinischen Punktesystems
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Zur Untersuchung der motorischen Leistungsfahigkeit wurde zusétzlich ein Seiltest angewandt
(Miquel und Blasco 1978; Wellmer et al. 2000). Die Seiltestanordnung bestand aus zwei separaten
Plattformen (Durchmesser: 15 cm; Hohe: 45 cm), welche mit einem straff gespannten Seil (L&nge: 60
cm; Hoéhe: 50 cm; Dicke: 2 mm) miteinander verbunden waren (Abbildung 6). Die Versuchstiere
wurden in der Mitte des Seiles mit ihren Vorder- und Hinterpfoten auf dem Seil abgesetzt und in
Rickenlage gebracht. AnschlieBend wurde dokumentiert, ob und in welcher Zeit die Méause eine der
beiden Plattformen sicher erreichen konnten und das Ergebnis in einen Punktwert (0 bis 20
Punktwerte) umgerechnet (Tabelle 3). Dabei korrelierte ein niedriger Punktwert mit einer besseren
Leistung der Versuchstiere. Der Apparatur wurde zum Schutz der Tiere ein weich gepolstertes
Auffangbehaltnis untergestellt.

A

Abbildung 6: Die Seiltest-Versuchsanlage

Plattform wurde erreicht Plattform wurde nicht erreicht

Zeit (s) Punktwert Zeit () Punktwert
0 bis 5 0 54 bis 60 11
6 bis 12 1 48 bis 53 12
13 bis 18 2 42 bis 47 13
19 bis 24 3 36 bis 41 14
25 bis 30 4 30 bis 35 15
31 bis 36 5 24 bis 29 16
37 bis 42 6 18 bis 23 17
43 bis 48 7 12 bis 17 18
49 bis 54 8 6 bis 11 19
55 bis 60 9 0 bis 5 20

> 60 10

Tabelle 3: Kriterien der Seiltestuntersuchung
Der erreichbare Punktewert hdngt ab vom grundsatzlichen Erreichen einer Plattform sowie von der dafiir benétigten Zeit.
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2.2.1.7 Beurteilung der Gedéachtnisleistung im Morris-Wasserlabyrinth

Die Gedachtnisleistung der Versuchstiere in der postmeningitischen Phase wurde sieben Wochen nach
der Inokulation mit S. pneumoniae im sogenannten Morris-Wasserlabyrinth (engl., Morris water maze,
MWM) untersucht. Dieser Test korreliert mit dem rdumlichen Lernvermdgen, hippokampaler
synaptischer Plastizitdt und NMDA-Rezeptor-Funktion und wurde von Richard Morris erstmalig
beschrieben (Morris 1981; Morris 1984). Das Grundprinzip dieses Paradigmas besteht darin, dass die
Versuchstiere in ein mit erwdarmtem Leitungswasser (20-22 °C) gefillten Schwimmbecken aus
Kunststoff (wei3, Durchmesser: 120 cm, Héhe: 60 cm) gebracht werden und anschlieBend sich anhand
von raumlich fixen Hinweismarkierungen (engl., cues) orientierend und von verschiedenen
Startpositionen beginnend eine verborgene Plattform (1 cm unterhalb der Wasseroberflache) auffinden
sollen (Abbildung 7).

A

Abbildung 7: Die Morris-Wasserlabyrinth-Versuchsanlage

(A) Dargestellt ist eine fur das Morris-Wasserlabyrinth vorgesehene Versuchsanlage. Das Schwimmbecken enthalt mit
Vollmilch eingefarbtes und erwdrmtes Leitungswasser. Um das Becken herum sind Gestelle mit verschiedenfarbigen
Vorhangen und darauf befestigten Hinweismarkierungen positioniert.

(B) Darstellung der um das Schwimmbecken herum angebrachten Hinweismarkierungen. Die Objekte sind
verschiedenfarbig und —formig. Von links nach rechts: griines Dreieck, kreisrunde gelbe Objekte, schwarzes Kreuz,
mehrfarbiges Viereck.
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Das Wasser wurde zuvor mit Vollmilch eingefarbt, so dass die Lokalisation der Zielplattform nicht
direkt ersichtlich war, sondern jeweils erinnert werden musste. Definierte Hinweismarkierungen waren
um das Schwimmbecken herum an Vorhangen zuvor angebracht worden und wurden im Verlauf des
Experiments nicht in ihren Positionen geé&ndert (Abbildung 7 A). Sie waren jeweils durch ein
charakteristisches Form- und Farbmuster definiert (Abbildung 7 B). Da alle Ubrigen im Raum
vorhandenen und aus dem Schwimmbecken heraus sichtbaren Gegenstande prinzipiell als
Hinweismarkierung fungieren konnten, wurden sie in ihrer urspriinglichen Position bei

Versuchsbeginn belassen.

Die Versuchstiere wurden mithilfe einer Kunststoffschachtel am Beckenrand der protokollarisch
festgelegten Startposition ins Wasser herabgelassen. Die Messung wurde mit einer Fernbedienung
gestartet und endete automatisch entweder beim Betreten der Plattform und einer Verweildauer von
mindestens 2 Sekunden oder nach Ablauf von 120 Sekunden. Der Untersucher befand sich bei den
einzelnen Messungen hinter den Vorhangen, um selber nicht als potentielle Hinweismarkierung in
Erscheinung zu treten. Uber eine an der Raumdecke befestigte Videokamera und ein
Datenaufzeichnungssystem (VideoMot2, TSE Systems GmbH) wurden die Schwimmbewegungen der
Versuchstiere jeder einzelnen Messung registriert und konnten anschlieRend auf verschiedene
Parameter hin (Latenzzeit zum Erreichen der versteckten Plattform, Schwimmgeschwindigkeit in
cm/s, prozentualer Aufenthalt pro Quadrant) analysiert werden. Nach Beendigung der jeweiligen
Messungen wurde das Versuchstier fur 15 Sekunden auf der Plattform belassen (bzw. bei
Nichterreichen der Plattform zunéchst auf die Plattform gesetzt) und nachfolgend mittels einer Kelle
in den Tierkafig zuriickgesetzt. Es wurden, mit Ausnahme der Prifmessungen am letzten Tag der
Akquisitions- bzw. Umlernphase (s.u.), grundsétzlich 4 Messungen pro Tag und Versuchstier
durchgefiihrt und anschlieend gemittelt, wobei die gesamte Versuchskohorte im Rahmen eines

Messdurchgangs sequentiell getestet wurde.

Das verwendete Versuchsprotokoll orientierte sich an den Empfehlungen von Charles Vorhees und
Michael Williams (Vorhees und Williams 2006). Das gesamte Morris-Wasserlabyrinth-Experiment
bestand aus drei Abschnitten, einem vorgeschalteten Kontrolltraining mit sichtbarer Plattform (engl.,
cued learning) sowie der Akquisitions- (engl., spatial acquisition) und Umlernphase (engl., spatial
reversal) mit jeweils unsichtbarer Plattform. Das Kontrolltraining bestand aus 4 Messtagen und diente
der grundsatzlichen Uberpriifung der fiir eine Teilnahme an dem Versuch notwendigen basalen
Féahigkeiten wie intaktes Sehvermégen, Schwimmfahigkeit und Kraft. Hierbei wurde die Zielplattform
(Ho6he: 30 cm; Durchmesser: 14 cm) mit einer mit roter Flussigkeit gefiillten Plastikrohre versehen,
wodurch die Lokalisation der Plattform von jeder Stelle im Schwimmbecken deutlich erkennbar wurde
(Abbildung 8 A). Nicht schwimmféhige Versuchstiere wurden zum Zeitpunkt des Kontrolltrainings
aus dieser und allen nachfolgenden Versuchsreihen (Akquisitions- und Umlernphase des MWM,

,Offenes-Feld“-Test, Rotarod-Test, Neurogenese-Untersuchungen; s.u.) ausgeschlossen.
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A

Abbildung 8: Zielplattformen im Morris-Wasserlabyrinth

(A) Die fiir das Kontrolltraining vorgesehene Plattform ist mit einer mit roter Flissigkeit gefiillten Plastikréhre markiert.
(B) Die Plattform fiir die Akquisitions- und Umlernphase ist nicht markiert und kann daher nicht durch direkten
Sichtkontakt gefunden werden.

Wiahrend der Kontrolltraining-Messungen wurde das Schwimmbecken mit an Gestellen befestigten
blauen Vorhéngen umhiillt, so dass keine raumlichen Hinweismarkierungen zur Orientierung genutzt
werden konnten. Um die Notwendigkeit des Benutzens der roten Markierung zu betonen, wurde
sowohl die Startposition als auch die Zielposition der markierten Plattform fiir jeden Messdurchgang
veréndert (Tabelle 4). Start- und Zielpositionen wurden hierbei sowie fur alle Gbrigen Abschnitte des

MWM-Experiments nach den Himmelsrichtungen bezeichnet.

Tag Messung 1 Messung 2 Messung 3 Messung 4
1 N-SO O-NO S-SW W-SO
2 S-NO N-NW W-NO 0-SO
3 W-NW S-SO O-SW N-SW
4 O-NO W-NO N-SW S-SW

Tabelle 4: Protokoll fiir das Kontrolltraining (sichtbare Plattform)

Es wurden an 4 Tagen Messungen durchgefiihrt. Angegeben sind jeweils Start- und Zielpositionen, welche nach jeder
einzelnen Messung verdndert wurden (N=Norden, S=Suden, W=Westen, O=0sten, NW=Nordwesten, SW= Stdwesten,
SO=Siidosten, NO=Nordosten).

Die Akquisitions- und Umlernphase des MWM erstreckte sich jeweils auf sieben Tage und diente der
Stimulierung eines raumlichen Lernprozesses und dessen Uberpriifung am letzten Tag. Es wurde
hierbei eine nicht markierte und kleinere Plattform (Hohe: 30 cm; Durchmesser: 10 cm) verwendet
(Abbildung 8 B) sowie die Gestelle mit den Vorhangen einen Meter vom Schwimmbecken entfernt
und zusétzlich mit den raumlichen Hinweismarkierungen versehen (Abbildung 7 B). Fir beide
Lernphasen wurde die Lokalisation der Startposition, nicht jedoch der Zielposition der versteckten

Plattform, fir jede einzelne Messung nach einem festgelegten Protokoll gedndert (Tabelle 5). Zudem
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wurden fiir beide Lernphasen unterschiedliche Zielpositionen der versteckten Plattform verwendet,
welche fur die Akquisitionsphase im stdwestlichen und fir die Umlernphase im norddstlichen
Quadranten platziert wurde. Somit sollte die Umlernphase Lernflexibilitdt nach einer bereits erfolgten
Trainingsphase Gberprifen.

Akquisitionsphase (Ziel: SW) Umlernphase (Ziel: NO)
Messung | Messung | Messung | Messung | Messung | Messung | Messung | Messung

Tag 1 2 3 4 1 2 3 4

1 N O] SO NW S w NW SO

2 SO N NW 0 NW S SO W

3 NW SO @) N SO NW w S

4 ©) NW N SO w SO S NW

5 N SO 0 NW S NW w SO

6 SO NW N ) NW SO S w

7 NO SW

Tabelle 5: Protokoll fiir die Akquisitions- und Umlernphase (unsichtbare Plattform)
Es wurden an 7 Tagen Messungen durchgefiihrt. Angegeben sind jeweils die Startpositionen, welche nach jeder einzelnen
Messung verandert wurden. Am 7. Tag fand jeweils der Transfertest statt (s. Text). Abk.: s. Tabelle 4.

Wiahrend der ersten 6 Tage wurden regulédr 4 Messungen pro Tag und Versuchstier durchgefuihrt. Am
7. Tag fand jeweils eine einzelne Prifmessung (Transfertest; engl., probe trial) statt, in welcher die
Zielplattform entfernt und eine pauschale einminitige Messung durchgefihrt wurde. Hierbei wurde
der prozentuale Aufenthalt pro Quadrant bestimmt und somit Gberprift, ob von den Versuchstieren
eine Préferenz flr den Zielquadranten mit der versteckten Plattform entwickelt wurde und daher eine
rdumliche Gedéachtniskonsolidierung stattgefunden hat.

2.2.1.8  Beurteilung der Versuchstiere mit dem ,,Offenes-Feld*“-Test

Mit der ,,Offenes-Feld“-Untersuchung (engl., open field test, OFT) kann das allgemeine
Aktivitatsniveau, lokomotorische Aktivitat und Explorationsverhalten untersucht und beurteilt werden.
Fur diesen Zweck wurden jeweils 4 Versuchstiere in 4 viereckige Behaltnisse (50 x 50 x 30 cm; [L X
B x H]) gebracht (1 Versuchstier pro Behaltnis) und anschlieend die Behaltnisse mit an Gestellen
befestigten gleichfarbigen Vorhangen umhiillt (Abbildung 9). Uber eine an der Raumdecke befestigte
Videokamera und ein Datenaufzeichnungssystem (VideoMot2, TSE Systems GmbH) wurden die
Bewegungen der Versuchstiere wéhrend einer einstindigen Messung registriert und konnten
hin

Raumverteilung) analysiert werden. Aufstellbewegungen der Versuchstiere, d.h. das Aufrichten auf

anschlielend auf verschiedene Parameter (Gesamtlaufstrecke,  Aufstellbewegungen,

den Hinterpfoten, wurden mittels eines in die einzelnen Behaltnisse implementierten Infrarotsystems
registriert. Zur Untersuchung der Raumverteilung wurde der prozentuale Anteil der im Zentrum des

Untersuchungsfeldes gemessenen Laufstrecke an der Gesamtstrecke ermittelt.
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A

Abbildung 9: Die ,,Offenes-Feld“-Versuchsanlage
Es wurden vier einstiindige Messungen parallel durchgefiihrt (1 Versuchstier pro Behaltnis). Die Anlage wurde mit
Vorhangen umhdillt.

2.2.1.9  Beurteilung der Versuchstiere mit dem Rotarod-Test

Fir die Untersuchung der Koordinationsfahigkeit und Ausdauer wurde der Rotarod-Test verwendet
(Jones und Roberts 1968). Hierbei wurden die Versuchstiere auf eine sich beschleunigende, rotierende
Walze (47600-Maus-Rota-Rod, Ugo Basile) gesetzt und die Zeit gemessen, welche die Versuchstiere
durch aktives Mitlaufen auf der Walze verbleiben konnten (Abbildung 10). Es wurde zunéchst
zweimal ein dreiminltiger Trainingslauf durchgefuhrt, bei welcher die Rotationsgeschwindigkeit
konstant bei 10 Umdrehungen pro Minute (engl., rounds per minute, rpm) gehalten wurde und
herunterfallende Versuchstiere wieder auf das Laufrad gesetzt wurden. Fiir den eigentlichen Testlauf
wurde eine Beschleunigung von 10 rpm auf 40 rpm innerhalb eines Zeitraums von drei Minuten
definiert und nach drei Minuten bei 40 rpm gehalten. Die Messungen wurden auf 3 Minuten fiir die
akute bzw. 10 Minuten fir die postmeningitische Phase zeitlich begrenzt und herunterfallenden
Versuchstieren fur den jeweiligen Testlauf kein erneuter Versuch gestattet. Es wurden insgesamt ein
Testlauf in der meningitischen bzw. drei Testlaufe in der postmeningitischen Phase durchgefiihrt und
bei Letzterem die jeweiligen auf dem Laufrad verbrachten Zeiten pro Versuchstier gemittelt. Die
beiden Trainingslaufe fanden an zwei separaten Tagen und der einzelne bzw. die drei Testldufe an
einem weiteren separaten Tag statt. Zwischen den drei Testlaufen wurde jeweils eine zweistiindige

Erholungspause eingeplant.
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A

Abbildung 10: Die Rotarod-Versuchsanlage

2.2.2 Histologische Methoden

2.2.2.1  Fixation und Herstellung der histologischen Schnitte

Das fur die Histologie vorgesehene Hirngewebe (linke Hemisphédre) wurde fur 24 Stunden in
vierprozentiger Paraformaldehydlosung fixiert, mit Hilfe eines Gewebeinfiltrationsautomaten
paraffiniert und anschlieRend an einer ParaffinausgieRstation in Paraffinblocke eingegossen. Von den
Paraffinblocken wurden 4 um dicke Schnitte angefertigt, in einem Wasserbad bei 50 °C geglattet, auf
Objekttragern aufgezogen und anschlieend in einem Ofen oder auf einer Heizplatte bei 37 °C

getrocknet.

2.2.2.2  Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die H&amatoxylin-Eosin-Farbung (H.E.-Farbung) féarbt Chromatin in den Zellkernen blau
(Hamatoxylin) und das Zytoplasma rot (Eosin). Zundachst erfolgte eine Entparaffinierung der Schnitte,
indem Letztere sequentiell dreimal in Xylol fir 10 min und anschlieBend fiir 3 min zweimal in 100 %
und jeweils einmal in 96 %, 70 % sowie 50 % Ethanol und zweimal fiir 5 min in Aqua dest. rehydriert
wurden. Nach jeweils zehnminitiger Farbung in Hamalaunlésung und anschlieBender flieRender
Wésserung (,,Blauung®) wurden die Schnitte in Eosinldsung (1%) fiir 5 min gefarbt, anschlielend kurz
in Aqua dest. gespult und nachfolgend in einer aufsteigenden Reihe (jeweils 4 mal Eintauchen in 50
%, 70 %, 96 % Ethanol; 5 min in 100 % Ethanol; 2 mal 10 min Xylol) dehydriert und mit Entellan

eingedeckelt.

2.2.2.3  Darstellung der meningealen Entziindung in der H.E.-Farbung

Das Ausmall an meningealer Entziindung wurde anhand H.E.-geféarbter Hirnschnitte mikroskopisch

uberpruft. Dafir wurde in einem Gesichtsfeld bei 40-facher VergroRerung die Anzahl der
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Granulozyten in 4 Regionen (frontale interhemisphérische Region, hippokampale Fissur, 3
oberflachliche meningeale Regionen tber der Konvexitat, dritter Ventrikel) bestimmt, das Ergebnis in
einen Punktwert von 0 bis 3 umgerechnet und die Einzelwerte addiert (Tabelle 6). Es resultierte ein
Gesamtpunktwert von 0 bis 18, wobei ein hoherer Wert mit einem groReren Ausmal} an meningealer

Entziindung korrelierte.

keine <10 10-50 > 50
Granulozyten | Granulozyten | Granulozyten | Granulozyten
frontale interhemisphdrische Region 0 1 2 3
hippokampale Fissur 0 1 2 3
1 oberflachliche meningeale Region 0 1 2 3
1 oberflachliche meningeale Region 0 1 2 3
1 oberflachliche meningeale Region 0 1 2 3
dritter Ventrikel 0 1 2 3

Tabelle 6: Punktwertkriterien der meningealen Entziindung

2.2.2.4  TUNEL-Farbung und Quantifizierung apoptotischer Zellen

Die TUNEL-Férbung (engl., TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling) dient der Darstellung von
apoptotischen Zellen, indem die beim Vorgang der Apoptose durch internukleosomale Spaltung
entstehenden DNS-Fragmente markiert werden (Gavrieli et al. 1992). Dabei katalysiert das in der
Farbung  eingesetzte  Enzym  TdT  (engl., Terminal  deoxynucleotidyl transferase;
Desoxyribonukleotidyltransferase, terminale Transferase) die Verknupfung von Digoxigenin-
markierten Desoxyribonukleotidtriphosphaten (dNTPs; DIG-DNS) an 3’Hydroxyl-Enden der
entstandenen Einzel- oder Doppelstrang-DNS-Molekiile. Anschliefend kann durch Einsatz von gegen
Digoxigenin gerichteten und mit Alkalische Phosphatase (Lichtmikroskopie; NBT/BCIP-
Entwicklung) oder Rhodamin (Fluoreszenzmikroskopie) gekoppelten Primérantikorpern eine

Farbreaktion erzeugt werden.

Zunéchst erfolgte eine Entparaffinierung der zu farbenden Schnitte nach der im Kapitel 2.2.2.2
geschilderten VVorgehensweise. AnschlieBend wurde eine enzymatische Vorbehandlung mit 20 pg/mi
(geldst in TBS/2 mM CaCl,) rekombinanter Proteinase K (Roche Diagnostics) fur 15 min bei 37 °C
durchgefiihrt. Fir Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen vorgesehene Schnitte wurden hitzeinduziert
demaskiert (s.u.). Nach zweimaligem Waschen in TBS und Abkuhlung fir 5 min in eiskaltem TBS
zwecks Inaktivierung der Proteinase K wurde auf jeden Schnitt 50 pl Reaktionslésung, bestehend aus
10 ul Reaktionspuffer, 2 pl CoCl,, 1 ul DIG-DNS, 0,5 pl TdT und 36,5 pl Aqua dest., aufgetragen,
die Schnitte mit einem Deckglas bedeckt und fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach Abschwimmen der
Deckglaser und fiinfmaligem Waschen in TBS wurden die Schnitte eine halbe Stunde mit
Blockierungslosung (10 % FCS in TBS) bei Raumtemperatur inkubiert (,,Blocken®). Es folgte dann

eine eineinhalbstiindige Inkubation bei Raumtemperatur mit dem Primarantikdrper (Anti-Digoxigenin-
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Alkalische Phosphatase [1:250 verdinnt in 10 % FCS in TBS] oder Anti-Digoxigenin-Rhodamin [1:20
verdinnt in 10 % FCS in TBS]) und anschlieRendem fiinfmaligen Waschen. Die fir die
Lichtmikroskopie vorgesehenen Schnitte wurden dann mit NBT/BCIP (225 ul NBT und 175 pl BCIP
mit 50 ml NBT/BCIP-Substratpuffer gemischt) fur ca. 5 min entwickelt, in Aqua dest. gesplilt,
anschlieend fiir ca. 20 min mit Kernechtrot gegengefarbt, mit Leitungswasser gespult und mit Immu-
Mount eingedeckelt. Immunfluoreszenzgefarbte Schnitte waren doppelgefarbt (vor der TUNEL-
Farbung erste Farbung gegen aktive Caspase-3, aktive Caspase-8, Hoechst 33258, s.u.), wurden mit

Aqua dest. gespilt und abschlieBend mit Immu-Mount eingedeckelt.

Als Negativkontrolle wurde bei jedem Farbedurchgang bei ansonsten identischem Protokoll das
Enzym TdT weggelassen. Fur die Positivkontrolle wurde zum einen ein Schnitt nach der
Vorbehandlung mit Proteinase K einer weiteren Inkubation fiir 15 min mit Desoxyribonuklease |
unterzogen, um DNS-Strangbriiche zu induzieren. Zum anderen wurden zur Darstellung von
physiologisch vorhandener Apoptose Gewebeschnitte mit humaner Tonsille reguldr gefarbt. Zur
Quantifizierung des Ausmales an Apoptose im akuten Meningitismodell wurden Serienschnitte in der
Sagittalebene der linken Hirnhemisphdre angefertigt. Lateral beginnend nach stereotaktischen
Koordinaten bei 1,5 mm (Paxinos und Franklin 2001) wurden 6 Schnitte (4 um Dicke) im Abstand
von jeweils 20 um gewonnen, nach der TUNEL-Methode gefarbt, die Anzahl der TUNEL-positiven
Zellen im Gyrus dentatus der Hippokampusformation pro mm? (Zelldichte) bestimmt, die 6 Werte pro

Versuchstier gemittelt und anschlielRend die resultierenden Werte pro Kohorte erneut gemittelt.

2.2.2.5 Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen

Aktive Caspase-3/TUNEL und NeuN und Aktive Caspase-8/TUNEL und NeuN

Fur qualitative Fragestellungen wurden Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen mit gegen aktive
Caspase-3 und aktive Caspase-8 gerichteten Primdrantikdrpern in Ergénzung zur TUNEL- sowie zur
Anti-Neuronal-Nuclei (NeuN)-Féarbung, einem neuronalen Marker, durchgefiihrt. Fir diesen Zweck
wurden Hirnschnitte von Faim2-Nullmutantenmdusen aus dem Meningitis-Akut-Versuch (24 h nach
Infektion) verwendet. Es erfolgte zunéchst eine Entparaffinierung der Schnitte (vgl. Kapitel 2.2.2.2)
mit anschlieBendem zweimaligen Waschen in Aqua dest. fir 5 min. Es wurde dann eine
hitzeinduzierte Antigendemaskierung in der Mikrowelle durchgefiihrt, indem die Schnitte in mit
Citratpuffer (0,01 M, pH 6,0) geflllten Plastikkiivetten gestellt und anschlieBend einmal fur 5 min und
viermal fr 10 min bei voller Gerételeistung in der Mikrowelle gekocht wurden. In den Pausen wurde
die Plastikklivette mit Aqua dest. nachgefullt. Nach einstiindigem Abkihlen der Schnitte in einem
Eisbad erfolgte ein dreimaliger Waschschritt fir 5 min in Aqua dest, ein einmaliges Waschen fiir 5
min in TBST und eine einstiindige Inkubation mit Blockierungslosung (10 % FCS in TBST).
AnschlieBend wurde der jeweilige Primarantikdrper aufgetragen (Anti-Caspase-3, aktiv/gespalten
[1:200 verdunnt in 10 % FCS in TBST] und Anti-Caspase-8, aktiv/gespalten [1:1000 verdunnt in 10 %
FCS in TBST]) und jeweils lber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen in
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TBST wurde der Sekundarantikérper (Anti-Kaninchen 1gG [H+L], Alexa Fluor® 488; 1:200 verdinnt
in 10 % FCS in TBST) aufgetragen und flr zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen in TBST erfolgte nun die Gegenfarbung nach der TUNEL-Rhodamin-Methode
(vgl. Kapitel 2.2.2.4) bzw. NeuN (s.u., Abschnitt BrdU/NeuN), eine Kernfarbung mit Hoechst 33258
fuir 10 min, Spllen in Aqua dest. und anschliefend die Eindeckelung mit Immu-Mount. Fir
Negativkontrollen wurde der Priméarantikdrper bei ansonsten identischem Protokoll weggelassen. Als

Positivkontrolle fiir aktive Caspase-8 diente die Darstellung von zerebelldren Purkinjezellen.

BrdU/NeuN

Fur Neurogenese-Untersuchungen wurden Doppelfarbungen gegen den DNS-Synthese-Marker 5-
Bromo-2-Deoxyuridin (BrdU) und NeuN durchgefiihrt. Fur diesen Zweck wurden 4 pum dicke,
koronare Serienschnitte nach stereotaktischen Koordinaten beginnend bei Bregma -3,00 mm (Paxinos
und Franklin 2001) von Hirnen des chronischen Meningitis-Modells verwendet. Entparaffinierung,
hitzeinduzierte Antigendemaskierung, Inkubation in Blockierungslésung, Kernfarbung mit Hoechst
33258, Eindeckelung und die jeweiligen Waschschritte entsprachen der bereits oben geschilderten
Vorgehensweise (vgl. Kapitel 2.2.2.2 und 2.2.2.5). Als erster Primarantikorper wurde Anti-
Bromdesoxyuridin (1:200 verdinnt in 10 % FCS in TBST) aufgetragen und 90 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Als biotinylierter Sekundérantikdrper wurde Anti-Ratte 1gG (H+L) und fir
die Farbentwicklung Cy2-konjugiertes Streptavidin (jeweils 1:200 verdinnt in 10 % FCS in TBST; 60
min Inkubation bei Raumtemperatur) verwendet. Nach Waschen der Schnitte in TBST bei 4°C Uber
Nacht wurde mit dem Primérantikorper gegen NeuN (1:100 verdinnt in 10 % FCS in TBST) 90 min
bei Raumtemperatur inkubiert und fir die Farbentwicklung ein Sekundarantikrper (Anti-Maus 1gG
[H+L], Alexa Fluor® 555, 1:200 verdunnt in 10 % FCS in TBST; 120 min Inkubation bei
Raumtemperatur) eingesetzt. Fir Negativkontrollen wurde der Primdrantikdrper bei ansonsten
identischem Protokoll weggelassen. Hinsichtlich der Quantifizierung des Ausmafes von BrdU/NeuN-
positiven Zellen wurde analog zur TUNEL-Farbung (Kapitel 2.2.2.4) die Zelldichte im Gyrus dentatus
pro mm? bestimmt (ein Serienschnitt pro Versuchstier) und die Werte pro Kohorte gemittelt.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden
2231 Isolation von genomischer DNS

Zur Genotypisierung der gezichteten Mauslinie wurde genomische DNS aus Schwanzspitzenbiopsien
gewonnen. Bis zu 5 mm der Biopsie wurden Uber Nacht bei 56 °C in 500 pl Lysispuffer und 25 pl
Proteinase K (aus Tritirachium album; 2 mg/ml; Roth) inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben fir
5 min bei 90 °C aufgekocht, um die Proteinase K zu inaktivieren. Es folgte eine Zentrifugation (15
min, 14000 rpm, 10 °C) und zwecks Fallung der DNS das Ubertragen des Uberstandes (400 pl) in mit
Isopropanol (266 pl) gefillte ReagiergefdRe und anschlieBender guter Mischung. Nach erneuter

Zentrifugation (10 min, 14000 rpm, 10 °C) wurde der Isopropanol-Uberstand vorsichtig abpipettiert,
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der entstandene DNS-Niederschlag mit Ethanol (70 %, 100 ul) gewaschen und wiederum zentrifugiert
(10 min, 14000 rpm, 10 °C). Es folgten das Abpipettieren des Ethanols und die Lufttrocknung des
DNS-Niederschlags in einem Heizblock bei 37 °C fur 30 min. Anschlielend wurde die gewonnene
DNS in 50 pl DNase-freiem Wasser (,,Ampuwa“, Fresenius Kabi) zundchst fiir 30 min bei 37 °C und
anschlieBend Gber Nacht bei Raumtemperatur eluiert, spektrophotometrisch (NanoDrop® ND-1000,

Thermo Fisher Scientific) auf ihre Konzentration untersucht und bei 4 °C langfristig gelagert.

2.2.3.2 Polymerasekettenreaktion (PCR) mit genomischer DNS

Die Polymerasekettenreaktion (engl., polymerase chain reaction, PCR) ermdglicht die Amplifikation
kleinster DNS-Mengen in vitro (Saiki et al. 1985). Unter Einsatz einer hitzestabilen DNS-Polymerase
und sequenzspezifisch bindenden Oligonukleotiden (,,Primern*) kann bei einem Temperaturoptimum
von 72 °C ein zum denaturierten Matritzenstrang komplementarer DNS-Strang synthetisiert und
spezifische DNS-Bereiche auf diese Weise exponentiell amplifiziert werden. Sequentiell findet hierbei
zundchst eine Denaturierung der DNS bei 95 °C, das Binden der Primer bei 52 °C (engl., annealing;
Hybridisierung) und schlieBlich die DNS-Neusynthese bei 72 °C (Elongation) statt. Zur
Genotypisierung der Versuchstiere (fiir Sequenzen s. Kapitel 2.1.6) wurden fiir das Faim2-Wildtyp-
respektive das Faim2-Nullmutanten-Allel spezifische DNS-Abschnitte amplifiziert (Reich et al. 2011).
Der Reaktionsansatz bestand hierbei aus einem Gesamtvolumen von 25 ul pro Probe und folgenden

Einzelreagenzien:

Matritzen-DNS 2 ul

10x PCR-Puffer 2,5 ul
MgCl, (25 mM) 1l
dNTPs (10 mM) 1pl
Vorwartsprimer (100 uM; Wildtyp bzw. Nullmutante) 1l
Rickwartsprimer (100 uM; Wildtyp bzw. Nullmutante) 1l
DNS-Polymerase 0,25 ul
Aqua dest. (,,Ampuwa“, Fresenius Kabi) 16,25 pl.

Die DNS-Amplifikation wurde in einem PCR-Thermozykler (Mastercycler® gradient, Eppendorf)

nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Initiale Denaturierung: 2,5min-95°C

Hybridisierung: 30s-59 °C

Elongation: 60s-72°C 30 Zyklen
Denaturierung: 30s-95°C

Finale Elongation: 5min-72 °C.
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2.2.3.3  Agarosegelelektrophorese von PCR-Amplifikaten

Mittels Agarosegelelektrophorese kdnnen DNS-Fragmente entsprechend ihrer GrofRe aufgetrennt und
sichtbar gemacht werden. Hierbei wird Ethidiumbromid verwendet, welches in die DNS interkaliert
und mit UV-Licht sichtbar gemacht werden kann. Es wurden fiir die Darstellung der Amplifikate 1,5-
bis 2-prozentige Agarosegele (in 1x TAE-Puffer) verwendet. Nach Aufkochen der Gele in einer
Mikrowelle wurden 12 pl Ethidiumbromid zu 50 ml Agarose hinzugegeben und diese anschlieRend
auf Geltragern in GielRschienen mit Gelkdmmen zur Formung von Taschen gegossen. Die einzelnen
DNS-Proben wurden mit Beladungspuffer (,,6x Loading Dye“, Fermentas) gemischt (5 pl
Beladungspuffer zu 25 pl DNS-Amplifikat). Nach Erstarren des Gels und Ubertragung in das
Elektrophoresesystem wurde dieses mit 1x TAE-Puffer bedeckt und die einzelnen Geltaschen dann
mit jeweils 10 pl der DNS/Beladungspuffer-Mischung und zusétzlich eine Geltasche mit 5 pl eines
100-bp-Markers gefillt. Anschlieend wurden die DNS-Fragmente durch Anlegen einer Spannung
von 110 V fir 20 min aufgetrennt, mit einem UV-llluminator sichtbar gemacht und fotographiert
(Abbildung 11).

100 bp
WT-Allel
pe—t (S ——
105p KO-Allel

Abbildung 11: Genotypisierung von Versuchstieren
Dargestellt sind die durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennten und mittels UV-Licht visualisierten, 200 bp (Basenpaare)

+/+

groBen DNS-Fragmente. Einzelne Banden der oberen bzw. unteren Reihe beschreiben homozygote Wildtyp (WT; Faim2™7)-
respektive Knockout (KO; Faim27)-Versuchstiere. Zwei gleichzeitige Banden identifizieren heterozygote (Faim2*")
Versuchstiere.

2.2.3.4  RNS-Isolation und quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR)

Fir Genexpressionsanalysen von Fas und Faim2 wurden RNS-Transkripte in komplementdre DNS
(engl., complementary DNA, cDNA) durch reverse Transkription umgeschrieben und Letztere

anschlieRend mit dem interkalierenden Farbstoff ,,SYBR Green I quantifiziert (quantitative Echtzeit-
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PCR; engl., quantitative real time polymerase chain reaction, gRT-PCR). SYBR Green | bindet an
doppelstrangige DNS, was ungeféhr in einer um den Faktor 1000 erhéhten Fluoreszenzintensitat

resultiert. Das Fluoreszenzsignal korreliert somit proportional zur vorhanden cDNA-Menge.

Zunéchst wurde Gesamt-RNS aus hippokampalem Gewebe unter Verwendung des ,RNeasy Mini
Kits“ (Qiagen) nach Angaben des Herstellers isoliert und spektrophotometrisch (NanoDrop® ND-
1000, Thermo Fisher Scientific) die Konzentration bestimmt. Anschlielend wurde die isolierte RNS
mit ,,RQ1 RNase Free DNasel“ (Promega) verdaut und gleichzeitig mittels Zugabe von 20 U eines
RNase-Inhibitors (,,RNasin“; Promega) vor RNase-Aktivitat geschiitzt. Es wurden hierbei flir einen
Gesamtansatz von 20 pl Volumen 2,5 pl ,,RQ1 RNase Free DNasel*, 2 ul ,,RQ1 DNase Buffer (10x)*
(Promega), 0,5 pl RNase-Inhibitor (,,RNasin®) und 2,5 pg RNS enthaltendes VVolumen verwendet und
mit HPLC-Wasser auf 20 pl aufgefiillt. Der Ansatz wurde zundchst fur 30 min bei 37 °C und
anschlieRend nach Zugabe von 1 ul Stoppldsung (,,Stop Solution®, Promega) fur weitere 10 min bei 65
°C inkubiert. Nach Auffillen des Reaktionsansatzes auf 50 pl mit HPLC-Wasser wurden 35 pl
Isopropanol und 5 pl Ammoniumacetat (5 M) hinzugegeben und fiir 20 min bei 4 °C zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen, der RNS-Niederschlag kurz getrocknet und in 15 pl
HPLC-Wasser eluiert. Fir die Synthese von cDNA wurden 14,7 pl des RNS-Eluats mit 4 pl RT-
Puffer (5%, Promega), 0,5 pul dNTPs (10 mM, Fermentas) und 0,4 pl Oligo(dT)s Primer (100 UM,
Promega) versetzt, fir 2 min bei 70 °C inkubiert, auf ein Eisbad 0berfihrt, 0,4 ul reverse
Transkriptase (,M-MLV Reverse Transcriptase®, Promega) hinzugegeben und schliel3lich fir eine
Stunde bei 42 °C inkubiert.

AnschlieRend wurden fir den gRT-PCR-Einsatz pro Probe ein Gesamtansatz von 25 pl in einer 96-
Loch-Platte (Abgene) hergestellt, bestehend aus 12,5 pl ,,ABsolute™ QPCR SYBR® Green ROX
Mix“ (Abgene), jeweils 0,35 pl Vorwarts- und Rickwértsprimer (5 uM; f.c. 70 nM; fir Sequenzen s.
Kapitel 2.1.6), 9,8 pul HPLC-Wasser und 2 ul der zuvor 1:5 mit HPLC-Wasser verdiinnten cDNA. Die
Platte wurde mit ,,ABsolute™ QPCR Seal“ (Abgene) versiegelt, fir 5 min bei 3000 rpm und
Raumtemperatur zentrifugiert und anschlielend die gRT-PCR-Messung in einem Real-Time PCR

System (Stratagene Mx3000P ™) nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Enzymaktivierung: 15 min-95°C

Denaturierung: 15s5-95°C
Hybridisierung: 30s-56°C 40 Zyklen
Extension: 30s-72°C
Schmelzkurve: 1min-95°C
30s-55°C

30s-95°C.
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Die durch Anlagerung von ,,SYBR Green I an cDNA entstehende Fluoreszenzintensitat wurde in
Echtzeit registriert, so dass sich die Zyklenzahl in der exponentiellen Phase der PCR bestimmen lieR,
bei der die Reporterfluoreszenz erstmalig die Hintergrundfluoreszenz signifikant (iberschritten hatte.
Dieser sogenannte Ct-Wert (engl., cycle threshold; Schwellenwert-Zyklus) ist umgekehrt proportional
zur Menge der eingesetzten cDNA (Abbildung 12). Es wurde eine relative Quantifizierung nach der 2
AAC_Methode vorgenommen. Hierfiir wurde neben dem Zielgen ein sogenanntes Haushaltsgen (engl.,
housekeeping gene) mit vorausgesetzter konstanter Expression (Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase; GAPDH) mitamplifiziert und die Expression des Zielgens auf das Haushaltsgen mit

der Berechnung des sogenannten ACt-Wertes normalisiert:

ACtZielgen/KaIibrator = CtZieIsequenz - Ct"Housekeeping"—Gen

Kontrollgruppen der jeweiligen Experimente (cDNA NaCl-injizierter Versuchstiere) dienten als
relative Referenz (Kalibrator), deren Expression als ,1“ definiert wurde. Die ACt-Werte der
Kontrollgruppe wurden gemittelt und anschlieBend der AACt-Wert fir jede einzelne Probe des

Zielgens berechnet:
AACt = ACtZieIgen - AC:tKaIibra\tor

AnschlieBend konnte die relative Expression des Zielgens als ein Vielfaches der Expression des
Kalibrators berechnet werden:

2 -AACt

Relative mRNA-Expression =

50000
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Fluoreszenz (dR)
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Abbildung 12: Datenerfassung in der quantitativen Echtzeit-PCR (QRT-PCR)

Wahrend der ersten Zyklen bleibt die Fluoreszenzintensitét (dR = Delta-Wert des Reportersignals) unterhalb des detektierbaren
Bereichs. Der Ct-Wert beschreibt die Zyklusanzahl, bei der die Fluoreszenz einen definierten Schwellenwert wahrend der
exponentiellen Phase der PCR erstmalig signifikant tberschreitet.
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2.2.4 Statistische Methoden

Erhobene Daten wurden ggf. mit Excel 2007 weiterbearbeitet, statistisch mit GraphPad Prism (Version
5.00) ausgewertet und als Mittelwert, als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (engl., standard
error of the mean, SEM) bzw. als Punktwolkendiagramm angegeben. Bei der Analyse von zwei
Gruppen wurde der Student’s t-Test fir unverbundene Stichproben (Zweistichproben-t-Test) bzw. fur
den Vergleich einer Stichprobe gegeniber einem hypothetischen Kontrollmedian der Einstichproben-
t-Test angewandt. Bei mehr als zwei zu vergleichenden Gruppen wurde eine Varianzanalyse
durchgefiihrt, wobei bei einem untersuchten Faktor der One-way ANOVA (bzw. bei zwei untersuchten
Faktoren der Two-way ANOVA) mit einem sich anschlieBenden post-hoc-Test fur multiple Vergleiche
zum Nachweis von Gruppenunterschiedlichkeiten verwendet wurde (engl., analysis of variance;
Varianzanalyse). Hierbei kam beim Vergleich einer Kontrollgruppe mit mehreren
Behandlungsgruppen im Rahmen einer einfaktoriellen Varianzanalyse der Dunnett-post-hoc-Test und
nach einer zweifaktoriellen Varianzanalyse bei unverbundenen Stichproben oder nach einer
zweifaktoriellen Varianzanalyse mit wiederholten Messungen bei verbundenen Stichproben der
Bonferroni-post-hoc-Test zur Anwendung. Im Rahmen der Untersuchung der prozentualen
Gewichtsverdnderung in der postmeningitischen Phase wurde zusétzlich eine lineare
Regressionsanalyse durchgefiihrt. Fiir Uberlebensanalysen wurden Kaplan-Meier-Kurven erstellt und
mit dem Log-Rang-Test ausgewertet. In den Abbildungen 22 und 24 angegebene p-Werte bei Nicht-
Signifikanz wurden mit Statistica (Version 10) berechnet. Das Signifikanzniveau wurde mit o = 0,05
angenommen (* p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001).
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3. ERGEBNISSE

3.1 Die akute meningitische Phase

Zur Beurteilung der Fragestellung, ob die Expression von Faim2 einen unmittelbaren Einfluss in
einem Mausmodell der bakteriellen Meningitis ausiibt, wurde zundchst eine Analyse der akuten

+/+

meningitischen Phase (24 h) mit Faim2**- sowie Faim2”-Versuchskohorten (jeweils knapp 2,5
Monate alt; Tabelle 7) durchgefuhrt. Hierbei wurden zur Bestimmung des Infektionsausmales Titer
auf S. pneumoniae Typ 3 in Kleinhirn, Milz und Blut bestimmt sowie der Auspragungsgrad
meningealer Entziindungsvorgénge untersucht. Zur klinischen Verlaufskontrolle diente die
Bestimmung des klinischen Phanotyps und des Gewichtsverlustes, die Seiltest- sowie die Rotarod-
Untersuchung. Nach Tétung und Préparation der Versuchstiere wurde die hippokampale Expression
sowohl von Faimz2 als auch von Fas/CD95 nach 20 h Krankheitsdauer untersucht. Zusétzlich wurde an
sagittalen Serienschnitten der linkshemisphérischen Hippokampusformation das Ausmall an
apoptotischem Zelltod im Gyrus dentatus mit der TUNEL-Farbung bestimmt. Ergdnzend wurden
hierbei zur Untersuchung des beteiligten Signalwegs Kolokalisationsstudien in Hinblick auf
Assoziation von Apoptosevorgangen mit aktiver Caspase-8 und aktiver Caspase-3 durchgefihrt.

AbschlieBend wurde ein Uberlebensversuch zur Evaluation des spontanen Krankheitsverlaufs erganzt.

3.1.1 Bestimmung des Infektionsausmales durch Titerbestimmungen und Darstellung

meningealer Entziindungsvorgange

Um die bakterielle septische Infektion mikrobiologisch nachzuweisen, wurden nach Tétung der
Versuchstiere Gewebeproben (Kleinhirn, Milz und Blut) auf ihren S. pneumoniae-Titer untersucht
(Abbildung 13; Tabelle 7). Hierbei zeigten sich in den Proben beider Faim2-Genotypen (Wildtyp und
Nullmutante) erwartungsgemal hohe Erregertiter ohne signifikante Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen (Abbildung 13 A-C; Tabelle 1 und 7). Der primaren ZNS-Infektion entsprechend
waren die Titer in den Kleinhirnproben hoher (etwa 10%-fach) als in den Milz- respektive Blutproben
(etwa 10° bis 10’-fach). Histologisch wurde an H.E.-gefirbten Gewebeschnitten zusétzlich der
Auspragungsgrad meningealer granulozytérer Infiltration unter Zuhilfenahme eines Punktesystems
bestimmt (Abbildung 13 D; Tabelle 6 und 7). Ein hoher Punktwert korreliert hierbei mit einem hohen
Ausprégungsgrad der Entzindungsreaktion. Analog zu den Titerbestimmungen zeigte sich auch
hierbei ein deutlicher Infiltrationsnachweis (etwa Punktwert 15) in beiden untersuchten Faim2-

Gruppen (Wildtyp und Nullmutante) ohne signifikante Gruppenunterschiede.

Zusammenfassend konnte anhand der Titerbestimmungen und der Analyse meningealer Entziindung
ein vergleichbarer und genotypunabhangiger Infektionsgrad im ZNS sowie im (brigen Organismus

mikrobiologisch-quantitativ und histologisch nachgewiesen werden.
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Abbildung 13: Titerbestimmung in Kleinhirn, Milz, Blut und Darstellung meningealer Entziindung

(A-C) Sowohl im Gewebe von Faim2**- als auch Faim2”- Versuchstieren konnten hohe Titer an S. pneumoniae (KBE/ml)
nachgewiesen werden. Es zeigten sich keine signifikanten Titerunterschiede zwischen den einzelnen Genotyp-Gruppen
(horizontaler Balken im Punktwolkendiagramm = Mittelwert; n = 10 fiir alle Gruppen; Student’s t-Test flr unverbundene
Stichproben; ein Wert der Bluttiterbestimmung [C] fiir die Faim2**-Kohorte liegt auBerhalb der Ordinate [y = 0] und ist
daher nicht dargestellt; KBE = koloniebildende Einheit).

(D)  Es zeigte sich eine ausgepragte meningeale Entziindungsreaktion (hoher Punktwert) sowohl in der Faim2**- als auch
in der Faim2”-Kohorte ohne einen signifikanten Gruppenunterschied (horizontaler Balken im Punktwolkendiagramm =
Mittelwert; n = 9 fiir beide Gruppen; Student’s t-Test fir unverbundene Stichproben).

Faim2-Genotyp
Parameter Wildtyp (+/+) Nullmutante (-/-)

Alter der Kohorten (Tage) bei Préparation 71,4+ 1,75 72 +1,86

Alter der Kohorten (Monate) bei Préparation 2,4 +£0,06 2,4 £0,06
Kleinhirn (KBE/ml) 1,335 x 10° + 3,814 x 10’ 1,770 x 10° + 9,246 x 10’

Milz (KBE/ml) 2,705 x 10° + 1,112 x 10° 1,910 x 10° + 647465
Blut (KBE/ml) 6,287 x 10° + 3,349 x 10° 5,436 x 10° + 3,973 x 10°
Meningeale Entziindung (Punktwert) 15,22 + 0,434 15,33 + 0,408

Tabelle 7: Kohortenalter, Titer und Punktwerte der meningealen Entziindung (Mittelwert + SEM)
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3.1.2 Bestimmung klinischer Verlaufsparameter durch Phanotypanalysen

Zur Dokumentation des Krankheitsverlaufes wurden die Versuchstierkohorten anhand von Seiltest-
und Rotaroduntersuchungen sowie anhand eines klinischen Punktwertes und des Gewichtsverlustes
untersucht (Abbildung 14; Kapitel 2.2.1.6 und 2.2.1.9).

Die Seiltestuntersuchung (Abbildung 14 A) diente der Charakterisierung der motorischen
Leistungsfahigkeit anhand eines Punktesystems, wobei ein hoher Punktwert mit einer starken
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Beeintrachtigung korreliert (Tabelle 3). Hierbei zeigte sich sowohl in der Faim2™"- als auch in der
Faim2”-Versuchstierkohorte eine Leistungsbeeintrachtigung nach 24 h Infektionsdauer ohne
Nachweis eines genotypabhédngigen Effekts. Zuvor war die Leistung nach 12 h Infektionsdauer noch
weitestgehend unbeeintrachtigt gewesen. Die Punktzahl nach 24 h Infektionsdauer war in beiden

Gruppen vergleichbar hoch (Mittelwerte: 10,5 fiir die Faim2**- und 9,4 fiir die Faim2”-Kohorte).

Der klinische Phanotyp der Versuchstiere, ebenfalls dokumentiert unter Verwendung eines
Punktesystems und der Korrelation von zunehmender Lethargie und motorischer Beeintrachtigung mit
hoheren Punktwerten (Tabelle 2), zeigte nach 24 h Infektionsdauer eine allgemeine
Zustandsverschlechterung an (Abbildung 14 B). Ein signifikanter Gruppenunterschied zwischen der
+/+

- und der Faim2”-Kohorte konnte hierbei nicht nachgewiesen werden (Mittelwerte nach 24 h
Infektionsdauer: 1,1 fir die Faim2**- und 1,0 fiir die Faim2™”-Kohorte).

Faim2

Die Rotarod-Untersuchung zeigte Defizite in Hinblick auf Koordinationsfahigkeit und Ausdauer auf,
wobei kiirzere Laufzeiten eine Verschlechterung anzeigten (Abbildung 14 C). Nach 12 h
Infektionsdauer entsprach die gemessene Leistung zunéchst noch anndhernd der Leistung vor Beginn
der Infektion. Leistungseinbufien zeigten sich nach 24 h Infektionsdauer, ebenfalls ohne signifikante
genotypabhéngige Gruppenunterschiede (Mittelwerte nach 24 h Infektionsdauer: 141,2 s fir die
Faim2*"*- und 140,1 s fur die Faim2”-Kohorte).

Der prozentuale Gewichtsverlust wurde, ausgehend von den vor Beginn der Infektion gemessenen
Absolutwerten, flr die nachfolgenden Zeitpunkte kalkuliert (12 h, 24 h; Abbildung 14 D) und war
nach 24 h Infektionsdauer gegentiber dem prozentualen Gewichtsverlust nach 12 h signifikant, jedoch
ohne genotypbedingten Gruppenunterschied, erhéht (Mittelwerte nach 24 h Infektionsdauer: 7,5 % fur
die Faim2**- und 7,6 % fiir die Faim2”-Kohorte).

Zusammenfassend konnten anhand der durchgefiihrten Phénotypanalysen nach 24 h Infektionsdauer
Defizite der Versuchstierkohorten in den Bereichen Motorik, allgemeinem klinischen Status,
Koordinationsfahigkeit und Ausdauer sowie zusatzlich Lethargie und Gewichtsverlust nachgewiesen

werden. Es zeigte sich hierbei keinerlei Abhangigkeit dieser Defizite vom jeweiligen Genotyp.
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Abbildung 14: Phanotypanalysen zur Evaluation des Krankheitsverlaufs (akutes Meningitis-Modell)

(A) Nach 24 h Infektionsdauer zeigte sich eine genotypunabhéngige Beeintrachtigung der motorischen Leistungsfahigkeit
der Versuchstiere, illustriert durch einen hohen Punktwert im Seiltest (Mittelwerte + SEM; n = 10 fiir alle Gruppen; Two-
Way ANOVA mit wiederholten Messungen, gefolgt vom Bonferroni-post-hoc-Test; Einfluss der Hauptvariablen: Interaktion
Genotyp gegeniiber Zeitpunkt nicht signifikant, Genotyp nicht signifikant, Zeitpunkt p < 0,0001; ** = p < 0,01 bzw. ns =
nicht signifikant beim Vergleich vor gegeniiber 12 h/24 h nach Infektion, jeweils fir die Faim2**- und Faim2”-Kohorte
[einzelne Saulenmarkierungen], und beim Vergleich Faim2**- gegentiber Faim2”-Kohorte, jeweils zu den drei Zeitpunkten
[verknlpfte Sdulenmarkierungen]).

(B) Der allgemeine Zustand der Versuchstiere, evaluiert anhand eines klinischen Punktwertes in Bezug auf motorische
Beeintrachtigung und Lethargie (hdherer Punktwert entspricht Verschlechterung), zeigte sich nach 24 h Infektionsdauer
genotypunabhéngig verschlechtert (Mittelwerte + SEM; n = 10 fur alle Gruppen; Student’s t-Test fur unverbundene
Stichproben [ns]; Einstichproben-t-Test gegeniber 0 als Kontrollmedian, entsprechend dem gesunden Ausgangszustand vor
der Infektion [**]; ** = p < 0,01 bzw. ns = nicht signifikant beim Vergleich vor gegeniiber 24 h nach Infektion, jeweils fiir
die Faim2**- und Faim2”-Kohorte [einzelne Saulenmarkierungen], und beim Vergleich Faim2**- gegeniiber Faim2™"-
Kohorte 24 h nach Infektion [verkniipfte Sdulenmarkierung]).

(C) Koordinationsfahigkeit und Ausdauer wurden mit dem Rotarod-Test untersucht und zeigten sich nach 12 h
Infektionsdauer flr keine der Versuchstierkohorten signifikant respektive nach 24 h Infektionsdauer fiir die Wildtyp- und
Nullmutantenkohorte genotypunabhdngig und signifikant vermindert, entsprechend einer kirzeren auf dem Laufrad
verbrachten Zeit (Mittelwerte + SEM; n = 10 fiir alle Gruppen; Two-Way ANOVA mit wiederholten Messungen, gefolgt
vom Bonferroni-post-hoc-Test; Einfluss der Hauptvariablen: Interaktion Genotyp gegeniiber Zeitpunkt nicht signifikant,
Genotyp nicht signifikant, Zeitpunkt p < 0,01; * = p < 0,05 bzw. ns = nicht signifikant beim Vergleich vor gegenuber 12
h/24 h nach Infektion, jeweils flr die Faim2**- und Faim2"-Kohorte [einzelne Saulenmarkierungen], und beim Vergleich
Faim2**- gegeniiber Faim2”-Kohorte, jeweils zu den drei Zeitpunkten [verkniipfte Saulenmarkierungen]).

(D) Gewichtsverlust konnte nach 24 h Infektionsdauer in beiden Versuchstierkohorten genotypunabhéngig nachgewiesen
werden (Mittelwerte £ SEM; n = 10 flr alle Gruppen; Two-Way ANOVA mit wiederholten Messungen, gefolgt vom
Bonferroni-post-hoc-Test; Einfluss der Hauptvariablen: Interaktion Genotyp gegeniber Zeitpunkt nicht signifikant,
Genotyp nicht signifikant, Zeitpunkt p < 0,0001; *** = p < 0,001 bzw. ns = nicht signifikant beim Vergleich 12 h
gegeniiber 24 h nach Infektion, jeweils fiir die Faim2**- und Faim2”-Kohorte [einzelne Saulenmarkierungen], und beim
Vergleich Faim2**- gegeniiber Faim2”-Kohorte, jeweils zu den beiden Zeitpunkten [verkniipfte Saulenmarkierungen]).
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3.1.3 Divergente Regulation hippokampaler Fas/CD95- und Faim2-Expression

Mittels Durchfiihrung von Genexpressionsanalysen wurde die Regulation sowohl der Expression von
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Fas/CD95-mRNA als auch Faim2-mRNA in hippokampalem Gewebe von Faim2™"-Versuchstieren
nach 20 h Infektionsdauer untersucht (Abbildung 15). Fir diesen Zweck wurde RNS isoliert, in
komplementédre DNS umgeschrieben und anschlielend eine quantitative Echtzeit-PCR (qQRT-PCR)
durchgefiihrt. Die Expression wurde jeweils auf ein Haushaltsgen (Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase; GAPDH) normalisiert und als Vielfaches der Fas/CD95- bzw. Faim2-Expression

+/+

einer Kontrollgruppe (NaCl-injizierte Faim2**-Versuchstiere) unter Verwendung der 2**“-Methode

dargestellt (Kapitel 2.2.3.4).

Bei der Untersuchung hippokampaler Fas/CD95-mRNA-Expression zeigte sich eine 5,5-fach erhdhte
Expression in der erkrankten Kohorte im Vergleich zu Kontrollen (Abbildung 15 A; p = 0,0032).
Invers zeigte sich die Expression hippokampaler Faim2-mRNA mit einer im Vergleich zur Kontroll-
Kohorte 0,5-fach erniedrigten Expression (Abbildung 15 B; p = 0,0001).

Zusammenfassend konnte anhand der Expressionsanalysen eine divergente Regulation hippokampaler

Fas/CD95- und Faim2-Expression in der akuten meningitischen Phase nachgewiesen werden.
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Abbildung 15: Expressionsanalysen hippokampalen Gewebes von Faim2™"-Versuchstieren

(A) Die hippokampale Fas/CD95-mRNA-Expression von 20 h nach Infektionsbeginn praparierten Faim?2
Versuchstieren wurde relativ im Vergleich zu mit NaCl injizierten Faim2**-Kontrolltieren gemessen und zeigte sich
signifikant erhoht (Mittelwerte £ SEM; n = 6 fur NaCl-Kontroll-Kohorte und n = 8 fiir Meningitis-Kohorte; Student’s t-Test
flr unverbundene Stichproben; ** = p < 0,01 beim Vergleich NaCl-Kontroll-Kohorte gegeniiber Meningitis-Kohorte;
NaCl-Kontroll-Kohorte = als 1 definiert).

(B) Die hippokampale Faim2-mRNA-Expression von 20 h nach Infektionsbeginn préparierten Faim2™ -Versuchstieren
wurde relativ im Vergleich zu mit NaCl injizierten Faim2**-Kontrolltieren gemessen und zeigte sich signifikant erniedrigt
(Mittelwerte + SEM; n = 5 flr NaCl-Kontrolle und n = 8 fur Meningitis-Kohorte; Student’s t-Test fir unverbundene
Stichproben; *** = p < 0,001 beim Vergleich NaCl-Kontrolle gegeniiber Meningitis-Kohorte; NaCl-Kontroll-Kohorte = als
1 definiert).

++_

+/+
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3.1.4 Erhohte hippokampale Zelltodrate in Faim2-defizienten Mausen

Das AusmaR apoptotischer Zellen unter Kontroll- sowie unter Infektionsbedingungen wurde mittels
TUNEL-Féarbung  (Kapitel  2.2.2.4) auf  Serienschnitten  der  linkshemisphérischen

+/+

Hippokampusformation (Gyrus dentatus) sowohl fiir die Faim2**- als auch fiir die Faim2”-Kohorte
lichtmikroskopisch quantifiziert und als Zelldichte pro mm? des Gyrus dentatus dargestellt (Abbildung

16).

Hierbei zeigte sich unter Kontrollbedingungen (NaCl-Behandlung) kein genotypabhéangiger Effekt auf
die Dichte TUNEL-positiver hippokampaler Zellen (Mittelwerte 24 h nach NaCl-Injektion: 2,6
Zellen'mm? fir die Faim2™- bzw. 2,5 Zellen'/mm? fir die Faim2”-Kohorte). Unter
Infektionsbedingungen war die Dichte TUNEL-positiver hippokampaler Zellen in der Faim2’-
++

Kohorte signifikant gegentiber der Faim2
3,8 Zellen/mm? fiir die Faim2**- bzw. 7,6 Zellen/mm? fiir die Faim2”-Kohorte) (Abbildung 16 A).

-Kohorte erhéht (Mittelwerte nach 24 h Infektionsdauer:

Zusammenfassend konnte 24 h nach Infektion eine erhdhte Zelltodrate in der Hippokampusformation
des Gyrus dentatus von Faim2”-Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Wurfgeschwistern nachgewiesen

werden.

3.1.5 Beteiligung von Initiations- und Effektorcaspasen am neuronalen Apoptoseprozess

Anhand von Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen (Kapitel 2.2.2.5) wurde qualitativ nach 24 h
Infektionsdauer die Beteiligung extrinsischer Initiations-Signalkaskaden am ablaufenden

Apoptoseprozess untersucht (Abbildung 17 und 18).

Fur diesen Zweck wurden aktive Caspase-8/TUNEL-Doppelfarbungen auf Serienschnitten der
linkshemispharischen Hippokampusformation (Gyrus dentatus) durchgeftihrt, mit Demonstration einer
entsprechenden Kolokalisation (Abbildung 17 A, C, E). Dass es sich um neuronalen Zelltod handelt,
wurde anhand einer Kolokalisation aktiver Caspase-8 mit dem neuronalen Marker NeuN
nachgewiesen (Abbildung 17 B, D, F).

Analog hierzu konnte ebenfalls die Beteiligung der aktiven Form der (Effektor-)Caspase-3 mittels
entsprechender Doppelfarbungen (aktive Caspase-3/TUNEL) nachgewiesen werden (Abbildung 18 A,
C, E). Die im Vergleich zur aktiven Caspase-8 insgesamt weniger haufig darstellbare aktive Caspase-3
war ebenfalls mit NeuN assoziiert (Abbildung 18 B, D, F).

Zusammenfassend konnte anhand der Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen eine Beteiligung von
sowohl Initiations- als auch Effektorcaspasen am neuronalen Apoptoseprozess in der akuten

meningitischen Phase nachgewiesen werden.
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Abbildung 16: Apoptotischer Zelltod im Gyrus dentatus der Hippokampusformation
(A) Nach 24 h Infektionsdauer zeigte sich eine erhéhte Zelldichte TUNEL-positiver hippokampaler Zellen (gemessen
im Gyrus dentatus) in der Faim2™-Kohorte gegentiber der Faim2**-Kohorte (Mittelwerte + SEM; 6 Serienschnitte pro

+/+

Versuchstiermittelwert; n = 4 fur beide NaCl-Kontroll-Kohorten und n = 8 fiir Meningitis-Faim2™"-Kohorte bzw. n = 11 fir
Meningitis-Faim2™”-Kohorte; Two-Way ANOVA, gefolgt vom Bonferroni-post-hoc-Test; Einfluss der Hauptvariablen:
Interaktion Genotyp gegeniiber Behandlung nicht signifikant, Genotyp nicht signifikant, Behandlung p < 0,05; * =p < 0,05
bzw. ** = p < 0,01 bzw. ns = nicht signifikant beim Vergleich NaCl-Kontrolle gegeniiber Meningitis, jeweils fir die
Faim2**- und Faim2™”-Kohorte [einzelne Saulenmarkierungen], und beim Vergleich Faim2*/*- gegeniiber Faim2™-Kohorte,
jeweils zu den beiden Behandlungskonditionen [verknlpfte Sdulenmarkierungen]).

(B, C) TUNEL-positive Zellen (schwarz) im Gyrus dentatus der Hippokampusformation.

(D)  Postivkontrollen mit zusétzlicher Inkubation der Serienschnitte mit Desoxyribonuklease | und dadurch erzielten
DNS-Strangbriichen und deren zahlreicher Markierung in der TUNEL-Farbung.

(E) Negativkontrollen zeigten bei Fehlen von terminaler Transferase keine Reaktion in der TUNEL-Farbung.
(Gegenfarbung [B-E]: Kernechtrot; Abk.: TUNEL = TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling.)



Ergebnisse 45

Aktive Caspase 8 B ] LB Aktive Caspase 8

™=
’ -

; e
g
S‘QL'«

TUNEL / Aktive Caspase 8

G

TUNEL (Kontrolle) Aktive Caspase 8 (Kontrolle)

Abbildung 17: (Legende siehe Seite 46)
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Abbildung 18: Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen (TUNEL und NeuN gegentber aktiver Caspase-3)

In der Hippokampusformation (Gyrus dentatus) von Faim2”-Versuchstieren konnten 24 h nach Infektion Kolokalisationen
nachgewiesen werden zwischen aktiver Caspase-3 (C, griin) und TUNEL (A, rot) sowie aktiver Caspase-3 (D, griin) und
NeuN (B, rot), dargestellt anhand eines gelben Mischsignals (E; F [weiBer Pfeil]). Abk.: TUNEL = TdT-mediated dUTP-
biotin nick end labeling; NeuN = Neuronal Nuclei.

Seite 45:

Abbildung 17: Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen (TUNEL und NeuN gegentber aktiver Caspase-8)
(A-F) In der Hippokampusformation (Gyrus dentatus) von Faim2”-Versuchstieren konnten 24 h nach Infektion
Kolokalisationen nachgewiesen werden zwischen aktiver Caspase-8 (C, griin) und TUNEL (A, rot) sowie aktiver Caspase-8
(D, grun) und NeuN (B, rot), dargestellt anhand eines gelben Mischsignals (E und F). Abk.: TUNEL = TdT-mediated
dUTP-biotin nick end labeling; NeuN = Neuronal Nuclei.

(G, H) Positivkontrollen fir TUNEL (G, rot, DNase-induziert) und aktive Caspase-8 (H, griin, zerebelldre Purkinjezellen).
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3.1.6 Genotypunabhangige Sterblichkeit nach unbehandelter SP3-Infektion

Mittels Durchfiihrung eines Uberlebensversuchs wurde an vier Monate alten Versuchstierkohorten der
Einfluss von Faim2 auf die Sterblichkeit nach unbehandelter SP3-Infektion untersucht (Abbildung 19
A; Tabelle 8). Hierbei konnte kein signifikanter genotypbedingter Unterschied festgestellt werden (p =
0,31 im Log-Rang-Test). Das mediane Uberleben betrug fiir die Faim2**-Kohorte 31 h und fiir die
Faim2”-Kohorte 28 h, wobei das letzte Tier der Faim2**-Kohorte nach 37 h und das letzte Tier der
Faim2”-Kohorte nach 35 h verstarb. Postmortal zeigten sich keine signifikanten Titerunterschiede

hinsichtlich S. pneumoniae im Kleinhirn (jeweils etwa 10°- bis 10'°-fach); Abbildung 19 B; Tabelle 8).

Zusammenfassend konnte anhand des Uberlebensversuchs kein Einfluss von Faim2 auf die

Sterblichkeit festgestellt werden, wobei die Sterblichkeit erwartungsgemal 100 % betrug.

A Akut-Meningitis: Uberleben -+ impt+ B Titer: Kleinhirn

== Faimz’ 10x10%
100
= 1.0x10 10 (X} o o
§ 80+ _ ,0 [
5 E . .
8 60+ % 1.0x100% [ XY (X X ]
= ns (p = 0,31) v
B 404 e ®e
D 1.0x10 08 [
20 (]
0 T T T 1.0x100°7 T T
0 10 20 30 40 Faim2*"* Faim2”
h nach Infektion Genotyp

Abbildung 19: Uberlebensanalyse nach unbehandelter SP3-Infektion

(A) Es zeigten sich keine vom Faim2-Genotyp abhéngigen Uberlebensunterschiede (Kaplan-Meier-Kurven; n = 11 fiir
Faim2*"*-Kohorte bzw. n = 10 fiir Faim2™-Kohorte; Log-Rang-Test; ns = nicht signifikant).

(B) Nachweis hoher Titer an S. pneumoniae (KBE/ml) sowohl im Kleinhirngewebe von Faim2**- als auch Faim2”-
Versuchstieren ohne signifikanten Gruppenunterschied (horizontaler Balken im Punktwolkendiagramm = Mittelwert; n
11 for Faim2**-Kohorte bzw. n = 10 fiir Faim2”-Kohorte; Student’s t-Test fur unverbundene Stichproben; KBE
koloniebildende Einheit).

Faim2-Genotyp
Parameter Wildtyp (+/+) Nullmutante (-/-)
Alter der Kohorten (Tage) bei Préparation 125,1+8,5 123,8 + 7,94
Alter der Kohorten (Monate) bei Préparation 4,2+0,28 4,1+0,27
Kleinhirn (KBE/ml) 3,223 x 10° + 1,147 x 10° 3,160 x 10° + 1,262 x 10°

Tabelle 8: Kohortenalter und Kleinhirn-Titer im Uberlebensversuch (Mittelwert + SEM)
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3.2 Die postmeningitische Rekonvaleszenzphase

Fur Analysen dieser Krankheitsphase wurden tber mehrere Wochen Versuchskohorten verwendet,
deren Alter bei Versuchsbeginn jeweils knapp 4,5 Monate betrug (Tabelle 9). Nach intrazerebraler
SP3-Infektion bzw. NaCl-Kontrollinjektion wurden alle vier Kohorten tber fiinf Tage antibiotisch mit
Ceftriaxon sowie Uber drei Tage mit dem Proliferationsmarker BrdU behandelt. Analog zum Modell
der meningitischen Phase wurden zwecks Kklinischer Verlaufskontrolle bis zur einschlielich 7. Woche
nach Infektion der klinische Phanotyp und Gewichtsverlust bestimmt sowie die Seiltest-Untersuchung
durchgefihrt. Zur Evaluation des raumlichen Lernvermdgens, korrelierend mit hippokampaler
synaptischer Plastizitat, folgte anschliefend die Untersuchung mit dem Morris-Wasserlabyrinth. An
zusatzlichen  Phdnotypanalysen wurden zur Beurteilung lokomotorischer  Aktivitdt und
Explorationsverhaltens der ,,Offenes-Feld“-Test sowie zur Analyse von Koordinationsfahigkeit und
Ausdauer der Rotarod-Test durchgefuihrt. Nach Tétung und Préparation der Versuchstiere erfolgten
zwecks Untersuchung von Neurogenese-Vorgangen Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen mit BrdU
und NeuN. Der Krankheitsverlauf nach Infektion wurde anhand einer Uberlebensanalyse untersucht
und dargestellt.

3.2.1 Bestimmung klinischer Verlaufsparameter durch Phanotypanalysen

Zur Dokumentation des Krankheitsverlaufes wurden die Versuchstierkohorten anhand des
Gewichtsverlustes (absolut und prozentual) sowie anhand von Seiltestuntersuchungen und eines
klinischen Punktwertes untersucht (Abbildung 20; Tabelle 9; Kapitel 2.2.1.6).

Bei der Analyse der prozentualen und absoluten Gewichtsverdanderung (Abbildung 20 A und B)
ergaben sich Gewichtsverluste in beiden infizierten Versuchstierkohorten. Unter Zuhilfenahme einer
linearen Regressionsanalyse zeigte sich hierbei ein im Vergleich zur Faim2”-Meningitis-Kohorte
signifikant starkerer prozentualer Gewichtsverlust in der Faim2™*-Meningitis-Kohorte (p = 0,002
beim Vergleich der Steigung der Regressionsgeraden). Sowohl in der Seiltestuntersuchung (Abbildung
20 C) als auch bei der Analyse des klinischen Phanotyps (Abbildung 20 D) zeigte sich in der Faim2*/*-
und der Faim2”-Meningitis-Kohorte eine Leistungsbeeintrachtigung bzw. klinische Verschlechterung,
jeweils illustriert durch hohe Punktwerte. Diese waren insbesondere in der Initialphase des
Experiments wahrend der ersten 5 Tage nach Infektion ausgepragt und naherten sich nach 44 Tagen

den Punktwerten der NaCl-Kontroll-Kohorten wieder an. Diese Effekte waren nicht genotypabhangig.

Zusammenfassend konnten in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase anhand der
durchgefiihrten Phanotypanalysen Defizite der infizierten Versuchstierkohorten in den Bereichen
,Motorik* und ,allgemeiner Klinischer Status‘ sowie zusatzlich Lethargie und Gewichtsverlust
nachgewiesen werden. Es zeigte sich hierbei fir den prozentualen Gewichtsverlust ein

+/+

genotypabhéangiger Effekt mit starkerer Beeintrachtigung der Faim2™"-Meningitis-Kohorte.
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Meningitis-Kohorte NaCl-Kontroll-Kohorte
StichprobengréRe nach Faim2** Faim2” Faim2** Faim2™
-0,21 Tagen 18 20 11 12
0,5 Tagen 18 20 11 12
0,96 Tagen 16 20 11 12
1,5 Tagen 14 18 11 12
1,96 Tagen 13 17 11 12
2,54 Tagen 11 17 11 12
2,96 Tagen 11 17 10 12
3,54 Tagen 11 17 11 12
3,96 Tagen 11 17 11 12
4,54 Tagen 11 17 11 12
5 Tagen 11 17 11 12
7,96 Tagen 10 16 10 12
15,04 Tagen 10 15 10 12
22,63 Tagen 10 15 10 12
29,92 Tagen 10 15 10 12
36,71 Tagen 10 15 10 12
43,96 Tagen 10 15 10 12
Alter der Kohorten (Tage) bei
. . 131,3 +10,24 133,2+11,37 131,6 + 12,27 133,3£10,83
Versuchsbeginn vor Infektion
Alter der Kohorten (Monate) bei
. : 4,4+0,34 4,4+0,38 4,4+0,41 4,4 +0,36
Versuchsbeginn vor Infektion
Alter der Kohorten (Tage) am 1.
o 191,7 + 12,89 194,7 + 14,86 187,5+ 13,12 192,0 £ 9,96
Tag der Akquisitionsphase
Alter der Kohorten (Monate) am
o 6,4 +0,43 6,5+ 0,50 6,3+ 0,44 6,4 £ 0,33
1. Tag der Akquisitionsphase

Tabelle 9: StichprobengrofRen im zeitlichen Verlauf und Kohortenalter in der postmeningitischen
Rekonvaleszenzphase (Mittelwert + SEM)

Seite 49:

Abbildung 20: Phénotypanalysen zur Evaluation des Krankheitsverlaufs (postmeningitische
Rekonvaleszenzphase)

Darstellung von prozentualer (A) und absoluter (B) Gewichtsverdnderung, motorischer Leistung im Seiltest (C) sowie
klinischem Phanotyp (D) im Verlauf von 44 Tagen. Die prozentuale Gewichtsveranderung (A) der infizierten Faim2**-
Kohorte war starker ausgepragt als die prozentuale Gewichtsveranderung der infizierten Faim2”-Kohorte (Mittelwerte; s.
Tabelle 9 fiir StichprobengroRen; Geraden in A = lineare Regression der prozentualen Gewichtsveranderung der infizierten
Faim2*"*- und Faim2”-Kohorte; ** = p < 0,01 beim Vergleich der Steigung der Regressionsgeraden).
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3.2.2 Kontrolltraining als Teilnahmevoraussetzung des Morris-Wasserlabyrinth-Tests

Das Kontrolltraining wurde der Akquisitions- und Umlernphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests
vorgeschaltet, bestand aus 4 Messtagen und diente der grundsatzlichen Uberpriifung der fir eine
Teilnahme an dem Versuch notwendigen basalen Fahigkeiten wie intaktes Sehvermdgen,
Schwimmféhigkeit und Kraft (Kapitel 2.2.1.7). Erfasst wurden hierbei die Latenzzeit zum Erreichen
einer markierten Plattform sowie die durchschnittliche Schwimmgeschwindigkeit (Abbildung 21),
wobei eine Verkilrzung der Latenzzeit nach 4 Tagen Training einen Lerneffekt und damit flr den

Morris Wasserlabyrinth-Test ausreichend vorhandene Fahigkeiten bescheinigte.

Hierbei konnte fiir alle untersuchten Kohorten solch ein Lerneffekt nachgewiesen werden. Fir die
NaCl-Kontroll-Kohorten (Abbildung 21 A) verringerte sich die Latenzzeit vom 1. Messtag
(Mittelwerte: 28,1 s fiir die Faim2**- und 26,8 s fiir die Faim2”-Kohorte) signifikant zum 4. Messtag
(Mittelwerte: 6,4 s fiir die Faim2**- und 6,2 s fur die Faim2”-Kohorte). Analog verkiirzte sich die
Latenzzeit fir die Meningitis-Kohorten (Abbildung 21 B) vom 1. Messtag (Mittelwerte: 50,9 s flr die
Faim2**- und 56,3 s fiir die Faim2”-Kohorte) ebenfalls signifikant zum 4. Messtag (Mittelwerte: 12,4
s fir die Faim2”*- und 11,9 s fur die Faim2”-Kohorte). Signifikante genotypabhangige

Gruppenunterschiede konnten hierbei nicht nachgewiesen werden.

Der Vergleich der Latenzzeiten zwischen den NaCl-Kontroll-Kohorten und den infizierten Kohorten
zeigte fir den 1. Tag des Kontrolltrainings (Abbildung 21 C) erhéhte Werte der Meningitis-Kohorten.
Am 4. Tag des Kontrolltrainings (Abbildung 21 D) zeigte sich ein Angleich der Testleistung der
Meningitis-Kohorten zu der Testleistung der NaCl-Kontroll-Kohorten (Faim2**-Mittelwerte: 6,4 s fiir
die NaCl-Kontroll- und 12,4 s fir die Meningitis-Kohorte; Faim2”-Mittelwerte: 6,2 s fiir die NaCl-
Kontroll- und 11,9 s fir die Meningitis-Kohorte). Genotypabhdngige Effekte waren jeweils nicht
vorhanden. Im Gesamtvergleich unabh&ngig vom Genotyp war die Testleistung der infizierten
Kohorten insgesamt signifikant schlechter als die Testleistung der NaCl-Kontroll-Kohorten am 4. Tag
des Kontrolltrainings (Abbildung 21 F).

Zusammenfassend konnten anhand des durchgefihrten Kontrolltrainings und der gemessenen
Latenzzeit ausreichende und fiir den Morris-Wasserlabyrinth-Test notwendige Fahigkeiten der
Versuchstiere aller Kohorten nachgewiesen werden. Genotypabhangige Effekte zeigten sich hierbei

nicht.
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Abbildung 21: Analyse basaler Fahigkeiten als Voraussetzung fiir den Morris-Wasserlabyrinth-Test

(A, B) Sowohl Versuchstiere der NaCl-Kontroll-Kohorten (A) als auch der Meningitis-Kohorten (B) zeigten eine nach
Durchfiihrung von 4 Tagen Kontrolltraining im Vergleich zum 1. Tag verbesserte und vom Faim2-Genotyp unabhéngige
Leistung, illustriert durch eine signifikant verkiirzte Latenzzeit zum Erreichen der markierten Zielplattform (Mittelwerte +
SEM; 4 Messungen pro Versuchstier und Tag; n = 10 fiir NaCl-Kontrolle-Faim2**-Kohorte und n = 13 fiir NaCl-Kontrolle-
Faim2"-Kohorte sowie n = 6 fir Meningitis-FaimZ”*-Kohorte und n = 7 fur Meningitis-Faim2'/'-Kohorte; Two-Way
ANOVA mit wiederholten Messungen, gefolgt vom Bonferroni-post-hoc-Test; Einfluss der Hauptvariablen: Interaktion
Genotyp gegeniiber Zeitpunkt nicht signifikant, Genotyp nicht signifikant, Zeitpunkt p < 0,0001; *** = p < 0,001 bzw. ** =
p < 0,01 bzw. ns = nicht signifikant beim Vergleich Tag 1 gegentiber Tag 4, jeweils fiir die Faim2*'*- und Faim2™”-Kohorte
[einzelne Saulenmarkierungen], und beim Vergleich Faim2**- gegeniiber Faim2”-Kohorte, jeweils zu den beiden
Zeitpunkten [verkniipfte Sdulenmarkierungen]).

(C,D,F) Zu Beginn des Kontrolltrainings (C) konnten im Vergleich zu den NaCl-Kontrollkohorten erhéhte Latenzzeiten
und damit eine schlechtere initiale Testleistung der infizierten Kohorten nachgewiesen werden, welche sich nach 4 Tagen
Kontrolltraining (D) jeweils verbessert zeigten. Im Gesamtvergleich (F) unabh&ngig vom Genotyp zeigte sich eine
signifikant schlechtere Testleistung der infizierten Kohorten (Mittelwerte £ SEM; 4 Messungen pro Versuchstier und Tag
[C, DJ; StichprobengroRen siehe [A, B] sowie n = 23 flir NaCl-Kontrolle [F] und n = 13 fur Meningitis [F]; Two-Way
ANOVA, gefolgt vom Bonferroni-post-hoc-Test [C, D], bzw. Student’s t-Test fir unverbundene Stichproben [F]; Einfluss
der Hauptvariablen: Interaktion Genotyp gegeniiber Behandlung nicht signifikant [C, D], Genotyp nicht signifikant [C, D],
Behandlung p < 0,001 [C] bzw. p < 0,01 [D]; ** = p < 0,01 bzw. ns = nicht signifikant beim Vergleich NaCl-Kontrolle
gegeniiber Meningitis, jeweils fir die Faim2"*- und Faim2”-Kohorte [C, D] bzw. insgesamt [F] [einzelne
Saulenmarkierungen], und beim Vergleich Faim2**- gegeniiber Faim2”-Kohorte, jeweils zu den beiden
Behandlungskonditionen [verkniipfte Sdulenmarkierungen]).

(E) Darstellung der Latenzzeit im Kontrolltraining tiber den Gesamtzeitraum von 4 Tagen (Mittelwerte).
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3.2.3 Genotyp- und behandlungsabhangige Leistung in der Akquisitionsphase des

Morris-Wasserlabyrinth-Tests

Die Akquisitionsphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests folgte dem Kontrolltraining, bestand aus 7
Messtagen und diente der Untersuchung der rdumlichen Lernfahigkeiten und des raumlichen
Erinnerungsvermdgens. Analog zum Kontrolltraining wurde hierbei wahrend der ersten 6 Messtage
die Latenzzeit zum Erreichen einer unmarkierten Plattform unter Zuhilfenahme rdumlicher
Hinweismarkierungen ermittelt (Phase des rdumlichen Lernens) (Abbildung 22; Kapitel 2.2.1.7). Am
7. Messtag folgte die Ermittlung der prozentualen Aufenthaltszeit pro Quadrant anhand einer
einzelnen Prufmessung (Transfertest) zur Untersuchung einer ortlichen Praferenzentwicklung der

einzelnen Kohorten (Phase der raumlichen Erinnerung) (Kapitel 3.2.4).

Es zeigte sich hierbei flr die NaCl-Kontroll-Kohorten ein signifikanter rdumlicher Lerneffekt fir die

+/+

Faim2"*-, nicht jedoch fiir die Faim2”-Kohorte, im Vergleich der Testleistung des 1. zum 6.
Messtages (Abbildung 22 A; Mittelwerte des 1. Messtages: 42,2 s fur die Faim2**- und 45,4 s fiir die
Faim2”-Kohorte; Mittelwerte des 6. Messtages: 18,6 s fiir die Faim2™*- und 30,3 s fiir die Faim2”-
Kohorte). Die analoge Untersuchung der infizierten Kohorten erbrachte fir keine Gruppe einen
signifikanten raumlichen Lerneffekt nach 6 Messtagen (Abbildung 22 B; Mittelwerte des 1.

+/+

Messtages: 58,2 s fir die Faim2™" - und 44,3 s fir die Faim2”-Kohorte; Mittelwerte des 6. Messtages:

60,4 s fur die Faim2**- und 33,3 s fiir die Faim2"-Kohorte).

Der Vergleich der Testleistung zu Beginn der Akquisitionsphase am 1. Messtag (Abbildung 22 C)
zwischen den NaCl-Kontroll- und den infizierten Kohorten erbrachte keine signifikanten
Gruppenunterschiede. Am 6. Messtag (Abbildung 22 D) zeigten sich genotypabhangige Effekte im
Form einer Leistungsverbesserung aller Kohorten mit Ausnahme der infizierten Faim2™*-Kohorte
(Faim2+’+—Mittelwerte: 18,6 s fur die NaCl-Kontroll- und 60,4 s flr die Meningitis-Kohorte; Faim2™'-
Mittelwerte: 30,3 s fur die NaCl-Kontroll- und 33,3 s fir die Meningitis-Kohorte). Der Vergleich der
Latenzzeit beider infizierter Kohorten (iber den Gesamtzeitraum von 6 Tagen mittels der Flache unter
der Kurve (engl., area under the curve, AUC) ergab zwar keinen signifikanten Unterschied, jedoch
den hochsten AUC-Wert (266,9) fiir die infizierte Faim2**-Kohorte (Abbildung 22 E; p = 0,15). Eine
Analyse des Gesamtvergleichs der infizierten Kohorten gegeniiber NaCl-Kontrollen unabhéngig vom
Faim2-Genotyp ergab insgesamt eine schlechtere Testleistung der Meningitis-Kohorten (Abbildung 22
F; Mittelwerte: 25,2 s fur die NaCl-Kontroll- und 45,8 s flr die Meningitis-Kohorten).

Zusammenfassend konnte anhand der Messung der Latenzzeit in der Akquisitionsphase ein Defizit im

Prozess des raumlichen Lernens sowohl fiir die NaCl-Kontrolle-Faim2”-Kohorte als auch fiir die

+/+

infizierte Faim2™"-Kohorte sowie der Meningitis-Kohorten insgesamt nachgewiesen werden. Die

+/+

Testleistung war nach 6 Tagen rdumlichen Lernens flr die NaCl-Kontrolle-Faim2™ -Kohorte am

besten und fiir die infizierte Faim2**-Kohorte am schlechtesten (Abbildung 22 E).
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Abbildung 22: Die Akquisitionsphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests (Tag 1 bis Tag 6)

(A, B) Nach Durchfiihrung von 6 Tagen raumlichen Lernens zeigte sich fiir die NaCl-Kontrolle-Faim2**-Kohorte,
nicht jedoch fiir die NaCl-Kontrolle-Faim2”-Kohorte, eine im Vergleich zum 1. Tag signifikant verbesserte Testleistung
(A). Die Leistung der infizierten Kohorten (B) war nach 6 Tagen Training fiir beide Faim2-Gruppen nicht signifikant
verbessert (Mittelwerte + SEM; 4 Messungen pro Versuchstier und Tag; n = 10 fur NaCl-Kontrolle-Faim2**-Kohorte und n
= 13 fiir NaCl-Kontrolle-Faim2”-Kohorte sowie n = 6 fiir Meningitis-Faim2*/*-Kohorte und n = 7 fiir Meningitis-Faim2”-
Kohorte; Two-Way ANOVA mit wiederholten Messungen, gefolgt vom Bonferroni-post-hoc-Test; Einfluss der
Hauptvariablen: Interaktion Genotyp gegeniliber Zeitpunkt nicht signifikant [A, B], Genotyp nicht signifikant [A] bzw. p <
0,05 [B], Zeitpunkt p < 0,01 [A] bzw. nicht signifikant [B]; * = p < 0,05 bzw. ns = nicht signifikant beim Vergleich Tag 1
gegeniiber Tag 6, jeweils fur die Faim2*™*- und Faim2”-Kohorte [einzelne Saulenmarkierungen], und beim Vergleich
Faim2**- gegeniiber Faim2™-Kohorte, jeweils zu den beiden Zeitpunkten [verkniipfte Saulenmarkierungen]).

(C,D, F) Die initiale Leistung war zu Beginn der Akquisitionsphase (C) fir alle Kohorten auf einem vergleichbaren
Niveau. Nach 6 Tagen raumlichen Lernens (D) war die Leistung der infizierten Faim2**-Kohorte im Vergleich zur NaCl-
Kontrolle-Faim2*/*-Kohorte und zur infizierten Faim2”-Kohorte jeweils signifikant erhdht und damit schlechter. Im
genotypunabhéngigen Gesamtvergleich (F) zeigte sich eine schlechtere Leistung der infizierten Kohorten (Mittelwerte +
SEM; 4 Messungen pro Versuchstier und Tag [C, D]; StichprobengréRen siehe [A, B] sowie n = 23 fiir NaCl-Kontrolle [F]
und n = 13 fur Meningitis [F]; Two-Way ANOVA, gefolgt vom Bonferroni-post-hoc-Test [C, D] bzw. Student’s t-Test fiir
unverbundene Stichproben [F]; Einfluss der Hauptvariablen: Interaktion Genotyp gegeniiber Behandlung nicht signifikant
[C] bzw. p = 0,001 [D], Genotyp nicht signifikant [C, D], Behandlung nicht signifikant [C] bzw. p < 0,001 [D]; ** =p <
0,01 bzw. *** = p < 0,001 bzw. ns = nicht signifikant beim Vergleich NaCl-Kontrolle gegeniiber Meningitis, jeweils fir die
Faim2*"*- und Faim2™”-Kohorte [C, D] bzw. insgesamt [F] [einzelne Saulenmarkierungen], und beim Vergleich Faim2*"*-
gegentiiber Faim2-Kohorte, jeweils zu den beiden Behandlungskonditionen [verkniipfte Saulenmarkierungen]).

(E) Latenzzeit {iber den Gesamtzeitraum von 6 Tagen mit Vergleich der AUC der Meningitis-Faim2*/*- gegeniiber
der Meningitis-Faim2”-Kohorte (Mittelwerte; 4 Messungen pro Versuchstier und Tag; StichprobengroBen siehe [A, BJ;
Two-Way ANOVA, gefolgt vom Bonferroni-post-hoc-Test; ns = nicht signifikant; AUC = area under the curve).
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3.2.4 Genotyp- und behandlungsabhangige 6rtliche Praferenzentwicklung im

Transfertest der Akquisitionsphase

Die Akquisitionsphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests wurde am 7. Messtag mittels der
Bestimmung der prozentualen Aufenthaltszeit pro Quadrant anhand einer einzelnen Prifmessung
(Transfertest) zur Untersuchung einer ortlichen Préferenzentwicklung der einzelnen Kohorten
abgeschlossen (Abbildung 23; Kapitel 2.2.1.7). Ein zeitlich hoher prozentualer Aufenthalt im
stidwestlichen Zielquadranten korrelierte hierbei mit einer ausgepragteren Préaferenzentwicklung und

damit einhergehend mit einer starkeren raumlichen Gedachtniskonsolidierung (rdumliche Erinnerung).

Zusammenfassend zeigte sich hierbei fur die NaCl-Kontroll-Kohorten eine Praferenzentwicklung fur
die Faim2**-Kohorte (Abbildung 23 A), nicht jedoch fur die Faim2”- und die infizierten Kohorten
(Abbildung 23 B, C, D). Der prozentuale zeitliche Aufenthalt im Zielquadranten betrug hierbei im
Mittel fiir die NaCl-Kontrolle-Faim2*"*-Kohorte 35 % und fiir die NaCl-Kontrolle-Faim2”-Kohorte
23,4 % sowie fiir die infizierten Kohorten 24,3 % (Faim2*'*) respektive 26 % (Faim2™).
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Abbildung 23: Die Akquisitionsphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests (Transfertest, Tag 7)

Die Messung des prozentualen zeitlichen Aufenthalts pro Quadranten am 7. Tag der Akquisitionsphase ergab den Nachweis
einer ortlichen Praferenzentwicklung fur die NaCl-Kontrolle-Faim2**- (A), nicht jedoch fiir die NaCl-Kontrolle-Faim2”-
(B) bzw. die infizierten (C, D) Kohorten (Mittelwerte £ SEM; 1 einminiitige Messung pro Versuchstier; n = 10 fiir NaCl-
Kontrolle-Faim2**-Kohorte und n = 13 fiir NaCl-Kontrolle-Faim2”-Kohorte sowie n = 6 fiir Meningitis-Faim2*'*-Kohorte
und n = 7 fir Meningitis-Faim2”-Kohorte; One-Way ANOVA, gefolgt vom Dunnett-post-hoc-Test; * = p < 0,05 bzw. ** =
p < 0,01 bzw. ns = nicht signifikant beim Vergleich SW-Kontrollquadrant gegeniiber SO-, NW- und NO-Quadrant; Abk.:
SO=Sidosten, SW= Suidwesten, NW=Nordwesten, NO=Nordosten).
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3.2.5 Genotyp- und behandlungsabhangige Leistung in der Umlernphase des Morris-
Wasserlabyrinth-Tests

Die Umlernphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests folgte der Akquisitionsphase, bestand ebenfalls
aus 7 Messtagen und diente der Untersuchung der Lernflexibilitdt nach einer bereits erfolgten
Trainingsphase. Mit Ausnahme der Zielposition der versteckten Plattform unterschied sich die
technische Durchfiihrung hierbei nicht von der Durchfiihrung der Akquisitionsphase (Abbildung 24;
Kapitel 2.2.1.7). Ebenfalls folgte am 7. Messtag die Ermittlung der prozentualen Aufenthaltszeit pro
Quadrant anhand einer einzelnen Priufmessung (Transfertest) zur Untersuchung einer ortlichen

Préaferenzentwicklung der einzelnen Kohorten (Kapitel 3.2.6).

Analog zur Akquisitionsphase zeigte sich hierbei fur die NaCl-Kontroll-Kohorten ein signifikanter

++

raumlicher Lerneffekt fir die Faim2™ -, nicht jedoch fir die Faim2”-Kohorte, im Vergleich der
Testleistung des 1. zum 6. Messtages (Abbildung 24 A; Mittelwerte des 1. Messtages: 37,9 s fur die
Faim2**- und 33,9 s fiir die Faim2”-Kohorte; Mittelwerte des 6. Messtages: 17,3 s fur die Faim2**-
und 21,4 s fiir die Faim2”-Kohorte). Ebenso erbrachte die Untersuchung der infizierten Kohorten fiir
keine Gruppe einen signifikanten raumlichen Lerneffekt nach 6 Messtagen (Abbildung 24 B;
Mittelwerte des 1. Messtages: 56,1 s flr die Faim2**- und 41,1 s fur die Faim2”-Kohorte; Mittelwerte

des 6. Messtages: 56,4 s fiir die Faim2**- und 31,7 s fiir die Faim2”-Kohorte).

Auch konnten beim Vergleich der Testleistung zu Beginn der Umlernphase am 1. Messtag (Abbildung
24 C) zwischen den NaCl-Kontroll- und den infizierten Kohorten keine signifikanten
Gruppenunterschiede nachgewiesen werden. SchlieBlich zeigte sich am 6. Messtag (Abbildung 24 D)
wiederum als genotypabhéngiger Effekt eine Leistungsverbesserung aller Kohorten mit Ausnahme der
infizierten Faim2**-Kohorte (Faim2**-Mittelwerte: 17,3 s fiir die NaCl-Kontroll- und 56,4 s fiir die
Meningitis-Kohorte; Faim2”-Mittelwerte: 21,4 s fiir die NaCl-Kontroll- und 31,7 s fur die Meningitis-
Kohorte). Der Vergleich der Latenzzeit beider infizierter Kohorten tber den Gesamtzeitraum von 6
Tagen mittels der AUC ergab fir die Umlernphase eine signifikant erhohte Latenzzeit und damit
schlechtere Testleistung fiir die infizierte Faim2**-Kohorte (Abbildung 24 E). Ebenfalls ergab eine
Analyse des Gesamtvergleichs infizierter gegenuber NaCl-Kontrollen unabhéngig vom Faim2-
Genotyp erneut eine insgesamt schlechtere Testleistung der Meningitis-Kohorten (Abbildung 24 F;
Mittelwerte: 19,6 s furr die NaCl-Kontroll- und 43,1 s flir die Meningitis-Kohorten).

Zusammenfassend konnten anhand der Umlernphase die vorherigen Ergebnisse der Akquisitionsphase

reproduziert werden. Erneut wurden Defizite im Prozess des raumlichen Lernens sowohl fir die NaCl-

+/+

Kontrolle-Faim2”-Kohorte als auch fiir die infizierte Faim2"*-Kohorte sowie der Meningitis-

Kohorten insgesamt nachgewiesen. Wiederum war die Testleistung nach 6 Tagen rdumlichen Lernens

+/+

fur die NaCl-Kontrolle-Faim2**-Kohorte am besten und fir die infizierte Faim2**-Kohorte am

schlechtesten (Abbildung 24 E).
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Abbildung 24: Die Umlernphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests (Tag 1 bis Tag 6)

(A, B) Nach Durchfilhrung von 6 Tagen raumlichen Lernens zeigte sich fiir die NaCl-Kontrolle-Faim2**-Kohorte,
nicht jedoch fur die NaCl-Kontrolle-Faim2”-Kohorte, eine im Vergleich zum 1. Tag signifikant verbesserte Testleistung
(A). Die Leistung der infizierten Kohorten (B) war nach 6 Tagen Training fur beide Faim2-Gruppen nicht signifikant
verbessert (Mittelwerte + SEM; 4 Messungen pro Versuchstier und Tag; n = 10 fiir NaCl-Kontrolle-Faim2**-Kohorte und n
= 13 fiir NaCl-Kontrolle-Faim2™-Kohorte sowie n = 6 fiir Meningitis-Faim2**-Kohorte und n = 7 fiir Meningitis-Faim2™-
Kohorte; Two-Way ANOVA mit wiederholten Messungen, gefolgt vom Bonferroni-post-hoc-Test; Einfluss der
Hauptvariablen: Interaktion Genotyp gegenuber Zeitpunkt nicht signifikant [A, B], Genotyp nicht signifikant [A, B],
Zeitpunkt p < 0,001 [A] bzw. nicht signifikant [B]; ** = p < 0,01 bzw. ns = nicht signifikant beim Vergleich Tag 1
gegeniiber Tag 6, jeweils fir die Faim2™*- und Faim2”-Kohorte [einzelne Saulenmarkierungen], und beim Vergleich
Faim2**- gegeniiber Faim2”-Kohorte, jeweils zu den beiden Zeitpunkten [verkniipfte Saulenmarkierungen)).

(C,D, F) Die initiale Testleistung war zu Beginn der Umlernphase (C) fiir alle Kohorten auf einem vergleichbaren
Niveau. Nach 6 Tagen raumlichen Lernens (D) war die Testleistung der infizierten Faim2**-Kohorte im Vergleich zur
NaCl-Kontrolle-Faim2**-Kohorte signifikant erhoht und damit schlechter. Im Gesamtvergleich (F) unabhangig vom
Genotyp zeigte sich eine schlechtere Testleistung der infizierten Kohorten (Mittelwerte £ SEM; 4 Messungen pro
Versuchstier und Tag [C, D]; Stichprobengréfen siehe [A, B] sowie n = 23 fur NaCl-Kontrolle [F] und n = 13 fur
Meningitis [F]; Two-Way ANOVA, gefolgt vom Bonferroni-post-hoc-Test [C, D] bzw. Student’s t-Test fiir unverbundene
Stichproben [F]; Einfluss der Hauptvariablen: Interaktion Genotyp gegeniiber Behandlung nicht signifikant [C] bzw. p <
0,05 [D], Genotyp nicht signifikant [C, D], Behandlung p < 0,05 [C] bzw. p < 0,001 [D]; ** = p < 0,01 bzw. *** = p <
0,001 bzw. ns = nicht signifikant beim Vergleich NaCl-Kontrolle gegeniiber Meningitis, jeweils fiir die Faim2**- und
Faim2”-Kohorte [C, D] bzw. insgesamt [F] [einzelne Saulenmarkierungen], und beim Vergleich Faim2**- gegeniiber
Faim2”-Kohorte, jeweils zu den beiden Behandlungskonditionen [verkniipfte Saulenmarkierungen]).

(E) Latenzzeit Uber den Gesamtzeitraum von 6 Tagen mit signifikant erhohter AUC der Meningitis-Faim2*'*-
gegentiber der Meningitis-Faim2™-Kohorte (Mittelwerte; 4 Messungen pro Versuchstier und Tag; StichprobengréRen siehe
[A, B]; Two-Way ANOVA, gefolgt vom Bonferroni-post-hoc-Test; * = p < 0,05; AUC = area under the curve).
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3.2.6 Genotyp- und behandlungsabhangige 6rtliche Praferenzentwicklung im

Transfertest der Umlernphase

Auch die Umlernphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests endete am 7. Messtag mittels der
Bestimmung der prozentualen Aufenthaltszeit pro Quadrant anhand einer einzelnen Prifmessung
(Transfertest) zur Untersuchung einer ortlichen Préferenzentwicklung der einzelnen Kohorten
(Abbildung 25; Kapitel 2.2.1.7).

Analog zur Akquisitionsphase war die ortliche Praferenz fiir die nicht infizierte Faim2**-Kohorte
(Abbildung 25 A) hierbei, im Gegensatz zu den Ubrigen Kohorten (Abbildung 25 B-D), am stérksten
ausgepragt. Es zeigte sich innerhalb dieser Kohorte ein signifikanter Unterschied zwischen dem NO-
Ziel- und dem SO-Quadranten sowie im Vergleich der Kohorten untereinander der im Mittel hochste
prozentuale zeitliche Aufenthalt im Zielquadranten (NaCl-Kontrolle-Mittelwerte: 32,7 % fir Faim2*'*

bzw. 25,2 % fiir Faim2”; Meningitis-Mittelwerte: 21,3 % fiir Faim2** bzw. 22,6 % fiir Faim2™).
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Abbildung 25: Die Umlernphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests (Transfertest, Tag 7)

Die Messung des prozentualen zeitlichen Aufenthalts pro Quadranten am 7. Tag der Umlernphase ergab eine am
deutlichsten ausgepragte drtliche Praferenzentwicklung fiir die NaCl-Kontrolle-Faim2**- (A), weniger jedoch fiir die NaCl-
Kontrolle-Faim2”- (B) sowie die infizierten (C, D) Kohorten (Mittelwerte + SEM; 1 einminiitige Messung pro
Versuchstier; n = 10 fiir NaCl-Kontrolle-Faim2**-Kohorte und n = 13 fiir NaCl-Kontrolle-Faim2™-Kohorte sowie n = 6 fiir
Meningitis-Faim2**-Kohorte und n = 7 fiir Meningitis-Faim2”-Kohorte; One-Way ANOVA, gefolgt vom Dunnett-post-hoc-
Test; ** = p < 0,01 bzw. ns = nicht signifikant beim Vergleich NO-Kontrollquadrant gegentiber SO-, SW- und NW-
Quadrant; Abk.: SO=Sudosten, SW= Siidwesten, NW=Nordwesten, NO=Nordosten).
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3.2.7 Erhohte lokomotorische Aktivitdét und gesteigertes Explorationsverhalten sowie
verbesserte Koordinationsfahigkeit und Ausdauer in Faim2-defizienten Versuchs-
tieren nach Infektion

Nach Abschlu? der Morris-Wasserlabyrinth-Untersuchungen dienten zur zusétzlichen Beurteilung
lokomotorischer Aktivitat und des Explorationsverhaltens der ,,Offenes-Feld“- (OFT) sowie zur
Analyse von Koordinationsfahigkeit und Ausdauer der Rotarod-Test (Abbildung 26; Kapitel 2.2.1.8
und 2.2.1.9).

Hierbei offenbarte die einstindige ,Offenes-Feld“-Messung ein insgesamt gesteigertes
Aktivitatsniveau der infizierten Kohorten mit einer gréf3eren zuriickgelegten Distanz (Abbildung 26 A,
Mittelwerte: 19,5 m fur die NaCl-Kontroll- und 28,7 m fiir die Meningitis-Kohorten). Die absolvierte
Wegstrecke der Meningitis-Faim2”-Kohorte war hierbei am deutlichsten ausgepragt (Abbildung 26 B;
Faim2**-Mittelwerte: 18,5 m fiir die NaCl-Kontroll- und 22,2 m fiir die Meningitis-Kohorte; Faim2”-
Mittelwerte: 20,3 m flr die NaCl-Kontroll- und 34,2 m flr die Meningitis-Kohorte). Hinsichtlich der
Aufstellbewegungen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede, jedoch kamen sie am haufigsten in
der Meningitis-Faim2”-Kohorte vor (Mittelwerte insgesamt [Anzahl pro Stunde]: 299,7 fiir die NaCl-
Kontroll- und 376,8 fiir die Meningitis-Kohorten [Abbildung 26 C]; Faim2**-Mittelwerte: 298,3 fiir
die NaCl-Kontroll- und 313,5 fiir die Meningitis-Kohorte; Faim2”-Mittelwerte: 300,8 fiir die NaCl-
Kontroll- und 431,0 fiur die Meningitis-Kohorte [Abbildung 26 D]). Zur Untersuchung der
Raumverteilung wurde der prozentuale Anteil der im Zentrum des Untersuchungsfeldes gemessenen
Laufstrecke an der Gesamtstrecke ermittelt, wobei sich eine gleichméRige Verteilung im
Kohortenvergleich ergab (Mittelwerte insgesamt: 8 % fir die NaCl-Kontroll- und 8,7 % fiir die
Meningitis-Kohorten [Abbildung 26 E]; Faim2**-Mittelwerte: 7,4 % fiir die NaCl-Kontroll- und 9 %
fur die Meningitis-Kohorte; Faim2”-Mittelwerte: 8,5 % fiir die NaCl-Kontroll- und 8,4 % fir die
Meningitis-Kohorte [Abbildung 26 F]).

Die Leistung im Rotarod-Test war im Gesamtvergleich zwischen NaCl-Kontrollen und den infizierten
Kohorten ohne Unterschied, im einzelnen Vergleich fir die Meningitis-Faim2”-Kohorte jedoch am
besten (Mittelwerte insgesamt: 128,4 s fur die NaCl-Kontroll- und 140,2 s fur die Meningitis-
Kohorten [Abbildung 26 G]; Faim2**-Mittelwerte: 137,1 s fir die NaCl-Kontroll- und 94,7 s fiir die
Meningitis-Kohorte; Faim2”-Mittelwerte: 121,6 s fir die NaCl-Kontroll- und 179,2 fir die
Meningitis-Kohorte [Abbildung 26 H]J).

Zusammenfassend konnten anhand der ,,Offenes-Feld*- sowie Rotarod-Untersuchungen eine erhdhte
lokomotorische Aktivitdt und ein gesteigertes Explorationsverhalten fiir die infizierten Kohorten im
Allgemeinen bzw. fir die infizierte Faim2”-Kohorte im Speziellen sowie eine erhohte
Koordinationsfahigkeit und Ausdauer ebenfalls fiir die infizierte Faim2”-Kohorte nachgewiesen

werden.
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Abbildung 26: Der ,,Offenes-Feld*- (OFT) und Rotarod-Test

Lokomotorische Aktivitat und Explorationsverhalten zeigten sich im OFT fir die infizierten Kohorten im Vergleich zu den
NaCl-Kontrollen insgesamt erhoht (A), wobei die zuriickgelegte Distanz im Einzelnen fiir die Meningitis-Faim2™"-Kohorte
(B) am groRten war. Hinsichtlich Aufstellbewegungen waren im OFT zwar keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Kohorten nachweisbar, zeigten sich jedoch insgesamt am haufigsten in der Meningitis-Faim2”-Kohorte (C, D). Die
Raumverteilung war im OFT gleichmalig ausgepragt (E, F). Auch Koordinationsfahigkeit und Ausdauer waren im
Rotarod-Test fiir die Meningitis-Faim2”-Kohorte am stérksten ausgepragt (G, H) (Mittelwerte + SEM; 1 einstiindige
Messung [A-F] bzw. 3 Messungen pro Versuchstier [G, H]; n = 10 fir NaCl-Kontrolle-Faim2**-Kohorte und n = 13 fiir
NaCl-Kontrolle-Faim2™-Kohorte sowie n = 6 fiir Meningitis-Faim2**-Kohorte und n = 7 fiir Meningitis-Faim2”-Kohorte;
Student’s t-Test fiir unverbundene Stichproben [A, C, E, G] bzw. Two-Way ANOVA, gefolgt vom Bonferroni-post-hoc-Test
[B, D, F, HJ; Einfluss der Hauptvariablen: Interaktion Genotyp gegeniiber Behandlung nicht signifikant [B, D, F] bzw. p <
0,05 [H], Genotyp p < 0,05 [B] bzw. nicht signifikant [D, F, H], Behandlung p < 0,01 [B] bzw. nicht signifikant [D, F, H]; *
=p < 0,05 bzw. ** = p < 0,01 bzw. ns = nicht signifikant beim Vergleich NaCl-Kontrolle gegeniiber Meningitis, jeweils fur
die Faim2**- und Faim2™-Kohorte [B, D, F, H] bzw. im Gesamtvergleich [A, C, E, G] [einzelne Saulenmarkierungen], und
beim Vergleich Faim2**- gegeniiber Faim2”-Kohorte, jeweils zu den beiden Behandlungskonditionen [verkniipfte
Saulenmarkierungen]).
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3.2.8 Erhohte Neurogenese in Faim2-defizienten Versuchstieren in der

postmeningitischen Rekonvaleszenzphase

Im Anschluss an die Verhaltensexperimente erfolgte die Tétung und Praparation der Versuchstiere
zwecks Untersuchung von hippokampalen Neurogenese-Vorgdngen im Gyrus dentatus mittels
Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen mit dem Proliferationsmarker BrdU und dem neuronalen Marker
NeuN (Abbildung 27; Kapitel 2.2.2.5). Hierbei wurde die Dichte an BrdU/NeuN-positiven Zellen im

Gyrus dentatus der Hippokampusformation ermittelt.

Hierbei zeigte sich 13 Wochen nach Infektion eine signifikant erhohte Zelldichte BrdU/NeuN-
positiver hippokampaler Neurone in der infizierten Faim2”-Kohorte, verglichen mit der infizierten

+/+

Faim2**-Kohorte und der NaCl-behandelten Faim2”-Kohorte. Hinsichtlich der basalen Neurogenese

unter NaCl-Kontrollbedingungen konnte kein signifikanter genotypabhédngiger Effekt nachgewiesen

+/+

werden (Mittelwerte nach NaCl-Injektion: 5,8 Zellen/mm? fiir die Faim2™*- bzw. 7,4 Zellen/mm? fiir
die Faim2”-Kohorte; Mittelwerte nach Infektion: 11,3 Zellen/mm? fir die Faim2**- bzw. 24,5

Zellen/mm? fiir die Faim2”-Kohorte) (Abbildung 27 A).

Zusammenfassend konnten anhand der BrdU/NeuN-Doppelfarbungen eine genotypabhéngig erhéhte,
durch ein Fehlen wvon Faim2 bedingte, Neurogenese-Rate in der postmeningitischen

Rekonvaleszenzphase festgestellt werden.

3.2.9 Genotypabhangige Sterblichkeit in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase

In Analogie zum Modell der akuten meningitischen Phase (Kapitel 3.1.6) wurde der Einfluss von
Faim2 auf die Sterblichkeit anhand einer Uberlebensanalyse ebenfalls fiir das postmeningitische
Rekonvaleszenzmodell untersucht. Hierbei wurde der frihe Zeitraum mit der hdchsten Letalitat

wahrend der ersten 6 Tage nach Infektion beruicksichtigt (Abbildung 28).

Hierbei zeigte sich fir die ersten 6 Versuchstage eine signifikant erhdhte Sterblichkeit der infizierten
Faim2**- gegeniiber der infizierten Faim2”-Kohorte (Abbildung 28) (p = 0,041; Uberlebensquoten
nach 6 Tagen: 52,9 % fiir die Faim2**- sowie 85 % fiir die Faim2”-Kohorte).

Zusammenfassend konnten anhand der Uberlebensanalyse unterschiedliche Sterblichkeitsraten der

untersuchten Kohorten im postmeningitischen Rekonvaleszenzmodell festgestellt werden.
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Abbildung 27: Neurogenese im Gyrus dentatus der Hippokampusformation

(A) 13 Wochen nach Infektion zeigte sich eine erhéhte Zelldichte BrdU/NeuN-positiver hippokampaler Neurone
(gemessen im Gyrus dentatus) in der infizierten Faim2”- gegeniiber der infizierten Faim2**-Kohorte sowie gegeniiber der
NaCl-Kontrolle-Faim2”-Kohorte (Mittelwerte + SEM; 1 Serienschnitt pro Versuchstiermittelwert; n = 10 fir NaCl-
Kontrolle-Faim2**-Kohorte und n = 12 fiir NaCl-Kontrolle-Faim2”-Kohorte sowie n = 5 fiir Meningitis-Faim2*'*-Kohorte
und n = 7 fir Meningitis-Faim2”-Kohorte; Two-Way ANOVA, gefolgt vom Bonferroni-post-hoc-Test; Einfluss der
Hauptvariablen: Interaktion Genotyp gegeniiber Behandlung nicht signifikant, Genotyp p < 0,05, Behandlung p < 0,01; * =
p < 0,05 bzw. ** = p < 0,01 bzw. ns = nicht signifikant beim Vergleich NaCl-Kontrolle gegeniiber Meningitis, jeweils fiir
die Faim2**- und Faim2”-Kohorte [einzelne Saulenmarkierungen], und beim Vergleich Faim2**- gegentiber Faim2™"-
Kohorte, jeweils zu den beiden Behandlungskonditionen [verknupfte Sulenmarkierungen]).

(B, C, D) Nachweis von Kolokalisationen zwischen BrdU (B, griin) und NeuN (C, rot), dargestellt anhand eines gelben
Mischsignals (D [weile Pfeile]). (Abk.: BrdU = 5-Bromo-2-Deoxyuridin, NeuN = Neuronal Nuclei.)

Postmeningitische Rekonvaleszenzphase:
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Faim2**

100+ e
Faim2”

80+

60+

40~

Uberleben (%)

20+

0 T T
0 2 4 6

Tage nach Infektion

Abbildung 28: Uberlebensanalyse nach SP3-Infektion und antibiotischer Behandlung mit Ceftriaxon
(postmeningitische Rekonvaleszenzphase)

Nach 6 Tagen konnte eine signifikant erhohte Sterblichkeit der infizierten Faim2**-Kohorte nachgewiesen werden (Kaplan-
Meier-Kurven; n = 17 fiir Faim2*"*-Kohorte bzw. n = 20 fiir Faim2"-Kohorte; Log-Rang-Test; * = p <0,05).
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3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde der initiale Einfluss von Faim2 auf den
Krankheitsverlauf bei Beginn der Erkrankung in einem Akutmodell der bakteriellen Meningitis
untersucht (Kapitel 3.1). Hierbei zeigte sich keine Auswirkung von Faim2 auf den Auspragungsgrad
der Neuroinflammation, gemessen anhand von Titerbestimmungen und der histologischen Analyse
meningealer Entziindung. Die untersuchten klinischen Verlaufsparameter zur Beurteilung von
Motorik, dem allgemeinen klinischen Status, Koordinationsfahigkeit und Ausdauer sowie Lethargie
und Gewichtsverlust offenbarten eine Faim2-unabhangige Beeintrachtigung der Versuchstierkohorten.
Auch das Gesamtuberleben war nicht von Faim2 beeinflusst. Hinsichtlich der hippokampalen
Expression von Faim2 und Fas zeigte sich eine gegensétzliche Regulation mit einer
infektionsbedingten erhdéhten Expression von Fas und einer erniedrigten Expression von Faim2. Eine
Defizienz von Faim2 fuhrte auferdem zu einem erhdhten apoptotischen Schaden, gemessen im Gyrus
dentatus der Hippokampusformation, mit einer Beteiligung von sowohl Initiations- als auch

Effektorcaspasen.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit, dem Modell der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase
unter antibiotischer Behandlung mit Ceftriaxon, wurden Langzeiteffekte von Faim2 auf den
Krankheitsverlauf untersucht (Kapitel 3.2). Bei der Untersuchung der klinischen Verlaufsparameter
wahrend der ersten 7 Wochen nach Infektion zeigten sich Defizite der infizierten VVersuchstierkohorten
in den Bereichen Motorik und allgemeinem Kklinischen Status sowie zusétzlich Lethargie und
Gewichtsverlust. Der prozentuale Gewichtsverlust der infizierten Kohorten war hierbei bei Fehlen von
Faim2 geringer ausgepragt. Faim2-Defizienz war in der ersten Woche nach Infektion auBerdem mit
einem erhohten Gesamtiberleben assoziiert. Hippokampale Neurogenese wurde 13 Wochen nach
Infektion bestimmt und war hierbei ebenfalls bei Fehlen von Faim2 erhdht. Analog hierzu zeigte sich
anhand der Untersuchung des rdumlichen Lernvermdgens mit dem Morris-Wasserlabyrinth eine
bessere Gedachtnisleistung der infizierten Faim2-defizienten Versuchstierkohorte gegentber der
infizierten Wildtyp-Kohorte. Die unbehandelte Faim2-defiziente Kohorte war hinsichtlich der
raumlichen  Lernfahigkeit  ebenfalls  beeintrachtigt. Lokomotorische  Aktivitat  und
Explorationsverhalten sowie Koordinationsfahigkeit und Ausdauer, untersucht mit dem ,,Offenes-

Feld“- sowie dem Rotarod-Test, zeigten sich nach Infektion unter Faim2-Defizienz erhoht.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Faim2 in Abhéngigkeit vom Zeitpunkt sowohl
degenerative als auch regenerative Prozesse in einem Mausmodell der bakteriellen Meningitis
moduliert und hierbei insbesondere spezifische Hippokampus-abhangige Funktionen beeinflusst.
Dariber hinaus gibt es Hinweise auf einen zusétzlichen Einfluss von Faim2 auf den klinischen Verlauf

und Uberleben.
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4. DISKUSSION

4.1 Der Einfluss von Faim?2 in der akuten meningitischen Phase

Das mit Fas assoziierte Protein Faim2 ist ein proximaler Inhibitor FasL-induzierter Apoptose (Beier et
al. 2005; Fernandez et al. 2007; Somia et al. 1999). Das neuroprotektive Potential dieses
regulatorischen Proteins konnte vor kurzem anhand einer generierten Nullmutanten-Mauslinie
erstmalig auch in vivo in einem Mausmodell der zerebralen Ischdmie demonstriert werden, wobei das
Fehlen von Faim2 zu einem erhdhten neuronal-apoptotischen Schaden, einem gréReren VVolumen des
Schlaganfalls und erhohter neurologischer Beeintrachtigung im Akutstadium fuhrte (Reich et al.
2011). Bei diesem Akutmodell standen unmittelbare Effekte von Faim2 als Untersuchungsgegenstand
im Vordergrund. Es war daher naheliegend zu analysieren, ob Faim2 auch in weiteren
Krankheitsmodellen und im Langzeitverlauf imstande ist, unmittelbare protektive Funktionen
auszuliben. Es wurde daher zunéchst ein Akutmodell der bakteriellen Meningitis verwendet, um

diesen Sachverhalt detailliert zu untersuchen.

4.1.1 Faim2 beeinflusst weder Neuroinflammation noch den klinischen Ph&notyp oder
das Uberleben in der akuten meningitischen Phase

Anhand von Titerbestimmungen auf den Erreger S. pneumoniae Typ 3 konnte der prinzipielle Beweis
geliefert werden, dass in den Gewebeproben von Blut, Kleinhirn und Milz ausreichende
Konzentrationen des Erregers vorhanden waren und somit die Infektion erfolgreich stattgefunden hatte
(Kapitel 3.1.1; Abbildung 13; Tabelle 7). Der Titer war hierbei im Kleinhirn (etwa 108-fach) héher als
im Blut und der Milz (etwa 10°- bis 10"-fach), was als Ausdruck der intrazerebral gesetzten Infektion
und, dadurch bedingt, einer lokal erhdhten Erregerkonzentration gedeutet werden kann. Auch
histologisch konnte eine meningeale granulozytére Infiltration entsprechend nachgewiesen werden.
Diese GrofRenordnungen und gewebeabhéngigen Unterschiede entsprachen in etwa den Werten aus
dem zuvor beschriebenen Meningitis-Mausmodell (Gerber et al. 2001). Somit waren die Ergebnisse
und pathologischen Besonderheiten aller nachfolgenden Untersuchungen auch als infektionsbedingt

anzusehen.

Es zeigte sich kein Einfluss von Faim2 auf die Hohe des Titers oder den Auspragungsgrad der
granulozytaren meningealen Infiltration (Kapitel 3.1.1; Abbildung 13; Tabelle 7). Es konnte zuvor
demonstriert werden, dass die akute Entziindungsantwort bei M&usen mit einer Defizienz des Fas-

Rezeptors (Fas™-Mause) bzw. des Fas-Liganden (Fas®™

-Mduse) bei bakterieller Meningitis ebenfalls
unverdndert ist. Nach Induktion von bakterieller Meningitis war das Ausmal hinsichtlich der
Leukozytenkonzentration im Liquor cerebrospinalis, des intrakraniellen Drucks sowie der
GefaRpermeabilitat (Blut-Hirn-Schranke) fiir Fas™- und Fas®“-Mause ohne signifikanten Unterschied.

Der prozentuale Anteil apoptotischer neutrophiler Granulozyten zwischen Wildtyp- und Fas®-Mausen



Diskussion 65

war ebenfalls unverandert (Paul et al. 2004). Analog hierzu wurde berichtet, dass eine Defizienz von
Fas respektive FasL keinen Einfluss auf die Extravasation oder Apoptose von neutrophilen
Granulozyten bewirkt (Fecho und Cohen 1998). Es war daher auch nicht zu erwarten, dass ein Fas-
Signalweg-modulierendes Protein einen entsprechenden entziindungsmodulierenden Effekt austiben

kann.

Die durchgefuhrten Phanotypanalysen in Form von Seiltest- und Rotaroduntersuchungen sowie die
Bestimmung eines klinischen Punktwertes und Analyse des prozentualen Gewichtsverlustes zeigten
den im Verlauf des Akutmodells zunehmenden Schweregrad der Erkrankung auf (Kapitel 3.1.2;
Abbildung 14). Die Tatsache, dass sich die Schwere der klinischen Symptomatik erst nach 24 h,
jedoch noch nicht nach 12 h herausstellte, ist hierbei nicht Uberraschend. Aus der urspriinglichen
Beschreibung des angewandten Meningitis-Modells ist bekannt, dass sich die Symptome der
bakteriellen Meningitis nach der Inokulation der Bakterien in diesem Zeitrahmen entwickeln. Es
kommt in den ersten 12 h nach Infektionsbeginn zunédchst zu einem progredienten Einstrom von
Granulozyten in das ZNS, wobei eine klinische Beeintrachtigung zu diesem Zeitpunkt noch nicht im
Vordergrund steht. Im weiteren Verlauf nimmt schlieflich die Bewusstseinstriilbung zu, welche in der

Regel ab 24 h nach Inokulation in einer ausgepragten Symptomatik kumuliert (Gerber et al. 2001).

Ein Einfluss von Faim2 auf den Schweregrad des klinischen Phanotyps konnte hierbei jedoch weder
zu einem bestimmten Zeitpunkt noch fiir eine definierte Untersuchungsmodalitat festgestellt werden
(Kapitel 3.1.2; Abbildung 14). Analog hierzu zeigte ein separat durchgefihrter Uberlebensversuch
keinen Einfluss von Faim2 auf die Sterblichkeit im akuten Meningitis-Modell (Kapitel 3.1.6;
Abbildung 19). Dieses Ergebnis steht in Einklang mit der zuvor beschriebenen Beobachtung, dass
Faim2 den Entziindungsprozess ebenfalls nicht moduliert (5.0.). Insgesamt ist ein proportional-
synchroner Auspragungsgrad von Neuroinflammation, Klinik und Uberleben, mit einer zunehmenden
Schwere des Krankheitsbildes bei zunehmender Entziindung, zu erwarten. Der klinische Phanotyp von
Méausen mit einer Defizienz des Fas-Rezeptors (Fas™-Mause) bzw. des Fas-Liganden (Fas®-Mause)

ist bei bakterieller Meningitis ebenfalls unveréndert (Paul et al. 2004).

Der fehlende Einfluss von Faim2 auf den Ausprdagungsgrad der akuten Entziindungsantwort, des
klinischen Phénotyps und des Uberlebens im akuten Meningitis-Modell unterstiitzt insofern die
bisherige Annahme, dass das Fas-FasL-System keinen Einfluss auf Neuroinflammation im
Mausmodell der bakteriellen Meningitis ausiibt, sondern vermutlich in einem anderen funktionellen
Zusammenhang steht. Dieser Verdacht wird durch die Befund erhartet, dass die Konzentration von Fas
und von FasL im Liquor cerebrospinalis und die mRNA-Expression von Fas im Hirngewebe bei
bakterieller Meningitis, trotz fehlender Einflussnahme auf Neuroinflammation, erhoht ist (Fassbender
et al. 1999; Paul et al. 2004).
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4.1.2 Neuroinflammation erhoht die hippokampale Fas-Expression und erniedrigt die

hippokampale Faim2-Expression in der akuten meningitischen Phase

Die durchgefiihrten Expressionsanalysen hinsichtlich hippokampaler Fas- sowie Faim2-Expression
zeigten eine inverse Regulation nach 20 h Infektionsdauer mit einer Erhdhung von Fas und simultaner
Erniedrigung von Faim2 auf (Kapitel 3.1.3; Abbildung 15). Bereits zuvor konnte demonstriert werden,
dass die mRNA-Expression von Fas im Hirngewebe bei bakterieller Meningitis erhéht, die Expression
der kurzen und langen SpleiBvariante von Faiml (Faim-S, Faim-L) jedoch gleichzeitig unveréndert ist
(Paul et al. 2004). Somit ist das nun vorliegende Ergebnis einer gleichzeitigen Erniedrigung der
hippokampalen Faim2-Expression der erste Befund einer Beeinflussung dieses Fas-regulatorischen

Proteins unter Neuroinflammation im Mausmodell der bakteriellen Meningitis.

Es stellen sich daher die Fragen, ob dieser Regulationsmechanismus einer Erhéhung von Fas und
Erniedrigung von Faim2 erstens ein allgemeines Prinzip unter pathologischen Bedingungen darstellt,
zweitens, welche Funktion er letztendlich ausibt und drittens, wie diese Regulation auf
Signaltransduktionsebene kontrolliert wird. In einem Mausmodell der zerebralen Ischdmie konnte ein
analoger Mechanismus nachgewiesen werden. So war die Expression von Fas 3 h (akute Phase) und
18 h (postakute Phase) nach Ischdmie-Induktion erhéht und die Expression von Faim2 in einem
kirzeren Zeitfenster (18 h nach Ischamie; postakute Phase) erniedrigt. 48 h nach Ischdmie war das
basale Expressionsniveau von sowohl Fas als auch Faim2 wieder erreicht (Reich et al. 2011). Unter
physiologischen Bedingungen liegt postnatal eine konstitutiv hohe Expression von Faim2 vor
(Schweitzer et al. 1998). Aus funktioneller Sicht kénnte somit eine initiale hohe Expression von Faim2
in der akuten Krankheitsphase vor Apoptose schitzen, eine spétere Inhibition der Faim2-Expression
jedoch in einer Fas-Sensitivierung und damit in der Aktivierung alternativer Todesrezeptor-
Signalwege, wie der Induktion von neuroregenerativen Prozessen, minden (Kapitel 1.2). Die
Regulation der Faim2-Expression erfolgt iber den Phosphatidylinositol-3-Kinase-Akt/Proteinkinase
B-Signalweg (Beier et al. 2005). Gleichzeitig kann dieser Signalweg von Wachstumsfaktoren wie
Erythropoetin (EPO) sowie von den unterschiedlichen Vertretern der Neurotrophin-Familie (NGF,
BDNF, NT-3, NT-4) Uber verschiedene Rezeptorsysteme (EpoR/JAK2, TrkA/B/C) aktiviert werden
und damit potentiell zur Expression von Faim2 und dadurch vermittelter Neuroprotektion fiihren
(Kilic et al. 2005; Segal 2003; Sirén et al. 2001; Zheng et al. 2002) (Abbildung 29). So ist
beispielsweise die hippokampale Expression von BDNF und dessen Rezeptor TrkB im Mausmodell
der bakteriellen Meningitis erhoht (Tauber et al. 2005). Vom klassischen System dieser Neurotrophine
einschlieRlich der ihnen zugeordneten Trk-Rezeptoren, welches typischerweise mit Uberleben und
Differenzierung in Verbindung gebracht wird, wird die Gruppe der ungespaltenen und potentiell
proapoptotischen Vorlaufermolekille der Neurotrophine, die sogenannten Proneurotrophine,
abgegrenzt (Ibafiez 2002). So kann beispielsweise proNGF sezerniert werden, an den spezialisierten

5NTR

Rezeptorkomplex p75™ "-sortilin binden und auf diese Weise die Aktivierung von PTEN, einen
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Inhibitor des PI3K-Akt/PKB-Signalwegs, induzieren. Simultane Aktivierung von p75"'™* durch
proNGF und TrkB durch BDNF Idst trotz Phosphorylierung von TrkB Apoptose in kultivierten
Neuronen des basalen VVorderhirns aus (Song et al. 2010). Die proapoptotische Aktivierung von PTEN
uber proNGF kann somit ein moglicher Gegenmechanismus einer neuroprotektiven Aktivierung von
Wachstumfaktor- respektive Neurotrophin-Rezeptoren sein, wobei der Faim2-Promoter ein potentiell

integrierendes Ziel dieser Interaktion darstellt (Abbildung 29).

Ob bzw. wie ein Wechsel eines apoptotischen in ein protektives Signal nach Aktivierung von CD95
auf Signaltransduktionsebene stattfinden konnte, ist derzeit unklar. Mdglich ist auch, dass es sich
hierbei um zwei unabhéngige Mechanismen im Rahmen der Neuroplastizitat handelt. In Hinblick auf
raumliche Lernprozesse sind beispielsweise das simultane Hinzufiigen und Entfernen hippokampaler
Neurone notwendig und eng miteinander verwoben. So konnte demonstriert werden, dass rdumliches
Lernen Neurogenese dahingehend moduliert, dass sowohl dass Entfernen unreifer hippokampaler
Neurone per Apoptose als auch das Uberleben differenzierter Neurone sowie die Proliferation
neuronaler Vorlauferzellen dafiir erforderlich sind. Experimentelle Inhibition von Apoptose fiihrt
dabei zu Gedéchtnisdefiziten und beeintrachtigt gleichzeitig die durch Lernen induzierte Proliferation

und das Uberleben hippokampaler Neurone (Dupret et al. 2007).

CD95L EPO NGF/BDNF/NT-3/NT-4 proNGF
CD95 EpoR/JAK2 TrkA/B/C p75NTR-sortilin
PI3K PTEN
Akt/PKB ERK FADD ;
‘ ‘ ‘ PIP3 |—|
mTOR p35 DISC \
Caspase-8
Akt/PKB
Neurogenese Neuronale Apoptose
Differenzierung l
< > Zytoplasma
P —_—— e o e e = = - —— =
° Zellkern
Faim?2 Faim2-Promotor

Abbildung 29: Faim2-Expression, Neurogenese und Apoptose unter Neuroinflammation (Modell)

(Abk.: CD95[L] = cluster of differentiation 95 [ligand], PI3K = Phosphatidylinositol-3-Kinase, AKT = v-akt murine
thymoma viral oncogene homolog 1 [= PKB = Proteinkinase B], mTOR = mechanistic target of rapamycin
(serine/threonine kinase), ERK = extracellular signal-regulated kinase, p35 = cyclin-dependent kinase 5, regulatory
subunit 1 (p35), FADD = Fas-associated death domain, DISC = death-inducing signaling complex, Epo[R] = Erythropoetin
[-Rezeptor], JAK2 = Janus kinase 2, NGF = nerve growth factor, BDNF = brain-derived neurotrophic factor, NT =
Neurotrophin, Trk = tropomyosin-receptor-kinase, PIP3 = Phosphatidylinositol-3-Phosphat, p75N™® = p75 neurotrophin
receptor, PTEN = phosphatase and tensin homolog, Faim2 = Fas apoptotic inhibitory molecule 2.)


http://en.wikipedia.org/wiki/Tropomyosin
http://en.wikipedia.org/wiki/Receptor_(biochemistry)
http://en.wikipedia.org/wiki/Kinase
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4.1.3 Faim2 ist neuroprotektiv in der akuten meningitischen Phase

Anhand der durchgefuhrten TUNEL-Farbungen konnte gezeigt werden, dass Faim2-Defizienz zu
einem erhdhten Ausmall an neuronal-apoptotischem Zelltod im Gyrus dentatus der
Hippokampusformation fihrt (Kapitel 3.1.4; Abbildung 16). Gleichzeitig konnte demonstriert werden,
dass neuronale Apoptose dabei von der Aktivierung von Initiations- und Effektorcaspasen begleitet
wird (Kapitel 3.1.5; Abbildung 17 und 18).

Somit konnte einerseits eine neuroprotektive Funktion von Faim2 im akuten Meningitis-Modell
aufgezeigt werden, wie es bereits zuvor fur ein murines Modell der zerebralen Ischdmie gelungen war
(Reich et al. 2011). Andererseits liegt die Vermutung nahe, dass der extrinsische Apoptose-Signalweg
(Kapitel 1.1) hierbei moduliert wird, da sowohl Caspase-8 als Initiationscaspase als auch Caspase-3
als Effektorcaspase am Apoptoseprozess beteiligt sind. Unter Beriicksichtigung der ebenfalls erhéhten
Fas-Expression im Hippokampus unter Infektion (Kapitel 4.1.2) ist somit der Schluss naheliegend,
dass Faim2 in vivo eine proximal-regulatorische Funktion des Fas-FasL-Signalweges bei bakterieller
Meningitis austibt. Aktive Caspase-8 war im Vergleich zur aktiven Caspase-3 insgesamt haufiger
darstellbar (Abbildung 17 und 18), was als Ausdruck der Friihphase der Erkrankung und somit einer
zu diesem Zeitpunkt starkeren Aktivierung proximaler Initiationscaspasen gedeutet werden kann. Auf
Transkriptionsebene konnte in diesem Zusammenhang ebenfalls in einem murinen S. pneumoniae-
Meningitis-Modell gezeigt werden, dass 12 h nach Infektion zundchst die Expression von Initiations-
(Caspasen 2 und 8) und inflammatorischen Caspasen (Caspasen 1 und 12), anschlieBend 24 h nach
Infektion die Expression von Caspase-3 als Effektorcaspase erhéht waren (von Mering et al. 2001)
(Abbildung 1). Hippokampale Apoptose betraf in erster Linie Zellen der subgranuldren Zone im Gyrus
dentatus (Abbildung 16), wobei es sich vermutlich unter Beriicksichtigung bereits zuvor

durchgefuhrter Untersuchungen um unreife Neurone handelt (Bifrare et al. 2003).

Unter physiologischen Bedingungen (NaCl-Behandlung) fand sich einerseits kein genotypabhéngiger
Effekt in Hinblick auf hippokampale neuronale Apoptose, andererseits war die Dichte TUNEL-
positiver Zellen der Wildtypgruppe auch unter Infektionsbedingungen nur knapp gegentber der NaCl-
Kontrollgruppe erhéht (Abbildung 16). In Einklang mit der erhohten infektionsbedingten Fas-
Expression im Hippokampus (Kapitel 4.1.2) kann daher vermutet werden, dass zum einen ein
pathophysiologischer Stimulus notwendig erscheint, um den Fas-FasL-Signalweg zu aktivieren, und
dass zum anderen eine initial hohe Expression von Faim2 in der akuten Phase vor neuronaler
Apoptose schitzen kdnnte. Die Reduktion der Faim2-Expression im Verlauf der Infektion bleibt in der
akuten Phase zwar fast ohne Konsequenz, kann sich aber mdglicherweise auf Neurogenese und

neuronale Differenzierung in einer Rekonvaleszenzphase auswirken (Kapitel 1.2, 4.1.2 und 4.2).
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4.2 Der Einfluss von Faim?2 in der postmeningitischen

Rekonvaleszenzphase

Langfristige Effekte von Faim2 in Krankheitsmodellen wurden bisher in vivo noch nicht untersucht.
Seit einiger Zeit sammeln sich jedoch die Hinweise auch fiir neuroprotektive Funktionen des Fas-
FasL-Signalweges (Kapitel 1.2), so dass sich die Frage stellt, ob Modulatoren der Fas-Signalkaskade
hierbei einen Einfluss ausiiben. Beispielsweise konnte vor kurzem unter Verwendung eines
Mausmodells fir Schadel-Hirn-Trauma gezeigt werden, dass eine Fas-Defizienz langfristig zu
kognitiver Verschlechterung fuhrt (Beier et al. 2007). Auch konnte schlieBlich demonstriert werden,
dass Fas ein Aktivator adulter Neurogenese und neuronaler Differenzierung darstellt (Corsini et al.
2009). Es war daher naheliegend, neben der akuten Phase auch eine Rekonvaleszenzphase nach
Meningitis heranzuziehen, um die Auswirkung von Faim2 unter dem Blickwinkel regenerativer

Prozesse untersuchen zu kdénnen.

4.2.1 Faim2-Defizienz resultiert in erhéhter hippokampaler Neurogenese und

verbesserter Gedachtnisleistung in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase

Anhand der durchgefiihrten Evaluation des raumlichen Lernvermdgens unter Verwendung des Morris-
Wasserlabyrinths konnte nachgewiesen werden, dass Faim-Defizienz in der postmeningitischen Phase
(ab 7 Wochen nach Infektion; Akquisitionsphase) zu einer verbesserten Gedachtnisleistung fihrt. Im
Gegensatz zu infizierten Wildtyp-Tieren konnten Faim2-defiziente Versuchstiere das Leistungsniveau
nichtinfizierter Kontrolltiere erreichen (Kapitel 3.2.3; Abbildung 22). Dieses Ergebnis konnte
anschlielend in einer erneuten Testserie (Umlernphase) reproduziert werden (Kapitel 3.2.5; Abbildung
24). Gleichzeitig konnte unter postmortaler histologischer Analyse derselben Kohorten demonstriert
werden, dass Faim2-Defizienz zu einem erhéhten AusmaR an hippokampaler Neurogenese fiihrt
(Kapitel 3.2.8; Abbildung 27).

Hinsichtlich dieser Beeinflussung funktioneller und histologischer Parameter konnte somit erstmals
eine regenerative Funktion von Faim2 in einem Krankheitsmodell in vivo aufgezeigt werden.
Gleichzeitig unterstreichen diese Ergebnisse die funktionelle Komplexitit des Fas/CD95-
Rezeptorsystems hinsichtlich klassischer (apoptotischer) und alternativer (regenerativer) Funktionen
(Kapitel 1.2). Als Regulator dieses Systems beeinflusst Faim2 sowohl degenerative als auch
regenerative Funktionen, da Faim2-Defizienz in der akuten meningitischen Krankheitsphase zu
erhohter Apoptose (Kapitel 4.1.3) und in der Rekonvaleszenzphase zu erhdhter Neurogenese sowie
verbesserter hippokampaler Funktion fuhrt. Diese Ergebnisse unterstreichen zugleich die
Schlussfolgerungen hinsichtlich der Faim2-Expressionsanalysen, dass in der Akutphase eine erhthte
antiapoptotische und in der postmeningitischen Phase eine erniedrigte proregenerative Faim2-

Expression biologisch sinnvoll erscheinen (Kapitel 4.1.2). Unklar ist derzeit, ob Faim2 neben der
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Funktion als Fas-Inhibitor auch den Wechsel zwischen neuronaler Apoptose, Neurogenese und

neuronaler Differenzierung auf Signaltransduktionsebene beeinflusst (Abbildung 29).

Die Beobachtung erhohter hippokampaler Neurogenese und verbesserter Gedéachtnisleistung unter
Wegfall des Fas-Inhibitors Faim2 geht einher mit einer Vielzahl von Befunden, welche das
Vorhandensein neuronaler Differenzierung und Neurogenese an der Intaktheit des Fas/CD95-Systems
koppeln. So fiihrt eine genetisch induzierter Defizienz des Fas-Rezeptors (Fas™-Mause) zu einer
altersabhéngigen und verzigerten Neuritregeneration in Kultivierten Hinterwurzel-Spinalganglion-
Neuronen sowie zu einem erhdhten prozentualen Anteil p75" *-positiver Neurone (Hikawa et al.
1997). Da das Proneurotrophin-p75"™*-System {iber PTEN eine Inhibition des PI3K-Akt/PKB-
Signalwegs und damit auch potentiell der Faim2-Expression ermdéglicht, ist der Schluss naheliegend,
dass bei Fehlen von Fas auf diese Weise Faim2 als Inhibitor von Fas reaktiv herunterreguliert werden
kann (Kapitel 4.1.2). Analog fiihrt eine Defizienz des p75" " "-Rezeptors zu reduzierter hippokampaler
Neurogenese und subtiler Beeintrachtigung raumlichen Lernens (Catts et al. 2008; Colditz et al. 2010).
In vitro fahrt die Quervernetzung von Fas Uber die Aktivierung des ERK-Signalwegs und von p35
zum Wachstum von Neuriten. Zusétzlich zeigt sich in vivo nach Verletzung des N. ischiadicus bei Fas-
Rezeptor-Defizienz (Fas™-Méause) eine verzogerte und nach Applikation von Fas-Antikorpern eine
beschleunigte funktionelle Verbesserung (Desbarats et al. 2003). Die Aktivierung von Fas in
kultivierten unreifen Neuronen induziert in vivo und in vitro keine Apoptose, sondern fuhrt stattdessen
zu einer Caspase-unabhdngigen und Todesdoménen-abhéngigen Zunahme der Verzweigung von
Neuriten. Die Defizienz des Fas-Rezeptors (Fas™-Mause) respektive des Fas-Liganden (Fas®-Mause)
resultiert dabei in einer reduzierten Anzahl dendritischer Verzweigungen (Zuliani et al. 2006). Fas-
Defizienz bewirkt zudem eine Atrophie dentritischer Verzweigungen in Pyramidenzellen von Kortex
und Hippokampus (Sakié et al. 1998). In vivo fiihrt eine Defizienz des Fas-Rezeptors 72 Stunden nach
Schédel-Hirn-Trauma zwar zu einer verbesserten, langfristig (21 Tage nach Trauma) jedoch zu einer
verschlechterten kognitiven Leistung (Beier et al. 2007). Adulte Neurogenese und neuronale
Differenzierung kann schlielich Uber die Stimulation von Fas/CD95 und nachfolgender Aktivierung
des pp60-src/PISK/AKT/mTOR-Signalweges induziert werden (Corsini et al. 2009).

Die nichtinfizierte Faim2-Wildtyp-Kohorte erzielte im Vergleich aller Gruppen sowohl in der
Akquisitions- als auch in der Umlernphase das jeweils beste Leistungsniveau hinsichtlich des
raumlichen Lernvorgangs (Kapitel 3.2.3 und 3.2.5; Abbildung 22 und 24). Auch beziiglich des jeweils
durchgefiihrten Transfertests zeigte sich fir diese Kohorte eine Bevorzugung des richtigen
Zielquadranten, nicht jedoch fir die tbrigen Kohorten (Kapitel 3.2.4 und 3.2.6; Abbildung 23 und 25).
Die Entwicklung einer ortlichen Préaferenzentwicklung entspricht der Uberfiihrung des Gelernten in
das Langzeitgedachtnis (Vorhees und Williams 2006). Infolgedessen scheint Faim2 fiir eine adéquate
Gedachtniskonsolidierung unter physiologischen Bedingungen notwendig zu sein, moglicherweise

hinsichtlich des Gleichgewichts zwischen apoptotischen und regenerativen Signalen.
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4.2.2 Faim2-Defizienz fuhrt zu verbesserter Koordinationsfahigkeit und gesteigertem

Explorationsverhalten in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase

Im Rotarod-Test zeigte sich eine verbesserte motorische Koordination und Ausdauer bei Faim2-
Defizienz nach Infektion, illustriert durch eine beinahe doppelt so lange Laufzeit im Vergleich zur
infizierten Faim2-Wildtypkohorte (Kapitel 3.2.7; Abbildung 26 H). Lokomotorische Aktivitadt und
Explorationsverhalten, untersucht im ,,Offenes-Feld“-Test (OFT), waren unter Faim2-Defizienz bei
gleichmaRiger Raumverteilung ebenfalls postmeningitisch gesteigert (Kapitel 3.2.7; Abbildung 26 B
und F).

Der Rotarod-Test ist zur Untersuchung von motorischer Koordination, Balance und Ataxie weit
verbreitet und erfordert eine intakte zerebellare Funktion (Karl et al. 2003). Gleichzeitig konnte die
neuroprotektive und entwicklungsbiologische Bedeutung von Faim2 in zerebelldaren Kérnerzellen und
Purkinjezellen ausfiihrlich demonstriert werden (Beier et al. 2005; Fernandez et al. 2007; Hurtado de
Mendoza et al. 2011). Unter Berlcksichtigung der verbesserten Leistung Faim2-defizienter
Versuchstiere im Rotarod-Test erscheint es daher mdglich, dass Faim2 in der postmeningitischen

Phase auch zerebellare Apoptose und Regeneration moduliert.

Verhalten im OFT kann neben der Explorationsaktivitat grundsatzlich auch durch Emotionalitat und
Angst beeinflusst werden, wobei die Tendenzen, einerseits eine neue Umgebung zu erkunden und
andererseits ein hell beleuchtetes und offenes Areal zu vermeiden, einen natirlichen Konflikt
innerhalb von Mausen widerspiegeln und hierbei anhand der horizontalen (Gesamtstrecke) und
vertikalen (Aufstellbewegungen) Aktivitét einerseits sowie des Verhéltnisses der im Zentrum des
Untersuchungsfeldes gemessenen Laufstrecke an der Gesamtstrecke (Raumverteilung) andererseits
naher charakterisiert werden konnen (Karl et al. 2003; Whimbey und Denenberg 1967). Da die
Raumverteilung im Vergleich aller Faim2-Kohorten gleichm&Rig ausgepragt war, kann
geschlussfolgert werden, dass Emotionalitdit und Angst als mdgliche Einflussfaktoren auf den
gemessenen Unterschied im Explorationsverhalten daher keinen wesentlichen Einfluss austiben
(Kapitel 3.2.7; Abbildung 26 B und F). Sowohl kérperliche Aktivitét als auch Neuroinflammation bei
bakterieller Meningitis sind Stimulatoren hippokampaler Neurogenese (Gerber et al. 2003; van Praag
et al. 1999). Interessanterweise konnte kirzlich demonstriert werden, dass genetisch induzierte
Neurogenese zwar nicht unter basalen Bedingungen, jedoch in Kombination mit zusétzlicher
korperlicher Aktivitdt unter Verwendung von Laufradern, ebenfalls zu einem verstarkten
Explorationsverhalten von Mausen fihrt (Sahay et al. 2011). Analog hierzu war in der
postmeningitischen Rekonvaleszenzphase das Explorationsverhalten der Faim2-defizienten Kohorten
zwar nicht unter Kontrollbedingungen nach NaCl-Injektion, jedoch nach SP3-Infektion gesteigert
(Kapitel 3.2.7; Abbildung 26 B). Es kann daher erstens angenommen werden, dass der Gyrus dentatus,
und damit verbunden Neurogenese in der SGZ, exploratives Verhalten offensichtlich moduliert und

Exploration deshalb zum Teil auch eine Hippokampus-abhdngige Funktion darstellt und mit dem
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raumlichen Lernprozess interagiert (Saab et al. 2009), zweitens, dass auf quantitativer Ebene ein
zusétzlicher Neurogenese-stimulierender Reiz notwendig sein kann, um Unterschiede im Ausmal der
Exploration zu bewirken, und drittens, dass Faim2 eine explorationsmodulierende Funktion ausiibt,

moglicherweise im Zusammenhang mit einer Regulation hippokampaler Neurogenese (Kapitel 4.2.1).

4.2.3 Faim2-Defizienz geht einher mit verringerter klinischer Beeintrachtigung und
Sterblichkeit in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase

Die Analyse Klinischer Verlaufsparameter nach Infektion zur Dokumentation des Krankheitsverlaufes
erbrachte den Befund, dass Faim2-Defizienz in der postmeningitischen Phase mit einem geringeren
prozentualen Gewichtsverlust und damit einer geringeren klinischen Beeintrachtigung einhergeht. Im
Gegensatz zu infizierten Wildtyp-Tieren konnten Faim2-defiziente Versuchstiere das Gewicht
nichtinfizierter Kontrolltiere erreichen (Kapitel 3.2.1; Abbildung 20). Gleichzeitig konnte anhand
einer Uberlebensanalyse dargestellt werden, dass Faim2-Defizienz zusatzlich mit einer verringerten
Sterblichkeit einhergeht (Kapitel 3.2.9; Abbildung 28). Die Uberlebensquote betrug 6 Tage nach
Infektion 52,9 % fur die Faim2-Wildtypkohorte und entsprach damit in etwa der zu erwartenden
Quote fiir das zuvor beschriebene Meningitis-Mausmodell (Gerber et al. 2001). Die Uberlebensquote
flr die Faim2-defiziente Kohorte war mit 85 % nach 6 Tagen demgegenuber deutlich verbessert. Eine
theoretisch vorstellbare Beinflussung der Morris-Wasserlabyrinth-Ergebnisse aufgrund klinischer
Beeintréchtigung kann ausgeschlossen werden, da das Kontrolltraining, welches basale physische
Fertigkeiten Uberprift, am Ende von Tag 4 keinen genotypabhangigen Effekt aufgezeigt hat
(Abbildung 21 D).

Neben der Beeinflussung hippokampaler Neurogenese und Hippokampus-abhéngiger Funktionen
(Kapitel 4.2.1 und 4.2.2) konnten somit Hinweise auf die zusatzliche Beeinflussung klinischer
Parameter durch Faim2 nachgewiesen werden. Ein mdglicher Einfluss von Faim2 auf die zweite
neurogene Nische, die subventrikuldre Zone (SVZ), war nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit
und hat daher grundsétzlich spekulativen Charakter. Es stellen sich jedoch die Fragen, ob die
Induktion von Neurogenese in der SVZ, im Sinne einer reaktiven Aktivierung neuronaler
Vorlauferzellen als Reaktion auf einen pathologischen Stimulus, bei der Beeinflussung dieser
klinischen Endpunkte erstens eine Rolle spielen konnte, zweitens, auf welchem Wege eine neuronale
Regeneration, als Migration von Zellen dieser neurogenen Nische zum geschadigten Ort oder als
Rekrutierung vor Ort an der Stelle des Defekts, mdglich erscheint und drittens, ob Neurogenese-
Regulation durch Faim2 als entscheidender Mechanismus hierfur prinzipiell in Frage kommt. Die
Forderung adulter Neurogenese in der subgranuldren (SGZ) und insbesondere der subventrikularen
(SVZ) Zone durch pathologische Stimuli, wie z.B. bei zerebraler Ischdmie, konnte in zahlreichen
tierexperimentellen Studien demonstriert werden (Ohira 2011). Experimentell induzierte zerebrale

Ischdmie fahrt im Tiermodell zur Proliferation in der SVZ, zur Migration neuronaler Vorlauferzellen
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von der SVZ in das geschadigte Striatum und dortiger weiterer Ausdifferenzierung (Arvidsson et al.
2002; Parent et al. 2002). Neuronale Vorlauferzellen der rostralen SVZ, nicht jedoch des Gyrus
dentatus, migrieren im Tiermodell in die ischd&mische Penumbra des angrenzenden Striatums und, Gber
den rostralen migratorischen und den lateralen kortikalen Strom, in die Penumbra des ischdmischen
zerebralen Kortex (Jin et al. 2003). Die Produktion neuronaler Vorlauferzellen hélt mindestens vier
Monate nach experimentell induzierter Ischdmie an und geht in diesem Zeitraum mit einer
kontinuierlichen physisch-funktionellen Verbesserung einher (Thored et al. 2006). Neben Migration
kann auch ortsstandige kortikale Neurogenese experimentell induziert werden und findet nach
zerebraler Ischamie statt (Jiang W et al. 2001; Magavi et al. 2000). Zahlreiche tierexperimentelle
Studien haben zudem gezeigt, dass Neurogenese- und Angiogenese-fordernde Malinahmen, wie
beispielweise der therapeutische Einsatz von Wachstumsfaktoren wie EPO, nach einer
Hirnschadigung auch klinische Endpunkte positiv beeinflussen (Xiong et al. 2010). Gleichzeitig
kdnnen Regenerationsanzeichen magnetresonanztomographisch dargestellt werden, welche dabei mit
neurologischer Funktion korrelieren (Chopp et al. 2007; Jiang Q et al. 2006). Interessanterweise fuhrt
die Inhibition von Neurogenese mittels Bestrahlung zu einer Exazerbation der nach zerebraler
Ischdmie bedingten funktionellen Beeintrachtigung (Raber et al. 2004). Schliellich gelang der
Nachweis, dass das Proneurotrophin-p75"""-System innerhalb der neurogenen Stammzellnische der
SVZ eine hervorgehobene Bedeutung hat. So exprimiert eine kleine Population von Zellen (0,3 %)

NTR
)

innerhalb der SVZ von Ratten den p75-Neurotrophinrezeptor (p75" "), wobei diese Population fir die

Produktion von Neuronen in sowohl neugeborenen als auch adulten Tieren verantwortlich ist. Nur die

NTR
5

Abkdémmlinge p75™ "-positiver Zellen haben hierbei neurogenes Potential, wobei die Behandlung mit

NTR
5

den Neurotrophinen BDNF und NGF proliferationssteigernd auf p75™ "-positive Zellen wirkt (Young

et al. 2007). Maturierte Neurotrophine binden bevorzugt an Trk-Rezeptoren, wohingegen
Proneurotrophine mit hoher und maturierte Neurotrophine mit schwacher Affinitat mit dem p75N"™"-
sortilin-Rezeptorkomplex interagieren (Segal 2003). Es ist daher vorstellbar, dass auch das
Proneurotrophin-p75""-System iiber PTEN eine Regulation des PI3K-Akt/PKB-Signalwegs und
damit potentiell der Faim2-Expression in der SVZ ermdglicht und auf diese Weise Einfluss auf die

Aktivierung klassischer und alternative Todesrezeptor-Signalwege in der SVZ nimmt (Kapitel 4.1.2).

Unter Berucksichtigung dieser Befunde und der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erscheint ein
direkter und kausaler Zusammenhang zwischen regenerativen Vorgangen, wie Neurogenese und
Angiogenese, auf der einen Seite und Verbesserung klinischer Parameter auf der anderen Seite daher
in der Zusammenschau als vorstellbar. Demzufolge kommt das modulatorische Protein Faim2
potentiell daftir in Frage, als Regulator von Neurogenese neben kognitiv-explorativen auch klinische
Endpunkte zu beeinflussen, sowohl im haufig untersuchten Paradigma der zerebralen Ischamie als

auch in Bezug auf Neuroinflammation, Neurotrauma oder weitere Krankheitsmodelle.
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4.3 Schlussfolgerungen und Konsequenzen

Das neuroprotektive Potential von Faim2 als proximalen Inhibitor des Fas-FasL-Signalweges konnte
kirzlich in einem murinen Modell der zerebralen Ischamie erstmalig in vivo nachgewiesen werden. In
der vorliegenden Arbeit gelang die Bestatigung dieses Ergebnisses in einem Akutmodell der
bakteriellen Meningitis in vivo. Faim2 schiitzt in der Akutphase der bakteriellen Meningitis vor
neuronaler hippokampaler Apoptose, ohne jedoch Neuroinflammation, den klinischen Verlauf oder
das Uberleben zu beeinflussen. Somit riickt die eminente Bedeutung von Faim2 beziiglich der
Modulation von Zelltodmechanismen immer mehr in den WVordergrund. Es sind weitere
Untersuchungen in zuséatzlichen neurologisch-psychiatrischen Krankheitsmodellen notwendig, um

einen moglichen ubiquitdren Charakter dieses Phdnomens zu bestétigen.

SchlieBlich konnte erstmalig in vivo demonstriert werden, dass eine Defizienz von Faim2 in der
postmeningitischen Rekonvaleszenzphase zu erhdhter hippokampaler Neurogenese, verbesserter
kognitiver Funktion und gesteigertem Explorationsverhalten fuhrt. Gleichzeitig geht Faim2-Defizienz
mit einer verbesserten Koordinationsfahigkeit sowie einer Verbesserung des klinischen Verlaufs
einschlieBlich verringerter Sterblichkeit einher. Somit beeinflusst Faim2 auch Regenerationsprozesse,
vermutlich tber die Beeinflussung alternativer Funktionen des Fas-FasL-Signalweges. In weiteren
Untersuchungen muss geklart werden, tber welche molekularen Schalter der Wechsel zwischen
klassisch-apoptotischen und alternativ-regenerativen Signalwegen nach Aktivierung von Fas/CD95
auf Signaltransduktionsebene determiniert wird. Ebenso konnte eine divergente Regulation der
hippokampalen Fas- und Faim2-Expression in der Akutphase der bakteriellen Meningitis festgestellt
werden, wie es bereits zuvor ebenfalls im Tiermodell der zerebralen Ischdmie gelang. Die
Konstellation einer Erhéhung von Fas bei gleichzeitiger Erniedrigung von Faim2 kommt daher als
generelles pathophysiologisches Prinzip in Betracht, sollte jedoch ebenfalls in Bezug auf andere
Krankheitsentitdten weitergehend untersucht werden. Es sollte hierbei auch geklart werden, welche
Gesetzmaligkeiten zwischen dem Fas-FasL-Signalweg, der PI3K-Akt/PKB-abhéngigen Faim2-
Expression und weiterer potentiell modulierender Signalwege, wie dem Proneurotrophin-p75™™"-
System, im Gesamtzusammenhang herrschen. Hippokampale Apoptose, Neurogenese und Funktion
standen im Fokus der vorliegenden Arbeit, jedoch lassen insbesondere die klinischen Ergebnisse
Rickschlisse auf die Relevanz von Faim2 auch fir die zweite neurogene Hauptnische im
Zentralnervensystem, der subventrikularen Zone (SVZ), zu. Demnach besteht Kl&rungsbedarf

hinsichtlich der bisher nicht direkt untersuchten funktionellen Bedeutung von Faim2 fir die SVZ.

Faim2 vermittelt sowohl neuroprotektive als auch regenerative Effekte im murinen Tiermodell der
bakteriellen Meningitis und stellt ein vielversprechendes pharmakologisches Ziel fur die Entwicklung

neuer Therapieansatze dar.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

5.1 Deutsche Version

Fas apoptotic inhibitory molecule 2 (Faim2) ist ein Neuronen-spezifisches Membranprotein und als
proximaler Inhibitor des Fas-FasL-Signalweges gleichzeitig Mitglied der evolutiondr konservierten
und Apoptose-regulatorischen Genfamilie lifeguard (LFG). Die Relevanz von Faim2 fir
neurologische Erkrankungen konnte kirzlich in Form eines neuroprotektiven anti-apoptotischen
Effekts in einem Tiermodell der fokalen zerebralen Ischdmie unter Verwendung einer Faim2-

defizienten Nullmutanten-Mauslinie erstmalig in vivo nachgewiesen werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung von Faim2 fur den akuten und
postmeningitischen Krankheitsverlauf in einem etablierten murinen Tiermodell der bakteriellen
Meningitis unter Verwendung von Streptococcus pneumoniae Typ 3 (S. pneumoniae, SP3) untersucht.
Es konnte hierbei demonstriert werden, dass Faim2-Defizienz im Akutmodell der bakteriellen
Meningitis zu einer Erhéhung Caspase-assoziierter Apoptose hippokampaler Neurone fiihrt, ohne
dabei Neuroinflammation, den klinischen Verlauf oder das Uberleben zu beeinflussen.
Neuroinflammation fiihrte dabei in Wildtyp-Tieren zu einer divergenten Regulation der
hippokampalen Fas- und Faim2-Expression mit einer Erhdhung von Fas und einer Erniedrigung von
Faim2. In der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase nach antibiotischer Behandlung mit
Ceftriaxon resultierte das Fehlen von Faim2 jedoch in erhdhter hippokampaler Neurogenese. Als
Hinweis auf eine damit verbundene funktionelle Bedeutung ergab sich im Vergleich zu Wildtyp-
Tieren eine verbesserte kognitive Gedachtnisleistung Faim2-defizienter Mé&use im Morris-
Wasserlabyrinth, einem Testparadigma fiir Hippokampus-assoziiertes rdumliches Lernvermdgen,
sowie ein gesteigertes Explorationsverhalten. Gleichzeitig war unter Faim2-Defizienz die klinische
Beeintrachtigung und Sterblichkeit in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase verringert und die

Koordinationsfahigkeit verbessert.

In der Zusammenschau vermittelt Faim2 zeitabhéngig sowohl neuroprotektive als auch regenerative
Effekte im murinen Tiermodell der bakteriellen Meningitis und stellt daher ein vielversprechendes

pharmakologisches Ziel fiir die Entwicklung neuer Therapieansatze dar.
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5.2 Englische Version

Fas apoptotic inhibitory molecule 2 (Faim2) is a neuron-specific membrane protein and a member of
the evolutionary conserved lifeguard (LFG) apoptosis regulatory gene family, acting as a proximal
inhibitor of the Fas-FasL signaling pathway. Applying a Faim2-deficient null mutant mouse line, its
involvement in neurological diseases with neuroprotective anti-apoptotic effects has recently been
demonstrated in an in vivo model of focal cerebral ischemia. In this study, immediate and sustaining
effects of Faim2 were investigated in a well-established mouse model of Streptococcus pneumoniae
type 3 (SP3) meningitis. Leaving neuroinflammation, clinical course and survival unaltered, lack of
Faim2 resulted in an increase of caspase-associated apoptotic cell death of hippocampal neurons
during acute bacterial meningitis induced by subarachnoid infection with SP3 in mice. In Faim2 wild-
type mice, neuroinflammation induced a divergent regulation of hippocampal Fas and Faim2
expression, revealing an increase of Fas and a decrease of Faim2 during acute bacterial meningitis.
However, when mice were rescued by antibiotic treatment with ceftriaxone, Faim2-deficiency led to
increased hippocampal neurogenesis several weeks after infection. As a sign for functional
significance, this was associated with improved performance of Faim2-deficient mice compared to
wild-type littermates in the Morris water maze, a paradigm for hippocampal spatial learning and
memory, and increased exploratory behaviour. Additionally, clinical impairment and mortality was
reduced and motor coordination improved related to Faim2-deficiency in ceftriaxone-treated cohorts.
In summary, Faim2 influenced both neuroprotective and regenerative processes in a time-dependent
manner in a mouse model of pneumococcal meningitis. Hence, modulation of Faim2 may offer new

therapeutic approaches for improving outcome after bacterial meningitis.
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	1. EINLEITUNG
	1.1 UNeuronaler Zelltod durch Apoptose:
	UKlassische Funktionen des Fas (CD95)/FasL (CD95L)-Systems
	ApoptoseP0F P und entwicklungsbedingter programmierter ZelltodP1F P stellen neben der Nekrose eine Hauptform des neuronalen Zelltodes dar. So erfolgt im Rahmen der Embryonalentwicklung des Zentralnervensystems (ZNS) eine teilweise Eliminierung neurona...
	Morphologisch wurde Apoptose erstmalig von Kerr, Wyllie und Currie charakterisiert und vom nekrotischen Zelltod abgegrenzt. So sind Reduktion des Zellvolumens (Pyknosis), Chromatin-Kondensation und nukleäre Fragmentierung (Karyorrhexis) sowie Abschnür...
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	Der extrinsische Signalweg wird über die Aktivierung von Todesrezeptoren eingeleitet, deren prominentester Vertreter der zur Tumornekrosefaktor-Rezeptor-(TNFR)-Superfamilie gehörende Fas-Rezeptor (Fas, CD95, APO-1) ist. Die Aktivierung der Fas-vermitt...
	Sowohl Fas als auch FasL werden im zentralen Nervensystem physiologischerweise exprimiert, wobei die Bedeutung nicht abschließend geklärt ist und klassischerweise mit der Aufrechterhaltung des Immunstatus des ZNS in Verbindung gebracht wurde (Choi und...
	Schließlich führt die Unterbrechung des Fas-Signalwegs unter experimentellen pathophysiologischen Bedingungen in vielen Fällen zu einer Abschwächung des Krankheitsbildes im jeweils verwendeten Modell (Reich et al. 2008). Dies zeigt sich beispielsweise...
	1.2 UNeurogenese, neuronale Differenzierung und Tumorgenese:
	UAlternative Funktionen des Fas (CD95)/FasL (CD95L)-Systems
	Lange Zeit wurde angenommen, dass das ausgereifte Säugergehirn nicht die Kapazität für die Erzeugung neuer Neurone besitzt. In den sechziger Jahren des letzten Jahrhunderts gelang Joseph Altman jedoch anhand autoradiographischer Untersuchungen mit P3P...
	Adulte Neurogenese geht von neuronalen Vorläuferzellen aus und findet unter physiologischen Bedingungen erwiesenermaßen in zwei definierten Regionen (Nischen) des adulten Gehirns statt: in der subventrikulären Zone (SVZ) der Seitenventrikel und in der...
	Das Spektrum Neurogenese-regulierender Faktoren ist umfangreich und heterogen (Kempermann 2011). So führen beispielsweise eine angereicherte Umgebung (engl., enriched environment), erhöhte körperliche Aktivität und Hippokampus-abhängiges Lernen zu ver...
	Auch wenn die klassische Funktion des Todesrezeptors Fas/CD95 in Zusammenhang mit der Initiierung von Apoptose und damit eines induzierten Zelltodprogramms gesehen wird (Kapitel 1.1), konnten in den vergangenen Jahren weitere, nicht-apoptotische Funkt...
	So konnte in kultivierten Hinterwurzel-Spinalganglion-Neuronen mit genetisch induzierter Defizienz des Fas-Rezeptors (FasPlprP-Mäuse) eine altersabhängige und verzögerte Neuritenregeneration nachgewiesen werden (Hikawa et al. 1997). Die Quervernetzung...
	Kürzlich gelang der Nachweis, dass Fas als Aktivator adulter Neurogenese und neuronaler Differenzierung fungieren kann, welche über den pp60-src/PI3K/AKT/mTOR-Signalweg vermittelt wird. Experimentelle Unterdrückung Fas-induzierter Neurogenese im Hippo...
	Der Fas-Signalweg konnte auch mit Prozessen in Verbindung gebracht werden, welche zur Tumorpromotion führen. Die Interaktion von gesundem Hirngewebe mit Tumorzellen des Glioblastoma multiforme erhöht die Expression des Fas-Liganden mit dessen konsekut...
	1.3 UFaim2: Regulation des Fas (CD95)/FasL (CD95L)-Systems
	Es wurde gezeigt, dass das Fas-FasL-System durch proximal-regulatorische Proteine, wie c-FLIP, PEA-15, Btk, FAP-1, IAPs, Faim1 mit einer kurzen und langen Spleißvariante (Faim-S, Faim-L) und Faim3, beeinflusst werden kann (Reich et al. 2008). Ein weit...
	Da die Modulation Rezeptor-vermittelter neuronaler Apoptose und alternativer Signalwege sowohl physiologisch als auch pathophysiologisch wichtig zu sein scheint, stellt das neuronenspezifische und antiapoptotische Protein Faim2 ein Kandidatenmolekül m...
	1.4 UDas Streptococcus-pneumoniae-Typ-3-Meningitismodell
	Zur Beantwortung der oben genannten Frage wurde ein murines Meningitismodell unter den Bedingungen der Faim2-Defizienz untersucht. Hierbei handelt es sich um ein etabliertes Modell unter Verwendung von Streptococcus pneumoniae Typ 3 (S. pneumoniae, SP...
	Bakterielle Meningitis, ausgelöst durch S. pneumoniae, stellt ein Krankheitsbild mit hoher Letalität und Morbidität dar (Thigpen et al. 2011). Auch nach durchgemachter Erkrankung sind bleibende neurologisch-kognitive Beeinträchtigungen häufig und tret...
	Experimentell induzierte Pneumokokken-Meningitis führt bei Mäusen, den hippokampalen Schaden illustrierend, zu einer Beeinträchtigung des räumlichen Lernvermögens (Wellmer et al. 2000). Die bisherige Beschreibung des Einflusses von Neuroinflammation a...
	Neben antiinfektiösen und antiinflammatorischen therapeutischen Maßnahmen stellt die Modulation apoptotischer Signalwege einen experimentellen Ansatz dar, um neuronalen Schaden während und nach bakterieller Meningitis zu begrenzen (Grandgirard und Lei...
	Die Konzentration von Fas und FasL ist im Liquor cerebrospinalis von an bakterieller Meningitis erkrankten Menschen im Vergleich zu gesunden Kontrollen erhöht, so dass eine Beteiligung am Krankheitsprozess wahrscheinlich ist (Fassbender et al. 1999; P...
	1.5 UZielsetzung der vorliegenden Arbeit
	Die Untersuchung von klassisch apoptotischen und alternativen, insbesondere regenerativen, Signalkaskaden im ZNS und deren Modulation durch regulatorische Proteine sind von besonderem Interesse für die Aufklärung der Pathophysiologie zahlreicher neuro...
	Die vorliegende Arbeit untersucht den bisher unbekannten Einfluss von Faim2 auf den Krankheitsverlauf der bakteriellen Meningitis in einem etablierten Mausmodell. Für diesen Zweck wurde eine ebenfalls etablierte Faim2-nullmutante Mauslinie herangezoge...
	In der sich anschließenden postmeningitischen Phase (bis 13 Wochen nach Infektion unter antibiotischer Abdeckung) wurden Langzeiteffekte von Faim2 auf den Krankheitsverlauf untersucht, insbesondere unter dem Blickwinkel regenerativer Prozesse. Neben d...
	Ziel der vorliegenden Arbeit war es somit, sowohl unmittelbare als auch langfristige Funktionen von Faim2 in einem Mausmodell der bakteriellen Meningitis aufzuzeigen, in einen funktionellen Zusammenhang zu stellen und generelle Prinzipien für die Regu...
	2. MATERIAL UND METHODEN
	2.1 UMaterial
	2.1.1 Chemikalien und Bioreagenzien
	Substanz      Herkunft     ABsolutePTMP QPCR SYBR® Green ROX Mix  Abgene, Epsom, UK Agarose („peqGOLD Universal-Agarose“)   peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen Aluminiumsulfat-Hexadecahydrat (AlR2ROR12RSR3R x 16HR2RO) Roth, Karlsruhe Ammoniumacetat-...
	2.1.2 Verbrauchsmaterial
	Material     Herkunft 96-Loch-Platte (Thermo-Fast® Platte, 96-Well) Abgene, Epsom, UK ABsolute™ QPCR Seal    Abgene, Epsom, UK Alleinfuttermittel („Ssniff R/M-H V1534-000“) Ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest Columbia-Agar (mit 5 % Schafblut)  bioMérieu...
	2.1.3 Geräte
	Gerät      Herkunft 47600-Maus-Rota-Rod    Ugo Basile, Comerio VA, Italien Acculab Analysenwaage (Modell: ALC-210.4) Sartorius, Göttingen Aufbewahrungsboxen für Reaktionsgefäße  GLW® Storing Systems, Würzburg Behältnisse für „Offenes-Feld“-Test (50 x...
	2.1.4 Lösungen und Puffer
	Citratpuffer (0,01 M, pH 6,0)
	Stammlösung A (0,1 M): 21,01 g Citronensäure-Monohydrat (CR6RHR8ROR7R x HR2RO) in 1000 ml Aqua dest. lösen. Lagerung bei 4  C. Stammlösung B (0,1 M): 29,41 g Natriumcitrat-Dihydrat (CR6RHR5RNaR3ROR7R x 2HR2RO) in 1000 ml Aqua dest. lösen. Lagerung bei...
	Gebrauchsverdünnung: 18 ml Stammlösung A und 82 ml Stammlösung B zu 900 ml Aqua dest. hinzugeben; pH 6,0 einstellen.
	Eosin-Färbelösung (1%)
	10 g Eosin G (gelblich) in 1000 ml Aqua dest. lösen.
	Kernechtrot-Färbelösung
	Kernechtrot      0,1 g AlR2ROR12RSR3R x 16HR2RO (5 %)     100 ml
	Aluminiumsulfat aufkochen, von der Platte nehmen; Kernechtrot hinzufügen; nach dem Erkalten filtrieren.
	Lysispuffer (für DNS-Isolation; 500 ml)
	Tris (2 M, pH 8,5)     25 ml EDTA (0,5 M, pH 8,0)     5 ml NaCl (5 M-Lösung)     20 ml Natriumdodecylsulfat (10 %)    10 ml Aqua dest.      440 ml
	NBT/BCIP Substratpuffer
	Tris        12,11 g NaCl       5,84 g MgClR2 Rx 6HR2RO      10,17 g
	Auf 900 ml mit Aqua dest. auffüllen; pH 9,5 mit 6 N HCl einstellen; auf 1000 ml mit Aqua dest. auffüllen.
	Paraformaldehyd (PFA, 4 %)
	80 g Paraformaldehyd zu 1800 ml PBS (1x) geben; 4 ml 4 N NaOH hinzugeben und auf 40  C erwärmen, bis die Lösung klar wird; Lösung abkühlen lassen und pH 7,4 mit 6 N HCl einstellen; Filtrierung und Lagerung bei -20  C.
	PBS (10x Stammlösung, 2000 ml)
	NaCl       160 g KCl       4 g NaR2RHPOR4R x 7HR2RO      54 g KHR2RPOR4R       4,8 g
	Auf 1900 ml mit Aqua dest. auffüllen; pH 7,4 einstellen; auf 2000 ml mit Aqua dest. auffüllen; zur Herstellung der Gebrauchslösung 1:10 mit Aqua dest. verdünnen und pH neu einstellen (PBS 1x).
	RNS-Puffer (Angabe pro Gewebeprobe)
	RLT-Puffer (aus “RNeasy Mini Kit”, Firma Qiagen, Hilden) 600 µl β-Mercaptoethanol     6 µl
	TAE-Puffer (50x, 1000 ml)
	Tris       242 g Essigsäure (100 %)     57,1 ml EDTA (0,5 M, pH 8,0)     100 ml
	Auf 1000 ml mit Aqua dest. auffüllen; zur Herstellung der Gebrauchslösung 1:50 mit Aqua dest. verdünnen.
	TBS (10x Stammlösung, 2000 ml)
	NaCl       170 g  Tris       121 g
	Auf 1900 ml mit Aqua dest. auffüllen; pH 7,5 mit 6 N HCl einstellen; auf 2000 ml mit Aqua dest. auffüllen; zur Herstellung der Gebrauchslösung 1:10 mit Aqua dest. verdünnen und ggf. pH neu einstellen (TBS 1x); zur Herstellung von TBST (1x, 0,1%) Tween...
	2.1.5 Antikörper
	Antikörper     Herkunft Anti-Bromdesoxyuridin (BrdU; BU1/75 [ICR1]), monoklonaler Antikörper (Ratte; Lot: 459561) Abcam plc, Cambridge, UK Anti-Caspase-3 (aktiv/gespalten), polyklonaler Antikörper (Kaninchen; Ref: 02/2008, Lot: 21) Cell Signaling Tec...
	2.1.6 Oligonukleotide
	Es wurden die folgenden Primer der Firma Metabion (Martinsried) zur Genotypisierung bzw. für Expressionsanalysen verwendet:
	Genotypisierung von Versuchstieren: Faim2-Wildtyp (Faim2P+/+P) sowie –Nullmutante (Faim2P-/-P) Wildtyp: Fwd 5‘-GGCACAGACATTGAGCAGAA-3‘ Wildtyp: Rev 5‘-CGGATGTGCAATCTGATGAC-3‘
	Nullmutante: Fwd 5‘-TGAAAACCACACTGCTCGAA-3‘ Nullmutante: Rev 5‘-GGGGTCAAGGTACCAGCTCT-3‘
	Realtime-PCR: Fas/CD95-Expression Fwd 5‘-CTGCGATGAAGAGCATGGTTT-3‘ Rev 5‘-CCATAGGCGATTTCTGGGAC-3‘
	Realtime-PCR: Faim2-Expression Fwd 5‘-AGAAGACATCATGACCCAGGG-3‘ Rev 5‘-CTTTCTGGTCATCCCAGCTG-3‘
	Realtime-PCR: GAPDH-Expression Fwd 5‘-TGGCAAAGTGGAGATTGTTGCC-3‘ Rev 5‘-AAGATGGTGATGGGCTTCCCG-3‘
	2.1.7 Versuchstiere
	Homozygote Faim2-Wildtyp- und Nullmutanten-Mäuse (Wurfgeschwister) (Reich et al. 2011).
	2.1.8 Computersoftware
	Software     Herkunft Bio-Capt (Version 12.5)    Vilber Lourmat, Torcy, Frankreich Endnote X2     Thomson Reuters, New York City, New York, USA  GraphPad Prism (Version 5.00)   GraphPad Software, Inc., La Jolla,  Kalifornien, USA Leica Application Su...
	2.2 UMethoden
	2.2.1 Erzeugung, Manipulation und Analyse von Versuchstieren
	2.2.1.1 Genehmigung des Tierversuchsvorhabens
	Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten tierexperimentellen Untersuchungen sind vom Niedersächsischen Landesamt für Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit genehmigt worden (Aktenzeichen 33.11.42502-04-050/08). Vom Autor der vorliege...
	2.2.1.2 Erzeugung der Versuchstiere
	Für die vorliegende Arbeit wurden homozygote Faim2-Wildtyp- und Nullmutanten-Mäuse (Wurfgeschwister) verwendet. Dieses Mausmodell wurde mithilfe eines Cre/LoxP-vermittelten Rekombinationssytems in der Abteilung von Prof. Schulz in Kooperation mit dem ...
	2.2.1.3 Tierhaltung
	Die Tierhaltung erfolgte artgerecht unter standardisierten Bedingungen und kontrollierter Raumtemperatur und Luftfeuchtigkeit in den Tierställen der Abteilung für Neurodegeneration und Neurorestaurationsforschung (Waldweg 33, 37073 Göttingen). Die Mäu...
	2.2.1.4 Infektion der Versuchstiere mit Streptococcus pneumoniae Typ 3
	Für die vorliegende Arbeit wurde ein bekanntes Meningitis-Mausmodell angewandt (Gerber et al. 2001). Es erfolgten Analysen in der akuten meningitischen Phase sowie in einer postmeningitischen Rekonvaleszenzphase (Abbildung 4). Das für die Infektion ve...
	,𝐾𝐵𝐸-𝑚𝑙.=𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑑𝑒𝑟 𝐾𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑒𝑛 ×,𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟-𝐴𝑢𝑓𝑔𝑒𝑡𝑟𝑎𝑔𝑒𝑛𝑒𝑠 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 ,𝑚𝑙..
	berechnet werden (Tabelle 1).
	Vor der intrazerebralen Inokulation wurde zunächst eine Narkotisierung der Mäuse durch eine  kombinierte intraperitoneale Injektion von Ketamin (100 mg/kg KG i.p.) und Xylazin (20 mg/kg KG i.p.) durchgeführt. Zur Bestimmung einer ausreichenden Narkos...
	Abbildung 4: Die akute meningitische Phase (A) und postmeningitische Rekonvaleszenzphase (B) in der Übersicht
	Versuchstiere der meningitischen Phase wurden 24 Stunden nach Infektionsbeginn getötet und zwecks Durchführung von Expressions- sowie histologischen Analysen präpariert. Für die postmeningitische Phase vorgesehene Versuchstiere wurden zusätzlich begin...
	2.2.1.5 Tötung und Präparation von Versuchstieren
	Zur Probenentnahme von Gewebe für histologische und RNS-Analysen sowie für die Titerbestimmung auf S. pneumoniae wurden die Versuchstiere mittels zervikaler Dislokation und anschließender Dekapitation getötet. Es folgte die Abpräparation von Kopffell ...
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	2.2.1.6 Klinische Beurteilung der Versuchstiere
	Um den Krankheitsverlauf zu dokumentieren, wurden Phänotypanalysen durchgeführt. Der allgemeine Zustand der Tiere wurde mit einem klinischen Punktesystem beurteilt (Tabelle 2). Jedes Versuchstier wurde in Hinblick auf eine motorische Beeinträchtigung...
	Abbildung 5 (A) und Tabelle 1 (B): Titerbestimmung
	(A) Beispiel einer in acht Verdünnungsabschnitte unterteilten Blutagarplatte, auf welcher jeweils die Anzahl der Kolonien (koloniebildende Einheiten, KBE) abgelesen werden können. Das Feld links oben entspricht der ersten Verdünnungsstufe (= Feld Nr. ...
	Zur Untersuchung der motorischen Leistungsfähigkeit wurde zusätzlich ein Seiltest angewandt (Miquel und Blasco 1978; Wellmer et al. 2000). Die Seiltestanordnung bestand aus zwei separaten Plattformen (Durchmesser: 15 cm; Höhe: 45 cm), welche mit einem...
	2.2.1.7 Beurteilung der Gedächtnisleistung im Morris-Wasserlabyrinth
	2.2.1.8 Beurteilung der Versuchstiere mit dem „Offenes-Feld“-Test
	2.2.1.9 Beurteilung der Versuchstiere mit dem Rotarod-Test
	2.2.2 Histologische Methoden
	2.2.2.1 Fixation und Herstellung der histologischen Schnitte
	2.2.2.2 Hämatoxylin-Eosin-Färbung
	2.2.2.3 Darstellung der meningealen Entzündung in der H.E.-Färbung
	2.2.2.4 TUNEL-Färbung und Quantifizierung apoptotischer Zellen
	2.2.2.5 Immunfluoreszenz-Doppelfärbungen
	2.2.3 Molekularbiologische Methoden
	2.2.3.1 Isolation von genomischer DNS
	2.2.3.2 Polymerasekettenreaktion (PCR) mit genomischer DNS
	2.2.3.3 Agarosegelelektrophorese von PCR-Amplifikaten
	2.2.3.4 RNS-Isolation und quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR)
	2.2.4 Statistische Methoden
	3. ERGEBNISSE
	3.1 UDie akute meningitische Phase
	Zur Beurteilung der Fragestellung, ob die Expression von Faim2 einen unmittelbaren Einfluss in einem Mausmodell der bakteriellen Meningitis ausübt, wurde zunächst eine Analyse der akuten meningitischen Phase (24 h) mit Faim2P+/+P- sowie Faim2P-/-P-Ver...
	3.1.1 Bestimmung des Infektionsausmaßes durch Titerbestimmungen und Darstellung
	meningealer Entzündungsvorgänge
	Um die bakterielle septische Infektion mikrobiologisch nachzuweisen, wurden nach Tötung der Versuchstiere Gewebeproben (Kleinhirn, Milz und Blut) auf ihren S. pneumoniae-Titer untersucht (Abbildung 13; Tabelle 7). Hierbei zeigten sich in den Proben be...
	Zusammenfassend konnte anhand der Titerbestimmungen und der Analyse meningealer Entzündung ein vergleichbarer und genotypunabhängiger Infektionsgrad im ZNS sowie im übrigen Organismus mikrobiologisch-quantitativ und histologisch nachgewiesen werden.
	3.1.2 Bestimmung klinischer Verlaufsparameter durch Phänotypanalysen
	Zur Dokumentation des Krankheitsverlaufes wurden die Versuchstierkohorten anhand von Seiltest- und Rotaroduntersuchungen sowie anhand eines klinischen Punktwertes und des Gewichtsverlustes untersucht (Abbildung 14; Kapitel 2.2.1.6 und 2.2.1.9).
	Die Seiltestuntersuchung (Abbildung 14 A) diente der Charakterisierung der motorischen Leistungsfähigkeit anhand eines Punktesystems, wobei ein hoher Punktwert mit einer starken Beeinträchtigung korreliert (Tabelle 3). Hierbei zeigte sich sowohl in de...
	Der klinische Phänotyp der Versuchstiere, ebenfalls dokumentiert unter Verwendung eines Punktesystems und der Korrelation von zunehmender Lethargie und motorischer Beeinträchtigung mit höheren Punktwerten (Tabelle 2), zeigte nach 24 h Infektionsdauer ...
	Die Rotarod-Untersuchung zeigte Defizite in Hinblick auf Koordinationsfähigkeit und Ausdauer auf, wobei kürzere Laufzeiten eine Verschlechterung anzeigten (Abbildung 14 C). Nach 12 h Infektionsdauer entsprach die gemessene Leistung zunächst noch annäh...
	Der prozentuale Gewichtsverlust wurde, ausgehend von den vor Beginn der Infektion gemessenen Absolutwerten, für die nachfolgenden Zeitpunkte kalkuliert (12 h, 24 h; Abbildung 14 D) und war nach 24 h Infektionsdauer gegenüber dem prozentualen Gewichtsv...
	Zusammenfassend konnten anhand der durchgeführten Phänotypanalysen nach 24 h Infektionsdauer Defizite der Versuchstierkohorten in den Bereichen Motorik, allgemeinem klinischen Status, Koordinationsfähigkeit und Ausdauer sowie zusätzlich Lethargie und ...
	3.1.3 Divergente Regulation hippokampaler Fas/CD95- und Faim2-Expression
	Mittels Durchführung von Genexpressionsanalysen wurde die Regulation sowohl der Expression von Fas/CD95-mRNA als auch Faim2-mRNA in hippokampalem Gewebe von Faim2P+/+P-Versuchstieren nach 20 h Infektionsdauer untersucht (Abbildung 15). Für diesen Zwec...
	Bei der Untersuchung hippokampaler Fas/CD95-mRNA-Expression zeigte sich eine 5,5-fach erhöhte Expression in der erkrankten Kohorte im Vergleich zu Kontrollen (Abbildung 15 A; p = 0,0032). Invers zeigte sich die Expression hippokampaler Faim2-mRNA mit ...
	Zusammenfassend konnte anhand der Expressionsanalysen eine divergente Regulation hippokampaler Fas/CD95- und Faim2-Expression in der akuten meningitischen Phase nachgewiesen werden.
	3.1.4 Erhöhte hippokampale Zelltodrate in Faim2-defizienten Mäusen
	Das Ausmaß apoptotischer Zellen unter Kontroll- sowie unter Infektionsbedingungen wurde mittels TUNEL-Färbung (Kapitel 2.2.2.4) auf Serienschnitten der linkshemisphärischen Hippokampusformation (Gyrus dentatus) sowohl für die Faim2P+/+P- als auch für ...
	Hierbei zeigte sich unter Kontrollbedingungen (NaCl-Behandlung) kein genotypabhängiger Effekt auf die Dichte TUNEL-positiver hippokampaler Zellen (Mittelwerte 24 h nach NaCl-Injektion: 2,6 Zellen/mmP2P für die Faim2P+/+P- bzw. 2,5 Zellen/mmP2P für die...
	Zusammenfassend konnte 24 h nach Infektion eine erhöhte Zelltodrate in der Hippokampusformation des Gyrus dentatus von Faim2P-/-P-Mäusen im Vergleich zu Wildtyp-Wurfgeschwistern nachgewiesen werden.
	3.1.5 Beteiligung von Initiations- und Effektorcaspasen am neuronalen Apoptoseprozess
	3.1.6 Genotypunabhängige Sterblichkeit nach unbehandelter SP3-Infektion
	3.2 UDie postmeningitische Rekonvaleszenzphase
	Für Analysen dieser Krankheitsphase wurden über mehrere Wochen Versuchskohorten verwendet, deren Alter bei Versuchsbeginn jeweils knapp 4,5 Monate betrug (Tabelle 9). Nach intrazerebraler SP3-Infektion bzw. NaCl-Kontrollinjektion wurden alle vier Koho...
	3.2.1 Bestimmung klinischer Verlaufsparameter durch Phänotypanalysen
	Zur Dokumentation des Krankheitsverlaufes wurden die Versuchstierkohorten anhand des Gewichtsverlustes (absolut und prozentual) sowie anhand von Seiltestuntersuchungen und eines klinischen Punktwertes untersucht (Abbildung 20; Tabelle 9; Kapitel 2.2.1...
	Bei der Analyse der prozentualen und absoluten Gewichtsveränderung (Abbildung 20 A und B) ergaben sich Gewichtsverluste in beiden infizierten Versuchstierkohorten. Unter Zuhilfenahme einer linearen Regressionsanalyse zeigte sich hierbei ein im Verglei...
	Zusammenfassend konnten in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase anhand der durchgeführten Phänotypanalysen Defizite der infizierten Versuchstierkohorten in den Bereichen ‚Motorik‘ und ‚allgemeiner klinischer Status‘ sowie zusätzlich Lethargie un...
	3.2.2 Kontrolltraining als Teilnahmevoraussetzung des Morris-Wasserlabyrinth-Tests
	Das Kontrolltraining wurde der Akquisitions- und Umlernphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests vorgeschaltet, bestand aus 4 Messtagen und diente der grundsätzlichen Überprüfung der für eine Teilnahme an dem Versuch notwendigen basalen Fähigkeiten wie i...
	Hierbei konnte für alle untersuchten Kohorten solch ein Lerneffekt nachgewiesen werden. Für die NaCl-Kontroll-Kohorten (Abbildung 21 A) verringerte sich die Latenzzeit vom 1. Messtag (Mittelwerte: 28,1 s für die Faim2P+/+P- und 26,8 s für die Faim2P-/...
	Der Vergleich der Latenzzeiten zwischen den NaCl-Kontroll-Kohorten und den infizierten Kohorten zeigte für den 1. Tag des Kontrolltrainings (Abbildung 21 C) erhöhte Werte der Meningitis-Kohorten. Am 4. Tag des Kontrolltrainings (Abbildung 21 D) zeigte...
	Zusammenfassend konnten anhand des durchgeführten Kontrolltrainings und der gemessenen Latenzzeit ausreichende und für den Morris-Wasserlabyrinth-Test notwendige Fähigkeiten der Versuchstiere aller Kohorten nachgewiesen werden. Genotypabhängige Effekt...
	
	3.2.3 Genotyp- und behandlungsabhängige Leistung in der Akquisitionsphase des
	Morris-Wasserlabyrinth-Tests
	Die Akquisitionsphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests folgte dem Kontrolltraining, bestand aus 7 Messtagen und diente der Untersuchung der räumlichen Lernfähigkeiten und des räumlichen Erinnerungsvermögens. Analog zum Kontrolltraining wurde hierbei w...
	Es zeigte sich hierbei für die NaCl-Kontroll-Kohorten ein signifikanter räumlicher Lerneffekt für die Faim2P+/+P-, nicht jedoch für die Faim2P-/-P-Kohorte, im Vergleich der Testleistung des 1. zum 6. Messtages (Abbildung 22 A; Mittelwerte des 1. Messt...
	Der Vergleich der Testleistung zu Beginn der Akquisitionsphase am 1. Messtag (Abbildung 22 C) zwischen den NaCl-Kontroll- und den infizierten Kohorten erbrachte keine signifikanten Gruppenunterschiede. Am 6. Messtag (Abbildung 22 D) zeigten sich genot...
	Zusammenfassend konnte anhand der Messung der Latenzzeit in der Akquisitionsphase ein Defizit im Prozess des räumlichen Lernens sowohl für die NaCl-Kontrolle-Faim2P-/-P-Kohorte als auch für die infizierte Faim2P+/+P-Kohorte sowie der Meningitis-Kohort...
	3.2.4 Genotyp- und behandlungsabhängige örtliche Präferenzentwicklung im
	Transfertest der Akquisitionsphase
	Die Akquisitionsphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests wurde am 7. Messtag mittels der Bestimmung der prozentualen Aufenthaltszeit pro Quadrant anhand einer einzelnen Prüfmessung (Transfertest) zur Untersuchung einer örtlichen Präferenzentwicklung der...
	Zusammenfassend zeigte sich hierbei für die NaCl-Kontroll-Kohorten eine Präferenzentwicklung für die Faim2P+/+P-Kohorte (Abbildung 23 A), nicht jedoch für die Faim2P-/-P- und die infizierten Kohorten (Abbildung 23 B, C, D). Der prozentuale zeitliche A...
	3.2.5 Genotyp- und behandlungsabhängige Leistung in der Umlernphase des Morris-
	Wasserlabyrinth-Tests
	Die Umlernphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests folgte der Akquisitionsphase, bestand ebenfalls aus 7 Messtagen und diente der Untersuchung der Lernflexibilität nach einer bereits erfolgten Trainingsphase. Mit Ausnahme der Zielposition der versteckte...
	Analog zur Akquisitionsphase zeigte sich hierbei für die NaCl-Kontroll-Kohorten ein signifikanter räumlicher Lerneffekt für die Faim2P+/+P-, nicht jedoch für die Faim2P-/-P-Kohorte, im Vergleich der Testleistung des 1. zum 6. Messtages (Abbildung 24 A...
	Auch konnten beim Vergleich der Testleistung zu Beginn der Umlernphase am 1. Messtag (Abbildung 24 C) zwischen den NaCl-Kontroll- und den infizierten Kohorten keine signifikanten Gruppenunterschiede nachgewiesen werden. Schließlich zeigte sich am 6. M...
	Zusammenfassend konnten anhand der Umlernphase die vorherigen Ergebnisse der Akquisitionsphase reproduziert werden. Erneut wurden Defizite im Prozess des räumlichen Lernens sowohl für die NaCl-Kontrolle-Faim2P-/-P-Kohorte als auch für die infizierte F...
	3.2.6 Genotyp- und behandlungsabhängige örtliche Präferenzentwicklung im
	Transfertest der Umlernphase
	Auch die Umlernphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests endete am 7. Messtag mittels der Bestimmung der prozentualen Aufenthaltszeit pro Quadrant anhand einer einzelnen Prüfmessung (Transfertest) zur Untersuchung einer örtlichen Präferenzentwicklung der...
	Analog zur Akquisitionsphase war die örtliche Präferenz für die nicht infizierte Faim2P+/+P-Kohorte (Abbildung 25 A) hierbei, im Gegensatz zu den übrigen Kohorten (Abbildung 25 B-D), am stärksten ausgeprägt. Es zeigte sich innerhalb dieser Kohorte ein...
	3.2.7 Erhöhte lokomotorische Aktivität und gesteigertes Explorationsverhalten sowie verbesserte Koordinationsfähigkeit und Ausdauer in Faim2-defizienten Versuchs-
	tieren nach Infektion
	Nach Abschluß der Morris-Wasserlabyrinth-Untersuchungen dienten zur zusätzlichen Beurteilung lokomotorischer Aktivität und des Explorationsverhaltens der „Offenes-Feld“- (OFT) sowie zur Analyse von Koordinationsfähigkeit und Ausdauer der Rotarod-Test ...
	Hierbei offenbarte die einstündige „Offenes-Feld“-Messung ein insgesamt gesteigertes Aktivitätsniveau der infizierten Kohorten mit einer größeren zurückgelegten Distanz (Abbildung 26 A; Mittelwerte: 19,5 m für die NaCl-Kontroll- und 28,7 m für die Men...
	Die Leistung im Rotarod-Test war im Gesamtvergleich zwischen NaCl-Kontrollen und den infizierten Kohorten ohne Unterschied, im einzelnen Vergleich für die Meningitis-Faim2P-/-P-Kohorte jedoch am besten (Mittelwerte insgesamt: 128,4 s für die NaCl-Kont...
	Zusammenfassend konnten anhand der „Offenes-Feld“- sowie Rotarod-Untersuchungen eine erhöhte lokomotorische Aktivität und ein gesteigertes Explorationsverhalten für die infizierten Kohorten im Allgemeinen bzw. für die infizierte Faim2P-/-P-Kohorte im ...
	3.2.8 Erhöhte Neurogenese in Faim2-defizienten Versuchstieren in der
	postmeningitischen Rekonvaleszenzphase
	Im Anschluss an die Verhaltensexperimente erfolgte die Tötung und Präparation der Versuchstiere zwecks Untersuchung von hippokampalen Neurogenese-Vorgängen im Gyrus dentatus mittels Immunfluoreszenz-Doppelfärbungen mit dem Proliferationsmarker BrdU un...
	Hierbei zeigte sich 13 Wochen nach Infektion eine signifikant erhöhte Zelldichte BrdU/NeuN-positiver hippokampaler Neurone in der infizierten Faim2P-/-P-Kohorte, verglichen mit der infizierten Faim2P+/+P-Kohorte und der NaCl-behandelten Faim2P-/-P-Koh...
	Zusammenfassend konnten anhand der BrdU/NeuN-Doppelfärbungen eine genotypabhängig erhöhte, durch ein Fehlen von Faim2 bedingte, Neurogenese-Rate in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase festgestellt werden.
	3.2.9 Genotypabhängige Sterblichkeit in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase
	In Analogie zum Modell der akuten meningitischen Phase (Kapitel 3.1.6) wurde der Einfluss von Faim2 auf die Sterblichkeit anhand einer Überlebensanalyse ebenfalls für das postmeningitische Rekonvaleszenzmodell untersucht. Hierbei wurde der frühe Zeitr...
	Hierbei zeigte sich für die ersten 6 Versuchstage eine signifikant erhöhte Sterblichkeit der infizierten Faim2P+/+P- gegenüber der infizierten Faim2P-/-P-Kohorte (Abbildung 28) (p = 0,041; Überlebensquoten nach 6 Tagen: 52,9 % für die Faim2P+/+P- sowi...
	Zusammenfassend konnten anhand der Überlebensanalyse unterschiedliche Sterblichkeitsraten der untersuchten Kohorten im postmeningitischen Rekonvaleszenzmodell festgestellt werden.
	3.3 UZusammenfassung der Ergebnisse
	Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde der initiale Einfluss von Faim2 auf den Krankheitsverlauf bei Beginn der Erkrankung in einem Akutmodell der bakteriellen Meningitis untersucht (Kapitel 3.1). Hierbei zeigte sich keine Auswirkung von Faim2 a...
	Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit, dem Modell der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase unter antibiotischer Behandlung mit Ceftriaxon, wurden Langzeiteffekte von Faim2 auf den Krankheitsverlauf untersucht (Kapitel 3.2). Bei der Untersuchung de...
	Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Faim2 in Abhängigkeit vom Zeitpunkt sowohl degenerative als auch regenerative Prozesse in einem Mausmodell der bakteriellen Meningitis moduliert und hierbei insbesondere spezifische Hippokampus-abhängige Fun...
	4. DISKUSSION
	4.1 UDer Einfluss von Faim2 in der akuten meningitischen Phase
	Das mit Fas assoziierte Protein Faim2 ist ein proximaler Inhibitor FasL-induzierter Apoptose (Beier et al. 2005; Fernández et al. 2007; Somia et al. 1999). Das neuroprotektive Potential dieses regulatorischen Proteins konnte vor kurzem anhand einer ge...
	4.1.1 Faim2 beeinflusst weder Neuroinflammation noch den klinischen Phänotyp oder
	das Überleben in der akuten meningitischen Phase
	Anhand von Titerbestimmungen auf den Erreger S. pneumoniae Typ 3 konnte der prinzipielle Beweis geliefert werden, dass in den Gewebeproben von Blut, Kleinhirn und Milz ausreichende Konzentrationen des Erregers vorhanden waren und somit die Infektion e...
	Es zeigte sich kein Einfluss von Faim2 auf die Höhe des Titers oder den Ausprägungsgrad der granulozytären meningealen Infiltration (Kapitel 3.1.1; Abbildung 13; Tabelle 7). Es konnte zuvor demonstriert werden, dass die akute Entzündungsantwort bei Mä...
	Die durchgeführten Phänotypanalysen in Form von Seiltest- und Rotaroduntersuchungen sowie die Bestimmung eines klinischen Punktwertes und Analyse des prozentualen Gewichtsverlustes zeigten den im Verlauf des Akutmodells zunehmenden Schweregrad der Erk...
	Ein Einfluss von Faim2 auf den Schweregrad des klinischen Phänotyps konnte hierbei jedoch weder zu einem bestimmten Zeitpunkt noch für eine definierte Untersuchungsmodalität festgestellt werden (Kapitel 3.1.2; Abbildung 14). Analog hierzu zeigte ein s...
	Der fehlende Einfluss von Faim2 auf den Ausprägungsgrad der akuten Entzündungsantwort, des klinischen Phänotyps und des Überlebens im akuten Meningitis-Modell unterstützt insofern die bisherige Annahme, dass das Fas-FasL-System keinen Einfluss auf Neu...
	4.1.2 Neuroinflammation erhöht die hippokampale Fas-Expression und erniedrigt die
	hippokampale Faim2-Expression in der akuten meningitischen Phase
	Die durchgeführten Expressionsanalysen hinsichtlich hippokampaler Fas- sowie Faim2-Expression zeigten eine inverse Regulation nach 20 h Infektionsdauer mit einer Erhöhung von Fas und simultaner Erniedrigung von Faim2 auf (Kapitel 3.1.3; Abbildung 15)....
	Es stellen sich daher die Fragen, ob dieser Regulationsmechanismus einer Erhöhung von Fas und Erniedrigung von Faim2 erstens ein allgemeines Prinzip unter pathologischen Bedingungen darstellt, zweitens, welche Funktion er letztendlich ausübt und dritt...
	Ob bzw. wie ein Wechsel eines apoptotischen in ein protektives Signal nach Aktivierung von CD95 auf Signaltransduktionsebene stattfinden könnte, ist derzeit unklar. Möglich ist auch, dass es sich hierbei um zwei unabhängige Mechanismen im Rahmen der N...
	4.1.3 Faim2 ist neuroprotektiv in der akuten meningitischen Phase
	Anhand der durchgeführten TUNEL-Färbungen konnte gezeigt werden, dass Faim2-Defizienz zu einem erhöhten Ausmaß an neuronal-apoptotischem Zelltod im Gyrus dentatus der Hippokampusformation führt (Kapitel 3.1.4; Abbildung 16). Gleichzeitig konnte demons...
	Somit konnte einerseits eine neuroprotektive Funktion von Faim2 im akuten Meningitis-Modell aufgezeigt werden, wie es bereits zuvor für ein murines Modell der zerebralen Ischämie gelungen war (Reich et al. 2011). Andererseits liegt die Vermutung nahe,...
	Unter physiologischen Bedingungen (NaCl-Behandlung) fand sich einerseits kein genotypabhängiger Effekt in Hinblick auf hippokampale neuronale Apoptose, andererseits war die Dichte TUNEL-positiver Zellen der Wildtypgruppe auch unter Infektionsbedingung...
	4.2 UDer Einfluss von Faim2 in der postmeningitischen
	URekonvaleszenzphase
	Langfristige Effekte von Faim2 in Krankheitsmodellen wurden bisher in vivo noch nicht untersucht. Seit einiger Zeit sammeln sich jedoch die Hinweise auch für neuroprotektive Funktionen des Fas-FasL-Signalweges (Kapitel 1.2), so dass sich die Frage ste...
	4.2.1 Faim2-Defizienz resultiert in erhöhter hippokampaler Neurogenese und
	verbesserter Gedächtnisleistung in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase
	Anhand der durchgeführten Evaluation des räumlichen Lernvermögens unter Verwendung des Morris-Wasserlabyrinths konnte nachgewiesen werden, dass Faim-Defizienz in der postmeningitischen Phase (ab 7 Wochen nach Infektion; Akquisitionsphase) zu einer ver...
	Hinsichtlich dieser Beeinflussung funktioneller und histologischer Parameter konnte somit erstmals eine regenerative Funktion von Faim2 in einem Krankheitsmodell in vivo aufgezeigt werden. Gleichzeitig unterstreichen diese Ergebnisse die funktionelle ...
	Die Beobachtung erhöhter hippokampaler Neurogenese und verbesserter Gedächtnisleistung unter Wegfall des Fas-Inhibitors Faim2 geht einher mit einer Vielzahl von Befunden, welche das Vorhandensein neuronaler Differenzierung und Neurogenese an der Intak...
	Die nichtinfizierte Faim2-Wildtyp-Kohorte erzielte im Vergleich aller Gruppen sowohl in der Akquisitions- als auch in der Umlernphase das jeweils beste Leistungsniveau hinsichtlich des räumlichen Lernvorgangs (Kapitel 3.2.3 und 3.2.5; Abbildung 22 und...
	4.2.2 Faim2-Defizienz führt zu verbesserter Koordinationsfähigkeit und gesteigertem
	Explorationsverhalten in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase
	Im Rotarod-Test zeigte sich eine verbesserte motorische Koordination und Ausdauer bei Faim2-Defizienz nach Infektion, illustriert durch eine beinahe doppelt so lange Laufzeit im Vergleich zur infizierten Faim2-Wildtypkohorte (Kapitel 3.2.7; Abbildung ...
	Der Rotarod-Test ist zur Untersuchung von motorischer Koordination, Balance und Ataxie weit verbreitet und erfordert eine intakte zerebelläre Funktion (Karl et al. 2003). Gleichzeitig konnte die neuroprotektive und entwicklungsbiologische Bedeutung vo...
	Verhalten im OFT kann neben der Explorationsaktivität grundsätzlich auch durch Emotionalität und Angst beeinflusst werden, wobei die Tendenzen, einerseits eine neue Umgebung zu erkunden und andererseits ein hell beleuchtetes und offenes Areal zu verme...
	4.2.3 Faim2-Defizienz geht einher mit verringerter klinischer Beeinträchtigung und
	Sterblichkeit in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase
	Die Analyse klinischer Verlaufsparameter nach Infektion zur Dokumentation des Krankheitsverlaufes erbrachte den Befund, dass Faim2-Defizienz in der postmeningitischen Phase mit einem geringeren prozentualen Gewichtsverlust und damit einer geringeren k...
	Neben der Beeinflussung hippokampaler Neurogenese und Hippokampus-abhängiger Funktionen (Kapitel 4.2.1 und 4.2.2) konnten somit Hinweise auf die zusätzliche Beeinflussung klinischer Parameter durch Faim2 nachgewiesen werden. Ein möglicher Einfluss von...
	Unter Berücksichtigung dieser Befunde und der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erscheint ein direkter und kausaler Zusammenhang zwischen regenerativen Vorgängen, wie Neurogenese und Angiogenese, auf der einen Seite und Verbesserung klinischer Parame...
	4.3 USchlussfolgerungen und Konsequenzen
	Das neuroprotektive Potential von Faim2 als proximalen Inhibitor des Fas-FasL-Signalweges konnte kürzlich in einem murinen Modell der zerebralen Ischämie erstmalig in vivo nachgewiesen werden. In der vorliegenden Arbeit gelang die Bestätigung dieses E...
	Schließlich konnte erstmalig in vivo demonstriert werden, dass eine Defizienz von Faim2 in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase zu erhöhter hippokampaler Neurogenese, verbesserter kognitiver Funktion und gesteigertem Explorationsverhalten führt....
	Faim2 vermittelt sowohl neuroprotektive als auch regenerative Effekte im murinen Tiermodell der bakteriellen Meningitis und stellt ein vielversprechendes pharmakologisches Ziel für die Entwicklung neuer Therapieansätze dar.
	5. ZUSAMMENFASSUNG
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	1. EINLEITUNG
	1.1 Neuronaler Zelltod durch Apoptose:
	Klassische Funktionen des Fas (CD95)/FasL (CD95L)-Systems
	Apoptose0F  und entwicklungsbedingter programmierter Zelltod1F  stellen neben der Nekrose eine Hauptform des neuronalen Zelltodes dar. So erfolgt im Rahmen der Embryonalentwicklung des Zentralnervensystems (ZNS) eine teilweise Eliminierung neuronaler ...
	Morphologisch wurde Apoptose erstmalig von Kerr, Wyllie und Currie charakterisiert und vom nekrotischen Zelltod abgegrenzt. So sind Reduktion des Zellvolumens (Pyknosis), Chromatin-Kondensation und nukleäre Fragmentierung (Karyorrhexis) sowie Abschnür...
	Eine zentrale Rolle bei der biochemischen Ausführung von Apoptose spielt eine Gruppe von Proteasen, die sogenannten Caspasen2F . Hinsichtlich ihrer putativen Funktion werden drei Gruppen von Caspasen unterschieden: Initiations- und Effektorcaspasen ei...
	Der extrinsische Signalweg wird über die Aktivierung von Todesrezeptoren eingeleitet, deren prominentester Vertreter der zur Tumornekrosefaktor-Rezeptor-(TNFR)-Superfamilie gehörende Fas-Rezeptor (Fas, CD95, APO-1) ist. Die Aktivierung der Fas-vermitt...
	Sowohl Fas als auch FasL werden im zentralen Nervensystem physiologischerweise exprimiert, wobei die Bedeutung nicht abschließend geklärt ist und klassischerweise mit der Aufrechterhaltung des Immunstatus des ZNS in Verbindung gebracht wurde (Choi und...
	Schließlich führt die Unterbrechung des Fas-Signalwegs unter experimentellen pathophysiologischen Bedingungen in vielen Fällen zu einer Abschwächung des Krankheitsbildes im jeweils verwendeten Modell (Reich et al. 2008). Dies zeigt sich beispielsweise...
	1.2 Neurogenese, neuronale Differenzierung und Tumorgenese:
	Alternative Funktionen des Fas (CD95)/FasL (CD95L)-Systems
	Lange Zeit wurde angenommen, dass das ausgereifte Säugergehirn nicht die Kapazität für die Erzeugung neuer Neurone besitzt. In den sechziger Jahren des letzten Jahrhunderts gelang Joseph Altman jedoch anhand autoradiographischer Untersuchungen mit 3H-...
	Adulte Neurogenese geht von neuronalen Vorläuferzellen aus und findet unter physiologischen Bedingungen erwiesenermaßen in zwei definierten Regionen (Nischen) des adulten Gehirns statt: in der subventrikulären Zone (SVZ) der Seitenventrikel und in der...
	Das Spektrum Neurogenese-regulierender Faktoren ist umfangreich und heterogen (Kempermann 2011). So führen beispielsweise eine angereicherte Umgebung (engl., enriched environment), erhöhte körperliche Aktivität und Hippokampus-abhängiges Lernen zu ver...
	Auch wenn die klassische Funktion des Todesrezeptors Fas/CD95 in Zusammenhang mit der Initiierung von Apoptose und damit eines induzierten Zelltodprogramms gesehen wird (Kapitel 1.1), konnten in den vergangenen Jahren weitere, nicht-apoptotische Funkt...
	So konnte in kultivierten Hinterwurzel-Spinalganglion-Neuronen mit genetisch induzierter Defizienz des Fas-Rezeptors (Faslpr-Mäuse) eine altersabhängige und verzögerte Neuritenregeneration nachgewiesen werden (Hikawa et al. 1997). Die Quervernetzung v...
	Kürzlich gelang der Nachweis, dass Fas als Aktivator adulter Neurogenese und neuronaler Differenzierung fungieren kann, welche über den pp60-src/PI3K/AKT/mTOR-Signalweg vermittelt wird. Experimentelle Unterdrückung Fas-induzierter Neurogenese im Hippo...
	Der Fas-Signalweg konnte auch mit Prozessen in Verbindung gebracht werden, welche zur Tumorpromotion führen. Die Interaktion von gesundem Hirngewebe mit Tumorzellen des Glioblastoma multiforme erhöht die Expression des Fas-Liganden mit dessen konsekut...
	1.3 Faim2: Regulation des Fas (CD95)/FasL (CD95L)-Systems
	Es wurde gezeigt, dass das Fas-FasL-System durch proximal-regulatorische Proteine, wie c-FLIP, PEA-15, Btk, FAP-1, IAPs, Faim1 mit einer kurzen und langen Spleißvariante (Faim-S, Faim-L) und Faim3, beeinflusst werden kann (Reich et al. 2008). Ein weit...
	Da die Modulation Rezeptor-vermittelter neuronaler Apoptose und alternativer Signalwege sowohl physiologisch als auch pathophysiologisch wichtig zu sein scheint, stellt das neuronenspezifische und antiapoptotische Protein Faim2 ein Kandidatenmolekül m...
	1.4 Das Streptococcus-pneumoniae-Typ-3-Meningitismodell
	Zur Beantwortung der oben genannten Frage wurde ein murines Meningitismodell unter den Bedingungen der Faim2-Defizienz untersucht. Hierbei handelt es sich um ein etabliertes Modell unter Verwendung von Streptococcus pneumoniae Typ 3 (S. pneumoniae, SP...
	Bakterielle Meningitis, ausgelöst durch S. pneumoniae, stellt ein Krankheitsbild mit hoher Letalität und Morbidität dar (Thigpen et al. 2011). Auch nach durchgemachter Erkrankung sind bleibende neurologisch-kognitive Beeinträchtigungen häufig und tret...
	Experimentell induzierte Pneumokokken-Meningitis führt bei Mäusen, den hippokampalen Schaden illustrierend, zu einer Beeinträchtigung des räumlichen Lernvermögens (Wellmer et al. 2000). Die bisherige Beschreibung des Einflusses von Neuroinflammation a...
	Neben antiinfektiösen und antiinflammatorischen therapeutischen Maßnahmen stellt die Modulation apoptotischer Signalwege einen experimentellen Ansatz dar, um neuronalen Schaden während und nach bakterieller Meningitis zu begrenzen (Grandgirard und Lei...
	Die Konzentration von Fas und FasL ist im Liquor cerebrospinalis von an bakterieller Meningitis erkrankten Menschen im Vergleich zu gesunden Kontrollen erhöht, so dass eine Beteiligung am Krankheitsprozess wahrscheinlich ist (Fassbender et al. 1999; P...
	1.5 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit
	Die Untersuchung von klassisch apoptotischen und alternativen, insbesondere regenerativen, Signalkaskaden im ZNS und deren Modulation durch regulatorische Proteine sind von besonderem Interesse für die Aufklärung der Pathophysiologie zahlreicher neuro...
	Die vorliegende Arbeit untersucht den bisher unbekannten Einfluss von Faim2 auf den Krankheitsverlauf der bakteriellen Meningitis in einem etablierten Mausmodell. Für diesen Zweck wurde eine ebenfalls etablierte Faim2-nullmutante Mauslinie herangezoge...
	In der sich anschließenden postmeningitischen Phase (bis 13 Wochen nach Infektion unter antibiotischer Abdeckung) wurden Langzeiteffekte von Faim2 auf den Krankheitsverlauf untersucht, insbesondere unter dem Blickwinkel regenerativer Prozesse. Neben d...
	Ziel der vorliegenden Arbeit war es somit, sowohl unmittelbare als auch langfristige Funktionen von Faim2 in einem Mausmodell der bakteriellen Meningitis aufzuzeigen, in einen funktionellen Zusammenhang zu stellen und generelle Prinzipien für die Regu...
	2. MATERIAL UND METHODEN
	2.1 Material
	2.1.1 Chemikalien und Bioreagenzien
	Substanz      Herkunft     ABsoluteTM QPCR SYBR® Green ROX Mix  Abgene, Epsom, UK Agarose („peqGOLD Universal-Agarose“)   peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen Aluminiumsulfat-Hexadecahydrat (Al2O12S3 x 16H2O) Roth, Karlsruhe Ammoniumacetat-Lösung (5 ...
	2.1.2 Verbrauchsmaterial
	Material     Herkunft 96-Loch-Platte (Thermo-Fast® Platte, 96-Well) Abgene, Epsom, UK ABsolute™ QPCR Seal    Abgene, Epsom, UK Alleinfuttermittel („Ssniff R/M-H V1534-000“) Ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest Columbia-Agar (mit 5 % Schafblut)  bioMérieu...
	2.1.3 Geräte
	Gerät      Herkunft 47600-Maus-Rota-Rod    Ugo Basile, Comerio VA, Italien Acculab Analysenwaage (Modell: ALC-210.4) Sartorius, Göttingen Aufbewahrungsboxen für Reaktionsgefäße  GLW® Storing Systems, Würzburg Behältnisse für „Offenes-Feld“-Test (50 x...
	2.1.4 Lösungen und Puffer
	Citratpuffer (0,01 M, pH 6,0)
	Stammlösung A (0,1 M): 21,01 g Citronensäure-Monohydrat (C6H8O7 x H2O) in 1000 ml Aqua dest. lösen. Lagerung bei 4  C. Stammlösung B (0,1 M): 29,41 g Natriumcitrat-Dihydrat (C6H5Na3O7 x 2H2O) in 1000 ml Aqua dest. lösen. Lagerung bei 4  C.
	Gebrauchsverdünnung: 18 ml Stammlösung A und 82 ml Stammlösung B zu 900 ml Aqua dest. hinzugeben; pH 6,0 einstellen.
	Eosin-Färbelösung (1%)
	10 g Eosin G (gelblich) in 1000 ml Aqua dest. lösen.
	Kernechtrot-Färbelösung
	Kernechtrot      0,1 g Al2O12S3 x 16H2O (5 %)     100 ml
	Aluminiumsulfat aufkochen, von der Platte nehmen; Kernechtrot hinzufügen; nach dem Erkalten filtrieren.
	Lysispuffer (für DNS-Isolation; 500 ml)
	Tris (2 M, pH 8,5)     25 ml EDTA (0,5 M, pH 8,0)     5 ml NaCl (5 M-Lösung)     20 ml Natriumdodecylsulfat (10 %)    10 ml Aqua dest.      440 ml
	NBT/BCIP Substratpuffer
	Tris        12,11 g NaCl       5,84 g MgCl2 x 6H2O      10,17 g
	Auf 900 ml mit Aqua dest. auffüllen; pH 9,5 mit 6 N HCl einstellen; auf 1000 ml mit Aqua dest. auffüllen.
	Paraformaldehyd (PFA, 4 %)
	80 g Paraformaldehyd zu 1800 ml PBS (1x) geben; 4 ml 4 N NaOH hinzugeben und auf 40  C erwärmen, bis die Lösung klar wird; Lösung abkühlen lassen und pH 7,4 mit 6 N HCl einstellen; Filtrierung und Lagerung bei -20  C.
	PBS (10x Stammlösung, 2000 ml)
	NaCl       160 g KCl       4 g Na2HPO4 x 7H2O      54 g KH2PO4       4,8 g
	Auf 1900 ml mit Aqua dest. auffüllen; pH 7,4 einstellen; auf 2000 ml mit Aqua dest. auffüllen; zur Herstellung der Gebrauchslösung 1:10 mit Aqua dest. verdünnen und pH neu einstellen (PBS 1x).
	RNS-Puffer (Angabe pro Gewebeprobe)
	RLT-Puffer (aus “RNeasy Mini Kit”, Firma Qiagen, Hilden) 600 µl β-Mercaptoethanol     6 µl
	TAE-Puffer (50x, 1000 ml)
	Tris       242 g Essigsäure (100 %)     57,1 ml EDTA (0,5 M, pH 8,0)     100 ml
	Auf 1000 ml mit Aqua dest. auffüllen; zur Herstellung der Gebrauchslösung 1:50 mit Aqua dest. verdünnen.
	TBS (10x Stammlösung, 2000 ml)
	NaCl       170 g  Tris       121 g
	Auf 1900 ml mit Aqua dest. auffüllen; pH 7,5 mit 6 N HCl einstellen; auf 2000 ml mit Aqua dest. auffüllen; zur Herstellung der Gebrauchslösung 1:10 mit Aqua dest. verdünnen und ggf. pH neu einstellen (TBS 1x); zur Herstellung von TBST (1x, 0,1%) Tween...
	2.1.5 Antikörper
	Antikörper     Herkunft Anti-Bromdesoxyuridin (BrdU; BU1/75 [ICR1]), monoklonaler Antikörper (Ratte; Lot: 459561) Abcam plc, Cambridge, UK Anti-Caspase-3 (aktiv/gespalten), polyklonaler Antikörper (Kaninchen; Ref: 02/2008, Lot: 21) Cell Signaling Tec...
	2.1.6 Oligonukleotide
	Es wurden die folgenden Primer der Firma Metabion (Martinsried) zur Genotypisierung bzw. für Expressionsanalysen verwendet:
	Genotypisierung von Versuchstieren: Faim2-Wildtyp (Faim2+/+) sowie –Nullmutante (Faim2-/-) Wildtyp: Fwd 5‘-GGCACAGACATTGAGCAGAA-3‘ Wildtyp: Rev 5‘-CGGATGTGCAATCTGATGAC-3‘
	Nullmutante: Fwd 5‘-TGAAAACCACACTGCTCGAA-3‘ Nullmutante: Rev 5‘-GGGGTCAAGGTACCAGCTCT-3‘
	Realtime-PCR: Fas/CD95-Expression Fwd 5‘-CTGCGATGAAGAGCATGGTTT-3‘ Rev 5‘-CCATAGGCGATTTCTGGGAC-3‘
	Realtime-PCR: Faim2-Expression Fwd 5‘-AGAAGACATCATGACCCAGGG-3‘ Rev 5‘-CTTTCTGGTCATCCCAGCTG-3‘
	Realtime-PCR: GAPDH-Expression Fwd 5‘-TGGCAAAGTGGAGATTGTTGCC-3‘ Rev 5‘-AAGATGGTGATGGGCTTCCCG-3‘
	2.1.7 Versuchstiere
	Homozygote Faim2-Wildtyp- und Nullmutanten-Mäuse (Wurfgeschwister) (Reich et al. 2011).
	2.1.8 Computersoftware
	Software     Herkunft Bio-Capt (Version 12.5)    Vilber Lourmat, Torcy, Frankreich Endnote X2     Thomson Reuters, New York City, New York, USA  GraphPad Prism (Version 5.00)   GraphPad Software, Inc., La Jolla,  Kalifornien, USA Leica Application Su...
	2.2 Methoden
	2.2.1 Erzeugung, Manipulation und Analyse von Versuchstieren
	2.2.1.1 Genehmigung des Tierversuchsvorhabens
	Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten tierexperimentellen Untersuchungen sind vom Niedersächsischen Landesamt für Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit genehmigt worden (Aktenzeichen 33.11.42502-04-050/08). Vom Autor der vorliege...
	2.2.1.2 Erzeugung der Versuchstiere
	Für die vorliegende Arbeit wurden homozygote Faim2-Wildtyp- und Nullmutanten-Mäuse (Wurfgeschwister) verwendet. Dieses Mausmodell wurde mithilfe eines Cre/LoxP-vermittelten Rekombinationssytems in der Abteilung von Prof. Schulz in Kooperation mit dem ...
	2.2.1.3 Tierhaltung
	Die Tierhaltung erfolgte artgerecht unter standardisierten Bedingungen und kontrollierter Raumtemperatur und Luftfeuchtigkeit in den Tierställen der Abteilung für Neurodegeneration und Neurorestaurationsforschung (Waldweg 33, 37073 Göttingen). Die Mäu...
	2.2.1.4 Infektion der Versuchstiere mit Streptococcus pneumoniae Typ 3
	Für die vorliegende Arbeit wurde ein bekanntes Meningitis-Mausmodell angewandt (Gerber et al. 2001). Es erfolgten Analysen in der akuten meningitischen Phase sowie in einer postmeningitischen Rekonvaleszenzphase (Abbildung 4). Das für die Infektion ve...
	,𝐾𝐵𝐸-𝑚𝑙.=𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑑𝑒𝑟 𝐾𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑒𝑛 ×,𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟-𝐴𝑢𝑓𝑔𝑒𝑡𝑟𝑎𝑔𝑒𝑛𝑒𝑠 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 ,𝑚𝑙..
	berechnet werden (Tabelle 1).
	Vor der intrazerebralen Inokulation wurde zunächst eine Narkotisierung der Mäuse durch eine  kombinierte intraperitoneale Injektion von Ketamin (100 mg/kg KG i.p.) und Xylazin (20 mg/kg KG i.p.) durchgeführt. Zur Bestimmung einer ausreichenden Narkos...
	Abbildung 4: Die akute meningitische Phase (A) und postmeningitische Rekonvaleszenzphase (B) in der Übersicht
	Versuchstiere der meningitischen Phase wurden 24 Stunden nach Infektionsbeginn getötet und zwecks Durchführung von Expressions- sowie histologischen Analysen präpariert. Für die postmeningitische Phase vorgesehene Versuchstiere wurden zusätzlich begin...
	2.2.1.5 Tötung und Präparation von Versuchstieren
	Zur Probenentnahme von Gewebe für histologische und RNS-Analysen sowie für die Titerbestimmung auf S. pneumoniae wurden die Versuchstiere mittels zervikaler Dislokation und anschließender Dekapitation getötet. Es folgte die Abpräparation von Kopffell ...
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	2.2.1.6 Klinische Beurteilung der Versuchstiere
	Um den Krankheitsverlauf zu dokumentieren, wurden Phänotypanalysen durchgeführt. Der allgemeine Zustand der Tiere wurde mit einem klinischen Punktesystem beurteilt (Tabelle 2). Jedes Versuchstier wurde in Hinblick auf eine motorische Beeinträchtigung...
	Abbildung 5 (A) und Tabelle 1 (B): Titerbestimmung
	(A) Beispiel einer in acht Verdünnungsabschnitte unterteilten Blutagarplatte, auf welcher jeweils die Anzahl der Kolonien (koloniebildende Einheiten, KBE) abgelesen werden können. Das Feld links oben entspricht der ersten Verdünnungsstufe (= Feld Nr. ...
	Zur Untersuchung der motorischen Leistungsfähigkeit wurde zusätzlich ein Seiltest angewandt (Miquel und Blasco 1978; Wellmer et al. 2000). Die Seiltestanordnung bestand aus zwei separaten Plattformen (Durchmesser: 15 cm; Höhe: 45 cm), welche mit einem...
	2.2.1.7 Beurteilung der Gedächtnisleistung im Morris-Wasserlabyrinth
	2.2.1.8 Beurteilung der Versuchstiere mit dem „Offenes-Feld“-Test
	2.2.1.9 Beurteilung der Versuchstiere mit dem Rotarod-Test
	2.2.2 Histologische Methoden
	2.2.2.1 Fixation und Herstellung der histologischen Schnitte
	2.2.2.2 Hämatoxylin-Eosin-Färbung
	2.2.2.3 Darstellung der meningealen Entzündung in der H.E.-Färbung
	2.2.2.4 TUNEL-Färbung und Quantifizierung apoptotischer Zellen
	2.2.2.5 Immunfluoreszenz-Doppelfärbungen
	2.2.3 Molekularbiologische Methoden
	2.2.3.1 Isolation von genomischer DNS
	2.2.3.2 Polymerasekettenreaktion (PCR) mit genomischer DNS
	2.2.3.3 Agarosegelelektrophorese von PCR-Amplifikaten
	2.2.3.4 RNS-Isolation und quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR)
	2.2.4 Statistische Methoden
	3. ERGEBNISSE
	3.1 Die akute meningitische Phase
	Zur Beurteilung der Fragestellung, ob die Expression von Faim2 einen unmittelbaren Einfluss in einem Mausmodell der bakteriellen Meningitis ausübt, wurde zunächst eine Analyse der akuten meningitischen Phase (24 h) mit Faim2+/+- sowie Faim2-/--Versuch...
	3.1.1 Bestimmung des Infektionsausmaßes durch Titerbestimmungen und Darstellung
	meningealer Entzündungsvorgänge
	Um die bakterielle septische Infektion mikrobiologisch nachzuweisen, wurden nach Tötung der Versuchstiere Gewebeproben (Kleinhirn, Milz und Blut) auf ihren S. pneumoniae-Titer untersucht (Abbildung 13; Tabelle 7). Hierbei zeigten sich in den Proben be...
	Zusammenfassend konnte anhand der Titerbestimmungen und der Analyse meningealer Entzündung ein vergleichbarer und genotypunabhängiger Infektionsgrad im ZNS sowie im übrigen Organismus mikrobiologisch-quantitativ und histologisch nachgewiesen werden.
	3.1.2 Bestimmung klinischer Verlaufsparameter durch Phänotypanalysen
	Zur Dokumentation des Krankheitsverlaufes wurden die Versuchstierkohorten anhand von Seiltest- und Rotaroduntersuchungen sowie anhand eines klinischen Punktwertes und des Gewichtsverlustes untersucht (Abbildung 14; Kapitel 2.2.1.6 und 2.2.1.9).
	Die Seiltestuntersuchung (Abbildung 14 A) diente der Charakterisierung der motorischen Leistungsfähigkeit anhand eines Punktesystems, wobei ein hoher Punktwert mit einer starken Beeinträchtigung korreliert (Tabelle 3). Hierbei zeigte sich sowohl in de...
	Der klinische Phänotyp der Versuchstiere, ebenfalls dokumentiert unter Verwendung eines Punktesystems und der Korrelation von zunehmender Lethargie und motorischer Beeinträchtigung mit höheren Punktwerten (Tabelle 2), zeigte nach 24 h Infektionsdauer ...
	Die Rotarod-Untersuchung zeigte Defizite in Hinblick auf Koordinationsfähigkeit und Ausdauer auf, wobei kürzere Laufzeiten eine Verschlechterung anzeigten (Abbildung 14 C). Nach 12 h Infektionsdauer entsprach die gemessene Leistung zunächst noch annäh...
	Der prozentuale Gewichtsverlust wurde, ausgehend von den vor Beginn der Infektion gemessenen Absolutwerten, für die nachfolgenden Zeitpunkte kalkuliert (12 h, 24 h; Abbildung 14 D) und war nach 24 h Infektionsdauer gegenüber dem prozentualen Gewichtsv...
	Zusammenfassend konnten anhand der durchgeführten Phänotypanalysen nach 24 h Infektionsdauer Defizite der Versuchstierkohorten in den Bereichen Motorik, allgemeinem klinischen Status, Koordinationsfähigkeit und Ausdauer sowie zusätzlich Lethargie und ...
	3.1.3 Divergente Regulation hippokampaler Fas/CD95- und Faim2-Expression
	Mittels Durchführung von Genexpressionsanalysen wurde die Regulation sowohl der Expression von Fas/CD95-mRNA als auch Faim2-mRNA in hippokampalem Gewebe von Faim2+/+-Versuchstieren nach 20 h Infektionsdauer untersucht (Abbildung 15). Für diesen Zweck ...
	Bei der Untersuchung hippokampaler Fas/CD95-mRNA-Expression zeigte sich eine 5,5-fach erhöhte Expression in der erkrankten Kohorte im Vergleich zu Kontrollen (Abbildung 15 A; p = 0,0032). Invers zeigte sich die Expression hippokampaler Faim2-mRNA mit ...
	Zusammenfassend konnte anhand der Expressionsanalysen eine divergente Regulation hippokampaler Fas/CD95- und Faim2-Expression in der akuten meningitischen Phase nachgewiesen werden.
	3.1.4 Erhöhte hippokampale Zelltodrate in Faim2-defizienten Mäusen
	Das Ausmaß apoptotischer Zellen unter Kontroll- sowie unter Infektionsbedingungen wurde mittels TUNEL-Färbung (Kapitel 2.2.2.4) auf Serienschnitten der linkshemisphärischen Hippokampusformation (Gyrus dentatus) sowohl für die Faim2+/+- als auch für di...
	Hierbei zeigte sich unter Kontrollbedingungen (NaCl-Behandlung) kein genotypabhängiger Effekt auf die Dichte TUNEL-positiver hippokampaler Zellen (Mittelwerte 24 h nach NaCl-Injektion: 2,6 Zellen/mm2 für die Faim2+/+- bzw. 2,5 Zellen/mm2 für die Faim2...
	Zusammenfassend konnte 24 h nach Infektion eine erhöhte Zelltodrate in der Hippokampusformation des Gyrus dentatus von Faim2-/--Mäusen im Vergleich zu Wildtyp-Wurfgeschwistern nachgewiesen werden.
	3.1.5 Beteiligung von Initiations- und Effektorcaspasen am neuronalen Apoptoseprozess
	3.1.6 Genotypunabhängige Sterblichkeit nach unbehandelter SP3-Infektion
	3.2 Die postmeningitische Rekonvaleszenzphase
	Für Analysen dieser Krankheitsphase wurden über mehrere Wochen Versuchskohorten verwendet, deren Alter bei Versuchsbeginn jeweils knapp 4,5 Monate betrug (Tabelle 9). Nach intrazerebraler SP3-Infektion bzw. NaCl-Kontrollinjektion wurden alle vier Koho...
	3.2.1 Bestimmung klinischer Verlaufsparameter durch Phänotypanalysen
	Zur Dokumentation des Krankheitsverlaufes wurden die Versuchstierkohorten anhand des Gewichtsverlustes (absolut und prozentual) sowie anhand von Seiltestuntersuchungen und eines klinischen Punktwertes untersucht (Abbildung 20; Tabelle 9; Kapitel 2.2.1...
	Bei der Analyse der prozentualen und absoluten Gewichtsveränderung (Abbildung 20 A und B) ergaben sich Gewichtsverluste in beiden infizierten Versuchstierkohorten. Unter Zuhilfenahme einer linearen Regressionsanalyse zeigte sich hierbei ein im Verglei...
	Zusammenfassend konnten in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase anhand der durchgeführten Phänotypanalysen Defizite der infizierten Versuchstierkohorten in den Bereichen ‚Motorik‘ und ‚allgemeiner klinischer Status‘ sowie zusätzlich Lethargie un...
	3.2.2 Kontrolltraining als Teilnahmevoraussetzung des Morris-Wasserlabyrinth-Tests
	Das Kontrolltraining wurde der Akquisitions- und Umlernphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests vorgeschaltet, bestand aus 4 Messtagen und diente der grundsätzlichen Überprüfung der für eine Teilnahme an dem Versuch notwendigen basalen Fähigkeiten wie i...
	Hierbei konnte für alle untersuchten Kohorten solch ein Lerneffekt nachgewiesen werden. Für die NaCl-Kontroll-Kohorten (Abbildung 21 A) verringerte sich die Latenzzeit vom 1. Messtag (Mittelwerte: 28,1 s für die Faim2+/+- und 26,8 s für die Faim2-/--K...
	Der Vergleich der Latenzzeiten zwischen den NaCl-Kontroll-Kohorten und den infizierten Kohorten zeigte für den 1. Tag des Kontrolltrainings (Abbildung 21 C) erhöhte Werte der Meningitis-Kohorten. Am 4. Tag des Kontrolltrainings (Abbildung 21 D) zeigte...
	Zusammenfassend konnten anhand des durchgeführten Kontrolltrainings und der gemessenen Latenzzeit ausreichende und für den Morris-Wasserlabyrinth-Test notwendige Fähigkeiten der Versuchstiere aller Kohorten nachgewiesen werden. Genotypabhängige Effekt...
	
	3.2.3 Genotyp- und behandlungsabhängige Leistung in der Akquisitionsphase des
	Morris-Wasserlabyrinth-Tests
	Die Akquisitionsphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests folgte dem Kontrolltraining, bestand aus 7 Messtagen und diente der Untersuchung der räumlichen Lernfähigkeiten und des räumlichen Erinnerungsvermögens. Analog zum Kontrolltraining wurde hierbei w...
	Es zeigte sich hierbei für die NaCl-Kontroll-Kohorten ein signifikanter räumlicher Lerneffekt für die Faim2+/+-, nicht jedoch für die Faim2-/--Kohorte, im Vergleich der Testleistung des 1. zum 6. Messtages (Abbildung 22 A; Mittelwerte des 1. Messtages...
	Der Vergleich der Testleistung zu Beginn der Akquisitionsphase am 1. Messtag (Abbildung 22 C) zwischen den NaCl-Kontroll- und den infizierten Kohorten erbrachte keine signifikanten Gruppenunterschiede. Am 6. Messtag (Abbildung 22 D) zeigten sich genot...
	Zusammenfassend konnte anhand der Messung der Latenzzeit in der Akquisitionsphase ein Defizit im Prozess des räumlichen Lernens sowohl für die NaCl-Kontrolle-Faim2-/--Kohorte als auch für die infizierte Faim2+/+-Kohorte sowie der Meningitis-Kohorten i...
	3.2.4 Genotyp- und behandlungsabhängige örtliche Präferenzentwicklung im
	Transfertest der Akquisitionsphase
	Die Akquisitionsphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests wurde am 7. Messtag mittels der Bestimmung der prozentualen Aufenthaltszeit pro Quadrant anhand einer einzelnen Prüfmessung (Transfertest) zur Untersuchung einer örtlichen Präferenzentwicklung der...
	Zusammenfassend zeigte sich hierbei für die NaCl-Kontroll-Kohorten eine Präferenzentwicklung für die Faim2+/+-Kohorte (Abbildung 23 A), nicht jedoch für die Faim2-/-- und die infizierten Kohorten (Abbildung 23 B, C, D). Der prozentuale zeitliche Aufen...
	3.2.5 Genotyp- und behandlungsabhängige Leistung in der Umlernphase des Morris-
	Wasserlabyrinth-Tests
	Die Umlernphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests folgte der Akquisitionsphase, bestand ebenfalls aus 7 Messtagen und diente der Untersuchung der Lernflexibilität nach einer bereits erfolgten Trainingsphase. Mit Ausnahme der Zielposition der versteckte...
	Analog zur Akquisitionsphase zeigte sich hierbei für die NaCl-Kontroll-Kohorten ein signifikanter räumlicher Lerneffekt für die Faim2+/+-, nicht jedoch für die Faim2-/--Kohorte, im Vergleich der Testleistung des 1. zum 6. Messtages (Abbildung 24 A; Mi...
	Auch konnten beim Vergleich der Testleistung zu Beginn der Umlernphase am 1. Messtag (Abbildung 24 C) zwischen den NaCl-Kontroll- und den infizierten Kohorten keine signifikanten Gruppenunterschiede nachgewiesen werden. Schließlich zeigte sich am 6. M...
	Zusammenfassend konnten anhand der Umlernphase die vorherigen Ergebnisse der Akquisitionsphase reproduziert werden. Erneut wurden Defizite im Prozess des räumlichen Lernens sowohl für die NaCl-Kontrolle-Faim2-/--Kohorte als auch für die infizierte Fai...
	3.2.6 Genotyp- und behandlungsabhängige örtliche Präferenzentwicklung im
	Transfertest der Umlernphase
	Auch die Umlernphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests endete am 7. Messtag mittels der Bestimmung der prozentualen Aufenthaltszeit pro Quadrant anhand einer einzelnen Prüfmessung (Transfertest) zur Untersuchung einer örtlichen Präferenzentwicklung der...
	Analog zur Akquisitionsphase war die örtliche Präferenz für die nicht infizierte Faim2+/+-Kohorte (Abbildung 25 A) hierbei, im Gegensatz zu den übrigen Kohorten (Abbildung 25 B-D), am stärksten ausgeprägt. Es zeigte sich innerhalb dieser Kohorte ein s...
	3.2.7 Erhöhte lokomotorische Aktivität und gesteigertes Explorationsverhalten sowie verbesserte Koordinationsfähigkeit und Ausdauer in Faim2-defizienten Versuchs-
	tieren nach Infektion
	Nach Abschluß der Morris-Wasserlabyrinth-Untersuchungen dienten zur zusätzlichen Beurteilung lokomotorischer Aktivität und des Explorationsverhaltens der „Offenes-Feld“- (OFT) sowie zur Analyse von Koordinationsfähigkeit und Ausdauer der Rotarod-Test ...
	Hierbei offenbarte die einstündige „Offenes-Feld“-Messung ein insgesamt gesteigertes Aktivitätsniveau der infizierten Kohorten mit einer größeren zurückgelegten Distanz (Abbildung 26 A; Mittelwerte: 19,5 m für die NaCl-Kontroll- und 28,7 m für die Men...
	Die Leistung im Rotarod-Test war im Gesamtvergleich zwischen NaCl-Kontrollen und den infizierten Kohorten ohne Unterschied, im einzelnen Vergleich für die Meningitis-Faim2-/--Kohorte jedoch am besten (Mittelwerte insgesamt: 128,4 s für die NaCl-Kontro...
	Zusammenfassend konnten anhand der „Offenes-Feld“- sowie Rotarod-Untersuchungen eine erhöhte lokomotorische Aktivität und ein gesteigertes Explorationsverhalten für die infizierten Kohorten im Allgemeinen bzw. für die infizierte Faim2-/--Kohorte im Sp...
	3.2.8 Erhöhte Neurogenese in Faim2-defizienten Versuchstieren in der
	postmeningitischen Rekonvaleszenzphase
	Im Anschluss an die Verhaltensexperimente erfolgte die Tötung und Präparation der Versuchstiere zwecks Untersuchung von hippokampalen Neurogenese-Vorgängen im Gyrus dentatus mittels Immunfluoreszenz-Doppelfärbungen mit dem Proliferationsmarker BrdU un...
	Hierbei zeigte sich 13 Wochen nach Infektion eine signifikant erhöhte Zelldichte BrdU/NeuN-positiver hippokampaler Neurone in der infizierten Faim2-/--Kohorte, verglichen mit der infizierten Faim2+/+-Kohorte und der NaCl-behandelten Faim2-/--Kohorte. ...
	Zusammenfassend konnten anhand der BrdU/NeuN-Doppelfärbungen eine genotypabhängig erhöhte, durch ein Fehlen von Faim2 bedingte, Neurogenese-Rate in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase festgestellt werden.
	3.2.9 Genotypabhängige Sterblichkeit in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase
	In Analogie zum Modell der akuten meningitischen Phase (Kapitel 3.1.6) wurde der Einfluss von Faim2 auf die Sterblichkeit anhand einer Überlebensanalyse ebenfalls für das postmeningitische Rekonvaleszenzmodell untersucht. Hierbei wurde der frühe Zeitr...
	Hierbei zeigte sich für die ersten 6 Versuchstage eine signifikant erhöhte Sterblichkeit der infizierten Faim2+/+- gegenüber der infizierten Faim2-/--Kohorte (Abbildung 28) (p = 0,041; Überlebensquoten nach 6 Tagen: 52,9 % für die Faim2+/+- sowie 85 %...
	Zusammenfassend konnten anhand der Überlebensanalyse unterschiedliche Sterblichkeitsraten der untersuchten Kohorten im postmeningitischen Rekonvaleszenzmodell festgestellt werden.
	3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse
	Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde der initiale Einfluss von Faim2 auf den Krankheitsverlauf bei Beginn der Erkrankung in einem Akutmodell der bakteriellen Meningitis untersucht (Kapitel 3.1). Hierbei zeigte sich keine Auswirkung von Faim2 a...
	Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit, dem Modell der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase unter antibiotischer Behandlung mit Ceftriaxon, wurden Langzeiteffekte von Faim2 auf den Krankheitsverlauf untersucht (Kapitel 3.2). Bei der Untersuchung de...
	Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Faim2 in Abhängigkeit vom Zeitpunkt sowohl degenerative als auch regenerative Prozesse in einem Mausmodell der bakteriellen Meningitis moduliert und hierbei insbesondere spezifische Hippokampus-abhängige Fun...
	4. DISKUSSION
	4.1 Der Einfluss von Faim2 in der akuten meningitischen Phase
	Das mit Fas assoziierte Protein Faim2 ist ein proximaler Inhibitor FasL-induzierter Apoptose (Beier et al. 2005; Fernández et al. 2007; Somia et al. 1999). Das neuroprotektive Potential dieses regulatorischen Proteins konnte vor kurzem anhand einer ge...
	4.1.1 Faim2 beeinflusst weder Neuroinflammation noch den klinischen Phänotyp oder
	das Überleben in der akuten meningitischen Phase
	Anhand von Titerbestimmungen auf den Erreger S. pneumoniae Typ 3 konnte der prinzipielle Beweis geliefert werden, dass in den Gewebeproben von Blut, Kleinhirn und Milz ausreichende Konzentrationen des Erregers vorhanden waren und somit die Infektion e...
	Es zeigte sich kein Einfluss von Faim2 auf die Höhe des Titers oder den Ausprägungsgrad der granulozytären meningealen Infiltration (Kapitel 3.1.1; Abbildung 13; Tabelle 7). Es konnte zuvor demonstriert werden, dass die akute Entzündungsantwort bei Mä...
	Die durchgeführten Phänotypanalysen in Form von Seiltest- und Rotaroduntersuchungen sowie die Bestimmung eines klinischen Punktwertes und Analyse des prozentualen Gewichtsverlustes zeigten den im Verlauf des Akutmodells zunehmenden Schweregrad der Erk...
	Ein Einfluss von Faim2 auf den Schweregrad des klinischen Phänotyps konnte hierbei jedoch weder zu einem bestimmten Zeitpunkt noch für eine definierte Untersuchungsmodalität festgestellt werden (Kapitel 3.1.2; Abbildung 14). Analog hierzu zeigte ein s...
	Der fehlende Einfluss von Faim2 auf den Ausprägungsgrad der akuten Entzündungsantwort, des klinischen Phänotyps und des Überlebens im akuten Meningitis-Modell unterstützt insofern die bisherige Annahme, dass das Fas-FasL-System keinen Einfluss auf Neu...
	4.1.2 Neuroinflammation erhöht die hippokampale Fas-Expression und erniedrigt die
	hippokampale Faim2-Expression in der akuten meningitischen Phase
	Die durchgeführten Expressionsanalysen hinsichtlich hippokampaler Fas- sowie Faim2-Expression zeigten eine inverse Regulation nach 20 h Infektionsdauer mit einer Erhöhung von Fas und simultaner Erniedrigung von Faim2 auf (Kapitel 3.1.3; Abbildung 15)....
	Es stellen sich daher die Fragen, ob dieser Regulationsmechanismus einer Erhöhung von Fas und Erniedrigung von Faim2 erstens ein allgemeines Prinzip unter pathologischen Bedingungen darstellt, zweitens, welche Funktion er letztendlich ausübt und dritt...
	Ob bzw. wie ein Wechsel eines apoptotischen in ein protektives Signal nach Aktivierung von CD95 auf Signaltransduktionsebene stattfinden könnte, ist derzeit unklar. Möglich ist auch, dass es sich hierbei um zwei unabhängige Mechanismen im Rahmen der N...
	4.1.3 Faim2 ist neuroprotektiv in der akuten meningitischen Phase
	Anhand der durchgeführten TUNEL-Färbungen konnte gezeigt werden, dass Faim2-Defizienz zu einem erhöhten Ausmaß an neuronal-apoptotischem Zelltod im Gyrus dentatus der Hippokampusformation führt (Kapitel 3.1.4; Abbildung 16). Gleichzeitig konnte demons...
	Somit konnte einerseits eine neuroprotektive Funktion von Faim2 im akuten Meningitis-Modell aufgezeigt werden, wie es bereits zuvor für ein murines Modell der zerebralen Ischämie gelungen war (Reich et al. 2011). Andererseits liegt die Vermutung nahe,...
	Unter physiologischen Bedingungen (NaCl-Behandlung) fand sich einerseits kein genotypabhängiger Effekt in Hinblick auf hippokampale neuronale Apoptose, andererseits war die Dichte TUNEL-positiver Zellen der Wildtypgruppe auch unter Infektionsbedingung...
	4.2 Der Einfluss von Faim2 in der postmeningitischen
	Rekonvaleszenzphase
	Langfristige Effekte von Faim2 in Krankheitsmodellen wurden bisher in vivo noch nicht untersucht. Seit einiger Zeit sammeln sich jedoch die Hinweise auch für neuroprotektive Funktionen des Fas-FasL-Signalweges (Kapitel 1.2), so dass sich die Frage ste...
	4.2.1 Faim2-Defizienz resultiert in erhöhter hippokampaler Neurogenese und
	verbesserter Gedächtnisleistung in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase
	Anhand der durchgeführten Evaluation des räumlichen Lernvermögens unter Verwendung des Morris-Wasserlabyrinths konnte nachgewiesen werden, dass Faim-Defizienz in der postmeningitischen Phase (ab 7 Wochen nach Infektion; Akquisitionsphase) zu einer ver...
	Hinsichtlich dieser Beeinflussung funktioneller und histologischer Parameter konnte somit erstmals eine regenerative Funktion von Faim2 in einem Krankheitsmodell in vivo aufgezeigt werden. Gleichzeitig unterstreichen diese Ergebnisse die funktionelle ...
	Die Beobachtung erhöhter hippokampaler Neurogenese und verbesserter Gedächtnisleistung unter Wegfall des Fas-Inhibitors Faim2 geht einher mit einer Vielzahl von Befunden, welche das Vorhandensein neuronaler Differenzierung und Neurogenese an der Intak...
	Die nichtinfizierte Faim2-Wildtyp-Kohorte erzielte im Vergleich aller Gruppen sowohl in der Akquisitions- als auch in der Umlernphase das jeweils beste Leistungsniveau hinsichtlich des räumlichen Lernvorgangs (Kapitel 3.2.3 und 3.2.5; Abbildung 22 und...
	4.2.2 Faim2-Defizienz führt zu verbesserter Koordinationsfähigkeit und gesteigertem
	Explorationsverhalten in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase
	Im Rotarod-Test zeigte sich eine verbesserte motorische Koordination und Ausdauer bei Faim2-Defizienz nach Infektion, illustriert durch eine beinahe doppelt so lange Laufzeit im Vergleich zur infizierten Faim2-Wildtypkohorte (Kapitel 3.2.7; Abbildung ...
	Der Rotarod-Test ist zur Untersuchung von motorischer Koordination, Balance und Ataxie weit verbreitet und erfordert eine intakte zerebelläre Funktion (Karl et al. 2003). Gleichzeitig konnte die neuroprotektive und entwicklungsbiologische Bedeutung vo...
	Verhalten im OFT kann neben der Explorationsaktivität grundsätzlich auch durch Emotionalität und Angst beeinflusst werden, wobei die Tendenzen, einerseits eine neue Umgebung zu erkunden und andererseits ein hell beleuchtetes und offenes Areal zu verme...
	4.2.3 Faim2-Defizienz geht einher mit verringerter klinischer Beeinträchtigung und
	Sterblichkeit in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase
	Die Analyse klinischer Verlaufsparameter nach Infektion zur Dokumentation des Krankheitsverlaufes erbrachte den Befund, dass Faim2-Defizienz in der postmeningitischen Phase mit einem geringeren prozentualen Gewichtsverlust und damit einer geringeren k...
	Neben der Beeinflussung hippokampaler Neurogenese und Hippokampus-abhängiger Funktionen (Kapitel 4.2.1 und 4.2.2) konnten somit Hinweise auf die zusätzliche Beeinflussung klinischer Parameter durch Faim2 nachgewiesen werden. Ein möglicher Einfluss von...
	Unter Berücksichtigung dieser Befunde und der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erscheint ein direkter und kausaler Zusammenhang zwischen regenerativen Vorgängen, wie Neurogenese und Angiogenese, auf der einen Seite und Verbesserung klinischer Parame...
	4.3 Schlussfolgerungen und Konsequenzen
	Das neuroprotektive Potential von Faim2 als proximalen Inhibitor des Fas-FasL-Signalweges konnte kürzlich in einem murinen Modell der zerebralen Ischämie erstmalig in vivo nachgewiesen werden. In der vorliegenden Arbeit gelang die Bestätigung dieses E...
	Schließlich konnte erstmalig in vivo demonstriert werden, dass eine Defizienz von Faim2 in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase zu erhöhter hippokampaler Neurogenese, verbesserter kognitiver Funktion und gesteigertem Explorationsverhalten führt....
	Faim2 vermittelt sowohl neuroprotektive als auch regenerative Effekte im murinen Tiermodell der bakteriellen Meningitis und stellt ein vielversprechendes pharmakologisches Ziel für die Entwicklung neuer Therapieansätze dar.
	5. ZUSAMMENFASSUNG
	5.1 Deutsche Version
	Fas apoptotic inhibitory molecule 2 (Faim2) ist ein Neuronen-spezifisches Membranprotein und als proximaler Inhibitor des Fas-FasL-Signalweges gleichzeitig Mitglied der evolutionär konservierten und Apoptose-regulatorischen Genfamilie lifeguard (LFG)....
	Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung von Faim2 für den akuten und chronischen postmeningitischen Krankheitsverlauf in einem etablierten murinen Tiermodell der bakteriellen Meningitis unter Verwendung von Streptococcus pneumoniae Typ 3...
	In der Zusammenschau vermittelt Faim2 sowohl neuroprotektive als auch regenerative Effekte im murinen Tiermodell der bakteriellen Meningitis und stellt daher ein vielversprechendes pharmakologisches Ziel für die Entwicklung neuer Therapieansätze dar.
	5.2 Englische Version
	Fas apoptotic inhibitory molecule 2 (Faim2) is a neuron-specific membrane protein and a member of the evolutionary conserved lifeguard (LFG) apoptosis regulatory gene family, acting as a proximal inhibitor of the Fas-FasL signaling pathway. Applying a...
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	1. EINLEITUNG
	1.1 Neuronaler Zelltod durch Apoptose:
	Klassische Funktionen des Fas (CD95)/FasL (CD95L)-Systems
	Apoptose0F  und entwicklungsbedingter programmierter Zelltod1F  stellen neben der Nekrose eine Hauptform des neuronalen Zelltodes dar. So erfolgt im Rahmen der Embryonalentwicklung des Zentralnervensystems (ZNS) eine teilweise Eliminierung neuronaler ...
	Morphologisch wurde Apoptose erstmalig von Kerr, Wyllie und Currie charakterisiert und vom nekrotischen Zelltod abgegrenzt. So sind Reduktion des Zellvolumens (Pyknosis), Chromatin-Kondensation und nukleäre Fragmentierung (Karyorrhexis) sowie Abschnür...
	Eine zentrale Rolle bei der biochemischen Ausführung von Apoptose spielt eine Gruppe von Proteasen, die sogenannten Caspasen2F . Hinsichtlich ihrer putativen Funktion werden drei Gruppen von Caspasen unterschieden: Initiations- und Effektorcaspasen ei...
	Der extrinsische Signalweg wird über die Aktivierung von Todesrezeptoren eingeleitet, deren prominentester Vertreter der zur Tumornekrosefaktor-Rezeptor-(TNFR)-Superfamilie gehörende Fas-Rezeptor (Fas, CD95, APO-1) ist. Die Aktivierung der Fas-vermitt...
	Sowohl Fas als auch FasL werden im zentralen Nervensystem physiologischerweise exprimiert, wobei die Bedeutung nicht abschließend geklärt ist und klassischerweise mit der Aufrechterhaltung des Immunstatus des ZNS in Verbindung gebracht wurde (Choi und...
	Schließlich führt die Unterbrechung des Fas-Signalwegs unter experimentellen pathophysiologischen Bedingungen in vielen Fällen zu einer Abschwächung des Krankheitsbildes im jeweils verwendeten Modell (Reich et al. 2008). Dies zeigt sich beispielsweise...
	1.2 Neurogenese, neuronale Differenzierung und Tumorgenese:
	Alternative Funktionen des Fas (CD95)/FasL (CD95L)-Systems
	Lange Zeit wurde angenommen, dass das ausgereifte Säugergehirn nicht die Kapazität für die Erzeugung neuer Neurone besitzt. In den sechziger Jahren des letzten Jahrhunderts gelang Joseph Altman jedoch anhand autoradiographischer Untersuchungen mit 3H-...
	Adulte Neurogenese geht von neuronalen Vorläuferzellen aus und findet unter physiologischen Bedingungen erwiesenermaßen in zwei definierten Regionen (Nischen) des adulten Gehirns statt: in der subventrikulären Zone (SVZ) der Seitenventrikel und in der...
	Das Spektrum Neurogenese-regulierender Faktoren ist umfangreich und heterogen (Kempermann 2011). So führen beispielsweise eine angereicherte Umgebung (engl., enriched environment), erhöhte körperliche Aktivität und Hippokampus-abhängiges Lernen zu ver...
	Auch wenn die klassische Funktion des Todesrezeptors Fas/CD95 in Zusammenhang mit der Initiierung von Apoptose und damit eines induzierten Zelltodprogramms gesehen wird (Kapitel 1.1), konnten in den vergangenen Jahren weitere, nicht-apoptotische Funkt...
	So konnte in kultivierten Hinterwurzel-Spinalganglion-Neuronen mit genetisch induzierter Defizienz des Fas-Rezeptors (Faslpr-Mäuse) eine altersabhängige und verzögerte Neuritenregeneration nachgewiesen werden (Hikawa et al. 1997). Die Quervernetzung v...
	Kürzlich gelang der Nachweis, dass Fas als Aktivator adulter Neurogenese und neuronaler Differenzierung fungieren kann, welche über den pp60-src/PI3K/AKT/mTOR-Signalweg vermittelt wird. Experimentelle Unterdrückung Fas-induzierter Neurogenese im Hippo...
	Der Fas-Signalweg konnte auch mit Prozessen in Verbindung gebracht werden, welche zur Tumorpromotion führen. Die Interaktion von gesundem Hirngewebe mit Tumorzellen des Glioblastoma multiforme erhöht die Expression des Fas-Liganden mit dessen konsekut...
	1.3 Faim2: Regulation des Fas (CD95)/FasL (CD95L)-Systems
	Es wurde gezeigt, dass das Fas-FasL-System durch proximal-regulatorische Proteine, wie c-FLIP, PEA-15, Btk, FAP-1, IAPs, Faim1 mit einer kurzen und langen Spleißvariante (Faim-S, Faim-L) und Faim3, beeinflusst werden kann (Reich et al. 2008). Ein weit...
	Da die Modulation Rezeptor-vermittelter neuronaler Apoptose und alternativer Signalwege sowohl physiologisch als auch pathophysiologisch wichtig zu sein scheint, stellt das neuronenspezifische und antiapoptotische Protein Faim2 ein Kandidatenmolekül m...
	1.4 Das Streptococcus-pneumoniae-Typ-3-Meningitismodell
	Zur Beantwortung der oben genannten Frage wurde ein murines Meningitismodell unter den Bedingungen der Faim2-Defizienz untersucht. Hierbei handelt es sich um ein etabliertes Modell unter Verwendung von Streptococcus pneumoniae Typ 3 (S. pneumoniae, SP...
	Bakterielle Meningitis, ausgelöst durch S. pneumoniae, stellt ein Krankheitsbild mit hoher Letalität und Morbidität dar (Thigpen et al. 2011). Auch nach durchgemachter Erkrankung sind bleibende neurologisch-kognitive Beeinträchtigungen häufig und tret...
	Experimentell induzierte Pneumokokken-Meningitis führt bei Mäusen, den hippokampalen Schaden illustrierend, zu einer Beeinträchtigung des räumlichen Lernvermögens (Wellmer et al. 2000). Die bisherige Beschreibung des Einflusses von Neuroinflammation a...
	Neben antiinfektiösen und antiinflammatorischen therapeutischen Maßnahmen stellt die Modulation apoptotischer Signalwege einen experimentellen Ansatz dar, um neuronalen Schaden während und nach bakterieller Meningitis zu begrenzen (Grandgirard und Lei...
	Die Konzentration von Fas und FasL ist im Liquor cerebrospinalis von an bakterieller Meningitis erkrankten Menschen im Vergleich zu gesunden Kontrollen erhöht, so dass eine Beteiligung am Krankheitsprozess wahrscheinlich ist (Fassbender et al. 1999; P...
	1.5 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit
	Die Untersuchung von klassisch apoptotischen und alternativen, insbesondere regenerativen, Signalkaskaden im ZNS und deren Modulation durch regulatorische Proteine sind von besonderem Interesse für die Aufklärung der Pathophysiologie zahlreicher neuro...
	Die vorliegende Arbeit untersucht den bisher unbekannten Einfluss von Faim2 auf den Krankheitsverlauf der bakteriellen Meningitis in einem etablierten Mausmodell. Für diesen Zweck wurde eine ebenfalls etablierte Faim2-nullmutante Mauslinie herangezoge...
	In der sich anschließenden postmeningitischen Phase (bis 13 Wochen nach Infektion unter antibiotischer Abdeckung) wurden Langzeiteffekte von Faim2 auf den Krankheitsverlauf untersucht, insbesondere unter dem Blickwinkel regenerativer Prozesse. Neben d...
	Ziel der vorliegenden Arbeit war es somit, sowohl unmittelbare als auch langfristige Funktionen von Faim2 in einem Mausmodell der bakteriellen Meningitis aufzuzeigen, in einen funktionellen Zusammenhang zu stellen und generelle Prinzipien für die Regu...
	2. MATERIAL UND METHODEN
	2.1 Material
	2.1.1 Chemikalien und Bioreagenzien
	Substanz      Herkunft     ABsoluteTM QPCR SYBR® Green ROX Mix  Abgene, Epsom, UK Agarose („peqGOLD Universal-Agarose“)   peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen Aluminiumsulfat-Hexadecahydrat (Al2O12S3 x 16H2O) Roth, Karlsruhe Ammoniumacetat-Lösung (5 ...
	2.1.2 Verbrauchsmaterial
	Material     Herkunft 96-Loch-Platte (Thermo-Fast® Platte, 96-Well) Abgene, Epsom, UK ABsolute™ QPCR Seal    Abgene, Epsom, UK Alleinfuttermittel („Ssniff R/M-H V1534-000“) Ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest Columbia-Agar (mit 5 % Schafblut)  bioMérieu...
	2.1.3 Geräte
	Gerät      Herkunft 47600-Maus-Rota-Rod    Ugo Basile, Comerio VA, Italien Acculab Analysenwaage (Modell: ALC-210.4) Sartorius, Göttingen Aufbewahrungsboxen für Reaktionsgefäße  GLW® Storing Systems, Würzburg Behältnisse für „Offenes-Feld“-Test (50 x...
	2.1.4 Lösungen und Puffer
	Citratpuffer (0,01 M, pH 6,0)
	Stammlösung A (0,1 M): 21,01 g Citronensäure-Monohydrat (C6H8O7 x H2O) in 1000 ml Aqua dest. lösen. Lagerung bei 4  C. Stammlösung B (0,1 M): 29,41 g Natriumcitrat-Dihydrat (C6H5Na3O7 x 2H2O) in 1000 ml Aqua dest. lösen. Lagerung bei 4  C.
	Gebrauchsverdünnung: 18 ml Stammlösung A und 82 ml Stammlösung B zu 900 ml Aqua dest. hinzugeben; pH 6,0 einstellen.
	Eosin-Färbelösung (1%)
	10 g Eosin G (gelblich) in 1000 ml Aqua dest. lösen.
	Kernechtrot-Färbelösung
	Kernechtrot      0,1 g Al2O12S3 x 16H2O (5 %)     100 ml
	Aluminiumsulfat aufkochen, von der Platte nehmen; Kernechtrot hinzufügen; nach dem Erkalten filtrieren.
	Lysispuffer (für DNS-Isolation; 500 ml)
	Tris (2 M, pH 8,5)     25 ml EDTA (0,5 M, pH 8,0)     5 ml NaCl (5 M-Lösung)     20 ml Natriumdodecylsulfat (10 %)    10 ml Aqua dest.      440 ml
	NBT/BCIP Substratpuffer
	Tris        12,11 g NaCl       5,84 g MgCl2 x 6H2O      10,17 g
	Auf 900 ml mit Aqua dest. auffüllen; pH 9,5 mit 6 N HCl einstellen; auf 1000 ml mit Aqua dest. auffüllen.
	Paraformaldehyd (PFA, 4 %)
	80 g Paraformaldehyd zu 1800 ml PBS (1x) geben; 4 ml 4 N NaOH hinzugeben und auf 40  C erwärmen, bis die Lösung klar wird; Lösung abkühlen lassen und pH 7,4 mit 6 N HCl einstellen; Filtrierung und Lagerung bei -20  C.
	PBS (10x Stammlösung, 2000 ml)
	NaCl       160 g KCl       4 g Na2HPO4 x 7H2O      54 g KH2PO4       4,8 g
	Auf 1900 ml mit Aqua dest. auffüllen; pH 7,4 einstellen; auf 2000 ml mit Aqua dest. auffüllen; zur Herstellung der Gebrauchslösung 1:10 mit Aqua dest. verdünnen und pH neu einstellen (PBS 1x).
	RNS-Puffer (Angabe pro Gewebeprobe)
	RLT-Puffer (aus “RNeasy Mini Kit”, Firma Qiagen, Hilden) 600 µl β-Mercaptoethanol     6 µl
	TAE-Puffer (50x, 1000 ml)
	Tris       242 g Essigsäure (100 %)     57,1 ml EDTA (0,5 M, pH 8,0)     100 ml
	Auf 1000 ml mit Aqua dest. auffüllen; zur Herstellung der Gebrauchslösung 1:50 mit Aqua dest. verdünnen.
	TBS (10x Stammlösung, 2000 ml)
	NaCl       170 g  Tris       121 g
	Auf 1900 ml mit Aqua dest. auffüllen; pH 7,5 mit 6 N HCl einstellen; auf 2000 ml mit Aqua dest. auffüllen; zur Herstellung der Gebrauchslösung 1:10 mit Aqua dest. verdünnen und ggf. pH neu einstellen (TBS 1x); zur Herstellung von TBST (1x, 0,1%) Tween...
	2.1.5 Antikörper
	Antikörper     Herkunft Anti-Bromdesoxyuridin (BrdU; BU1/75 [ICR1]), monoklonaler Antikörper (Ratte; Lot: 459561) Abcam plc, Cambridge, UK Anti-Caspase-3 (aktiv/gespalten), polyklonaler Antikörper (Kaninchen; Ref: 02/2008, Lot: 21) Cell Signaling Tec...
	2.1.6 Oligonukleotide
	Es wurden die folgenden Primer der Firma Metabion (Martinsried) zur Genotypisierung bzw. für Expressionsanalysen verwendet:
	Genotypisierung von Versuchstieren: Faim2-Wildtyp (Faim2+/+) sowie –Nullmutante (Faim2-/-) Wildtyp: Fwd 5‘-GGCACAGACATTGAGCAGAA-3‘ Wildtyp: Rev 5‘-CGGATGTGCAATCTGATGAC-3‘
	Nullmutante: Fwd 5‘-TGAAAACCACACTGCTCGAA-3‘ Nullmutante: Rev 5‘-GGGGTCAAGGTACCAGCTCT-3‘
	Realtime-PCR: Fas/CD95-Expression Fwd 5‘-CTGCGATGAAGAGCATGGTTT-3‘ Rev 5‘-CCATAGGCGATTTCTGGGAC-3‘
	Realtime-PCR: Faim2-Expression Fwd 5‘-AGAAGACATCATGACCCAGGG-3‘ Rev 5‘-CTTTCTGGTCATCCCAGCTG-3‘
	Realtime-PCR: GAPDH-Expression Fwd 5‘-TGGCAAAGTGGAGATTGTTGCC-3‘ Rev 5‘-AAGATGGTGATGGGCTTCCCG-3‘
	2.1.7 Versuchstiere
	Homozygote Faim2-Wildtyp- und Nullmutanten-Mäuse (Wurfgeschwister) (Reich et al. 2011).
	2.1.8 Computersoftware
	Software     Herkunft Bio-Capt (Version 12.5)    Vilber Lourmat, Torcy, Frankreich Endnote X2     Thomson Reuters, New York City, New York, USA  GraphPad Prism (Version 5.00)   GraphPad Software, Inc., La Jolla,  Kalifornien, USA Leica Application Su...
	2.2 Methoden
	2.2.1 Erzeugung, Manipulation und Analyse von Versuchstieren
	2.2.1.1 Genehmigung des Tierversuchsvorhabens
	Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten tierexperimentellen Untersuchungen sind vom Niedersächsischen Landesamt für Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit genehmigt worden (Aktenzeichen 33.11.42502-04-050/08). Vom Autor der vorliege...
	2.2.1.2 Erzeugung der Versuchstiere
	Für die vorliegende Arbeit wurden homozygote Faim2-Wildtyp- und Nullmutanten-Mäuse (Wurfgeschwister) verwendet. Dieses Mausmodell wurde mithilfe eines Cre/LoxP-vermittelten Rekombinationssytems in der Abteilung von Prof. Schulz in Kooperation mit dem ...
	2.2.1.3 Tierhaltung
	Die Tierhaltung erfolgte artgerecht unter standardisierten Bedingungen und kontrollierter Raumtemperatur und Luftfeuchtigkeit in den Tierställen der Abteilung für Neurodegeneration und Neurorestaurationsforschung (Waldweg 33, 37073 Göttingen). Die Mäu...
	2.2.1.4 Infektion der Versuchstiere mit Streptococcus pneumoniae Typ 3
	Für die vorliegende Arbeit wurde ein bekanntes Meningitis-Mausmodell angewandt (Gerber et al. 2001). Es erfolgten Analysen in der akuten meningitischen Phase sowie in einer postmeningitischen Rekonvaleszenzphase (Abbildung 4). Das für die Infektion ve...
	,𝐾𝐵𝐸-𝑚𝑙.=𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑑𝑒𝑟 𝐾𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑒𝑛 ×,𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟-𝐴𝑢𝑓𝑔𝑒𝑡𝑟𝑎𝑔𝑒𝑛𝑒𝑠 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 ,𝑚𝑙..
	berechnet werden (Tabelle 1).
	Vor der intrazerebralen Inokulation wurde zunächst eine Narkotisierung der Mäuse durch eine  kombinierte intraperitoneale Injektion von Ketamin (100 mg/kg KG i.p.) und Xylazin (20 mg/kg KG i.p.) durchgeführt. Zur Bestimmung einer ausreichenden Narkos...
	Abbildung 4: Die akute meningitische Phase (A) und postmeningitische Rekonvaleszenzphase (B) in der Übersicht
	Versuchstiere der meningitischen Phase wurden 24 Stunden nach Infektionsbeginn getötet und zwecks Durchführung von Expressions- sowie histologischen Analysen präpariert. Für die postmeningitische Phase vorgesehene Versuchstiere wurden zusätzlich begin...
	2.2.1.5 Tötung und Präparation von Versuchstieren
	Zur Probenentnahme von Gewebe für histologische und RNS-Analysen sowie für die Titerbestimmung auf S. pneumoniae wurden die Versuchstiere mittels zervikaler Dislokation und anschließender Dekapitation getötet. Es folgte die Abpräparation von Kopffell ...
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	2.2.1.6 Klinische Beurteilung der Versuchstiere
	Um den Krankheitsverlauf zu dokumentieren, wurden Phänotypanalysen durchgeführt. Der allgemeine Zustand der Tiere wurde mit einem klinischen Punktesystem beurteilt (Tabelle 2). Jedes Versuchstier wurde in Hinblick auf eine motorische Beeinträchtigung...
	Abbildung 5 (A) und Tabelle 1 (B): Titerbestimmung
	(A) Beispiel einer in acht Verdünnungsabschnitte unterteilten Blutagarplatte, auf welcher jeweils die Anzahl der Kolonien (koloniebildende Einheiten, KBE) abgelesen werden können. Das Feld links oben entspricht der ersten Verdünnungsstufe (= Feld Nr. ...
	Zur Untersuchung der motorischen Leistungsfähigkeit wurde zusätzlich ein Seiltest angewandt (Miquel und Blasco 1978; Wellmer et al. 2000). Die Seiltestanordnung bestand aus zwei separaten Plattformen (Durchmesser: 15 cm; Höhe: 45 cm), welche mit einem...
	2.2.1.7 Beurteilung der Gedächtnisleistung im Morris-Wasserlabyrinth
	2.2.1.8 Beurteilung der Versuchstiere mit dem „Offenes-Feld“-Test
	2.2.1.9 Beurteilung der Versuchstiere mit dem Rotarod-Test
	2.2.2 Histologische Methoden
	2.2.2.1 Fixation und Herstellung der histologischen Schnitte
	2.2.2.2 Hämatoxylin-Eosin-Färbung
	2.2.2.3 Darstellung der meningealen Entzündung in der H.E.-Färbung
	2.2.2.4 TUNEL-Färbung und Quantifizierung apoptotischer Zellen
	2.2.2.5 Immunfluoreszenz-Doppelfärbungen
	2.2.3 Molekularbiologische Methoden
	2.2.3.1 Isolation von genomischer DNS
	2.2.3.2 Polymerasekettenreaktion (PCR) mit genomischer DNS
	2.2.3.3 Agarosegelelektrophorese von PCR-Amplifikaten
	2.2.3.4 RNS-Isolation und quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR)
	2.2.4 Statistische Methoden
	3. ERGEBNISSE
	3.1 Die akute meningitische Phase
	Zur Beurteilung der Fragestellung, ob die Expression von Faim2 einen unmittelbaren Einfluss in einem Mausmodell der bakteriellen Meningitis ausübt, wurde zunächst eine Analyse der akuten meningitischen Phase (24 h) mit Faim2+/+- sowie Faim2-/--Versuch...
	3.1.1 Bestimmung des Infektionsausmaßes durch Titerbestimmungen und Darstellung
	meningealer Entzündungsvorgänge
	Um die bakterielle septische Infektion mikrobiologisch nachzuweisen, wurden nach Tötung der Versuchstiere Gewebeproben (Kleinhirn, Milz und Blut) auf ihren S. pneumoniae-Titer untersucht (Abbildung 13; Tabelle 7). Hierbei zeigten sich in den Proben be...
	Zusammenfassend konnte anhand der Titerbestimmungen und der Analyse meningealer Entzündung ein vergleichbarer und genotypunabhängiger Infektionsgrad im ZNS sowie im übrigen Organismus mikrobiologisch-quantitativ und histologisch nachgewiesen werden.
	3.1.2 Bestimmung klinischer Verlaufsparameter durch Phänotypanalysen
	Zur Dokumentation des Krankheitsverlaufes wurden die Versuchstierkohorten anhand von Seiltest- und Rotaroduntersuchungen sowie anhand eines klinischen Punktwertes und des Gewichtsverlustes untersucht (Abbildung 14; Kapitel 2.2.1.6 und 2.2.1.9).
	Die Seiltestuntersuchung (Abbildung 14 A) diente der Charakterisierung der motorischen Leistungsfähigkeit anhand eines Punktesystems, wobei ein hoher Punktwert mit einer starken Beeinträchtigung korreliert (Tabelle 3). Hierbei zeigte sich sowohl in de...
	Der klinische Phänotyp der Versuchstiere, ebenfalls dokumentiert unter Verwendung eines Punktesystems und der Korrelation von zunehmender Lethargie und motorischer Beeinträchtigung mit höheren Punktwerten (Tabelle 2), zeigte nach 24 h Infektionsdauer ...
	Die Rotarod-Untersuchung zeigte Defizite in Hinblick auf Koordinationsfähigkeit und Ausdauer auf, wobei kürzere Laufzeiten eine Verschlechterung anzeigten (Abbildung 14 C). Nach 12 h Infektionsdauer entsprach die gemessene Leistung zunächst noch annäh...
	Der prozentuale Gewichtsverlust wurde, ausgehend von den vor Beginn der Infektion gemessenen Absolutwerten, für die nachfolgenden Zeitpunkte kalkuliert (12 h, 24 h; Abbildung 14 D) und war nach 24 h Infektionsdauer gegenüber dem prozentualen Gewichtsv...
	Zusammenfassend konnten anhand der durchgeführten Phänotypanalysen nach 24 h Infektionsdauer Defizite der Versuchstierkohorten in den Bereichen Motorik, allgemeinem klinischen Status, Koordinationsfähigkeit und Ausdauer sowie zusätzlich Lethargie und ...
	3.1.3 Divergente Regulation hippokampaler Fas/CD95- und Faim2-Expression
	Mittels Durchführung von Genexpressionsanalysen wurde die Regulation sowohl der Expression von Fas/CD95-mRNA als auch Faim2-mRNA in hippokampalem Gewebe von Faim2+/+-Versuchstieren nach 20 h Infektionsdauer untersucht (Abbildung 15). Für diesen Zweck ...
	Bei der Untersuchung hippokampaler Fas/CD95-mRNA-Expression zeigte sich eine 5,5-fach erhöhte Expression in der erkrankten Kohorte im Vergleich zu Kontrollen (Abbildung 15 A; p = 0,0032). Invers zeigte sich die Expression hippokampaler Faim2-mRNA mit ...
	Zusammenfassend konnte anhand der Expressionsanalysen eine divergente Regulation hippokampaler Fas/CD95- und Faim2-Expression in der akuten meningitischen Phase nachgewiesen werden.
	3.1.4 Erhöhte hippokampale Zelltodrate in Faim2-defizienten Mäusen
	Das Ausmaß apoptotischer Zellen unter Kontroll- sowie unter Infektionsbedingungen wurde mittels TUNEL-Färbung (Kapitel 2.2.2.4) auf Serienschnitten der linkshemisphärischen Hippokampusformation (Gyrus dentatus) sowohl für die Faim2+/+- als auch für di...
	Hierbei zeigte sich unter Kontrollbedingungen (NaCl-Behandlung) kein genotypabhängiger Effekt auf die Dichte TUNEL-positiver hippokampaler Zellen (Mittelwerte 24 h nach NaCl-Injektion: 2,6 Zellen/mm2 für die Faim2+/+- bzw. 2,5 Zellen/mm2 für die Faim2...
	Zusammenfassend konnte 24 h nach Infektion eine erhöhte Zelltodrate in der Hippokampusformation des Gyrus dentatus von Faim2-/--Mäusen im Vergleich zu Wildtyp-Wurfgeschwistern nachgewiesen werden.
	3.1.5 Beteiligung von Initiations- und Effektorcaspasen am neuronalen Apoptoseprozess
	3.1.6 Genotypunabhängige Sterblichkeit nach unbehandelter SP3-Infektion
	3.2 Die postmeningitische Rekonvaleszenzphase
	Für Analysen dieser Krankheitsphase wurden über mehrere Wochen Versuchskohorten verwendet, deren Alter bei Versuchsbeginn jeweils knapp 4,5 Monate betrug (Tabelle 9). Nach intrazerebraler SP3-Infektion bzw. NaCl-Kontrollinjektion wurden alle vier Koho...
	3.2.1 Bestimmung klinischer Verlaufsparameter durch Phänotypanalysen
	Zur Dokumentation des Krankheitsverlaufes wurden die Versuchstierkohorten anhand des Gewichtsverlustes (absolut und prozentual) sowie anhand von Seiltestuntersuchungen und eines klinischen Punktwertes untersucht (Abbildung 20; Tabelle 9; Kapitel 2.2.1...
	Bei der Analyse der prozentualen und absoluten Gewichtsveränderung (Abbildung 20 A und B) ergaben sich Gewichtsverluste in beiden infizierten Versuchstierkohorten. Unter Zuhilfenahme einer linearen Regressionsanalyse zeigte sich hierbei ein im Verglei...
	Zusammenfassend konnten in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase anhand der durchgeführten Phänotypanalysen Defizite der infizierten Versuchstierkohorten in den Bereichen ‚Motorik‘ und ‚allgemeiner klinischer Status‘ sowie zusätzlich Lethargie un...
	3.2.2 Kontrolltraining als Teilnahmevoraussetzung des Morris-Wasserlabyrinth-Tests
	Das Kontrolltraining wurde der Akquisitions- und Umlernphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests vorgeschaltet, bestand aus 4 Messtagen und diente der grundsätzlichen Überprüfung der für eine Teilnahme an dem Versuch notwendigen basalen Fähigkeiten wie i...
	Hierbei konnte für alle untersuchten Kohorten solch ein Lerneffekt nachgewiesen werden. Für die NaCl-Kontroll-Kohorten (Abbildung 21 A) verringerte sich die Latenzzeit vom 1. Messtag (Mittelwerte: 28,1 s für die Faim2+/+- und 26,8 s für die Faim2-/--K...
	Der Vergleich der Latenzzeiten zwischen den NaCl-Kontroll-Kohorten und den infizierten Kohorten zeigte für den 1. Tag des Kontrolltrainings (Abbildung 21 C) erhöhte Werte der Meningitis-Kohorten. Am 4. Tag des Kontrolltrainings (Abbildung 21 D) zeigte...
	Zusammenfassend konnten anhand des durchgeführten Kontrolltrainings und der gemessenen Latenzzeit ausreichende und für den Morris-Wasserlabyrinth-Test notwendige Fähigkeiten der Versuchstiere aller Kohorten nachgewiesen werden. Genotypabhängige Effekt...
	
	3.2.3 Genotyp- und behandlungsabhängige Leistung in der Akquisitionsphase des
	Morris-Wasserlabyrinth-Tests
	Die Akquisitionsphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests folgte dem Kontrolltraining, bestand aus 7 Messtagen und diente der Untersuchung der räumlichen Lernfähigkeiten und des räumlichen Erinnerungsvermögens. Analog zum Kontrolltraining wurde hierbei w...
	Es zeigte sich hierbei für die NaCl-Kontroll-Kohorten ein signifikanter räumlicher Lerneffekt für die Faim2+/+-, nicht jedoch für die Faim2-/--Kohorte, im Vergleich der Testleistung des 1. zum 6. Messtages (Abbildung 22 A; Mittelwerte des 1. Messtages...
	Der Vergleich der Testleistung zu Beginn der Akquisitionsphase am 1. Messtag (Abbildung 22 C) zwischen den NaCl-Kontroll- und den infizierten Kohorten erbrachte keine signifikanten Gruppenunterschiede. Am 6. Messtag (Abbildung 22 D) zeigten sich genot...
	Zusammenfassend konnte anhand der Messung der Latenzzeit in der Akquisitionsphase ein Defizit im Prozess des räumlichen Lernens sowohl für die NaCl-Kontrolle-Faim2-/--Kohorte als auch für die infizierte Faim2+/+-Kohorte sowie der Meningitis-Kohorten i...
	3.2.4 Genotyp- und behandlungsabhängige örtliche Präferenzentwicklung im
	Transfertest der Akquisitionsphase
	Die Akquisitionsphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests wurde am 7. Messtag mittels der Bestimmung der prozentualen Aufenthaltszeit pro Quadrant anhand einer einzelnen Prüfmessung (Transfertest) zur Untersuchung einer örtlichen Präferenzentwicklung der...
	Zusammenfassend zeigte sich hierbei für die NaCl-Kontroll-Kohorten eine Präferenzentwicklung für die Faim2+/+-Kohorte (Abbildung 23 A), nicht jedoch für die Faim2-/-- und die infizierten Kohorten (Abbildung 23 B, C, D). Der prozentuale zeitliche Aufen...
	3.2.5 Genotyp- und behandlungsabhängige Leistung in der Umlernphase des Morris-
	Wasserlabyrinth-Tests
	Die Umlernphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests folgte der Akquisitionsphase, bestand ebenfalls aus 7 Messtagen und diente der Untersuchung der Lernflexibilität nach einer bereits erfolgten Trainingsphase. Mit Ausnahme der Zielposition der versteckte...
	Analog zur Akquisitionsphase zeigte sich hierbei für die NaCl-Kontroll-Kohorten ein signifikanter räumlicher Lerneffekt für die Faim2+/+-, nicht jedoch für die Faim2-/--Kohorte, im Vergleich der Testleistung des 1. zum 6. Messtages (Abbildung 24 A; Mi...
	Auch konnten beim Vergleich der Testleistung zu Beginn der Umlernphase am 1. Messtag (Abbildung 24 C) zwischen den NaCl-Kontroll- und den infizierten Kohorten keine signifikanten Gruppenunterschiede nachgewiesen werden. Schließlich zeigte sich am 6. M...
	Zusammenfassend konnten anhand der Umlernphase die vorherigen Ergebnisse der Akquisitionsphase reproduziert werden. Erneut wurden Defizite im Prozess des räumlichen Lernens sowohl für die NaCl-Kontrolle-Faim2-/--Kohorte als auch für die infizierte Fai...
	3.2.6 Genotyp- und behandlungsabhängige örtliche Präferenzentwicklung im
	Transfertest der Umlernphase
	Auch die Umlernphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests endete am 7. Messtag mittels der Bestimmung der prozentualen Aufenthaltszeit pro Quadrant anhand einer einzelnen Prüfmessung (Transfertest) zur Untersuchung einer örtlichen Präferenzentwicklung der...
	Analog zur Akquisitionsphase war die örtliche Präferenz für die nicht infizierte Faim2+/+-Kohorte (Abbildung 25 A) hierbei, im Gegensatz zu den übrigen Kohorten (Abbildung 25 B-D), am stärksten ausgeprägt. Es zeigte sich innerhalb dieser Kohorte ein s...
	3.2.7 Erhöhte lokomotorische Aktivität und gesteigertes Explorationsverhalten sowie verbesserte Koordinationsfähigkeit und Ausdauer in Faim2-defizienten Versuchs-
	tieren nach Infektion
	Nach Abschluß der Morris-Wasserlabyrinth-Untersuchungen dienten zur zusätzlichen Beurteilung lokomotorischer Aktivität und des Explorationsverhaltens der „Offenes-Feld“- (OFT) sowie zur Analyse von Koordinationsfähigkeit und Ausdauer der Rotarod-Test ...
	Hierbei offenbarte die einstündige „Offenes-Feld“-Messung ein insgesamt gesteigertes Aktivitätsniveau der infizierten Kohorten mit einer größeren zurückgelegten Distanz (Abbildung 26 A; Mittelwerte: 19,5 m für die NaCl-Kontroll- und 28,7 m für die Men...
	Die Leistung im Rotarod-Test war im Gesamtvergleich zwischen NaCl-Kontrollen und den infizierten Kohorten ohne Unterschied, im einzelnen Vergleich für die Meningitis-Faim2-/--Kohorte jedoch am besten (Mittelwerte insgesamt: 128,4 s für die NaCl-Kontro...
	Zusammenfassend konnten anhand der „Offenes-Feld“- sowie Rotarod-Untersuchungen eine erhöhte lokomotorische Aktivität und ein gesteigertes Explorationsverhalten für die infizierten Kohorten im Allgemeinen bzw. für die infizierte Faim2-/--Kohorte im Sp...
	3.2.8 Erhöhte Neurogenese in Faim2-defizienten Versuchstieren in der
	postmeningitischen Rekonvaleszenzphase
	Im Anschluss an die Verhaltensexperimente erfolgte die Tötung und Präparation der Versuchstiere zwecks Untersuchung von hippokampalen Neurogenese-Vorgängen im Gyrus dentatus mittels Immunfluoreszenz-Doppelfärbungen mit dem Proliferationsmarker BrdU un...
	Hierbei zeigte sich 13 Wochen nach Infektion eine signifikant erhöhte Zelldichte BrdU/NeuN-positiver hippokampaler Neurone in der infizierten Faim2-/--Kohorte, verglichen mit der infizierten Faim2+/+-Kohorte und der NaCl-behandelten Faim2-/--Kohorte. ...
	Zusammenfassend konnten anhand der BrdU/NeuN-Doppelfärbungen eine genotypabhängig erhöhte, durch ein Fehlen von Faim2 bedingte, Neurogenese-Rate in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase festgestellt werden.
	3.2.9 Genotypabhängige Sterblichkeit in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase
	In Analogie zum Modell der akuten meningitischen Phase (Kapitel 3.1.6) wurde der Einfluss von Faim2 auf die Sterblichkeit anhand einer Überlebensanalyse ebenfalls für das postmeningitische Rekonvaleszenzmodell untersucht. Hierbei wurde der frühe Zeitr...
	Hierbei zeigte sich für die ersten 6 Versuchstage eine signifikant erhöhte Sterblichkeit der infizierten Faim2+/+- gegenüber der infizierten Faim2-/--Kohorte (Abbildung 28) (p = 0,041; Überlebensquoten nach 6 Tagen: 52,9 % für die Faim2+/+- sowie 85 %...
	Zusammenfassend konnten anhand der Überlebensanalyse unterschiedliche Sterblichkeitsraten der untersuchten Kohorten im postmeningitischen Rekonvaleszenzmodell festgestellt werden.
	3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse
	Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde der initiale Einfluss von Faim2 auf den Krankheitsverlauf bei Beginn der Erkrankung in einem Akutmodell der bakteriellen Meningitis untersucht (Kapitel 3.1). Hierbei zeigte sich keine Auswirkung von Faim2 a...
	Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit, dem Modell der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase unter antibiotischer Behandlung mit Ceftriaxon, wurden Langzeiteffekte von Faim2 auf den Krankheitsverlauf untersucht (Kapitel 3.2). Bei der Untersuchung de...
	Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Faim2 in Abhängigkeit vom Zeitpunkt sowohl degenerative als auch regenerative Prozesse in einem Mausmodell der bakteriellen Meningitis moduliert und hierbei insbesondere spezifische Hippokampus-abhängige Fun...
	4. DISKUSSION
	4.1 Der Einfluss von Faim2 in der akuten meningitischen Phase
	Das mit Fas assoziierte Protein Faim2 ist ein proximaler Inhibitor FasL-induzierter Apoptose (Beier et al. 2005; Fernández et al. 2007; Somia et al. 1999). Das neuroprotektive Potential dieses regulatorischen Proteins konnte vor kurzem anhand einer ge...
	4.1.1 Faim2 beeinflusst weder Neuroinflammation noch den klinischen Phänotyp oder
	das Überleben in der akuten meningitischen Phase
	Anhand von Titerbestimmungen auf den Erreger S. pneumoniae Typ 3 konnte der prinzipielle Beweis geliefert werden, dass in den Gewebeproben von Blut, Kleinhirn und Milz ausreichende Konzentrationen des Erregers vorhanden waren und somit die Infektion e...
	Es zeigte sich kein Einfluss von Faim2 auf die Höhe des Titers oder den Ausprägungsgrad der granulozytären meningealen Infiltration (Kapitel 3.1.1; Abbildung 13; Tabelle 7). Es konnte zuvor demonstriert werden, dass die akute Entzündungsantwort bei Mä...
	Die durchgeführten Phänotypanalysen in Form von Seiltest- und Rotaroduntersuchungen sowie die Bestimmung eines klinischen Punktwertes und Analyse des prozentualen Gewichtsverlustes zeigten den im Verlauf des Akutmodells zunehmenden Schweregrad der Erk...
	Ein Einfluss von Faim2 auf den Schweregrad des klinischen Phänotyps konnte hierbei jedoch weder zu einem bestimmten Zeitpunkt noch für eine definierte Untersuchungsmodalität festgestellt werden (Kapitel 3.1.2; Abbildung 14). Analog hierzu zeigte ein s...
	Der fehlende Einfluss von Faim2 auf den Ausprägungsgrad der akuten Entzündungsantwort, des klinischen Phänotyps und des Überlebens im akuten Meningitis-Modell unterstützt insofern die bisherige Annahme, dass das Fas-FasL-System keinen Einfluss auf Neu...
	4.1.2 Neuroinflammation erhöht die hippokampale Fas-Expression und erniedrigt die
	hippokampale Faim2-Expression in der akuten meningitischen Phase
	Die durchgeführten Expressionsanalysen hinsichtlich hippokampaler Fas- sowie Faim2-Expression zeigten eine inverse Regulation nach 20 h Infektionsdauer mit einer Erhöhung von Fas und simultaner Erniedrigung von Faim2 auf (Kapitel 3.1.3; Abbildung 15)....
	Es stellen sich daher die Fragen, ob dieser Regulationsmechanismus einer Erhöhung von Fas und Erniedrigung von Faim2 erstens ein allgemeines Prinzip unter pathologischen Bedingungen darstellt, zweitens, welche Funktion er letztendlich ausübt und dritt...
	Ob bzw. wie ein Wechsel eines apoptotischen in ein protektives Signal nach Aktivierung von CD95 auf Signaltransduktionsebene stattfinden könnte, ist derzeit unklar. Möglich ist auch, dass es sich hierbei um zwei unabhängige Mechanismen im Rahmen der N...
	4.1.3 Faim2 ist neuroprotektiv in der akuten meningitischen Phase
	Anhand der durchgeführten TUNEL-Färbungen konnte gezeigt werden, dass Faim2-Defizienz zu einem erhöhten Ausmaß an neuronal-apoptotischem Zelltod im Gyrus dentatus der Hippokampusformation führt (Kapitel 3.1.4; Abbildung 16). Gleichzeitig konnte demons...
	Somit konnte einerseits eine neuroprotektive Funktion von Faim2 im akuten Meningitis-Modell aufgezeigt werden, wie es bereits zuvor für ein murines Modell der zerebralen Ischämie gelungen war (Reich et al. 2011). Andererseits liegt die Vermutung nahe,...
	Unter physiologischen Bedingungen (NaCl-Behandlung) fand sich einerseits kein genotypabhängiger Effekt in Hinblick auf hippokampale neuronale Apoptose, andererseits war die Dichte TUNEL-positiver Zellen der Wildtypgruppe auch unter Infektionsbedingung...
	4.2 Der Einfluss von Faim2 in der postmeningitischen
	Rekonvaleszenzphase
	Langfristige Effekte von Faim2 in Krankheitsmodellen wurden bisher in vivo noch nicht untersucht. Seit einiger Zeit sammeln sich jedoch die Hinweise auch für neuroprotektive Funktionen des Fas-FasL-Signalweges (Kapitel 1.2), so dass sich die Frage ste...
	4.2.1 Faim2-Defizienz resultiert in erhöhter hippokampaler Neurogenese und
	verbesserter Gedächtnisleistung in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase
	Anhand der durchgeführten Evaluation des räumlichen Lernvermögens unter Verwendung des Morris-Wasserlabyrinths konnte nachgewiesen werden, dass Faim-Defizienz in der postmeningitischen Phase (ab 7 Wochen nach Infektion; Akquisitionsphase) zu einer ver...
	Hinsichtlich dieser Beeinflussung funktioneller und histologischer Parameter konnte somit erstmals eine regenerative Funktion von Faim2 in einem Krankheitsmodell in vivo aufgezeigt werden. Gleichzeitig unterstreichen diese Ergebnisse die funktionelle ...
	Die Beobachtung erhöhter hippokampaler Neurogenese und verbesserter Gedächtnisleistung unter Wegfall des Fas-Inhibitors Faim2 geht einher mit einer Vielzahl von Befunden, welche das Vorhandensein neuronaler Differenzierung und Neurogenese an der Intak...
	Die nichtinfizierte Faim2-Wildtyp-Kohorte erzielte im Vergleich aller Gruppen sowohl in der Akquisitions- als auch in der Umlernphase das jeweils beste Leistungsniveau hinsichtlich des räumlichen Lernvorgangs (Kapitel 3.2.3 und 3.2.5; Abbildung 22 und...
	4.2.2 Faim2-Defizienz führt zu verbesserter Koordinationsfähigkeit und gesteigertem
	Explorationsverhalten in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase
	Im Rotarod-Test zeigte sich eine verbesserte motorische Koordination und Ausdauer bei Faim2-Defizienz nach Infektion, illustriert durch eine beinahe doppelt so lange Laufzeit im Vergleich zur infizierten Faim2-Wildtypkohorte (Kapitel 3.2.7; Abbildung ...
	Der Rotarod-Test ist zur Untersuchung von motorischer Koordination, Balance und Ataxie weit verbreitet und erfordert eine intakte zerebelläre Funktion (Karl et al. 2003). Gleichzeitig konnte die neuroprotektive und entwicklungsbiologische Bedeutung vo...
	Verhalten im OFT kann neben der Explorationsaktivität grundsätzlich auch durch Emotionalität und Angst beeinflusst werden, wobei die Tendenzen, einerseits eine neue Umgebung zu erkunden und andererseits ein hell beleuchtetes und offenes Areal zu verme...
	4.2.3 Faim2-Defizienz geht einher mit verringerter klinischer Beeinträchtigung und
	Sterblichkeit in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase
	Die Analyse klinischer Verlaufsparameter nach Infektion zur Dokumentation des Krankheitsverlaufes erbrachte den Befund, dass Faim2-Defizienz in der postmeningitischen Phase mit einem geringeren prozentualen Gewichtsverlust und damit einer geringeren k...
	Neben der Beeinflussung hippokampaler Neurogenese und Hippokampus-abhängiger Funktionen (Kapitel 4.2.1 und 4.2.2) konnten somit Hinweise auf die zusätzliche Beeinflussung klinischer Parameter durch Faim2 nachgewiesen werden. Ein möglicher Einfluss von...
	Unter Berücksichtigung dieser Befunde und der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erscheint ein direkter und kausaler Zusammenhang zwischen regenerativen Vorgängen, wie Neurogenese und Angiogenese, auf der einen Seite und Verbesserung klinischer Parame...
	4.3 Schlussfolgerungen und Konsequenzen
	Das neuroprotektive Potential von Faim2 als proximalen Inhibitor des Fas-FasL-Signalweges konnte kürzlich in einem murinen Modell der zerebralen Ischämie erstmalig in vivo nachgewiesen werden. In der vorliegenden Arbeit gelang die Bestätigung dieses E...
	Schließlich konnte erstmalig in vivo demonstriert werden, dass eine Defizienz von Faim2 in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase zu erhöhter hippokampaler Neurogenese, verbesserter kognitiver Funktion und gesteigertem Explorationsverhalten führt....
	Faim2 vermittelt sowohl neuroprotektive als auch regenerative Effekte im murinen Tiermodell der bakteriellen Meningitis und stellt ein vielversprechendes pharmakologisches Ziel für die Entwicklung neuer Therapieansätze dar.
	5. ZUSAMMENFASSUNG
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	1. EINLEITUNG
	1.1 Neuronaler Zelltod durch Apoptose:
	Klassische Funktionen des Fas (CD95)/FasL (CD95L)-Systems
	Apoptose0F  und entwicklungsbedingter programmierter Zelltod1F  stellen neben der Nekrose eine Hauptform des neuronalen Zelltodes dar. So erfolgt im Rahmen der Embryonalentwicklung des Zentralnervensystems (ZNS) eine teilweise Eliminierung neuronaler ...
	Morphologisch wurde Apoptose erstmalig von Kerr, Wyllie und Currie charakterisiert und vom nekrotischen Zelltod abgegrenzt. So sind Reduktion des Zellvolumens (Pyknosis), Chromatin-Kondensation und nukleäre Fragmentierung (Karyorrhexis) sowie Abschnür...
	Eine zentrale Rolle bei der biochemischen Ausführung von Apoptose spielt eine Gruppe von Proteasen, die sogenannten Caspasen2F . Hinsichtlich ihrer putativen Funktion werden drei Gruppen von Caspasen unterschieden: Initiations- und Effektorcaspasen ei...
	Der extrinsische Signalweg wird über die Aktivierung von Todesrezeptoren eingeleitet, deren prominentester Vertreter der zur Tumornekrosefaktor-Rezeptor-(TNFR)-Superfamilie gehörende Fas-Rezeptor (Fas, CD95, APO-1) ist. Die Aktivierung der Fas-vermitt...
	Sowohl Fas als auch FasL werden im zentralen Nervensystem physiologischerweise exprimiert, wobei die Bedeutung nicht abschließend geklärt ist und klassischerweise mit der Aufrechterhaltung des Immunstatus des ZNS in Verbindung gebracht wurde (Choi und...
	Schließlich führt die Unterbrechung des Fas-Signalwegs unter experimentellen pathophysiologischen Bedingungen in vielen Fällen zu einer Abschwächung des Krankheitsbildes im jeweils verwendeten Modell (Reich et al. 2008). Dies zeigt sich beispielsweise...
	1.2 Neurogenese, neuronale Differenzierung und Tumorgenese:
	Alternative Funktionen des Fas (CD95)/FasL (CD95L)-Systems
	Lange Zeit wurde angenommen, dass das ausgereifte Säugergehirn nicht die Kapazität für die Erzeugung neuer Neurone besitzt. In den sechziger Jahren des letzten Jahrhunderts gelang Joseph Altman jedoch anhand autoradiographischer Untersuchungen mit 3H-...
	Adulte Neurogenese geht von neuronalen Vorläuferzellen aus und findet unter physiologischen Bedingungen erwiesenermaßen in zwei definierten Regionen (Nischen) des adulten Gehirns statt: in der subventrikulären Zone (SVZ) der Seitenventrikel und in der...
	Das Spektrum Neurogenese-regulierender Faktoren ist umfangreich und heterogen (Kempermann 2011). So führen beispielsweise eine angereicherte Umgebung (engl., enriched environment), erhöhte körperliche Aktivität und Hippokampus-abhängiges Lernen zu ver...
	Auch wenn die klassische Funktion des Todesrezeptors Fas/CD95 in Zusammenhang mit der Initiierung von Apoptose und damit eines induzierten Zelltodprogramms gesehen wird (Kapitel 1.1), konnten in den vergangenen Jahren weitere, nicht-apoptotische Funkt...
	So konnte in kultivierten Hinterwurzel-Spinalganglion-Neuronen mit genetisch induzierter Defizienz des Fas-Rezeptors (Faslpr-Mäuse) eine altersabhängige und verzögerte Neuritenregeneration nachgewiesen werden (Hikawa et al. 1997). Die Quervernetzung v...
	Kürzlich gelang der Nachweis, dass Fas als Aktivator adulter Neurogenese und neuronaler Differenzierung fungieren kann, welche über den pp60-src/PI3K/AKT/mTOR-Signalweg vermittelt wird. Experimentelle Unterdrückung Fas-induzierter Neurogenese im Hippo...
	Der Fas-Signalweg konnte auch mit Prozessen in Verbindung gebracht werden, welche zur Tumorpromotion führen. Die Interaktion von gesundem Hirngewebe mit Tumorzellen des Glioblastoma multiforme erhöht die Expression des Fas-Liganden mit dessen konsekut...
	1.3 Faim2: Regulation des Fas (CD95)/FasL (CD95L)-Systems
	Es wurde gezeigt, dass das Fas-FasL-System durch proximal-regulatorische Proteine, wie c-FLIP, PEA-15, Btk, FAP-1, IAPs, Faim1 mit einer kurzen und langen Spleißvariante (Faim-S, Faim-L) und Faim3, beeinflusst werden kann (Reich et al. 2008). Ein weit...
	Da die Modulation Rezeptor-vermittelter neuronaler Apoptose und alternativer Signalwege sowohl physiologisch als auch pathophysiologisch wichtig zu sein scheint, stellt das neuronenspezifische und antiapoptotische Protein Faim2 ein Kandidatenmolekül m...
	1.4 Das Streptococcus-pneumoniae-Typ-3-Meningitismodell
	Zur Beantwortung der oben genannten Frage wurde ein murines Meningitismodell unter den Bedingungen der Faim2-Defizienz untersucht. Hierbei handelt es sich um ein etabliertes Modell unter Verwendung von Streptococcus pneumoniae Typ 3 (S. pneumoniae, SP...
	Bakterielle Meningitis, ausgelöst durch S. pneumoniae, stellt ein Krankheitsbild mit hoher Letalität und Morbidität dar (Thigpen et al. 2011). Auch nach durchgemachter Erkrankung sind bleibende neurologisch-kognitive Beeinträchtigungen häufig und tret...
	Experimentell induzierte Pneumokokken-Meningitis führt bei Mäusen, den hippokampalen Schaden illustrierend, zu einer Beeinträchtigung des räumlichen Lernvermögens (Wellmer et al. 2000). Die bisherige Beschreibung des Einflusses von Neuroinflammation a...
	Neben antiinfektiösen und antiinflammatorischen therapeutischen Maßnahmen stellt die Modulation apoptotischer Signalwege einen experimentellen Ansatz dar, um neuronalen Schaden während und nach bakterieller Meningitis zu begrenzen (Grandgirard und Lei...
	Die Konzentration von Fas und FasL ist im Liquor cerebrospinalis von an bakterieller Meningitis erkrankten Menschen im Vergleich zu gesunden Kontrollen erhöht, so dass eine Beteiligung am Krankheitsprozess wahrscheinlich ist (Fassbender et al. 1999; P...
	1.5 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit
	Die Untersuchung von klassisch apoptotischen und alternativen, insbesondere regenerativen, Signalkaskaden im ZNS und deren Modulation durch regulatorische Proteine sind von besonderem Interesse für die Aufklärung der Pathophysiologie zahlreicher neuro...
	Die vorliegende Arbeit untersucht den bisher unbekannten Einfluss von Faim2 auf den Krankheitsverlauf der bakteriellen Meningitis in einem etablierten Mausmodell. Für diesen Zweck wurde eine ebenfalls etablierte Faim2-nullmutante Mauslinie herangezoge...
	In der sich anschließenden postmeningitischen Phase (bis 13 Wochen nach Infektion unter antibiotischer Abdeckung) wurden Langzeiteffekte von Faim2 auf den Krankheitsverlauf untersucht, insbesondere unter dem Blickwinkel regenerativer Prozesse. Neben d...
	Ziel der vorliegenden Arbeit war es somit, sowohl unmittelbare als auch langfristige Funktionen von Faim2 in einem Mausmodell der bakteriellen Meningitis aufzuzeigen, in einen funktionellen Zusammenhang zu stellen und generelle Prinzipien für die Regu...
	2. MATERIAL UND METHODEN
	2.1 Material
	2.1.1 Chemikalien und Bioreagenzien
	Substanz      Herkunft     ABsoluteTM QPCR SYBR® Green ROX Mix  Abgene, Epsom, UK Agarose („peqGOLD Universal-Agarose“)   peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen Aluminiumsulfat-Hexadecahydrat (Al2O12S3 x 16H2O) Roth, Karlsruhe Ammoniumacetat-Lösung (5 ...
	2.1.2 Verbrauchsmaterial
	Material     Herkunft 96-Loch-Platte (Thermo-Fast® Platte, 96-Well) Abgene, Epsom, UK ABsolute™ QPCR Seal    Abgene, Epsom, UK Alleinfuttermittel („Ssniff R/M-H V1534-000“) Ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest Columbia-Agar (mit 5 % Schafblut)  bioMérieu...
	2.1.3 Geräte
	Gerät      Herkunft 47600-Maus-Rota-Rod    Ugo Basile, Comerio VA, Italien Acculab Analysenwaage (Modell: ALC-210.4) Sartorius, Göttingen Aufbewahrungsboxen für Reaktionsgefäße  GLW® Storing Systems, Würzburg Behältnisse für „Offenes-Feld“-Test (50 x...
	2.1.4 Lösungen und Puffer
	Citratpuffer (0,01 M, pH 6,0)
	Stammlösung A (0,1 M): 21,01 g Citronensäure-Monohydrat (C6H8O7 x H2O) in 1000 ml Aqua dest. lösen. Lagerung bei 4  C. Stammlösung B (0,1 M): 29,41 g Natriumcitrat-Dihydrat (C6H5Na3O7 x 2H2O) in 1000 ml Aqua dest. lösen. Lagerung bei 4  C.
	Gebrauchsverdünnung: 18 ml Stammlösung A und 82 ml Stammlösung B zu 900 ml Aqua dest. hinzugeben; pH 6,0 einstellen.
	Eosin-Färbelösung (1%)
	10 g Eosin G (gelblich) in 1000 ml Aqua dest. lösen.
	Kernechtrot-Färbelösung
	Kernechtrot      0,1 g Al2O12S3 x 16H2O (5 %)     100 ml
	Aluminiumsulfat aufkochen, von der Platte nehmen; Kernechtrot hinzufügen; nach dem Erkalten filtrieren.
	Lysispuffer (für DNS-Isolation; 500 ml)
	Tris (2 M, pH 8,5)     25 ml EDTA (0,5 M, pH 8,0)     5 ml NaCl (5 M-Lösung)     20 ml Natriumdodecylsulfat (10 %)    10 ml Aqua dest.      440 ml
	NBT/BCIP Substratpuffer
	Tris        12,11 g NaCl       5,84 g MgCl2 x 6H2O      10,17 g
	Auf 900 ml mit Aqua dest. auffüllen; pH 9,5 mit 6 N HCl einstellen; auf 1000 ml mit Aqua dest. auffüllen.
	Paraformaldehyd (PFA, 4 %)
	80 g Paraformaldehyd zu 1800 ml PBS (1x) geben; 4 ml 4 N NaOH hinzugeben und auf 40  C erwärmen, bis die Lösung klar wird; Lösung abkühlen lassen und pH 7,4 mit 6 N HCl einstellen; Filtrierung und Lagerung bei -20  C.
	PBS (10x Stammlösung, 2000 ml)
	NaCl       160 g KCl       4 g Na2HPO4 x 7H2O      54 g KH2PO4       4,8 g
	Auf 1900 ml mit Aqua dest. auffüllen; pH 7,4 einstellen; auf 2000 ml mit Aqua dest. auffüllen; zur Herstellung der Gebrauchslösung 1:10 mit Aqua dest. verdünnen und pH neu einstellen (PBS 1x).
	RNS-Puffer (Angabe pro Gewebeprobe)
	RLT-Puffer (aus “RNeasy Mini Kit”, Firma Qiagen, Hilden) 600 µl β-Mercaptoethanol     6 µl
	TAE-Puffer (50x, 1000 ml)
	Tris       242 g Essigsäure (100 %)     57,1 ml EDTA (0,5 M, pH 8,0)     100 ml
	Auf 1000 ml mit Aqua dest. auffüllen; zur Herstellung der Gebrauchslösung 1:50 mit Aqua dest. verdünnen.
	TBS (10x Stammlösung, 2000 ml)
	NaCl       170 g  Tris       121 g
	Auf 1900 ml mit Aqua dest. auffüllen; pH 7,5 mit 6 N HCl einstellen; auf 2000 ml mit Aqua dest. auffüllen; zur Herstellung der Gebrauchslösung 1:10 mit Aqua dest. verdünnen und ggf. pH neu einstellen (TBS 1x); zur Herstellung von TBST (1x, 0,1%) Tween...
	2.1.5 Antikörper
	Antikörper     Herkunft Anti-Bromdesoxyuridin (BrdU; BU1/75 [ICR1]), monoklonaler Antikörper (Ratte; Lot: 459561) Abcam plc, Cambridge, UK Anti-Caspase-3 (aktiv/gespalten), polyklonaler Antikörper (Kaninchen; Ref: 02/2008, Lot: 21) Cell Signaling Tec...
	2.1.6 Oligonukleotide
	Es wurden die folgenden Primer der Firma Metabion (Martinsried) zur Genotypisierung bzw. für Expressionsanalysen verwendet:
	Genotypisierung von Versuchstieren: Faim2-Wildtyp (Faim2+/+) sowie –Nullmutante (Faim2-/-) Wildtyp: Fwd 5‘-GGCACAGACATTGAGCAGAA-3‘ Wildtyp: Rev 5‘-CGGATGTGCAATCTGATGAC-3‘
	Nullmutante: Fwd 5‘-TGAAAACCACACTGCTCGAA-3‘ Nullmutante: Rev 5‘-GGGGTCAAGGTACCAGCTCT-3‘
	Realtime-PCR: Fas/CD95-Expression Fwd 5‘-CTGCGATGAAGAGCATGGTTT-3‘ Rev 5‘-CCATAGGCGATTTCTGGGAC-3‘
	Realtime-PCR: Faim2-Expression Fwd 5‘-AGAAGACATCATGACCCAGGG-3‘ Rev 5‘-CTTTCTGGTCATCCCAGCTG-3‘
	Realtime-PCR: GAPDH-Expression Fwd 5‘-TGGCAAAGTGGAGATTGTTGCC-3‘ Rev 5‘-AAGATGGTGATGGGCTTCCCG-3‘
	2.1.7 Versuchstiere
	Homozygote Faim2-Wildtyp- und Nullmutanten-Mäuse (Wurfgeschwister) (Reich et al. 2011).
	2.1.8 Computersoftware
	Software     Herkunft Bio-Capt (Version 12.5)    Vilber Lourmat, Torcy, Frankreich Endnote X2     Thomson Reuters, New York City, New York, USA  GraphPad Prism (Version 5.00)   GraphPad Software, Inc., La Jolla,  Kalifornien, USA Leica Application Su...
	2.2 Methoden
	2.2.1 Erzeugung, Manipulation und Analyse von Versuchstieren
	2.2.1.1 Genehmigung des Tierversuchsvorhabens
	Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten tierexperimentellen Untersuchungen sind vom Niedersächsischen Landesamt für Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit genehmigt worden (Aktenzeichen 33.11.42502-04-050/08). Vom Autor der vorliege...
	2.2.1.2 Erzeugung der Versuchstiere
	Für die vorliegende Arbeit wurden homozygote Faim2-Wildtyp- und Nullmutanten-Mäuse (Wurfgeschwister) verwendet. Dieses Mausmodell wurde mithilfe eines Cre/LoxP-vermittelten Rekombinationssytems in der Abteilung von Prof. Schulz in Kooperation mit dem ...
	2.2.1.3 Tierhaltung
	Die Tierhaltung erfolgte artgerecht unter standardisierten Bedingungen und kontrollierter Raumtemperatur und Luftfeuchtigkeit in den Tierställen der Abteilung für Neurodegeneration und Neurorestaurationsforschung (Waldweg 33, 37073 Göttingen). Die Mäu...
	2.2.1.4 Infektion der Versuchstiere mit Streptococcus pneumoniae Typ 3
	Für die vorliegende Arbeit wurde ein bekanntes Meningitis-Mausmodell angewandt (Gerber et al. 2001). Es erfolgten Analysen in der akuten meningitischen Phase sowie in einer postmeningitischen Rekonvaleszenzphase (Abbildung 4). Das für die Infektion ve...
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	berechnet werden (Tabelle 1).
	Vor der intrazerebralen Inokulation wurde zunächst eine Narkotisierung der Mäuse durch eine  kombinierte intraperitoneale Injektion von Ketamin (100 mg/kg KG i.p.) und Xylazin (20 mg/kg KG i.p.) durchgeführt. Zur Bestimmung einer ausreichenden Narkos...
	Abbildung 4: Die akute meningitische Phase (A) und postmeningitische Rekonvaleszenzphase (B) in der Übersicht
	Versuchstiere der meningitischen Phase wurden 24 Stunden nach Infektionsbeginn getötet und zwecks Durchführung von Expressions- sowie histologischen Analysen präpariert. Für die postmeningitische Phase vorgesehene Versuchstiere wurden zusätzlich begin...
	2.2.1.5 Tötung und Präparation von Versuchstieren
	Zur Probenentnahme von Gewebe für histologische und RNS-Analysen sowie für die Titerbestimmung auf S. pneumoniae wurden die Versuchstiere mittels zervikaler Dislokation und anschließender Dekapitation getötet. Es folgte die Abpräparation von Kopffell ...
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	2.2.1.6 Klinische Beurteilung der Versuchstiere
	Um den Krankheitsverlauf zu dokumentieren, wurden Phänotypanalysen durchgeführt. Der allgemeine Zustand der Tiere wurde mit einem klinischen Punktesystem beurteilt (Tabelle 2). Jedes Versuchstier wurde in Hinblick auf eine motorische Beeinträchtigung...
	Abbildung 5 (A) und Tabelle 1 (B): Titerbestimmung
	(A) Beispiel einer in acht Verdünnungsabschnitte unterteilten Blutagarplatte, auf welcher jeweils die Anzahl der Kolonien (koloniebildende Einheiten, KBE) abgelesen werden können. Das Feld links oben entspricht der ersten Verdünnungsstufe (= Feld Nr. ...
	Zur Untersuchung der motorischen Leistungsfähigkeit wurde zusätzlich ein Seiltest angewandt (Miquel und Blasco 1978; Wellmer et al. 2000). Die Seiltestanordnung bestand aus zwei separaten Plattformen (Durchmesser: 15 cm; Höhe: 45 cm), welche mit einem...
	2.2.1.7 Beurteilung der Gedächtnisleistung im Morris-Wasserlabyrinth
	2.2.1.8 Beurteilung der Versuchstiere mit dem „Offenes-Feld“-Test
	2.2.1.9 Beurteilung der Versuchstiere mit dem Rotarod-Test
	2.2.2 Histologische Methoden
	2.2.2.1 Fixation und Herstellung der histologischen Schnitte
	2.2.2.2 Hämatoxylin-Eosin-Färbung
	2.2.2.3 Darstellung der meningealen Entzündung in der H.E.-Färbung
	2.2.2.4 TUNEL-Färbung und Quantifizierung apoptotischer Zellen
	2.2.2.5 Immunfluoreszenz-Doppelfärbungen
	2.2.3 Molekularbiologische Methoden
	2.2.3.1 Isolation von genomischer DNS
	2.2.3.2 Polymerasekettenreaktion (PCR) mit genomischer DNS
	2.2.3.3 Agarosegelelektrophorese von PCR-Amplifikaten
	2.2.3.4 RNS-Isolation und quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR)
	2.2.4 Statistische Methoden
	3. ERGEBNISSE
	3.1 Die akute meningitische Phase
	Zur Beurteilung der Fragestellung, ob die Expression von Faim2 einen unmittelbaren Einfluss in einem Mausmodell der bakteriellen Meningitis ausübt, wurde zunächst eine Analyse der akuten meningitischen Phase (24 h) mit Faim2+/+- sowie Faim2-/--Versuch...
	3.1.1 Bestimmung des Infektionsausmaßes durch Titerbestimmungen und Darstellung
	meningealer Entzündungsvorgänge
	Um die bakterielle septische Infektion mikrobiologisch nachzuweisen, wurden nach Tötung der Versuchstiere Gewebeproben (Kleinhirn, Milz und Blut) auf ihren S. pneumoniae-Titer untersucht (Abbildung 13; Tabelle 7). Hierbei zeigten sich in den Proben be...
	Zusammenfassend konnte anhand der Titerbestimmungen und der Analyse meningealer Entzündung ein vergleichbarer und genotypunabhängiger Infektionsgrad im ZNS sowie im übrigen Organismus mikrobiologisch-quantitativ und histologisch nachgewiesen werden.
	3.1.2 Bestimmung klinischer Verlaufsparameter durch Phänotypanalysen
	Zur Dokumentation des Krankheitsverlaufes wurden die Versuchstierkohorten anhand von Seiltest- und Rotaroduntersuchungen sowie anhand eines klinischen Punktwertes und des Gewichtsverlustes untersucht (Abbildung 14; Kapitel 2.2.1.6 und 2.2.1.9).
	Die Seiltestuntersuchung (Abbildung 14 A) diente der Charakterisierung der motorischen Leistungsfähigkeit anhand eines Punktesystems, wobei ein hoher Punktwert mit einer starken Beeinträchtigung korreliert (Tabelle 3). Hierbei zeigte sich sowohl in de...
	Der klinische Phänotyp der Versuchstiere, ebenfalls dokumentiert unter Verwendung eines Punktesystems und der Korrelation von zunehmender Lethargie und motorischer Beeinträchtigung mit höheren Punktwerten (Tabelle 2), zeigte nach 24 h Infektionsdauer ...
	Die Rotarod-Untersuchung zeigte Defizite in Hinblick auf Koordinationsfähigkeit und Ausdauer auf, wobei kürzere Laufzeiten eine Verschlechterung anzeigten (Abbildung 14 C). Nach 12 h Infektionsdauer entsprach die gemessene Leistung zunächst noch annäh...
	Der prozentuale Gewichtsverlust wurde, ausgehend von den vor Beginn der Infektion gemessenen Absolutwerten, für die nachfolgenden Zeitpunkte kalkuliert (12 h, 24 h; Abbildung 14 D) und war nach 24 h Infektionsdauer gegenüber dem prozentualen Gewichtsv...
	Zusammenfassend konnten anhand der durchgeführten Phänotypanalysen nach 24 h Infektionsdauer Defizite der Versuchstierkohorten in den Bereichen Motorik, allgemeinem klinischen Status, Koordinationsfähigkeit und Ausdauer sowie zusätzlich Lethargie und ...
	3.1.3 Divergente Regulation hippokampaler Fas/CD95- und Faim2-Expression
	Mittels Durchführung von Genexpressionsanalysen wurde die Regulation sowohl der Expression von Fas/CD95-mRNA als auch Faim2-mRNA in hippokampalem Gewebe von Faim2+/+-Versuchstieren nach 20 h Infektionsdauer untersucht (Abbildung 15). Für diesen Zweck ...
	Bei der Untersuchung hippokampaler Fas/CD95-mRNA-Expression zeigte sich eine 5,5-fach erhöhte Expression in der erkrankten Kohorte im Vergleich zu Kontrollen (Abbildung 15 A; p = 0,0032). Invers zeigte sich die Expression hippokampaler Faim2-mRNA mit ...
	Zusammenfassend konnte anhand der Expressionsanalysen eine divergente Regulation hippokampaler Fas/CD95- und Faim2-Expression in der akuten meningitischen Phase nachgewiesen werden.
	3.1.4 Erhöhte hippokampale Zelltodrate in Faim2-defizienten Mäusen
	Das Ausmaß apoptotischer Zellen unter Kontroll- sowie unter Infektionsbedingungen wurde mittels TUNEL-Färbung (Kapitel 2.2.2.4) auf Serienschnitten der linkshemisphärischen Hippokampusformation (Gyrus dentatus) sowohl für die Faim2+/+- als auch für di...
	Hierbei zeigte sich unter Kontrollbedingungen (NaCl-Behandlung) kein genotypabhängiger Effekt auf die Dichte TUNEL-positiver hippokampaler Zellen (Mittelwerte 24 h nach NaCl-Injektion: 2,6 Zellen/mm2 für die Faim2+/+- bzw. 2,5 Zellen/mm2 für die Faim2...
	Zusammenfassend konnte 24 h nach Infektion eine erhöhte Zelltodrate in der Hippokampusformation des Gyrus dentatus von Faim2-/--Mäusen im Vergleich zu Wildtyp-Wurfgeschwistern nachgewiesen werden.
	3.1.5 Beteiligung von Initiations- und Effektorcaspasen am neuronalen Apoptoseprozess
	3.1.6 Genotypunabhängige Sterblichkeit nach unbehandelter SP3-Infektion
	3.2 Die postmeningitische Rekonvaleszenzphase
	Für Analysen dieser Krankheitsphase wurden über mehrere Wochen Versuchskohorten verwendet, deren Alter bei Versuchsbeginn jeweils knapp 4,5 Monate betrug (Tabelle 9). Nach intrazerebraler SP3-Infektion bzw. NaCl-Kontrollinjektion wurden alle vier Koho...
	3.2.1 Bestimmung klinischer Verlaufsparameter durch Phänotypanalysen
	Zur Dokumentation des Krankheitsverlaufes wurden die Versuchstierkohorten anhand des Gewichtsverlustes (absolut und prozentual) sowie anhand von Seiltestuntersuchungen und eines klinischen Punktwertes untersucht (Abbildung 20; Tabelle 9; Kapitel 2.2.1...
	Bei der Analyse der prozentualen und absoluten Gewichtsveränderung (Abbildung 20 A und B) ergaben sich Gewichtsverluste in beiden infizierten Versuchstierkohorten. Unter Zuhilfenahme einer linearen Regressionsanalyse zeigte sich hierbei ein im Verglei...
	Zusammenfassend konnten in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase anhand der durchgeführten Phänotypanalysen Defizite der infizierten Versuchstierkohorten in den Bereichen ‚Motorik‘ und ‚allgemeiner klinischer Status‘ sowie zusätzlich Lethargie un...
	3.2.2 Kontrolltraining als Teilnahmevoraussetzung des Morris-Wasserlabyrinth-Tests
	Das Kontrolltraining wurde der Akquisitions- und Umlernphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests vorgeschaltet, bestand aus 4 Messtagen und diente der grundsätzlichen Überprüfung der für eine Teilnahme an dem Versuch notwendigen basalen Fähigkeiten wie i...
	Hierbei konnte für alle untersuchten Kohorten solch ein Lerneffekt nachgewiesen werden. Für die NaCl-Kontroll-Kohorten (Abbildung 21 A) verringerte sich die Latenzzeit vom 1. Messtag (Mittelwerte: 28,1 s für die Faim2+/+- und 26,8 s für die Faim2-/--K...
	Der Vergleich der Latenzzeiten zwischen den NaCl-Kontroll-Kohorten und den infizierten Kohorten zeigte für den 1. Tag des Kontrolltrainings (Abbildung 21 C) erhöhte Werte der Meningitis-Kohorten. Am 4. Tag des Kontrolltrainings (Abbildung 21 D) zeigte...
	Zusammenfassend konnten anhand des durchgeführten Kontrolltrainings und der gemessenen Latenzzeit ausreichende und für den Morris-Wasserlabyrinth-Test notwendige Fähigkeiten der Versuchstiere aller Kohorten nachgewiesen werden. Genotypabhängige Effekt...
	
	3.2.3 Genotyp- und behandlungsabhängige Leistung in der Akquisitionsphase des
	Morris-Wasserlabyrinth-Tests
	Die Akquisitionsphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests folgte dem Kontrolltraining, bestand aus 7 Messtagen und diente der Untersuchung der räumlichen Lernfähigkeiten und des räumlichen Erinnerungsvermögens. Analog zum Kontrolltraining wurde hierbei w...
	Es zeigte sich hierbei für die NaCl-Kontroll-Kohorten ein signifikanter räumlicher Lerneffekt für die Faim2+/+-, nicht jedoch für die Faim2-/--Kohorte, im Vergleich der Testleistung des 1. zum 6. Messtages (Abbildung 22 A; Mittelwerte des 1. Messtages...
	Der Vergleich der Testleistung zu Beginn der Akquisitionsphase am 1. Messtag (Abbildung 22 C) zwischen den NaCl-Kontroll- und den infizierten Kohorten erbrachte keine signifikanten Gruppenunterschiede. Am 6. Messtag (Abbildung 22 D) zeigten sich genot...
	Zusammenfassend konnte anhand der Messung der Latenzzeit in der Akquisitionsphase ein Defizit im Prozess des räumlichen Lernens sowohl für die NaCl-Kontrolle-Faim2-/--Kohorte als auch für die infizierte Faim2+/+-Kohorte sowie der Meningitis-Kohorten i...
	3.2.4 Genotyp- und behandlungsabhängige örtliche Präferenzentwicklung im
	Transfertest der Akquisitionsphase
	Die Akquisitionsphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests wurde am 7. Messtag mittels der Bestimmung der prozentualen Aufenthaltszeit pro Quadrant anhand einer einzelnen Prüfmessung (Transfertest) zur Untersuchung einer örtlichen Präferenzentwicklung der...
	Zusammenfassend zeigte sich hierbei für die NaCl-Kontroll-Kohorten eine Präferenzentwicklung für die Faim2+/+-Kohorte (Abbildung 23 A), nicht jedoch für die Faim2-/-- und die infizierten Kohorten (Abbildung 23 B, C, D). Der prozentuale zeitliche Aufen...
	3.2.5 Genotyp- und behandlungsabhängige Leistung in der Umlernphase des Morris-
	Wasserlabyrinth-Tests
	Die Umlernphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests folgte der Akquisitionsphase, bestand ebenfalls aus 7 Messtagen und diente der Untersuchung der Lernflexibilität nach einer bereits erfolgten Trainingsphase. Mit Ausnahme der Zielposition der versteckte...
	Analog zur Akquisitionsphase zeigte sich hierbei für die NaCl-Kontroll-Kohorten ein signifikanter räumlicher Lerneffekt für die Faim2+/+-, nicht jedoch für die Faim2-/--Kohorte, im Vergleich der Testleistung des 1. zum 6. Messtages (Abbildung 24 A; Mi...
	Auch konnten beim Vergleich der Testleistung zu Beginn der Umlernphase am 1. Messtag (Abbildung 24 C) zwischen den NaCl-Kontroll- und den infizierten Kohorten keine signifikanten Gruppenunterschiede nachgewiesen werden. Schließlich zeigte sich am 6. M...
	Zusammenfassend konnten anhand der Umlernphase die vorherigen Ergebnisse der Akquisitionsphase reproduziert werden. Erneut wurden Defizite im Prozess des räumlichen Lernens sowohl für die NaCl-Kontrolle-Faim2-/--Kohorte als auch für die infizierte Fai...
	3.2.6 Genotyp- und behandlungsabhängige örtliche Präferenzentwicklung im
	Transfertest der Umlernphase
	Auch die Umlernphase des Morris-Wasserlabyrinth-Tests endete am 7. Messtag mittels der Bestimmung der prozentualen Aufenthaltszeit pro Quadrant anhand einer einzelnen Prüfmessung (Transfertest) zur Untersuchung einer örtlichen Präferenzentwicklung der...
	Analog zur Akquisitionsphase war die örtliche Präferenz für die nicht infizierte Faim2+/+-Kohorte (Abbildung 25 A) hierbei, im Gegensatz zu den übrigen Kohorten (Abbildung 25 B-D), am stärksten ausgeprägt. Es zeigte sich innerhalb dieser Kohorte ein s...
	3.2.7 Erhöhte lokomotorische Aktivität und gesteigertes Explorationsverhalten sowie verbesserte Koordinationsfähigkeit und Ausdauer in Faim2-defizienten Versuchs-
	tieren nach Infektion
	Nach Abschluß der Morris-Wasserlabyrinth-Untersuchungen dienten zur zusätzlichen Beurteilung lokomotorischer Aktivität und des Explorationsverhaltens der „Offenes-Feld“- (OFT) sowie zur Analyse von Koordinationsfähigkeit und Ausdauer der Rotarod-Test ...
	Hierbei offenbarte die einstündige „Offenes-Feld“-Messung ein insgesamt gesteigertes Aktivitätsniveau der infizierten Kohorten mit einer größeren zurückgelegten Distanz (Abbildung 26 A; Mittelwerte: 19,5 m für die NaCl-Kontroll- und 28,7 m für die Men...
	Die Leistung im Rotarod-Test war im Gesamtvergleich zwischen NaCl-Kontrollen und den infizierten Kohorten ohne Unterschied, im einzelnen Vergleich für die Meningitis-Faim2-/--Kohorte jedoch am besten (Mittelwerte insgesamt: 128,4 s für die NaCl-Kontro...
	Zusammenfassend konnten anhand der „Offenes-Feld“- sowie Rotarod-Untersuchungen eine erhöhte lokomotorische Aktivität und ein gesteigertes Explorationsverhalten für die infizierten Kohorten im Allgemeinen bzw. für die infizierte Faim2-/--Kohorte im Sp...
	3.2.8 Erhöhte Neurogenese in Faim2-defizienten Versuchstieren in der
	postmeningitischen Rekonvaleszenzphase
	Im Anschluss an die Verhaltensexperimente erfolgte die Tötung und Präparation der Versuchstiere zwecks Untersuchung von hippokampalen Neurogenese-Vorgängen im Gyrus dentatus mittels Immunfluoreszenz-Doppelfärbungen mit dem Proliferationsmarker BrdU un...
	Hierbei zeigte sich 13 Wochen nach Infektion eine signifikant erhöhte Zelldichte BrdU/NeuN-positiver hippokampaler Neurone in der infizierten Faim2-/--Kohorte, verglichen mit der infizierten Faim2+/+-Kohorte und der NaCl-behandelten Faim2-/--Kohorte. ...
	Zusammenfassend konnten anhand der BrdU/NeuN-Doppelfärbungen eine genotypabhängig erhöhte, durch ein Fehlen von Faim2 bedingte, Neurogenese-Rate in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase festgestellt werden.
	3.2.9 Genotypabhängige Sterblichkeit in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase
	In Analogie zum Modell der akuten meningitischen Phase (Kapitel 3.1.6) wurde der Einfluss von Faim2 auf die Sterblichkeit anhand einer Überlebensanalyse ebenfalls für das postmeningitische Rekonvaleszenzmodell untersucht. Hierbei wurde der frühe Zeitr...
	Hierbei zeigte sich für die ersten 6 Versuchstage eine signifikant erhöhte Sterblichkeit der infizierten Faim2+/+- gegenüber der infizierten Faim2-/--Kohorte (Abbildung 28) (p = 0,041; Überlebensquoten nach 6 Tagen: 52,9 % für die Faim2+/+- sowie 85 %...
	Zusammenfassend konnten anhand der Überlebensanalyse unterschiedliche Sterblichkeitsraten der untersuchten Kohorten im postmeningitischen Rekonvaleszenzmodell festgestellt werden.
	3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse
	Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde der initiale Einfluss von Faim2 auf den Krankheitsverlauf bei Beginn der Erkrankung in einem Akutmodell der bakteriellen Meningitis untersucht (Kapitel 3.1). Hierbei zeigte sich keine Auswirkung von Faim2 a...
	Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit, dem Modell der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase unter antibiotischer Behandlung mit Ceftriaxon, wurden Langzeiteffekte von Faim2 auf den Krankheitsverlauf untersucht (Kapitel 3.2). Bei der Untersuchung de...
	Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Faim2 in Abhängigkeit vom Zeitpunkt sowohl degenerative als auch regenerative Prozesse in einem Mausmodell der bakteriellen Meningitis moduliert und hierbei insbesondere spezifische Hippokampus-abhängige Fun...
	4. DISKUSSION
	4.1 Der Einfluss von Faim2 in der akuten meningitischen Phase
	Das mit Fas assoziierte Protein Faim2 ist ein proximaler Inhibitor FasL-induzierter Apoptose (Beier et al. 2005; Fernández et al. 2007; Somia et al. 1999). Das neuroprotektive Potential dieses regulatorischen Proteins konnte vor kurzem anhand einer ge...
	4.1.1 Faim2 beeinflusst weder Neuroinflammation noch den klinischen Phänotyp oder
	das Überleben in der akuten meningitischen Phase
	Anhand von Titerbestimmungen auf den Erreger S. pneumoniae Typ 3 konnte der prinzipielle Beweis geliefert werden, dass in den Gewebeproben von Blut, Kleinhirn und Milz ausreichende Konzentrationen des Erregers vorhanden waren und somit die Infektion e...
	Es zeigte sich kein Einfluss von Faim2 auf die Höhe des Titers oder den Ausprägungsgrad der granulozytären meningealen Infiltration (Kapitel 3.1.1; Abbildung 13; Tabelle 7). Es konnte zuvor demonstriert werden, dass die akute Entzündungsantwort bei Mä...
	Die durchgeführten Phänotypanalysen in Form von Seiltest- und Rotaroduntersuchungen sowie die Bestimmung eines klinischen Punktwertes und Analyse des prozentualen Gewichtsverlustes zeigten den im Verlauf des Akutmodells zunehmenden Schweregrad der Erk...
	Ein Einfluss von Faim2 auf den Schweregrad des klinischen Phänotyps konnte hierbei jedoch weder zu einem bestimmten Zeitpunkt noch für eine definierte Untersuchungsmodalität festgestellt werden (Kapitel 3.1.2; Abbildung 14). Analog hierzu zeigte ein s...
	Der fehlende Einfluss von Faim2 auf den Ausprägungsgrad der akuten Entzündungsantwort, des klinischen Phänotyps und des Überlebens im akuten Meningitis-Modell unterstützt insofern die bisherige Annahme, dass das Fas-FasL-System keinen Einfluss auf Neu...
	4.1.2 Neuroinflammation erhöht die hippokampale Fas-Expression und erniedrigt die
	hippokampale Faim2-Expression in der akuten meningitischen Phase
	Die durchgeführten Expressionsanalysen hinsichtlich hippokampaler Fas- sowie Faim2-Expression zeigten eine inverse Regulation nach 20 h Infektionsdauer mit einer Erhöhung von Fas und simultaner Erniedrigung von Faim2 auf (Kapitel 3.1.3; Abbildung 15)....
	Es stellen sich daher die Fragen, ob dieser Regulationsmechanismus einer Erhöhung von Fas und Erniedrigung von Faim2 erstens ein allgemeines Prinzip unter pathologischen Bedingungen darstellt, zweitens, welche Funktion er letztendlich ausübt und dritt...
	Ob bzw. wie ein Wechsel eines apoptotischen in ein protektives Signal nach Aktivierung von CD95 auf Signaltransduktionsebene stattfinden könnte, ist derzeit unklar. Möglich ist auch, dass es sich hierbei um zwei unabhängige Mechanismen im Rahmen der N...
	4.1.3 Faim2 ist neuroprotektiv in der akuten meningitischen Phase
	Anhand der durchgeführten TUNEL-Färbungen konnte gezeigt werden, dass Faim2-Defizienz zu einem erhöhten Ausmaß an neuronal-apoptotischem Zelltod im Gyrus dentatus der Hippokampusformation führt (Kapitel 3.1.4; Abbildung 16). Gleichzeitig konnte demons...
	Somit konnte einerseits eine neuroprotektive Funktion von Faim2 im akuten Meningitis-Modell aufgezeigt werden, wie es bereits zuvor für ein murines Modell der zerebralen Ischämie gelungen war (Reich et al. 2011). Andererseits liegt die Vermutung nahe,...
	Unter physiologischen Bedingungen (NaCl-Behandlung) fand sich einerseits kein genotypabhängiger Effekt in Hinblick auf hippokampale neuronale Apoptose, andererseits war die Dichte TUNEL-positiver Zellen der Wildtypgruppe auch unter Infektionsbedingung...
	4.2 Der Einfluss von Faim2 in der postmeningitischen
	Rekonvaleszenzphase
	Langfristige Effekte von Faim2 in Krankheitsmodellen wurden bisher in vivo noch nicht untersucht. Seit einiger Zeit sammeln sich jedoch die Hinweise auch für neuroprotektive Funktionen des Fas-FasL-Signalweges (Kapitel 1.2), so dass sich die Frage ste...
	4.2.1 Faim2-Defizienz resultiert in erhöhter hippokampaler Neurogenese und
	verbesserter Gedächtnisleistung in der postmeningitischen Rekonvaleszenzphase
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