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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die bakterielle Meningitis

Die bakterielle Meningitis, die eine Infektion des Zentralnervensystems (ZNS)
darstellt, wird von Pathogenen wie Neisseria meningitidis (N. meningitidis),
Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae), Haemophilus influenzae (H.
influenzae) Typ b und Escherichia coli (E. coli) K1 ausgelost und infiltriert die
Hirnhaute (Meningen), die sowohl das Gehirn als auch das Riuckenmark umgeben
(Doran et al. 2016). Die Meningen setzen sich von aufden nach innen zusammen aus
der Pachymeninx, welche die Dura mater enthalt und der aus Arachnoidea und Pia
mater bestehenden Leptomeninx. Zwischen Arachnoidea und Pia mater liegt der
Subarachnoidalraum, der mit Liquor cerebrospinalis gefullt ist und das Gehirn
umschliel3t. Der Liquor cerebrospinalis fullt zu etwa 2/3 alle vier miteinander in
Verbindung stehenden Ventrikel des Gehirns aus und wird vom Plexus choroideus,
welcher aus kapillarreichem Bindegewebe besteht, gebildet. Um das Gehirn vor dem
unkontrollierten Eintritt schadlicher Pathogene zu schutzen, gibt es die Blut-Hirn-
Schranke (BHS) und die Blut-Liquor-Schranke (BLS). Die Tight Junctions ihrer
Epithelzellen stellen eine relativ dichte Barriere dar (LUllmann-Rauch 2009).
Pathogene konnen diese Schranken jedoch transzellular, parazellular oder Uber
infizierte Phagozyten passieren (Pulzova et al. 2009). Die Erreger erreichen das ZNS
hierbei nicht nur Uber den hamatogenen Weg infolge einer Bakteriamie, welche als
das Vorhandensein von Bakterien im Blut definiert wird, sondern haufiger auch per
continuitatem nach einer Mastoiditis, Otitis oder Sinusitis (Doran et al. 2016; Isenberg
1993). Die HoOhe einer Bakteriamie korreliert direkt mit dem Auftreten einer
bakteriellen Meningitis (Kim 2002). Als Folge einer Infektion wird eine Immunantwort
nach dem Kontakt mit dem Erreger oder seinen Zellwandbestandteilen ausgelost.
Hierbei kommt es insbesondere zu einer vermehrten Einwanderung von Leukozyten
in das ZNS. In Studien zur bakteriellen Meningitis mit dem Erreger S. pneumoniae
wurde festgestellt, dass bereits 12 h nach der bakteriellen Infektion einer Maus eine
vermehrte Einwanderung von Granulozyten und Monozyten im ZNS stattfand
(Mildner et al. 2008).

Trotz geeigneter Antibiotika und der adjuvanten Gabe des Kortikosteroids
Dexamethason ist die bakterielle Meningitis mit einer Letalitait von 20 % in

Industriestaaten immer noch eine lebensbedrohliche Erkrankung (Adriani et al. 2015).
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Die positiven Effekte des Kortikosteroids Dexamethason waren auch nur in Landern
mit einem hohen medizinischen Standard wirksam. In Entwicklungslandern (z. B.
Malawi) zeigten sich keine Vorteile bei der Behandlung einer bakteriellen Meningitis,
was vermutlich mit der zu spaten arztlichen Versorgung und Behandlung sowie mit
dem bereits bei Erstvorstellung fortgeschrittenen Krankheitsstadium zusammenhing
(DGN 2016). Bei bis zu 70 % der Uberlebenden treten neurologische oder
neuropsychologische Spatschaden auf (van de Beek et al. 2004). Nachfolgende
neuronale Zellschaden entstehen hierbei u. a. durch toxische Bakterienprodukte oder
aufgrund der Immunantwort, die durch den Wirt ausgeldst wird (Doran et al. 2016). In
einer klinischen Studie von Schmidt et al. (2006) wurden die Spatfolgen bei der
bakteriellen und der viralen Meningitis (Erwachsene < 70 Jahre, 1-12 Jahre nach
Gesundung) untersucht und in Bezug zu einer gesunden Kontrollgruppe gesetzt,
wobei Alter, Geschlecht und Schulbildung bericksichtigt wurden. Bei den an einer
bakteriellen Meningitis erkrankten Patienten zeigte sich, dass 4 von 59 durch die
Folgen der Erkrankung in den vorzeitigen Ruhestand gehen mussten. Die Spatfolgen
der bakteriellen Meningitis aulerten sich u. a. bei 58,6 % der Studienteilnehmer

(Kontrollgruppe: 15,4 %) in Schwierigkeiten beim Kurzzeit- und Arbeitsgedachtnis.

Prinzipiell kann jeder an einer bakteriellen Meningitis erkranken, Frih- und
Neugeborene, altere und immunsupprimierte Patienten sind jedoch besonders oft
betroffen (Russo und Johnson 2000). Neugeborene besitzen ein noch unreifes
Immunsystem und konnen sich nicht adaquat gegen die Erreger wehren (Vergnano
et al. 2016). Bei Alteren steigt dagegen die HA&ufigkeit bakterieller Infektionen
aufgrund einer Infektabwehrschwache im Alter an (Ptaszynski et al. 2007). Es
werden weniger Antikorper gegen Epitope der Pathogene produziert, die
Antikdrperspezifitdit sowie die Proliferation der B- und T-Lymphozyten sind
herabgesetzt. Des Weiteren ist die Produktion der Zytokine und Chemokine und die
intrazellulare Totung von Pathogenen durch Granulozyten und Makrophagen im Alter
beeintrachtigt (Schutze et al. 2014). Schuchat und Kollegen (1997) zeigten z. B.,
dass die Inzidenz der Pneumokokkenmeningitis bei Personen, die alter als 60 Jahre
alt sind, ca. viermal hoher ist als bei Personen zwischen 2 und 29 Jahren.
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Aufgrund des signifikanten Anstiegs multiresistenter Stamme, u. a. von E. coli, wird
nach neuen Therapiemdglichkeiten gesucht (Pouillot et al. 2012).

Zur Pravention der bakteriellen Meningitis ware eine Impfung, auch gegen
multiresistente Stamme, sinnvoll. Jedoch liegen bisher keine effektiven Impfstoffe
gegen E. coli vor, sondern nur gegen H. influenzae Typ b, S. pneumoniae und N.
meningitidis Serogruppen A, C, W, Y und B (Allocati et al. 2013; Nau et al. 2015;
Robert Koch-Institut 2016).

1.2 Escherichia coli K1 als Pathogen der bakteriellen Meningitis

Das zur Gruppe der Enterobacteriaceae gehdrende gramnegative Bakterium
Escherichia coli ist ein fakultativ anaerobes Stabchen und ist Bestandteil der
physiologischen Darmflora des Menschen und der Saugetiere (Schwerk et al. 2015).
Es kann jedoch zu extraintestinalen Infektionen (Harnwege, Abdomen und Lunge)
kommen, wenn die Erreger an andere Stellen des Korpers gelangen. Ohne
antibiotische Therapie fuhren diese Infektionen zur Sepsis und hierdurch zur
bakteriellen Meningitis (Russo und Johnson 2000).

Es gibt verschiedene Subtypen des E. coli: Besonders pathogen ist der E.-coli-K1-
Stamm. Aufgrund seiner Kapsel erschwert er die Phagozytose durch die
Mikrogliazellen, welche die residenten Phagozyten des ZNS darstellen (Ribes et al.
2009). Um in das ZNS zu gelangen, muss das E. coli K1 jedoch zunachst die Blut-
Hirn-Schranke (BHS) ulberwinden (Doran et al. 2016). Die Kapillaren der BHS
werden, wie zuvor beschrieben, von Endothelzellen hermetisch durch Tight Junctions
abgedichtet (Pulzova et al. 2009). Der E.-coli-K1-Stamm umgeht aber diese
Schutzmechanismen der mikrovaskularen Hirnendothelzellen (HBMEC, human brain
microvascular endothelial cells) mit Hilfe von Strukturen wie dem outer membrane
protein A (OmpA), dem Ibe (IQGAP1-binding effector) protein, den cytotoxic
necrotising factor 1 (CNF-1), der K1-Kapsel und seiner Fimbrien (Kim 2002; Doran et
al. 2016; Wang et al. 2016). AuRerdem kann das Bakterium durch den Schutz seiner
Kapsel und aufgrund seines Uberlebens in Granulozyten und Makrophagen eine
hamatogene Ausbreitung sichern. Die durch die Pathogene in Form einer
Immunantwort ausgeldste Inflammation, die neuronale Apoptose und die erhdhte
Durchlassigkeit der BHS flhren zu einem ausgepragten Zellschaden (Doran et al.
2016).
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E. coli K1 ist der haufigste Erreger der frUihen neonatalen Meningitis, welche sich
durch ein hohes Letalitatsrisiko sowie bleibende Schaden charakterisieren Iasst.
Akute Komplikationen konnen intraventrikulare  Blutungen, Hirnblutungen,
Hydrozephalus oder Krampfanfalle sein. Dagegen erkranken Erwachsene an einer
bakteriellen E.-coli-K1-Meningitis, wenn sie im fortgeschrittenen Alter oder
immunsupprimiert sind. Auf3erdem stellen neurochirurgische Operationen und
Unfalle ein hohes Risiko fur diese Erkrankung dar (Mofredj et al. 2000). Erste
Symptome aullern sich bei ihnen durch hohes Fieber, Kopfschmerzen,
Nackensteifigkeit und Bewusstseinsstérungen (Petersen et al. 2014). Van de Beek
und Kollegen (2004) untersuchten zwischen 1998 und 2002 in den Niederlanden, wie
haufig diese Symptome bei erwachsenen Patienten, die an einer akuten bakteriellen
Meningitis erkrankt waren, vorkamen. Bei 44 % der 696 Patienten war die klassische
Trias aus Fieber, Nackensteifigkeit und Bewusstseinsstérungen feststellbar.
Dagegen hatten 95 % zumindest 2 der 4 Symptome (Kopfschmerz, Fieber,
Nackensteifigkeit, Bewusstseinsstorungen). Zusatzlich zu den sichtbaren
Symptomen koénnen intrakranielle Komplikationen wie Ischamien, Hydrozephalus,
Zerebritis, subdurale Empyeme, Sinusthrombose oder Abszesse auftreten (DGN
2016).

Bei Verdacht auf eine ambulant erworbene bakterielle Meningitis bei Erwachsenen,
die keine Bewusstseinsstorung, keine epileptischen Anfalle u. a. zeigen, empfiehlt
die DGN in ihrer Leitlinie (2016) die Gabe von 10 mg Dexamethason, wenn zuvor
eine klinische Untersuchung, eine lumbale Liquorentnahme und eine Abnahme von
Blutkulturen stattgefunden hat. Unmittelbar nach Gabe des Kortikosteroids sollte das
jeweilige Antibiotikum intravends injiziert werden. Geeignete Antibiotika bei
gramnegativen Enterobacteriaceae wie E. coli sind hierbei u. a. Ceftriaxon,
Meropenem oder Cefepim. Eine Verzégerung um mehr als 3 Stunden nach
Aufnahme im Krankenhaus soll unbedingt vermieden werden. In einer retrospektiven
Datenanalyse (Erwachsene = 16 Jahren mit einer bakteriellen Meningitis) zeigte sich,
dass Patienten ein 8,4-fach hdheres Letalitatsrisiko hatten, wenn das jeweilige
Antibiotikum erst = 6 Stunden nach Krankenhausaufnahme gegeben wurde (Proulx
et al. 2005).



Einleitung 5

1.3 Zytokine und Chemokine als Entziindungsmediatoren

Das Immunsystem ist essentiell fir die Gesundheit und das Uberleben jedes
einzelnen Individuums (Lang und Aspinall 2015). Es besteht aus den lymphatischen
Organen, verschiedenen lymphatischen Zellen und zahlreichen spezialisierten
Molekulen, die fir die Abwehr von Pathogenen und flr die Signallibertragung
zwischen den einzelnen Immunzellen verantwortlich sind (Lullmann-Rauch 2009).
Um Mikroorganismen abzuwehren, gibt es bei hoheren Vertebraten zum einen das
angeborene Immunsystem, bestehend aus Makrophagen, dendritischen Zellen,
Granulozyten und natlrlichen Killerzellen, und zum anderen das erworbene
hochspezifische Immunsystem, welches aus im Knochenmark gereiften B-Zellen und
im Thymus gereiften T-Lymphozyten zusammengesetzt ist (Lang und Aspinall 2015).
B-Lymphozyten sind als Vorlaufer der Plasmazellen bei der humoralen
Immunantwort beteiligt, indem sie flr die Antikérperbildung verantwortlich sind. T-
Zellen, die zur zellvermittelten Immunantwort gehdren, lassen sich weiter in T-Helfer-
Zellen und in zytotoxische T-Zellen unterteilen. Die nach einer erfolgten
Immunreaktion Ubrig gebliebenen Plasmazellen und B-Gedachtniszellen sind fur das
immunologische Gedachtnis, also fur den Zweitkontakt mit dem spezifischen Antigen,
wichtig und gehoéren der erworbenen Immunitat an (Lullmann-Rauch 2009).

Bei einer E.-coli-Meningitis treffen die Pathogene zunachst auf die Schleimhaute des
Intestinaltraktes: Das Darmepithel besitzt eine natlrliche Barriere gegen Erreger,
indem die in ihm vorhandenen Becherzellen Muzine produzieren (Lillmann-Rauch
2009). Um diese Barriere zu durchdringen, schuttet E. coli das hek protein aus,
welches die Adharenz an das Epithel vermittelt. Durch Bindung an das
Heparansulfat-Proteoglykan der extrazellularen Matrix gelangen die Pathogene
anschlie®fend durch die Mukosa. Die folgende hamatogene Streuung fuhrt zu einer
Bakteriamie, was die Voraussetzung fir die Invasion der Pathogene Uber die BHS
oder BLS in das ZNS darstellt (Fagan et al. 2008; Nau et al. 2015). Die Zellen des
angeborenen Immunsystems |6sen infolgedessen eine Immunreaktion aus, welche
sich durch Komplementaktivierung, Bakteriolyse und Prasentation flr andere
Immunzellen kennzeichnen lasst (Doran et al. 2016). Aufgrund seiner Kapsel
erschwert das E. coli K1 jedoch nach dem Erstkontakt die Phagozytose durch
Mikrogliazellen und behindert durch Bindung an das C4b-binding protein Uber sein

OmpA eine suffiziente Komplementaktivierung (Ribes et al. 2009; Mittal et al. 2010).
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Zudem wird bei Neugeborenen durch deren unreifes Immunsystem und bei alteren
und immunsupprimierten Patienten durch deren erhdhte Infektanfalligkeit eine
adaquate Immunreaktion des Wirts erschwert (Nau et al. 2014; Russo und Johnson
2000; Vergnano et al. 2016; Ptaszynski et al. 2007; Leib und Tauber 2000). Bei einer
Immunreaktion werden vermehrt Leukozyten in das ZNS gelockt, wenn u. a. die
Mikrogliazellen in Kontakt zu den Pathogenen treten (Nau et al. 2014). Dies
geschieht, indem die mustererkennenden Rezeptoren (pattern-recognition receptors,
PRRs) auf den Oberflachen der Immunzellen Pathogen-assoziierte molekulare
Muster (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) auf den Oberflachen der
Antigene, also den Erregerbestandteilen, erkennen (Zeiser 2015; Muniz et al. 2012).
Zu den PRRs gehoéren auch die Toll-Like-Rezeptoren (TLR), die wahrend einer
Inflammation, welche zuvor durch eine bakterielle Meningitis ausgeldst wurde, im
ZNS eine wichtige Rolle spielen und von Mikrogliazellen ausgeschuttet werden
(Hanamsagar et al. 2012; Ribes et al. 2009). Wenn eine kritische Konzentration an
Pathogenen im ZNS erreicht ist, setzt die Entzindungsreaktion ein, indem u. a.
Zytokine, Chemokine, Stickstoffmonoxid (NO) oder Matrix-Metalloproteasen (MMP)
freigesetzt werden (Leib und Tauber 2000; lliev et al. 2004). Das NO ist toxisch und
kann somit auch die Wirtszelle bis zum Zelltod schadigen (lliev et al. 2004). Hohe
Konzentration des MMP-9 sind nach einer bakteriellen Meningitis fur neurologische
Spatfolgen verantwortlich (Nau et al. 2015). Der neuronale Schaden entsteht hierbei
zum einen durch die Vermehrung von Bakterien und deren Produkten im Liquor
cerebrospinalis sowie zum anderen durch die Immunantwort des Gehirns, indem es
zu einer Einwanderung von Granulozyten und Makrophagen aus dem Blut in den
Subarachnoidalraum kommt (Nau et al. 2015; Leib und Tauber 2000).

Zytokine und Chemokine, die sowohl im angeborenen als auch im adaptiven
Immunsystem vorzufinden sind, agieren bei der Immunabwehr unterstitzend als
Entzindungsmediatoren, kénnen jedoch auch einen Neuronenschaden hervorrufen
(Leib und Tauber 2000). Nach dem Kontakt zwischen Erreger und Immunzellen
werden in der Initialphase einer bakteriellen Pneumokokken-Meningitis z. B. die
proinflammatorischen Zytokine IL-1, TNF-a und IL-6 produziert. Diese sorgen fir eine
Erhdhung der Adhasionsfaktoren am Kapillarendothel, indem das intracellular
adhesion molecule 1 (ICAM-1) auf der BHS sezerniert wird. Somit werden weitere
Leukozyten aus dem Blut in den Liquorraum gelockt (Mook-Kanamori et al. 2011;
Doran et al. 2016).
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IL-6 wird von Monozyten und Makrophagen produziert. Es ist eines der wichtigsten
Zytokine der Akute-Phase-Reaktion zu Beginn einer bakteriellen Infektion. Eine
erhohte Konzentration an IL-6 fuhrt zu einer Inflammation des gesamten Organismus,
was sich u. a. durch Fieber auliert (Adam et al. 2004). Je nach Kontext kann IL-6
jedoch auch neurotrophe und neuroprotektive Funktionen beinhalten. Es wirkt somit
sowohl pro- als auch antiinflammatorisch (Albrecht et al. 2016). In den Versuchen zu
dieser Arbeit wurden die proinflammatorischen Eigenschaften des IL-6 untersucht.
Ein weiteres proinflammatorisches Zytokin, das IFN-y, ist eines der wichtigsten
Zytokine im T-Helferzellen-Signalweg bei der bakteriellen Meningitis. Bei der
Pneumokokken-Meningitis war dessen Konzentration im Liquor erhéht (Mook-
Kanamori et al. 2011).

Es ist auRerst wichtig, dass die Zytokin- und Chemokinproduktion reguliert ablauft,
da es auch zu uberschieenden Reaktionen kommen kann, wodurch Krankheiten
entstehen koénnen (Kishimoto 2006). Deshalb gibt es fir die Regulation der
proinflammatorischen Zytokine wu.a. das antiinflammatorische Zytokin IL-10
(Zwijnenburg et al. 2003). Bei der bakteriellen E.-coli-Meningitis sichert die
Produktion des IL-10 das Uberleben des Wirts und die Kontrolle (iber die Pathogene
mit Hilfe seiner antiinflammatorischen Eigenschaften (Mittal et al. 2010). Es verringert
u.a. die Produktion des IL-6 und KC und somit die Pleozytose im Liquor
cerebrospinalis (Mook-Kanamori et al. 2011). AuRerdem erschwert es die
Leukozyten-Endothelzelleninteraktion und Leukozytenemigration in das ZNS. Des
Weiteren werden reaktive Sauerstoffspezies, reaktive Stickstoffintermediate und
Matrix-Metalloproteinasen gehemmt (Adam et al. 2004).

Die Ausschuttung des zu den Chemokinen gehdérenden MIP-2 (macrophage
inflammatory protein) durch Immunzellen des Gehirns fuhrte zu einer Zerstérung der
BHS-Barriere, einem Hirnédem und einer Liquor-Leukozytose im Kaninchenmodell
der S.-pneumoniae-Meningitis. Wahrend der akuten Phase der bakteriellen Infektion
lockt MIP-2 Monozyten und Neutrophile aus dem Blut in das ZNS. (Mook-Kanamori
et al. 2011). Auch das Chemokin KC, welches vermehrt bei der Pneumokokken-
Meningitis produziert wurde, hat diese Funktion (Ribes et al. 2013; Ramesh et al.
2013). Um die Wirkung beider Chemokine bei der experimentellen bakteriellen
Meningitis zu Uberprifen, injizierten Zwijnenburg et al. (2006) MIP-2 und KC, zuerst

jeweils einzeln und anschlieend zusammen, in die Gehirne adulter Ratten.
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Es stellte sich heraus, dass MIP-2 mehr an der Rekrutierung von Leukozyten beteiligt
war als KC. Wenn beide zusammen gegeben wurden, waren die groliten Effekte

nachweisbar, was bedeutet, dass MIP-2 und KC synergistisch zusammenarbeiten.

1.4 Die Rolle des Vitamin D

Das zur Gruppe der Secosteroide und fettléslichen Hormone gehérende Vitamin Dj;
(im Folgenden vereinfacht als Vitamin D oder VitD bezeichnet), auch Cholecalciferol
genannt, wurde erstmals 1932 durch Goldblatt und Soames identifiziert und
charakterisiert (Windaus et al. 1932). Es wird in der Haut durch UV(ultraviolett)-B-
Strahlung aus 7-Dehydrocholesterol gebildet (Schlégl und Holick 2014; Holick 2008).
VitD kann auch in geringen Mengen durch den Verzehr von Fisch und Eiern tUber die
Nahrung aufgenommen werden (Balvers et al. 2015).

Zum klassischen Wirkungsgebiet des VitD gehoren die Regulation der
Kalziumhomdostase und des Knochenstoffwechsels. Dies wird deutlich, wenn sich
durch einen VitD-Mangel die Gefahr von Knochenfrakturen erhdht. Bereits im 17.
Jahrhundert wurde die Krankheit der Rachitis beschrieben, die eine Stérung des
Kalzium- und Phosphathaushaltes aufgrund eines Vitamin-D-Mangels darstellt
(Balvers et al. 2015). In den letzten Jahrzehnten fanden Forscher heraus, dass ein
Vitamin-D-Mangel nicht nur ein hoheres Risiko fur das Entstehen von skelettalen
Erkrankungen bereithalt, sondern auch fur Krebs, Herz-und Kreislauferkrankungen,
Diabetes, Parkinson, Multiple Sklerose, Arthritis und kognitive Krankheiten (Spiro und
Buttriss 2014). Aufgrund der individuellen Unterschiede, die durch Alter,
Sonnenexposition, Krankheiten und Ernahrung auftreten, variiert die Vitamin-D-
Konzentration von Mensch zu Mensch. Trotzdem ist bekannt, dass ein Mangel des
durch den im Blutplasma zirkulierenden VitD-Metaboliten 25(OH),VitaminD3 (25VitD,
Calcidiol) schon bei < 30 ng/ml gekennzeichnet ist (Chowdhury et al. 2014). Bei
Serumspiegeln > 150 ng/ml kann VitD selten jedoch auch toxisch wirken (Ozkan et al.
2012). Es kdnnen Nierenbeschwerden bis hin zu einer Insuffizienz resultieren sowie
Krankheiten des Gastrointestinaltraktes und Bluthochdruck (Hemachandar et al.
2014). Praventiv kann eine ausreichende VitD-Aufnahme durch Aufhalten im Freien
erreicht werden. Zu den Risikogruppen eines Mangels gehdren zum einen altere
bettlagerige Patienten, aber auch diejenigen, die durch langere Arbeitszeiten und
durch das Aufhalten in Blrogebauden keinem Sonnenlicht ausgesetzt sind (Spiro
und Buttriss 2014).
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Abbildung 1-1 Die Strukturformel des Vitamin D (nach Adolf Windaus, erstellt mit ChemDraw®)

1.4.1 Der Stoffwechsel des Vitamin D

Zuerst wird das Cholesterin-Abbauprodukt 7-Dehydrocholesterol durch das
Sonnenlicht  (UV-B-Strahlung: 290-315nm) in der Plasmamembran von
Keratinozyten und Fibroblasten in das Pra-VitD konvertiert (s. Abb. 1-2; Schilégl und
Holick 2014; Holick 2008). Diese photochemische Reaktion ist zum einen abhangig
von individuellen Faktoren wie der Sonnencreme, der Hautpigmentierung und der
Hautalterung und zum anderen vom Einstrahlungswinkel der Sonne sowie der
Tages- und Jahreszeit (Holick 2008). Das Pra-VitD wird anschlieend
temperaturabhangig zum VitD isomerisiert und in den extrazellularen Raum
entlassen (Dusso et al. 2005; Holick 2008). Hier binden sowohl das VitD aus der
Haut als auch das VitD aus der Nahrung an das Vitamin-D-bindende Protein (DBP)
(Holick 2008). In der Leber entsteht nun mit Hilfe des Enzyms CYP2R1, einer 25-
Hydroxylase, das 25VitD durch eine Hydroxylierung an der C-25-Position beider VitD.
Diese Hydroxylierung ist kaum reguliert. Mit steigender VitD-Aufnahme steigt auch
die Konzentration an 25VitD, wodurch sich letzterer Metabolit als Indikator zur VitD-
Aufnahme eignet. In einem nachsten Schritt wird dieser in der Niere durch das
Enzym CYP27B1, einer 1a-Hydroxylase, zum 1,25(0OH),VitaminDs (1,25VitD;
Calcitriol) konvertiert (Dusso et al. 2005; Schlégl und Holick 2014).
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Abbildung 1-2 Der Stoffwechsel des Vitamin D (modifiziert nach Dusso et al. 2005, S. 9)

Das Verhaltnis zwischen 25VitD- und 1,25VitD-Konzentration im Serum liegt bei
ungefahr 1000:1 (Johal und Levin 2009). Das 1,25VitD besitzt zwar eine 100- bis
1000-fach hohere biologische Aktivitat als andere natirliche VitD-Metabolite
(Linseisen et al. 2011), hat jedoch mit ungefahr 4-6 Stunden eine deutlich kirzere
Halbwertszeit als 25VitD, welches eine Halbwertszeit von bis zu 3 Wochen hat (Johal
und Levin 2009). Die Konzentration im Blut ist durch negative Rickkopplung reguliert,
indem 1,25VitD das Enzym CYP24A1 induziert, welches wiederum 25VitD und
wiederum 1,25VitD durch Hydroxylierung inaktiviert (Deluca 2004). 1,25VitD wird
durch diese Hydroxylierung zu dem biologisch schwachen Metaboliten 24,25-
Dihydroxycholecalciferol (Calcitroinsaure) umgewandelt (Deluca 2004; Linseisen et
al. 2011). Die Konzentration von 1,25VitD wird auf3erdem durch das Parathormon,
Kalzium, den fibroblast growth factor 23 (FGF-23) und die Zytokine IFN-y und TNF-a
reguliert (Schldgl und Holick 2014). Das 1,25VitD ist an der Kalziumhomdostase
beteiligt. Wenn der Kalziumspiegel sinkt, wird dies zum einen durch eine Erhdhung
der intestinalen Kalziumabsorption ausgeglichen und zum anderen durch Aktivierung

von Osteoklasten, die Kalzium aus dem Knochen l6sen (Holick 2008).
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1.4.2 Vitamin D und das Immunsystem

Die klassische endokrine Wirkung des VitD als wesentliche Komponente in der
Kalziumhomoostase und im Knochen- und Mineralstoffwechsel ist seit langer Zeit
bekannt (Schwalfenberg 2011). VitD beeinflusst jedoch auch das angeborene und
das erworbene Immunsystem (Mora et al. 2008). Studien der letzten Jahre zeigen,
dass die Vitamin-D-Signal-Kaskade als ein Schllsselregulator bei der Immunitat des
Menschen agiert (Schwalfenberg 2011). Das VitD besitzt sowohl eine antibakterielle
als auch eine antivirale Funktion (Bikle 2008; Beard et al. 2011).

Der antibakterielle Effekt von VitD wurde bereits 1986 in kultivierten menschlichen
Monozyten nachgewiesen. Hierbei begrenzte die aktive Form 1,25VitD das
Wachstum vom Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) (Rook et al. 1986). Die
Wirkung des VitD erfolgt durch Bindung an den Vitamin-D-Rezeptor (VDR), welcher
zu den nukledren Hormonrezeptoren gehort (Lee und Song 2015). In-vitro-Versuche
und Studien an nephrektomierten Patienten zeigten, dass der VDR und das Enzym
CYP27B1, welches die Produktion von 1,25VitD aus 25VitD katalysiert, nicht nur in
den Nierentubuli enthalten sind, sondern auch in zahlreichen anderen Zellen, wie
z. B. extrarenalen Keratinozyten, Monozyten, Makrophagen, Osteoblasten, Prostata-
und Kolonzellen (Lang und Aspinall 2015; Schlégl und Holick 2014; Linseisen et al.
2011).

1,25VitD
Monozyten,
Dendritische Zellen T-Zellen B-Zellen
Makrophagen
IL-1 IL-10 IL-10 IL-10
Cathelicidin IL-12 Treg VDR, CYP24A1
B-Defensin CD40, CD80, CD86 IL-4 oder IL-4 IgM, IgG
VDR, CYP27B1 MHC Klasse Il 11-2, IL-17, IFN-y Plasmazell-
Proliferation Reifung Proliferation differenzierung
IL -6 Proliferation
IL-12
TNF-a

Abbildung 1-3 Die Wirkung des 1,25VitD auf die Zellen des angeborenen und adaptiven
Immunsystems, griin = Induktion, rot = Hemmung (nach Mora et al. 2008 und De Castro Kroner et al.
2015)
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Auch im menschlichen Gehirn, z. B. im Hippocampus, prafrontalen Kortex, Thalamus
und Cerebellum, sind der VDR und das Enzym CYP27B1 vorhanden (Schlégl und
Holick 2014). Keratozyten, dendritische Zellen und Makrophagen exprimieren sowonhl
CYP27B1 als auch CYP2R1 und kdénnen somit auch extrarenal 1,25VitD direkt aus
dem VitD produzieren, wodurch das Vitamin D auch extrarenale Funktionen
Ubernimmt (s. Abb. 1-3; Mora et al. 2008).

Des Weiteren besteht die Vermutung, dass 1,25VitD die Genexpression
antimikrobieller Proteine unterstitzt und bei der Regulation anti- und
proinflammatorischer Zytokine mitwirkt (Bergman et al. 2015). Proinflammatorische
Zytokine sind wichtig fur die Immunantwort, jedoch flhrt eine UberschielRende
Reaktion zu einer unkontrollierten Inflammation. Regulierend wirkt hier die mitogen-
activated protein kinase (MAP-Kinase), die durch die in der Zellwand gramnegativer
Bakterien enthaltenen Lipopolysaccharide (LPS) aktiviert wird. Die MAPK reguliert
proinflammatorische Zytokine wie IL-6 und TNF-a (Zhang et al. 2012). In einer Studie
von Zhang et al. (2012) wurde untersucht wie sich VitD u. a. auf die Produktion des
Zytokins IL-6 auswirkte. Hierflir wurden menschliche Zellen (peripheral blood
mononuclear cells, PBMC) fur 24 Stunden mit VitD vorbehandelt und anschlie3end
mit LPS stimuliert. Es wurde gezeigt, dass VitD u. a. die durch LPS induzierte
Produktion des IL-6 verringerte.

VitD wirkt des Weiteren antiinflammatorisch auf das erworbene Immunsystem durch
Stimulierung der 1IL-10-Sezernierung dendritischer Zellen, durch Regulation der
proinflammatorischen Zytokine und durch Erhéhung immunregulatorischer T-Zellen
(Bergman et al. 2015; De Castro Kroner et al. 2015). Den Zusammenhang zwischen
VitD und dem Zytokin IFN-y zeigten Fabri et al. (2011) in einer Studie an
menschlichen Monozyten mit dem Erreger Mycobacterium tuberculosis. Es wurde
uberprift, ob VitD Einfluss auf die antimikrobielle Aktivitat des IFN-y hatte. Hierflr
wurden menschliche Monozyten mit M. tuberculosis infiziert und anschlieBend mit
IFN-y behandelt. Eine hohe VitD-Serumkonzentration fuhrte hierbei zu einer
signifikanten Verringerung des Wachstums des M. tuberculosis. Eine niedrige VitD-
Konzentration hatte jedoch keinen bzw. nur einen geringen Effekt.

Ryynanen und Carlberg (2013) bewiesen in ihrer in-vitro-Studie an menschlichen
Monozyten, dass eine Inkubation mit 1,25VitD zu einer Hochregulierung des

Chemokins KC fuhrte und somit einer Immunantwort forderlich war.
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Denn bei der akuten bakteriellen Meningitis haben u. a. KC und MIP-2 die Funktion,
Monozyten und Neutrophile aus dem Blutstrom in das ZNS zu locken (Prinz et al.
1999). Somit beeinflusst VitD nicht nur den klassischen Weg, die
Kalziumhomoostase und den Mineralstoffwechsel, sondern besitzt auch
immunmodulatorische Aufgaben, wodurch es eine wichtige Rolle bei Infektionen

einnimmt (Lagishetty et al. 2011).

1.4.3 Ursachen und Konsequenzen eines Vitamin-D-Mangels

Wie zuvor beschrieben wird Vitamin D hauptsachlich Uber die UV-B-Strahlung des
Sonnenlichts aufgenommen. Im Winter kann jedoch durch die fehlende
Sonnenstrahlung nicht genugend VitD synthetisiert werden und auch uber die
Nahrung ist es nicht moglich die bendtigte Menge aufzunehmen (Spiro und Buttriss
2014; Balvers et al. 2015). Der empfohlene Richtwert fur die VitD-Aufnahme variiert
von Mensch zu Mensch. Es ist jedoch bekannt, dass der im Blutplasma zirkulierende
VitD-Metabolit 25VitD den Wert von 30 ng/ml nicht unterschreiten sollte (Chowdhury
et al. 2014). Laut Schatzungen sind weltweit 1 Milliarde Menschen von einem VitD-
Mangel betroffen (Zhang et al. 2012).

Studien von Linseisen und Kollegen (2011), die in Deutschland durchgefihrt wurden,
ergaben bei Kindern und Jugendlichen eine mediane 25VitD-Serumkonzentration
von 16,72 ng/ml, wohingegen bei Erwachsenen der Wert bei 17,96 ng/ml war. Eine
Konzentration von 10 ng/ml und weniger hatten 19 % der Jungen und Madchen
sowie 16 % der Manner und 17 % der Frauen. Es gab jedoch saisonale Unterschiede.
Ein Wert von 10 ng/ml oder weniger trat haufiger im Winter (31 %) als im Sommer
(23 %) bei 65-79-jahrigen Frauen auf. Bei multimorbiden geriatrischen Patienten
(mittleres Alter 83 + 5 Jahre) lagen die medianen Serumwerte bei 10,96 ng/ml, wobei
<10 ng/ml bei 45 % der Patienten im Gegensatz zu < 20 ng/ml (79 %) und
> 30 ng/ml (8 %) vorlagen (Linseisen et al. 2011). Durch die verringerte VitD-
Syntheseleistung der Haut im Alter und durch weniger Bewegung im Freien gibt es
eine besonders hohe Pravalenz bei alteren Menschen, die in Pflegeheimen wohnen
(> 80 %), aber auch bei denjenigen, die noch zu Hause wohnen (> 50 %) zeigt sich
ein solcher Mangel (Gloth et al. 1995; Holick 2006; Holick 2007; Flicker et al. 2005;
Spiro und Buttriss 2014).
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Die folgende Tabelle 1-1 zeigt die jeweilige Zufuhr von Vitamin D in Bezug zum
Lebensalter und nennt einen Richtwert flr die tagliche Vitamin-D-Aufnahme ohne
endogene Synthese des Sonnenlichts. Die DGE (Deutsche Gesellschaft fur
Erndhrung), OGE (Osterreichische Gesellschaft fur Erndhrung), SGE
(Schweizerische Gesellschaft fur Ernahrungsforschung) und SVE (Schweizerische
Vereinigung fur Ernahrung) verdffentlichten 2015 Referenzwerte fir die
Nahrstoffzufuhr des Vitamin D. Sie empfehlen bei > 65-Jahrigen die zusatzliche VitD-
Gabe von 800-1000 IE/Tag und bei Sauglingen 400 IE/Tag.

Sauglinge Kinder Erwachsene Senioren

0-12 Monate  1-15 Jahre 15-65 Jahre > 65 Jahre
Zufuhr Erndhrung 0,3-1,5° 1-2 2-4 2,9-3,6°
bendtigt (ohne endogene Synthese) 10 20 20 20

(Angaben in pg/Tag VitD)

Tabelle 1-1 VitD-Zufuhr Uber die Erndhrung und geschatzte Angaben zur zusatzlichen Aufnahme bei
fehlender endogener Synthese durch das Sonnenlicht. Die Werte sind in ug/Tag VitD angegeben.
40 |E/Tag 2 1ug/Tag VitD 2 1ng/ml VitD 2 2,5 nmol/l VitD (Referenzwerte nach DGE, OGE,
SGE/SVE 2015). ®Dieser Wert bezieht sich auf die VitD-Menge in der Muttermilch (Wabitsch et al.
2011). ®Werte aus einer Studie ,Erndhrung ab 65“ entnommen: 583 Manner: 3,6 ug/Tag VitD, 789
Frauen: 2,9 ug/Tag VitD, mediane VitD-Zufuhr (Stehle et al. 2000)

Ein VitD-Mangel ist assoziiert mit einem verstarkten Vorkommen von Erkrankungen
wie Osteoporose, Osteogenesis imperfecta und Myasthenie (Spiro und Buttriss
2014). Natlrlicherweise nehmen mit zunehmendem Lebensalter sowohl Muskelkraft
als auch Muskelmasse ab (Linseisen et al. 2011). Es kann sich jedoch auch ein
Abbau der Muskelmasse Uber das normale Mal} hinaus entwickeln. Dies wird als
Sarkopenie bezeichnet und fihrt zu einer verstarkten Fragilitat und auRerdem zu
einer erhéhten Mortalitdt (Kob et al. 2014). Uberdies gibt es eine Verbindung
zwischen Vitamin D und zahlreichen bakteriellen Infektionen. Anlehnend an die
Arbeit von Rook und Kollegen zum M. tuberculosis (1986) flhrte eine Substitution
hoher Vitamin-D-Dosen in einer klinischen Untersuchung bei Patienten mit einer
pulmonalen Tuberkulose bereits nach 12 Wochen zu einer Verbesserung der
klinischen und bildgebenden Befunde (Salahuddin et al. 2013).

In experimentellen Arbeiten zu den Konsequenzen eines Vitamin-D-Mangels bei der
E.-coli-Meningitis zeigten Djukic et al. (2014), dass ein VitD-Mangel bei
Mikrogliakulturen den Widerstand des Gehirns gegenliber bakteriellen Infektionen
beeintrachtigen konnte.
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In dieser Studie wurden Primarkulturen von Mikrogliazellen aus den Gehirnen
neugeborener Mause prapariert, deren Eltern zuvor entweder eine defiziente oder
eine normale VitD-Ernahrung erhalten haben. Die murinen Mikrogliazellkulturen
wurden anschlieBend mit den Agonisten diverser Toll-Like-Rezeptoren stimuliert.
Das Resultat war, dass die Vitamin-D-defiziente Gruppe eine geringere
Phagozytoserate sowie eine geringere intrazellulare Abtétung des E. coli aufwies.
Weitere Effekte des VitD zeigten sich in einem bakteriellen in-vivo-Rattenmodell von
Mgller und Kollegen (2007): Eine tagliche subkutane 1,25VitD-Injektion (100 ng/kg)
ubte einen positiven Verlauf nach einer durch E. coli ausgelosten Sepsis aus. Die
Sepsis wurde u. a. durch eine abdominale Operation oder durch Injektion von
Lipopolyasacchariden des E. coli hervorgerufen.

Diese Daten vermitteln die Uberaus wichtige Rolle des Vitamin D bei der
Bek&mpfung von Infektionen und Einddmmung von Entzindungen durch die

kérpereigenen Immunzellen.

1.5 Gegenstand und Zielsetzung dieser Arbeit

Obwohl Fortschritte in der Reduktion der Mortalitdt und Morbiditat durch Gabe von
geeigneten Antibiotika und dem Adjuvans Dexamethason feststellbar sind, liegt noch
immer eine hohe Letalitat bei der bakteriellen Meningitis und Sepsis vor (Russo und
Johnson 2000). Auch wenn Patienten eine bakterielle Meningitis Uberleben, treten
haufig Residualschaden auf (Adriani et al. 2015). Hinzufigend erschwert die
zunehmende Resistenzentwicklung von Bakterien gegenuber Antibiotika die
Therapie, wodurch neue Ansatze gefunden werden mussen (Pouillot et al. 2012).
Praventiv erscheint eine Impfung sinnvoll. Jedoch liegen aktuell keine Impfstoffe
gegen E. coli vor, sondern nur gegen H. influenzae Typ b, S. pneumoniae und N.
meningitidis Serogruppen A, C, W, Y und B, sofern es flur die jeweilige Altersklasse
zugelassen ist (Robert Koch-Institut 2016; Nau et al. 2015; Allocati et al. 2013).

Die bisher publizierten Studien konnten zeigen, dass das Vitamin D eine wichtige
Rolle bei der Infektionsbekdmpfung hat und Entzindungsreaktionen von
Immunzellen kontrollieren kann (Bikle 2008; Beard et al. 2011). Wenn VitD in
ausreichender Konzentration vorliegt, kann die Resistenz des Gehirns gegenuber E.
coli im in-vitro-Modell der bakteriellen Meningitis erhéht werden (Djukic et al. 2014).
Aulerdem kann durch Beeinflussung des oxidativen Stresses eine protektive Rolle

auf den Neuronenschaden erzielt werden (Ibi et al. 2001).
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Allerdings ist der genaue Einfluss von VitD bei der E.-coli-Meningitis im ZNS bisher
noch nicht bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit soll in einem intrazerebralen
Mausmodell der experimentellen bakteriellen Meningitis die funktionelle Rolle des
VitD untersucht werden. Dabei sollen insbesondere folgende Fragen geklart werden:
Verandert VitD die Infektionsresistenz des Gehirns wahrend einer E.-coli-Meningitis?
Wie beeinflusst VitD nach intrazerebraler Infektion mit E. coli den klinischen Verlauf
der Infektion, die Bakterientiter, die meningeale Leukozyteninfiltration sowie die
Entzindungsreaktion? Verandert VitD die Ausschuttung von Zytokinen und
Chemokinen wahrend einer inflammatorischen Reaktion?

Diesbezlglich wurden fir die Experimente drei unterschiedliche Gruppen gebildet:
Mause, die an einem Vitamin-D-Mangel litten, normal Vitamin-D-ernéhrte Mause und
Mause, die Futter mit einer hohen Vitamin-D-Konzentration erhielten. Die Hypothese
war, dass Mause, die mit Vitamin D angereichertes oder normales Futter bekamen,
wahrend der E.-coli-Meningitis eine hohere Infektionsresistenz gegenuber Mausen

mit einem VitD-Mangel zeigen werden.
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2 Material und Methode

Die Landerangaben sind nach ISO 3166-1 kodiert.

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate
AB Sciex APl 4000LC/MS/MS System

Absaugsystem VACUSAFE comfort

Brutschrank Heraeus B12

ELISA-Reader Rainbow Spectra
Eppendorf Research® Pipetten
FACSCanto Il

Gentle MACS Dissociator
HPLC

Infrarotlampe Philips

Kihltruhe Siemens

MACS Rotator

MassChrom 25-OH Vitamin D3/D,
LC-MS/MS Kit

Mikroskop-Kamera DP71

Prazisionswaage Sartorius excellence
E 12000 S

Reagenzglasschuttler Reax top
Schuttelplatte ,rotomix”
Tischautoklav DX-23

Warmeschrank

AB Sciex (Darmstadt, DE)
Integra Biosciences (Fernwald, DE)

Thermo Fisher Scientific
(Langenselbold, DE)

Tecan Deutschland (Crailsheim, DE)
Eppendorf (Hamburg, DE)

BD Biosciences (Heidelberg, DE)
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, DE)
Shimadzu (Duisburg, DE)

Philips DAP BV (Drachten, NL)
Siemens (Mlnchen, DE)

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, DE)

Chromsystems (Munchen, DE)

Olympus (Tokio, JP)

Sartorius (Gottingen, DE)

Heidolph Instruments (Schwabach, DE)
Zeipel (Bovenden, DE)
Systec (Wettenberg, DE)

Heraeus (Hanau, DE)
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Zentrifuge Centrifuge 5417 R

Eppendorf (Hamburg, DE)

2.1.2 Verbrauchsmaterialien und spezielles Material

96-Loch-Gewebekulturplatten
(mit F-Boden)

BD Eclipse™ Needle

Columbia-Blutagarplatten mit 5 %
Schafblut

Duoset® ELISA Development Systems

Einmalskalpelle
Futter der S/N/H-VitD-Gruppen

Nylonfiltersieb

Objekttrager 3 x 1 Zoll,
geputzt/gebrauchsfertig

Omnifix® Insulineinmalspritzen

Percoll Gradient

Pipettenspitzen (1000 ul, 200 pl)
Praparierbesteck (Schere, Pinzetten)
Reaktionsgefalle 1,5 ml

Rohren 15 ml

Schraubbecher 100 ml

Sterican® Kaniilen

Venofix® Venenpunktionsbesteck

Greiner Bio-One (Frickenhausen, DE)

BD (Franklin Lakes, NJ, USA)

bioMérieux Deutschland (Nurtingen, DE)

R&D Systems (Wiesbaden, DE)
Dahlhausen (Koéln, DE)
ssniff Spezialdiaten GmbH (Soest, DE)

BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ,
USA)

Waldemar Khnittel,
Glasbearbeitungsgesellschaft
(Braunschweig, DE)

B. Braun Melsungen (Melsungen, DE)

GE Healthcare (Chalfont St Giles,
Buckinghamshire, UK)

Sarstedt (NUmbrecht, DE)
Hermle Labortechnik (Wehingen, DE)
Sarstedt (NUmbrecht, DE)
Sarstedt (NUmbrecht, DE)
Sarstedt (NUmbrecht, DE)
B. Braun Melsungen (Melsungen, DE)

B. Braun Melsungen (Melsungen, DE)
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2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Aqua bidestillata

Aqua destillata

Aqua Tex

CCR2

CD3, CD25, CD19, NK1.1, FoxP3

CD45, CD4, CD27, CD11b, Ly6C
DePeX Einbettmedium fir Histologie
Desoxyribonuklease | (DNase |, 2 mg/ml)

DMEM, High Glucose, GlutaMAX™-|
(4,5 g/l Glukose, ohne Pyruvat)

Fast Red Violet LB Standardlosung
Formaldehyd

HRP Conjugate

Isopropanol

Isotone Natriumchloridlésung 0,9 %
Ketamin 10 %

KIT Sigma # 91-C

Kollagenase D (2,5 mg/ml)

Ly6G

Mayers Hamalaunlésung fur Mikroskopie

Mouse IL6, IL10, KC, INF-y, MIP-2
ELISA Kit

Mouse TNF-a ELISA Kit

SG Wasseraufbereitung u.
Regenerierstation GmbH (Barsbuttel,
DE)

B. Braun Melsungen (Melsungen, DE)
Merck (Darmstadt, DE)

R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)
eBioscience (San Diego, CA, USA)
Biolegend (San Diego, CA, USA)
Serva Electrophoresis (Heidelberg, DE)
Roche Diagnostics (Mannheim, DE)

Gibco (Paisley, Schottland, GB)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Merck (Darmstadt, DE)

BioSource International (Camarillo, CA,
USA)

Merck (Darmstadt, DE)

B. Braun Melsungen (Melsungen, DE)
WDT (Garbsen, DE)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Roche Diagnostics (Mannheim, DE)

BD Pharmigen (Franklin Lakes, NJ,
USA)

Merck (Darmstadt, DE)

R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)

Biolegend (San Diego, CA, USA)
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Naphthol-AS-D-Chloracetat-Losung Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Natriumnitrit-Losung Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

PBS Biochrom (Berlin, DE)

TRIZMAL-Puffer Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Tween-20 Roth (Karlsruhe, DE)

Xylazin 2 % Riemser Arzneimittel AG (Greifswald,
DE)

Xylol Merck (Darmstadt, DE)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Roth (Karlsruhe, DE)

2.1.4 Herstellung von Losungen

2.1.4.1 Herstellung von 70%igem Alkohol
Die Herstellung erfolgte durch Vermischung von 700 ml 99%igem Ethylalkohol mit

300 ml destilliertem Wasser.

2.1.4.2 Herstellung von phosphate-buffered saline (PBS)
Auf einem Magnetrihrer wurden 9,55 g PBS-Pulver in 11 H20 destilliertes Wasser
(aqua destillata) gel6st. Darauffolgend wurde die Lésung autoklaviert und bei

Raumtemperatur (RT) aufoewahrt.

2.1.4.3 Herstellung von tris-buffered saline (TBS)
Es wurden 50 mM Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan mit 150 mM NaCl vermischt
(pH = 7,5).
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2.1.5 Software
Graph Pad Prism 5

Microsoft Excel 2010 fir Windows

Excel-Programmierung
,1emplate” (Zytokinanalyse)

ChemDraw®
cellSens Dimension 1.6

FlowJo Software (Version 8.8)

GraphPad Software (La Jolla, CA, USA)
Microsoft Corp. (Redmond, WA, USA)

Hanisch AG (Gottingen, DE)

PerkinElmer (Waltham, MA, USA)
Olympus (Tokio, JP)

Tree Star (Ashland, OR, USA)
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2.2 Vitamin-D-Konzentration im Blut
Um zu untersuchen, welche Auswirkungen das VitD auf die Mause hat, wurden drei
Gruppen mit jeweils 15 Mausen gebildet und jede Gruppe erhielt zunachst sechs

Wochen lang ein spezielles Futter mit folgenden Vitamin-D-Konzentrationen:

Gruppe Vitamin-D-Konzentration des Futters Kalzium- und Phosphatkonzentration
des Futters

S-VitD 1500 IE/kg Futter normal

N-VitD unterhalb der Nachweisgrenze normal

H-VitD 7500 IE/kg Futter normal

Tabelle 2-1 Vitamin-D-Konzentration im Futter. S-VitD: Standard-Vitamin-D-Konzentration, N-VitD:
Niedrige Vitamin-D-Konzentration, H-VitD: Hohe Vitamin-D-Konzentration (ssniff Spezialdiaten GmbH),
IE: internationale Einheiten 2 |U: international unit, kg: Kilogramm

Anschlieflend wurden nach sechs Wochen die 25VitD-Konzentrationen im Blutserum
mit Hilfe der FlUssigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung ermittelt,
um zu uberprifen, ob das Vitamin D vom Tier aufgenommen wurde. Hierfir wurden
aus dem retroorbitalen Venengeflecht der Maus 50 ul Blutserum entnhommen, mit
dem MassChrom® 25-OH Vitamin Ds/D, LC-MS/MS Kit erfasst und mit dem AB Sciex
APl 4000LC/MS/MS System dargestellt. Die Analyse der VitD-Konzentrationen im
Blut wurde in der klinischen Chemie des Klinikums Nurnberg in Kooperation mit

Herrn Prof. Dr. med. Thomas Bertsch durchgefuhrt.

2.3 Mause

Die Tierversuche wurden von der Tierschutzkommission der Medizinischen Fakultat
der Universitatsmedizin Gottingen und vom Niedersachsischen Landesamt fur
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (LAVES, Braunschweig, DE,
(Genehmigungsnummer: 33.9-42502-04-12/0772) bewilligt. Die Mause vom Wildtyp
C57Bl/6J (weiblich, 2 bis 3 Monate alt, 20-30 g schwer, Charles River Laboratory,
Deutschland) wurden in Gemeinschaftskafigen (maximal funf Tiere) bei konstanten
20 °C Raumtemperatur, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55 % sowie einem
Tag/Nacht-Zyklus (12 h Licht, 12 h kein Licht) gehalten. Wasser und Futter waren
ausreichend und frei zuganglich vorhanden. Alle Versuche wurden unter Aufsicht und

Anleitung von Frau PD Dr. med. Marija Djukic durchgefihrt.
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2.4 Bakterienstamm

Alle Infektionen wurden mit dem Bakterium E.-coli-K1 (Serotyp 018:K1:H7)
durchgefuhrt, welches urspringlich aus dem Liquor cerebrospinalis eines an
Meningitis erkrankten Kindes isoliert wurde. Die Bakterien-Stammlosung, die zur
Herstellung des Inokulums diente, ist ein Geschenk von Dr. Gregor Zysk (Institut flr
medizinische Mikrobiologie, Dusseldorf, DE). Die Proben wurden in 0,9 % NaCl
(Natriumclorid) bei -80 °C gelagert und erst kurz vor der Infektion aufgetaut.

Zur Herstellung des Inokulums wurden 10-pl-Bakterien-Stammiésung in 5 ml NaCl
pipettiert und nach Protokoll 1:10 weiter verdunnt. Zur Kontrolle der CFU (colony
forming unit) wurde am Tag der Infektion das Inokulum in funf Verdlinnungsstufen
(1:10, 1:100, ...) auf eine Blutagarplatte pipettiert und nach 24 h im Brutschrank bei
37 °C abgelesen. Die Endkonzentration betrug im Mittel 10° CFU/ml.

2.5 Induktion der E.-coli-Meningitis

Der erste Versuch untersuchte die Auswirkungen der oben genannten
unterschiedlichen VitD-Diaten auf das Uberleben der Mause wahrend der
experimentellen bakteriellen Meningitis. Die Mause erhielten hierbei kein
Antibiotikum. Zunachst wurde eine intraperitoneale Anasthesie mit Ketamin
(100 mg/kg Korpergewicht) und Xylazin (10 mg/kg Koérpergewicht) durchgefuhrt. Die
Induktion der E.-coli-Meningitis fand anschliefiend durch langsame Injektion von
4000 CFU E. coli K1 mit Hilfe einer 27-Gauge(G)-Kanule intrazerebral auf Hohe des
rechten Vorderhirns statt (ausgefuhrt durch Frau PD Dr. med. Marija Djukic). Zur
exakten Bestimmung der Injektionsstelle wurde der Abstand zwischen dem rechten
Auge und dem auleren Gehorgang gedrittelt und hierbei der Punkt zwischen dem
vorderen und mittleren Drittel gewahlt. Um die Bakterien in die Nahe des
Subarachnoidalraumes zu injizieren, wurde die Kanule bei jedem Versuch mittels
eines Platzhalters exakt 2 mm tief eingefihrt.

AnschlieRend wurden die Tiere in ihre Kafige zurlickgelegt, mit einer Rotlichtlampe
warm gehalten und die Vitalfunktionen bis zum Aufwachen Uberpruft. Alle Mause
verhielten sich normal nach dem Aufwachen. Die Tiere wurden hiernach 14 Tage
lang klinisch untersucht, und zwar alle 12 h in der akuten Infektionsphase (0-96 h

post infectionem, p. i.) und an den Tagen 7, 10, 13 und 14.
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Es wurden Gewicht, klinischer Score (Gerber et al. 2001, s. Tabelle 2-2) und
motorische Fahigkeiten protokolliert. Dieser erste Versuch endete nach 14 Tagen,
indem die Mause, die Uberlebten, durch einen Genickbruch getdtet und deren Gehirn,

Milz und Blut im Hinblick auf E.-coli-Kolonien untersucht wurden.

Score Kilinisches Erscheinungsbild

gesund

leichte Lethargie

deutliche Lethargie

schwer lethargisch, unfahig zu laufen
tot

A W DN -2 O

Tabelle 2-2 Klinischer Score (modifiziert nach Gerber et al. 2001)

Wahrend des Versuches fuhrten folgende Faktoren aus ethischen Grunden zum
Abbruch, somit zur Tétung der Maus durch einen Genickbruch: Zum einen, wenn die
Maus unfahig war zu gehen (Klinischer Score 3), und zum anderen, wenn die
Infektion zu einer ungenugenden Futter- und Trinkwasseraufnahme fuhrte. Dies
aullerte sich in einem Gewichtsverlust >20 % des Gewichts im Vergleich zum
Zeitpunkt der Infektion. Anschlie3iend wurden die Bakterienkonzentrationen in Gehirn
und Milz ausgewertet, um sicherzustellen, dass die Infektion der Grund fir den Tod

war.

In dem darauffolgenden Versuch wurde nach intraperitonealer Anasthesie eine
langsame Injektion von 9000 CFU E. coli K1 in 10 pl 0,9 % NaCl mit Hilfe einer 27-G-
Kandule intrazerebral auf Hohe des rechten Vorderhirns (wie oben beschrieben, durch
Frau PD Dr. med. Marija Djukic) durchgefuhrt. Anschlielfend wurden alle Mause
nach 20h und nach Anasthesie durch eine kardiale Blutabnahme und
anschlieBendem Genickbruch getdtet und die Bakterienkonzentrationen in Gehirn,
Milz und Blut analysiert. In allen Versuchen dienten als Kontrolle funf Mause, denen

10 pl 0,9 % NaCl intrazerebral injiziert wurde.
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2.6 Gewebepraparation und Gewinnung von Blutserum

Die nachfolgenden Versuche wurden mit Hilfe von Frau Marianne Mecke und Frau
Dr. med. Anja Manig (AG Nau) durchgefiihrt, um bei einer so hohen Anzahl an
Versuchstieren verfalschte Ergebnisse aufgrund von zeitlichen Verzégerungen zu

minimieren.

2.6.1 Gewinnung von Blutserum

Unter Narkose erfolgte eine kardiale Blutabnahme, wobei jeweils 10 ul des Blutes in
90 ul isotoner Kochsalzlésung gegeben wurden. Das restliche Blut wurde fir 30 min
bei 4 °C gelagert und anschlieRend bei 3000 x g fur 10 min bei 4 °C zentrifugiert.
Das Serum wurde in ein weiteres Gefal® gegeben und bei -20 °C bis zur nachsten

Analyse eingefroren.

2.6.2 Praparation und Homogenisierung der Milz

Nachdem durch einen Genickbruch sichergestellt worden war, dass die Mause tot
waren, wurde als Erstes die Bauchhdhle mit einer Schere eréffnet und die Milz als
Ganzes herausprapariert. Danach wurde sie mit einem Skalpell halbiert und die eine
Halfte in einem Reagiergefall bei -20 °C eingefroren, die andere Halfte in ein

Reagiergefald mit 500 pl isotoner Kochsalzlésung Uberfuhrt.

2.6.3 Praparation und Homogenisierung des Gehirns

Zuerst wurde das Gehirn zervikal vom Rest des Korpers abgetrennt. Die Haut und
der Knochen wurden entfernt, indem mit einem Skalpell an der Mittellinie dieser
durchtrennt und vorsichtig zu beiden Seiten aufgeklappt wurde. Anschliel}end wurde
das Gehirn als Ganzes herausprapariert, das Grol3hirn vom Kleinhirn getrennt und
letzteres vom Hirnstamm. Das Grof3hirn wurde in 4 %iges Paraformaldehyd gegeben,
daraufhin in Paraffin fir histologische Schnitte fixiert und das Kleinhirn in ein

Reagiergefald mit 500 pl isotoner Kochsalzlésung Uberfuhrt.
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2.6.4 Ausplattierung und bakterielle Titer

Das Kleinhirn und die Milz waren jeweils in 500 pl isotoner Kochsalzlosung. Mit
einem StofRRel wurden beide Stammlosungen homogenisiert. Das Blutserum (10 pl)
war in 90 yl isotoner Kochsalzlésung. AnschlieBend wurde eine Verdunnungsreihe
mit sechs Verdinnungsstufen erstellt, wobei in jedem Reagiergefal® 450 ul 0,9%ige
NaCl-Lésung waren. Von der Stammldsung wurde 50 ul in das erste Gefal} pipettiert
(1:10), in das zweite wieder 50 yl (1:100) und weiter bis zur sechsten
Verdunnungsstufe. Von dieser ausgehend wurden nun rucklaufig jeweils 10 pl jeder
Lésung auf eine Schafsblut-Agarplatte gegeben, wobei die unverdinnte
Ausgangslosung in die Mitte kam. Anschlielend wurden die Platten fir 24 h bei
37 °C inkubiert und die in der jeweils hdchsten Verdlinnungsstufe sichtbaren
Bakterienkolonien gezahlt (CFU/ml). Das Detektionslimit lag bei dieser quantitativen
Ausplattierung bei 100 CFU/ml.

Die unverdiinnten Stammlésungen wurden bei -20 °C eingefroren.

GroBhirn —> Formalin/Paraffin

Kleinhirn ——> 500 pul 0,9 %iges NaCl

1/2 —> -20°C
1/2 —> 500 pl 0,9 %iges NaCl
10 ul —> 90 ul 0,9 %iges NaCl

restl. Blut —> Serum, -20 °C

Abbildung 2-1 Gewebepraparation von Gehirn und Milz sowie Gewinnung von Blutserum (eigene
Darstellung)
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2.7 Histologische Analyse

2.7.1 Entparaffinierung und Chloracetatesterase(CAE)-Farbung

Nachdem die GroBhirne der Mause aus dem Uberlebensversuch und der Versuche,
in denen die Mause 20 h nach der Infektion getdtet wurden, in 4 %iges
Paraformaldehyd gegeben und in Paraffin fixiert worden waren, wurden 2 ym dicke
Frontalschnitte des Gehirns angefertigt, um die meningeale Leukozyteninfiltration
mikroskopisch  beurteilen zu kénnen (n=17). Diese wurden vor der
immunhistochemischen Farbung mit Chloracetatesterase entparaffiniert und
rehydratisiert, da eine mangelhafte Entfernung von Paraffin Stérungen im
Farbemuster der nachfolgenden Immunreaktion verursacht (alle Arbeitsschritte in
Zusammenarbeit mit Frau Stephanie Bunkowski). Fur die Entparaffinierung wurde
folgendes Protokoll durchgefuhrt, welches hier tabellarisch dargestellt wird:

Zuletzt wurden die Schnitte noch in aqua destillata gespult.

Menge Reagenz Zeit in Minuten (jeweils)
3 x Xylol 10

1x Gemisch aus Xylol und Isopropanol 1

2 X 100%iges Isopropanol 3

1x 96%iges Isopropanol 3

1x 70%iges Isopropanol 3

1x 50%iges Isopropanol 3

Tabelle 2-3 Entparaffinierung der GroRhirnpraparate (Protokoll nach Stephanie Bunkowski, AG Nau,
Universitatsmedizin Géttingen)

Die anschlielende Farbung mit Chloracetatesterase dient einer Markierung der
Neutrophilen, Monozyten und Makrophagen, um diese mikroskopisch quantitativ
analysieren zu konnen.

Zur Vorbereitung wurden die entparaffinierten Schnitte 30-60 min bei 37 °C in 40 ml
aqua bidestillata vorinkubiert. Hiernach wurden 1 ml Natriumnitrittdbsung mit 1 ml Fast
Red Violet LB Standardlésung vermengt und zu 40 ml aqua bidestillata (vorgewarmt
bei 37 °C) hinzugegeben. AnschlieRend wurden 5 ml TRIZMAL-Puffer beigeflgt und
vermischt sowie 1 ml Naphthol-AS-D-Chloracetat-Lésung hinzugefiigt und vermischt.
Die Rotfarbung dieser Losung zeigt ein korrektes Vorgehen an. Die Inkubation der
Schnitte fand daraufhin flr 60-80 min bei 37 °C statt.
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Nach dem Spulen in aqua destillata wurde eine Kernfarbung mit Hamalaun
ausgefihrt und mit Aqua Tex eingedeckelt. Die fixierten und gefarbten Schnitte
konnten nun histologisch auf Leukozyteninfiltration in den Meningen untersucht

werden.

2.7.2 Mikroskopische Auswertung der Praparate

Alle Praparate wurden nach der gleichen Vorgehensweise ausgewertet: Die linke
Hemisphare wurde in vier Bereiche unterteilt, zusatzlich noch die Hippocampusfissur
hinzugezogen und aus diesen funf Werten ein Mittelwert gebildet, der in einen
Leukozytenscore umgewandelt wurde (Ribes et al. 2013). Es wurde zunachst die
linke Hemisphare betrachtet und das Mikroskop auf eine 10-fache Vergrof3erung
eingestellt. Hiernach wurde in 40-facher Vergrolierung die Hippocampusfissur
dargestellt (Bereich 5). AnschlieRend wurde solange nach oben bis zum Rand des
Praparates geschoben, bis 50 % des Mikroskopbildes das Praparat zeigten (Bereich
1) sowie anschlie®end ganz nach unten (Bereich 2), nach rechts (Bereich 3) und von
hieraus nach oben (Bereich 4). Wenn in einem Bereich nichts sichtbar war, wurde
auf die andere Hemisphare gewechselt oder dieser Bereich ausgelassen. Der

Mittelwert wurde nun in einen Score umgewandelt.

Abbildung Leukozyten Score

A 0 0
B <10 1
C 10-50 2
D > 50 3

40-fache Vergrofierung

Leukozytenscores erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Frau PD Dr. rer. nat. Sandra Ribes,
Ribes et al. 2013).
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2.8 FACS (Durchflusszytometrie)

2.8.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie konnen Proben durch Fluoreszenz und
Lichtstreuung analysiert werden, indem sie durch ein optisches Messsystem
geschickt werden. Die Zellen sind umgeben von Tragerflissigkeit und passieren
einzeln durch die hydrodynamische Fokussierung den Lichtstrahl. Dieser wird durch
die Zellgrolle (forward scatter, FSC) und durch die Zellgranularitat (side scatter,
SSC) gebrochen, was als x-und y-Achse in einem zweidimensionalen
Koordinatensystem dargestellt wird. Um bestimmte Antigene sichtbarer zu machen,

werden Antikorper, an die fluoreszierende Farbstoffe gekoppelt sind, hinzugeflgt.

2.8.2 Ansetzen der Proben

Durch die Durchflusszytometrie wurden in dem Versuchsmodell zu dieser
Dissertation die Leukozyten im Gehirn der Mause erfasst. Die Mause wurden 20 h
nach der Infektion unter Narkose transkardial mit PBS (phosphate-buffered saline)
perfundiert. AnschlieBend wurde das gesamte Gehirn herausprapariert und mit
einem StoRRel und DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) durch ein 70 ym
feines Filtersieb aus Nylon gepresst. Bis zur Weiterverarbeitung wurden die Proben
in Réhren auf Eis gelegt.

Die folgenden Arbeitsschritte wurden in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. med. Stefan
Nessler durchgefuhrt: Das Gehirn wurde nun durch Kollagenase D und DNase | und
im Gentle MACS Dissociator verdaut und homogenisiert. Diese Proben rotierten
anschlielend auf dem MACS Rotator und wurden durch ein 70 um feines Filtersieb
aus Nylon gepresst. Die Leukozyten wurden durch einen 37/70 % Percoll Gradienten
voneinander getrennt. Die einzelnen Zellen wurden mit folgenden Antikérpern
angefarbt: CD45 (30-F11), CD4 (RM4-5), CD27 (LG.3A10), CD11b (M1/70), Ly6C
(HK1.4), CD3 (145-2C11), CD25 (PC61.5), CD19 (eBio1D3), NK1.1 (PK136), FoxP3
(FJK-16 s), Ly6G und CCR2. Mindestens 50.000 events wurden aufgenommen, mit

dem FACSCanto Il analysiert und mit der FlowJo Software ausgewertet.
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2.8.3 Auswertung der Ergebnisse der Durchflusszytometrie

Die Ergebnisse wurden mit der FlowJo Software in einem Koordinatensystem (FSC-
A vs. SSC-A) ausgewertet. Ein Punkt entsprach jeweils einer Zelle. Durch
unterschiedliche Lokalisation konnten wu.a. Lymphozyten, Monozyten und
Granulozyten ausgewertet werden, indem sie durch Gates (s. rote Rahmen in Abb.
2-3) weiter eingegrenzt wurden. Die erste Abbildung (A) zeigt alle Zellen, die in der
Probe (Gehirn) enthalten waren, wobei rechts im Koordinatensystem die Leukozyten
durch ein Gate eingegrenzt wurden. Durch einen Doppelklick auf dieses wurde ein
zweites System gedffnet (B). Der Rahmen zeigt eine genauere Eingrenzung der
Leukozyten, der CD45"-Zellen. Oben rechts befinden sich hier die neutrophilen
Granulozyten. Diese wurden anschlieBend noch weiter eingegrenzt (C, D). Die
Ergebnisse wurden tabellarisch in Prozentzahlen dargestellt und anschlieBend mit

Graph Pad Prism 5 ausgewertet.

Hekatis
] onams

0 S0 100K 170K 200K MEK

1L3
FSC-A Ly-6C

T
t o 2 k]
0 1 LA w

Co11b

Abbildung 2-3 Prinzip der Auswertung der Ergebnisse einer FACS-Analyse (modifiziert nach Meister
2013, S. 30)
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2.9 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

2.9.1 Prinzip der Enzym-gekoppelten Immunreaktion

Mit Hilfe des ELISA kann durch eine enzymatische Farbreaktion ein spezifisches
Antigen quantitativ nachgewiesen werden. Antigene, die bestimmt werden konnen,
sind z. B. Zytokine wie IL-6 oder Chemokine wie KC. Zur Bestimmung wird ein
capture-Antikorper (Ak) bendtigt, welcher auf einer 96-Well-Mikrotiterplatte befestigt
ist und spezifisch an das Epitop des Antigens (Ag) bindet, wenn die zu
untersuchende Probe hinzugefligt wird. AnschlieRend bindet der detection-AKk,
welcher am Ende mit einem Enzym konjugiert ist, an ein zweites Epitop des Ag. Es
bildet sich ein  Antikérper-Antigen-Antikérper-Komplex  (Sandwich-ELISA).
Anschlielend wird ein chromogenes Substrat hinzugefugt, welches von dem Enzym
zu einem Produkt umgesetzt wird. Dabei entsteht ein Farbumschlag. Die Intensitat
der Farbe ist proportional zu der Konzentration des entstandenen Produkts und somit
auch zu der Konzentration des zu bestimmenden Antigens in der Probe. Zur
Detektion der Menge an gebundenem Antigen wird eine Fotometrie bei 450 nm
durchgefuhrt.

2.9.2 ELISA zur Bestimmung von Zytokinen und Chemokinen

Far die Zytokin/Chemokin-Messungen wurden jeweils die Homogenate von Kleinhirn
und Milz aus dem ersten Uberlebensversuch und aus den Versuchen, bei denen die
Mause 20 h nach Infektion getdtet wurden, verwendet. Die Homogenate stammten
sowohl von infizierten Mausen als auch von denjenigen, die eine intrazerebrale
Injektion mit 0,9 % NaCl als Kontrollgruppe erhielten.

Mit Hilfe des DuoSet® ELISA Development Kits wurde in Zusammenarbeit mit Frau
Stephanie Bunkowski die Menge an den fur eine bakterielle Meningitis typischen
Zytokinen und Chemokinen IL-6, IL-10, KC, IFN-y und MIP-2 in den Proben wie folgt
bestimmt: Zur Vorbereitung der Well-Platten, wurden fir jedes Zytokin/Chemokin
jeweils 27,5 ul capture-Ak laut Vorschrift des ELISA Kits angesetzt und mit 5 ml PBS
verdinnt. In jedes Well wurden anschlieRend 50 ul pipettiert und Uber Nacht bei
Raumtemperatur (RT) auf dem Schittler inkubiert. AnschlieRend wurde dreimal pro
Well gewaschen (Wasch-Puffer: 0,5 g Tween 20 auf 1 | PBS). Danach wurden 300 pl

Block-Puffer pro Well pipettiert, wobei je nach Ak unterschiedliche benutzt wurden:
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Far IL-6, IL-10, KC und MIP-2 wurde Reagent Diluent 1 (1 g BSA, bovine serum
albumin, auf 100 ml) verwendet. Fur IFN-y wurde dagegen Reagent Diluent 2 (0,1 %
BSA, 0,05 % Tween-20 in TBS) bendtigt. Die Inkubation erfolgte 1 h auf dem
Schuttler bei Raumtemperatur. Die Proben und Standards wurden nach Vorschrift
jeweils mit Reagent Diluent 1 verdinnt und 50 ul pro Well pipettiert. Hiernach wurde
2 h bei RT auf dem Schuttler inkubiert, dreimal gewaschen und 50 ul detection-Ak
pro Well pipettiert. Erneut folgte flir 2 h eine Inkubation und anschliefende
dreimalige Waschung. Pro Well wurden hiernach 50 yl HRP (horseradish
peroxidase)-Diluent (40 ml Wasch-Puffer + 40 mg BSA + 1 ul Streptavidin) pipettiert,
20 min bei RT auf dem Schuttler inkubiert und dreimal gewaschen. Danach wurden
100 I TMB (3,37,5,5'-Tetramethylbenzidin)-Substratidsung pro Well hinzugeflgt.
Wenn sich erste blaue Prazipitate im hdchsten Standard bildeten, wurde die
Reaktion mit Hilfe von 50 ul Stopplésung (1 N Schwefelsaure) beendet. Nach der
Entwicklung der Farbreaktion bis zu einer Gelbfarbung wurde die Mikrotiterplatte im

ELISA-Reader bei 450 nm vermessen.

2.9.3 Auswertung der Ergebnisse des ELISA

Fir jedes Zytokin/Chemokin wurde eine Tabelle mit den gemessenen Extinktionen
sowohl der Standards als auch der zu analysierenden Proben angefertigt. Nach
Vorgabe wurde mit Hilfe der Verdinnungsschritte eine Standardreihe erstellt, welche
fur TNF-a und IL-10 andere Werte bereithielt (0 pg, 7,5 pg, 15 pg, 31 pg, 62 pg,
125 pg, 250 pg, 500 pg, 750 pg, 1000 pg) als fur IL-6, MIP-2 und KC (0 pg, 7,5 pg,
15 pg, 31 pg, 62 pg, 125 pg, 250 pg, 500 pg, 1000 pg, 2000 pg).

Von diesen zehn Standardwerten wurden jedoch nur acht in das Koordinatensystem
der Standardkurve (Programm Template, AG Hanisch, Gottingen, DE) dbernommen.
Somit wurden Proben-und Standardwerte fir jedes Zytokin/Chemokin verglichen und
die zwei Werte herausgenommen, die am Weitesten von den Proben entfernt waren.
Nach Einflgen der Extinktionen der Proben wurden die Konzentrationen der
jeweiligen Zytokine/Chemokine gemessen und konnten anschlieend grafisch mit
Graph Pad Prism 5 dargestellt werden. Die Nachweisgrenze der Zytokine und

Chemokine lag jeweils bei < 7,5 pg/ml.
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2.10 Statistik

Fir alle Auswertungen und grafischen Darstellungen wurde die Software ,Graph Pad
Prism 5 (GraphPad Software, San Diega, CA, USA) verwendet. Parametrische
Daten wie die Vitamin-D-Konzentrationen im Blutserum, das Gewicht der Mause und
die Dbakteriellen Titer von Milz und Kleinhirn wurden als Mittelwerte +
Standardabweichung (SD) dargestellt. AnschlieRend erfolgte eine Varianzanalyse
(One-Way-ANOVA, analysis of variance) mit Korrektur nach Bonferroni. Nicht-
parametrische Daten wie die Zytokin/Chemokin-Freisetzung, die meningeale
Leukozyteninfiltration und die klinischen Scores wurden als Mediane mit
entsprechendem Interquartilsabstand (Q25 und Q75) dargestellt und mit dem
anschlieBenden Kruskal-Wallis-Test mit Korrektur nach Bonferroni verglichen. Fur
das Uberlebensexperiment wurden Kaplan-Meier-Kurven mit Hilfe des Log-rank-
Tests gegenubergestellt. Eine Wahrscheinlichkeit p von < 0,05 galt als statistisch

signifikant.
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3 Ergebnisse

3.1 Die Konzentration von Vitamin D im Blutserum war abhangig von der
jeweiligen Vitamin-D-Ernahrung

Die Mause wurden sechs Wochen lang unterschiedlich ernahrt (s. Tabelle 2-1). Nach

dieser Zeit wurden funf Mausen pro Gruppe aus dem retroorbitalen Venengeflecht

50 yl Blutserum entnommen und mit dem Liquid-Chromatografie-Tandem-

Massenspektrometrie-Test der Gehalt des Metaboliten 25VitD gemessen.

Abbildung 3-1 zeigt die Konzentration des Metaboliten im Blutserum in ng/ml. Die
Daten (n =5 pro Gruppe) sind als Mittelwerte + Standardabweichung mit one-way-

ANOVA und Korrektur nach Bonferroni dargestelit.
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Abbildung 3-1 25-OH Vitamin-D-Konzentration im Blutserum in ng/ml. Dargestellt sind die Mittelwerte
+ Standardabweichung, n = 5.

ng/ml

Es konnte nachgewiesen werden, dass eine Ernahrung mit einem niedrigen Vitamin-
D-Gehalt (N-VitD) auch zu einer signifikant geringeren 25VitD-Konzentration im
Vergleich zu einer S-VitD- oder H-VitD-Erndhrung fiuhrte (Mittelwerte £
Standardabweichung: 5,9 + 2,6 vs. 30,4 + 4,0 und 172,4 £ 21,1 ng/ml, *p < 0,05).
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3.2 Ein Vitamin-D-Mangel verursachte eine erhohte Sterblichkeit der Mause
bei einer E.-coli-Meningitis

Um den Effekt von verschiedenen VitD-Konzentrationen auf den Krankheitsverlauf
nach einer E.-coli-K1-Infektion zu zeigen, wurde den Mausen (+ 20 g schwer)
intrazerebral 4000 CFU von E. coli injiziert. Die Tiere wurden anschlieRend uber
einen Beobachtungszeitraum von 14 Tagen regelmaRig gewogen, und es wurde der
klinische Score bestimmt. Verstorbene Mause wurden bei den folgenden Messungen
nicht mehr berucksichtigt. Zur Bestimmung der bakteriellen Titer wurden nach dem
Tod Kleinhirn und Milz homogenisiert, Verdunnungsreihen hergestellt und auf
Blutagarplatten ausplattiert. Diese wurden anschlieRend 24 h lang im Brutschrank bei
37 °C inkubiert (s. 2.6.4 Ausplattierung und bakterielle Titer).

Die Abbildung 3-2 zeigt die Uberlebensrate der Mause in Abhangigkeit von der
gemessenen Zeit. Nach der Infektion verstarben in der Standardgruppe (S-VitD) 10
von 21 Mausen (47,62 %), in der N-VitD-Gruppe 15 von 17 (88,24 %) und bei H-VitD
8 von 15 Tieren (53,33 %). Diese Ergebnisse waren signifikant. Eine Ernahrung mit
N-VitD fUhrte demnach signifikant zu einer erhéhten Sterblichkeit im experimentellen

Modell der E.-coli-Meningitis.
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Abbildung 3-2 Uberlebensrate (%) in Abhéngigkeit von der Zeit (Stunden nach Infektion). Die Kaplan-
Meier-Kurven der 3 VitD-Erndhrungsgruppen wurden mit dem Log-rank Test verglichen (p = 0,03; S-
VitD: n = 21; N-VitD: n = 17; H-VitD: n = 15 Mause).
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Dagegen gab es bezlglich der Sterblichkeit der Mause zwischen der S-VitD- und H-
VitD-Gruppe nur geringe, nicht statistisch signifikante, Unterschiede. Die Kaplan-
Meier-Kurve von H-VitD ist in Richtung der x-Achse verschoben, was bedeutet, dass
die Mause erst etwas spater verstarben als in den anderen beiden Gruppen. Eine H-
VitD-Ernahrung Ubte jedoch keinen zusatzlichen protektiven Effekt auf das

Uberleben der Mause aus, sondern zeigte den gleichen Effekt wie die S-VitD-Gruppe.

Bereits 20 h nach der Infektion wurde beobachtet, dass alle Mause leicht lethargisch
waren, sich jedoch noch fortbewegten und Nahrung zu sich nehmen konnten.
Zusammen mit der objektiven Beurteilung durch den klinischen Score und der
Protokollierung des Gewichts wurde der Gesundheitszustand der Mause beurteilbar.
Das Gewicht wurde vor der Infektion (0 h) und nach der Infektion alle 12 Stunden
protokolliert (12-96 h). Nach dieser akuten Phase wurde an Tag 7 (170 h) gewogen
und bis zum Versuchsende (14. Tag) noch viermal. Somit konnte auch kontrolliert
werden, ob die Mause aus ethischen Grunden getétet werden mussen, wenn sie

mehr als 20 % ihres Gewichts im Vergleich zu ihrem Anfangsgewicht (O h) verloren.

Die folgende Abbildung 3-3 veranschaulicht den Gewichtsverlust (in g) bei den drei
verschiedenen VitD-Konzentrationen 24 h nach der Infektion. Hierbei zeigte sich,
dass die N-VitD- und die S-VitD-Gruppe zu einem hoheren Gewichtsverlust neigten
als H-VitD. Aufgrund der grof3en Streuung innerhalb der Gruppen fihrte dies jedoch

zu keinem signifikanten Ergebnis.
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Abbildung 3-3 Gewichtsverlust in g 24 h nach der Infektion bei S-VitD, N-VitD und H-VitD. Dargestellt
sind die Mittelwerte + Standardabweichung mit one-way-ANOVA und Korrektur nach Bonferroni.
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Die Abbildung 3-4 zeigt den klinischen Score zum Zeitpunkt 24 h nach der E.-coli-
Infektion. Der Score wurde nach der Infektion im 12-Stunden-Rhythmus erhoben (s.
2.5 Induktion der E.-coli-Meningitis) und verdeutlichte somit den Krankheitszustand
anhand eines objektiven Scores. Mause aus der N-VitD-Gruppe hatten einen
signifikant hoheren klinischen Score als S-VitD und H-VitD 24 h nach Infektion

(*p < 0,05; Kruskal-Wallis-Test mit Korrektur nach Bonferroni).
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Abbildung 3-4 Klinischer Score 24 h nach der Infektion. Die Daten sind als Boxplot mit Minimum,
Median und Maximum dargestellt und wurden durch den Kruskal-Wallis-Test mit Korrektur nach
Bonferroni miteinander verglichen (*p < 0,05).

0
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3.3 Vitamin D hatte keinen Einfluss auf die bakteriellen Titer in Kleinhirn, Milz
und Blut

Bereits 1986 entdeckten Rook und Kollegen, dass die aktive Form 1,25VitD in vitro

das Wachstum von Mpycobacterium tuberculosis begrenzte (Rook et al. 1986).

Aufgrund der hohen Sterblichkeit der N-VitD-Mausen im Uberlebensversuch galt es

somit herauszufinden, ob VitD gegebenenfalls eine antibakterielle Funktion in dem

Versuchsmodell zu dieser Dissertation besitzt und eine mogliche Erklarung fur das

bessere Uberleben der mit adaquaten VitD-Dosen ernahrten Mause liefern wiirde.
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Abbildung 3-5 Bakterientiter von Kleinhirn (A) und Milz (B) im Uberlebensversuch mit Mittelwerten
+ Standardabweichung (p = 0,8 (A) und p = 0,2 (B); one-way ANOVA, Korrektur nach Bonferroni)
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Die Grafik A der Abbildung 3-5 zeigt die Bakterienkonzentration im Kleinhirn der
Mause, die im Uberlebensversuch nach einer E.-coli-Infektion (4000 CFU
intrazerebral) verstarben. Es sind die Mittelwerte + SD dargestellt. Die Werte der S-
VitD-Mause waren bei 6,3+ 1,410910CFU/ml, N-VitD-Mause hatten eine
durchschnittliche Konzentration von 6,8 + 1,1 log1oCFU/ml und die H-VitD-Gruppe lag
bei 6,3 £ 2,0 log1cCFU/mI. Es waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen messbar (p = 0,8, one-way ANOVA mit Korrektur nach Bonferroni).

Die Grafik B der Abbildung 3-5 zeigt die Keimkonzentration in der Milz. Die
Mittelwerte und Standardabweichungen lagen in der S-VitD-Gruppe bei
4,0 £ 1,1 log10CFU/mlI, in der N-VitD-Gruppe bei 4,4 + 1,2 log10CFU/mI und bei H-Vit-
D waren es 5,0 £ 1,4 log1oCFU/ml. Es gab keine signifikanten Unterschiede (p = 0,2).

In dem Uberlebensversuch stellte sich heraus, dass die ersten Mause 24 h nach der
Infektion krank wurden und einige auch verstarben. Um die bakterielle Konzentration
zu Beginn der Krankheit, also in dieser ersten akuten Phase, bei allen Tieren parallel
beurteilen zu kénnen, wurden alle Mause 20 h p. i. getétet (n = 15 pro Gruppe). Die
Infektion wurde durch intrazerebrale Injektion von 9000 CFU von E. coli ausgeldst.

In der folgenden Abbildung 3-6 sind die bakteriellen Titer von Kleinhirn, Milz und Blut
dargestellt. Im Kleinhirn von H-VitD-Mausen war tendenziell, aber nicht signifikant,
eine geringere Anzahl an Bakterien vorhanden (4,9 + 2,1 log1oCFU/ml), im Vergleich
zu S-VitD (6,1 £1,6 logCFU/ml) und N-VitD (5,8 £ 1,9 logcCFU/ml,
Mittelwerte + SD, p = 0,6, one-way ANOVA mit Korrektur nach Bonferroni). Die
Unterschiede zwischen den Gruppen bei Milz und Blut waren nur sehr gering und

nicht signifikant.

In den Kontrollgruppen (n = 5), in denen NaCl injiziert wurde, waren alle Homogenate

steril. Diese Mause wurden in der Abbildung 3-6 nicht miteinbezogen.
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Abbildung 3-6 Bakterielle Titer von Kleinhirn, Milz und Blut im 20 h-Versuch. Dargestellt sind die
Mittelwerte £ SD.
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3.4 Eine hohe Vitamin-D-Konzentration fiihrte zu einer besseren Eliminierung
von Bakterien in Mausen, die die Infektion uiberlebten

Mause, die die Infektion Uberlebten, wurden nach 14 Tagen Beobachtung und

Protokollierung des Gesundheitszustandes getotet. Die Homogenate von Kleinhirn,

Milz und Blut wurden auf Bakterienlast untersucht und ausgewertet. Die folgende

Tabelle zeigt die Anzahl der Uberlebenden Mause 14 Tage p. i. und den Anteil derer,

die in den Homogenaten des Kleinhirns noch Bakterien aufwiesen.

Gruppe Uberlebende Homogenate (mit Bakterienlast
Bakteriennachweis) (%)

S-VitD 10 von 21 2 20

N-VitD 2von 17 2 100

H-VitD 7 von 15 0 0

Tabelle 3-1 Bakterienlast der Kleinhirnhomogenate von Mausen, die 14 Tage nach der Infektion
getotet wurden. S-VitD: Standard-Vitamin-D-Konzentration, N-VitD: Niedrige Vitamin-D-Konzentration,
H-VitD: Hohe Vitamin-D-Konzentration.

Bei der N-VitD-Gruppe fanden sich in beiden Kleinhirn-Homogenaten der
uberlebenden Mause (n =2), verglichen mit 20 % (n =2/10) der aus der S-VitD-
Gruppe, Bakterien (p = 0,09, exakter Fisher-Test). In der H-VitD-ernahrten Gruppe
waren alle Uberlebenden Mause (n = 7) im Kleinhirn steril (p = 0,03 verglichen mit N-
VitD und p = 0,5 verglichen mit S-VitD, exakter Fisher-Test). Somit zeigt sich, dass
hohe VitD-Konzentrationen einen positiven Einfluss auf die Eliminierung von

Bakterien aus dem ZNS hatten.

In der Milz und im Blut waren alle bakteriellen Titer unterhalb der Nachweisgrenze.
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3.5 Die verschiedenen Vitamin-D-Erndhrungen beeinflussten nicht die
Leukozyteninfiltration in die Meningen 20 h nach einer E.-coli-Infektion
In den Versuchen zu dieser Dissertation gab es keine signifikanten Unterschiede
bezuglich der bakteriellen Titer. Aufgrund dessen wurde als Nachstes untersucht, ob
VitD die meningeale Infiltration von Leukozyten bei einer E.-coli-Meningitis
beeinflusst. In anderen Studien zur bakteriellen Meningitis mit dem Erreger S.
pneumoniae wurde festgestellt, dass bereits 12 h post infectionem eine vermehrte
Einwanderung von Granulozyten und Monozyten in die Meningen stattfand (Mildner
et al. 2008). Somit wurden in Paraffin fixierte 2 uym dicke Frontalschnitte des
Grol3hirns von den Mausen, die 20 h p. i. getdtet wurden, angefertigt und mit der
CAE-Farbung gefarbt. AnschlieBend wurden die Schnitte unter dem Mikroskop
betrachtet, die Leukozyten pro Bereich gezahlt, Mittelwerte aus den funf Bereichen
gebildet und in die zuvor genannten Leukozytenscores umgerechnet (s. 2.7.2
Mikroskopische Auswertung der Praparate). Histologisch wurde bei jedem Praparat

eine Einwanderung von Leukozyten in den Subarachnoidalraum beobachtet.

Die Abbildung 3-7 zeigt die Leukozytenanzahl der drei VitD-Gruppen als Mittelwerte
mit den jeweiligen Standardabweichungen (n = 17). Mause aus der N-VitD-Gruppe
hatten im Vergleich zu H-VitD-Mausen tendenziell eine hohere Anzahl an Leukozyten
pro Bereich (41,6 + 16 vs. 33,1 £ 21,4; Mittelwerte + SD, p = 0,4; one-way ANOVA
mit Korrektur nach Bonferroni). Jedoch ergab dies kein signifikantes Ergebnis. Somit
hatte VitD keinen direkten Einfluss auf die Leukozytenrekrutierung im Modell der

bakteriellen Meningitis.
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Abbildung 3-7 Leukozytenanzahl der 3 VitD-Gruppen als Mittelwerte (one-way ANOVA mit Korrektur
nach Bonferroni, n = 17)



Ergebnisse 43

In der folgenden Abbildung 3-8 sind drei histologische Praparate (CAE-Farbung)

exemplarisch dargestellt, in denen die Einwanderung der Leukozyten sichtbar ist.
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Abbildung 3-8 Meningeale Leukozyteninfiltration mit CAE-Farbung. Leukozyten sind lila gefarbt.
(A) S-VitD: Score 2; (B) H-VitD: Score 1; (C) N-VitD: Score 0

Das Praparat (A) stammt von einer S-VitD-Maus und hat den Score 2, (B) von H-VitD
mit Score 1 und (C) von N-VitD mit Score 0. Mause, denen NaCl anstatt E. coli
injiziert wurde, zeigten in ihren Praparaten, wie zu erwarten war, keine

Leukozyteninfiltration (Score 0).
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Hinzufligend zur histologischen Analyse wurden die verschiedenen Leukozytenarten
prozentual im gesamten Gehirn der Mause mit Hilfe der Durchflusszytometrie und
der FlowJo Software erfasst. Hierfur wurden Mause verwendet, die 20 h nach einer

E.-coli-Infektion getotet wurden.

Die Tabelle 3-2 zeigt die relativen Anteile der Untergruppen an den gesamten
CD45%-Zellen. Es sind die Mediane mit 25./75.-Perzentilen angegeben. Auch wenn
leichte Tendenzen erkennbar waren, waren die Unterschiede zu gering und somit

nicht signifikant (p > 0,05; one-way ANOVA mit Korrektur nach Bonferroni).

Anteil an CD45"-Zellen (in %)

S-VitD N-VitD H-VitD
T-Zellen 11,25 (4/23,53) 7,5 (1,1/18,50) 10,70 (2,75/23,35)
CD45'CD3"
Regulatorische T-Zellen 0,25 (0,04/0,93) 0,05 (0,005/0,17) 0,09 (0,015/0,5)
CD45'CD4'CD3'CD25 FoxP3"
NK-Zellen 2,25 (1,525/3,43) 3(0,95/4,4) 1,3 (1,15/1,65)

CD45"NK1.1CD3’

Inflammatorische Monozyten 28,90 (26,95/34,75) 36,20 (25,9/40,85) 27 (18,10/31,20)
CD45'CD11b"Ly6C"9"CCR2"

Monozyten , 35,35 (33,3/43,33) 42,20 (31,4/47,3) 34,40 (25,75/37,85)
CD45°CD11b"Ly6C™CCR2’
Granulozyten 43,25 (28,85/51,58) 26,20 (23/49,95) 34,20 (28,60/54,40)
CD45'CD11b"Ly6G'CCR2’

Tabelle 3-2 Die Daten der FACS (fluorescence-activated cell sorting)-Analyse sind als Mediane
(25./75.-Perzentilen) dargestellt. Das gesamte Gehirn von vier bis funf Tieren pro Gruppe wurde in
drei getrennten Versuchen verwendet. Es wurden keine signifikanten Unterschiede gefunden
(p > 0,05; one-way ANOVA mit Korrektur nach Bonferroni). S-VitD: Standard-Vitamin-D-Konzentration,
N-VitD: Niedrige Vitamin-D-Konzentration, H-VitD: Hohe Vitamin-D-Konzentration, T-Zellen: Thymus-
Zellen/Lymphozyten, NK-Zellen: naturliche Killerzellen, CD: cluster of differentiation (eBioscience und
Biolegend), FoxP3: forkhead box protein 3 (eBioscience), Ly6C: lymphocyte antigen 6C (Biolegend),
CCR2: c-c chemokine receptor type 2 (R & D Systems).
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3.6 VitD-Supplementierung inhibierte die Produktion des pro-
inflammatorischen IL-6 und forderte die Produktion des anti-
inflammatorischen IL-10

In friheren Publikationen wurde bereits die bedeutende antibakterielle und antivirale

Funktion des VitD bei der angeborenen und erworbenen Immunantwort

herausgestellt (Mora et al. 2008; Bikle 2008; Beard et al. 2011). VitD beeinflusst die

Produktion von Zytokinen, indem es z. B. die IL-10-Sezernierung dendritischer Zellen

stimuliert, proinflammatorische Zytokine reguliert oder immunregulatorische T-Zellen

erhoht (Bergman et al. 2015; De Castro Kroner et al. 2015). Die Chemokine KC und

MIP-2 werden u. a. von Abwehrzellen, Endothelzellen und Fibroblasten sezerniert

und ziehen bei der akuten bakteriellen Meningitis Monozyten und Neutrophile aus

dem Blutstrom in das ZNS (Lullmann-Rauch 2009; Prinz et al. 1999).

In dieser Arbeit fihrte eine E.-coli-Infektion zur Produktion verschiedener Zytokine

und Chemokine wie IL-6, IL-10, KC und MIP-2.

Die Abbildung 3-9 zeigt sowohl die Ausschuttung der Zytokine IL-6 und IL-10 als
auch der Chemokine KC und MIP-2 im Kleinhirn der Mause, die im
Uberlebensversuch nach einer E.-coli-Infektion (4000 CFU) verstarben oder aus
ethischen Grunden getotet wurden (n =7 pro Gruppe). Dargestellt sind jeweils die
Mediane. Die statische Auswertung wurde durch den Kruskal-Wallis-Test mit
Korrektur nach Bonferroni vorgenommen. Die Grafik A der Abbildung zeigt die
Ausschuttung von IL-6. Der Median der S-VitD-Mause (n = 7) lag bei 1573 pg/ml, N-
VitD (n=12) bei 1999 pg/ml und H-VitD (n =8) bei 374,5 pg/ml. Somit konnte
nachgewiesen werden, dass eine H-VitD-Ernahrung zu einer signifikant verringerten
Ausschuttung des proinflammatorischen Zytokins IL-6 im Vergleich zu einer N-VitD-
Erndhrung fuhrte (p < 0,05; kein signifikanter Unterschied zwischen S-VitD und N-
VitD feststellbar). Die S-VitD-Gruppe zeigte tendenziell eine héhere Ausschittung
von IL-6 als die H-VitD-Mause, jedoch war dieses Ergebnis nicht signifikant (p = 0,2).
Die Grafik B der Abbildung 3-9 veranschaulicht die Konzentration des
antiinflammatorischen Zytokins IL-10. H-VitD-Mause hatten einen héheren Median
(270 pg/ml) als N-VitD (83,4 pg/ml) und S-VitD (58,2 pg/ml). Die Unterschiede waren
signifikant (*p < 0,05).
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Bei der Produktion des Chemokins KC (Grafik C) gab es auch signifikante
Unterschiede zwischen der N-VitD- und H-VitD-Gruppe: Die H-VitD-Gruppe hatte
tendenziell einen niedrigeren Wert als N-VitD (*p < 0,05). Des Weiteren ist auffallig,
dass die Konzentration des MIP-2 (D) in der N-VitD-Gruppe sehr hoch war: N-VitD
hatte einen Median von 5237 pg/ml (25./75. Perzentile in pg/ml: 1801/6287) im
Gegensatz zu S-VitD mit 2937 pg/ml (215,9/5912) und H-VitD mit 2859 pg/ml
(402,9/4294). Jedoch gab es keine signifikanten Unterschiede.

Somit fihrte eine Erndhrung mit H-VitD zu einer signifikant vermehrten Ausschittung
des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 und zu einer verringerten Produktion des

proinflammatorischen Zytokins IL-6 im Kleinhirn.

Die Abbildung 3-10 zeigt die Produktion der Zytokine/Chemokine in der Milz. Bei IL-6
(A) und IL-10 (B) gab es zwischen den drei Gruppen keine statistisch signifikanten
Unterschiede (p > 0,05). Jedoch wurden KC (C) und MIP-2 (D) von der H-VitD-
Gruppe signifikant weniger sezerniert als von N-VitD (*p < 0,05). Zwischen N-VitD

und S-VitD gab es keine signifikanten Unterschiede.
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Uberlebensversuch: Kleinhirn
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Abbildung 3-9 Zytokine IL-6 (A), IL-10 (B) und Chemokine KC (C), MIP-2 (D) des Kleinhirns der
verstorbenen und getéteten Mause im Uberlebensversuch (n =7 pro Gruppe). Dargestellt sind die
Mediane. Fir die Auswertung wurde der Kruskal-Wallis-Test mit Korrektur nach Bonferroni verwendet
(*p < 0,05).
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Uberlebensversuch: Milz
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Abbildung 3-10 Zytokine IL-6 (A), IL-10 (B) und Chemokine KC (C), MIP-2 (D) der Milz der
verstorbenen und getbéteten Mause im Uberlebensversuch (n=7 pro Gruppe). Dargestellt sind die
Mediane. Fir die Auswertung wurde der Kruskal-Wallis-Test mit Korrektur nach Bonferroni verwendet
(*p < 0,05).
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In der nachfolgenden Abbildung 3-11 ist die Produktion der Zytokine (IL-6 und IL-10)
und die der Chemokine (KC, MIP-2) im Kleinhirn der Mause, die 20 h nach einer E.-
coli-Infektion (9000 CFU) getdtet wurden, verbildlicht. Die statistische Auswertung
wurde durch Verwendung des Kruskal-Wallis-Tests mit Korrektur nach Bonferroni
vorgenommen. Die Mediane sind als horizontale Linien gekennzeichnet.

Es ist erkennbar, dass das proinflammatorische Zytokin IL-6 (A) und das Chemokin
KC (C) von H-VitD-Mausen signifikant weniger sezerniert wurden als von N-VitD
(*p < 0,05). Bei dem antiinflammatorischen Zytokin IL-10 (B) war tendenziell in der H-
VitD-Gruppe eine vermehrte Ausschittung erkennbar, jedoch war es statistisch nicht
signifikant (p > 0,05). Bei dem Chemokin MIP-2 (D) gab es auch keine signifikanten
Unterschiede (p > 0,05). Diese Ergebnisse stimmen mit jenen aus dem

Uberlebensversuch iiberein.

Die Abbildung 3-12 stellt dagegen die Produktion der Zytokine und Chemokine in der
Milz dar (20 h p. i.). Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
S-VitD, N-VitD und H-VitD (p > 0,05).
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20 h-Versuch: Kleinhirn
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Abbildung 3-11 Zytokine IL-6 (A), IL-10 (B) und Chemokine KC (C), MIP-2 (D) des Kleinhirns 20 h
post infectionem. Die Mediane sind als horizontale Linien gekennzeichnet. Fir die Auswertung wurde
der Kruskal-Wallis-Test mit Korrektur nach Bonferroni verwendet (*p < 0,05).
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20 h-Versuch: Milz
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Abbildung 3-12 Zytokine IL-6 (A), IL-10 (B) und Chemokine KC (C), MIP-2 (D) der Milz 20 h post
infectionem. Die Mediane sind als horizontale Linien gekennzeichnet. Fir die Auswertung wurde der
Kruskal-Wallis-Test mit Korrektur nach Bonferroni verwendet (p > 0,05).
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Das Zytokin IFN-y intensiviert laut Literatur durch Aktivierung von neutrophilen
Granulozyten, Monozyten und Makrophagen die Inflammation und nachfolgende
Krankheiten (Mitchell et al. 2012). Dagegen beeinflusst 1,25VitD T-Zellen, indem
IFN-y gehemmt wird. (Mora et al. 2008; De Castro Kroner et al. 2015). Somit fuhrt
VitD durch Hemmung von IFN-y zu einer Abschwachung der Inflammation. In dieser
Dissertation wurde die Konzentration an IFN-y in pg/ml in den Kleinhirn- und
Milzhomogenaten von Mausen gemessen, die 20 h nach einer Infektion getotet
wurden.

Anhand der Abbildung 3-13 ist sichtbar, dass es keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen gab (p > 0,05; Kruskal-Wallis-Test mit Korrektur nach
Bonferroni). Viele Werte waren unterhalb der Nachweisgrenze (< 7,5 pg/ml). Diese
wurden in der Grafik somit einheitlich als 7,4 pg/ml bezeichnet. Anhand der
Untersuchungsergebnisse dieser Arbeit kann keine Aussage zum Zusammenhang

zwischen VitD und IFN-y getroffen werden.
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Abbildung 3-13 Konzentration des Zytokins IFN-y in Kleinhirn und Milz im 20 h-Versuch. Die Mediane
sind als horizontale Linien gekennzeichnet (p > 0,05; Kruskal-Wallis-Test mit Korrektur nach
Bonferroni). Die Nachweisgrenze lag bei < 7,5 pg/ml.
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4 Diskussion

Die bakterielle Meningitis gilt noch immer als eine lebensbedrohliche Erkrankung
(Adriani et al. 2015). Der signifikante Anstieg multiresistenter Erregerstamme, wie
z. B. des E. coli, erschwert die Antibiotikatherapie erheblich. Aktuell stehen noch
keine Impfstoffe gegen die E.-coli-Meningitis zur Verfigung (Pouillot et al. 2012;
Allocati et al. 2013, Robert Koch-Institut 2016). Aufgrund dessen sind neue
Erkenntnisse in der Therapie notig, um sowohl Morbiditat als auch Mortalitat zu
verringern. In den letzten Jahren wurde bekannt, dass VitD nicht nur den Kalzium-
und Knochenstoffwechsel beeinflusst, sondern au3erdem extraskelettale Funktionen
besitzt. So exprimieren z. B. Zellen des Immunsystems, wie Monozyten und APCs
(antigen presenting cells), den Vitamin-D-Rezeptor, wodurch dem VitD auch eine
immunmodulatorische Funktion zugeschrieben wird (Berge et al. 2016).

Die grolle Bedeutung, die das VitD bei der Infektionsresistenz ausubt, ist lange
erforscht, aber bisher kaum verstanden. Untersucht wurde bisher u.a. das
Zusammenspiel von VitD und Infektionen des respiratorischen Systems. Bergman
und Kollegen zeigten in zwei Studien, dass die VitD-Gabe per os mdglicherweise die
Krankheitserscheinungen bei chronischen Infektionen des respiratorischen Systems
milderte, das erstmalige Vorkommen dieser hinauszuzdgern vermag sowie die
Menge an Antibiotika verringerte (Bergman et al. 2015; Bergman et al. 2012). In
einer der Studien (Bergman et al. 2012) wurden zwei Patientengruppen mit
Immunschwache miteinander verglichen: Eine Gruppe erhielt ein Jahr lang per os
4000 IE/Tag VitD und die andere bekam ein Placebo. Es wurde festgestellt, dass
eine VitD-Gabe im Vergleich zur Placebo-Gabe zu einer geringeren Infektionslast an
Erregern wie Haemophilus influenzae flhrte. Als moglicher protektiver Mechanismus
wurde hierbei die Beeinflussung antimikrobieller Peptide (AMP) vermutet.

Eine besonders lang erforschte Erkrankung des respiratorischen Systems ist die
Tuberkulose. Diese aerogene Infektion, die die Lunge betrifft, verursacht Husten,
Fieber und Thoraxschmerzen. Im 18. Jahrhundert galten Schlaf und ein nahrhaftes
Essen als alleinige Empfehlung. Seitdem in der Mitte des 20. Jahrhunderts
Medikamente gegen das Mycobacterium tuberculosis entwickelt wurden, ist die
Sterblichkeit erheblich zurlickgegangen. Jedoch fihrten die Kosten der
medikamentosen Behandlung und die Ausbildung von Resistenzen gegenuber
Antibiotika zur Suche nach neuen Behandlungsmethoden, zu denen auch VitD
gehorte (Chun et al. 2011).
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Hierbei wurde schon 1986 in vitro entdeckt, dass die aktive Form des Vitamin D
(1,25VitD) das Wachstum von Mycobacterium tuberculosis begrenzte (Rook et al.
1986). Ein protektiver Effekt des VitD konnte auch im Rahmen einer Sepsis gezeigt
werden. Ein VitD-Mangel (< 15-20 ng/ml) fihrte in einer der Studien zu einem
héheren Risiko, an dieser zu erkranken (Upala et al. 2015). Dagegen war in einer
anderen Studie bei Patienten, die schon an einer Sepsis litten, bei VitD-Gabe (per os
oder Magensonde) im Gegensatz zur Placebo-Gruppe eine erhdohte Konzentration
des antimikrobiellen Peptids LL-37 feststellbar. Hierdurch konnte in diesem Modell
der antibakterielle Effekt des VitD gezeigt werden konnte (Quraishi et al. 2015). Bei
neugeborenen Ratten sicherte eine pranatale VitD-Therapie das Uberleben und
verbesserte die Lungenstruktur, nachdem sie Endotoxinen ausgesetzt worden waren
(Mandell et al. 2014).

Vitamin D wirkt auch auf Autoimmunerkrankungen wie Diabetes mellitus Typ 1. Bei
dieser Form des Diabetes kommt es durch Autoimmunprozesse zu einem Untergang
der Inselzellen des Pankreas. Es resultiert ein absoluter Insulinmangel (Lullmann-
Rauch 2009). Dagegen verbessert eine Vitamin-D-Gabe die Insulinproduktion und
Insulinsensitivitat und verhindert die Zerstorung der eigenen Inselzellen
(Schwalfenberg 2008; Liu et al. 2015). AuRBerdem beeinflusst VitD die
Glucosehomoostase, indem es u. a. einen direkten Effekt auf diese ausubt (Savastio
et al. 2016). Bei einer Uber 30 Jahre andauernden Gabe von 2000 IE/Tag bei
Kindern verminderte sich das Risiko, an Diabetes mellitus Typ 1 zu erkranken, um
78 % (Schwalfenberg 2012).

Aulerdem ist ein Zusammenhang zwischen VitD und der autoimmunen chronisch
entzandlichen ZNS-Erkrankung multiple Sklerose erforscht. Diese Erkrankung wird
durch inflammatorische Prozesse ausgelost, fuhrt zu einer Demyelinisierung im
Nervensystem und klinisch zu physischen und kognitiven Beeintrachtigungen (Berge
et al. 2016). In einer zwischen 1980 und 2001 durchgefihrten amerikanischen Studie
an 187.000 Frauen, die 10-20 Jahre lang begleitet wurden und mehr als 400 |IE/Tag
VitD zusatzlich einnahmen, verringerte sich das Risiko, an multipler Sklerose zu
erkranken, um 40 % (Munger et al. 2004). Im Tiermodell der multiplen Sklerose
wurde nachgewiesen, dass 1,25VitD auf den VDR der CD4"-T-Lymphozyten wirkte
und aufgrund dessen die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis minderte
(Berge et al. 2016).
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Wie VitD das ZNS in vivo bei erregerbedingten ZNS-Infektionen beeinflusst, wurde
bisher noch nicht analysiert. Deshalb sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob
eine orale VitD-Supplementierung im experimentellen Modell der bakteriellen
Meningitis zu einer erhdhten Infektionsresistenz des Gehirns gegenlber E.-coli-
Infektionen und infolgedessen zu einer verringerten Sterblichkeit in vivo fuhrte. Es
wurde die Fahigkeit des Immunsystems der Maus, Erreger im Gehirn und im ZNS zu
eliminieren, getestet und somit hinterfragt, ob VitD als ein mogliches Therapeutikum

fungieren konnte. Die Mause erhielten wahrenddessen kein Antibiotikum.

Die Experimente unterstitzen die Hypothese, dass VitD antiinflammatorische
Eigenschaften besitzt und die Immunantwort wahrend einer bakteriellen Meningitis
beeinflusst. Mause, die einen niedrigen VitD-Gehalt im Futter hatten, starben eher
als Mause, die eine normale oder eine VitD-reiche-Ernahrung erhielten. Au3erdem
uberlebten am Ende des Versuches weniger Mause als in den beiden letztgenannten
Gruppen. Es wurde nachgewiesen, dass eine VitD-Supplementierung zu einer
signifikant erhohten Produktion des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 und zu
einer signifikant verringerten Produktion des proinflammatorischen Zytokins IL-6 im
ZNS fuhrte.

4.1 Der Zusammenhang zwischen einem Vitamin-D-Mangel und der erhdhten
Sterblichkeit der Mause bei einer E.-coli-Meningitis

Im ersten Versuch zur Sterblichkeit der Mause wurden diese nach der
intrazerebralen Infektion mit E. coli 14 Tage lang in regelmaligen Abstanden
beobachtet und deren Verhalten protokolliert. Das Ergebnis war, dass signifikant
mehr N-VitD-Mause (15 von 17) als S-VitD (10 von 21) oder H-VitD (8 von 15)
verstarben. Dies bedeutet, dass ein Vitamin-D-Mangel zu einer signifikant erhéhten
Sterblichkeit der Mause bei der experimentellen bakteriellen Meningitis flhrte.

De Haan und Kollegen (2014) untersuchten in einer Metaanalyse anhand von zwei
Patientengruppen (VitD < 50 nmol/l vs. =2 50 nmol/l) den Zusammenhang zwischen
einem Vitamin-D-Mangel und einer erhohten Mortalitat bei schwerkranken Patienten.
Schwerkranke Patienten wurden definiert als Patienten mit einer hohen
Infektanfalligkeit, wodurch sie ein hohes Risiko fur lebensbedrohliche Krankheiten

hatten.
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Es wurden 9715 schwerkranke Patienten (im Durchschnitt 62 Jahre alt, 53 %
Manner) mit einer durchschnittlichen 25VitD-Serumkonzentration von 45 nmol/l
analysiert. Das Ergebnis dieser Untersuchung war, dass ein VitD-Mangel
(= 50 nmol/l) das Auftreten von Sepsis (RR: relatives Risiko: 1,46) und Infektionen
(1,49) sowie die 30-Tage-Mortalitat (1,42) und die intrahospitale Mortalitat (1,79)
erhohte. Passend zu den Ergebnissen dieser Dissertation war somit die Mortalitat in
der Vitamin-D-Mangel-Gruppe hoher als in der suffizienten VitD-Gruppe. Aul3erdem
erhoht ein VitD-Mangel die systemische Entzindungsreaktion, was zu einem
Multiorganversagen und somit zu einer erhdhten Mortalitat flihren kann (De Haan et
al. 2014). Der neuronale Schaden bei einer bakteriellen Meningitis entsteht
gleichzeitig durch Nekrosen im Neokortex und anderen Hirnregionen sowie durch
Apoptosen im Gyrus dentatus hippocampi (Nau et al. 1999; Zysk et al. 1996). Bei
einer Pneumokokken-Meningitis fuhrt u. a. die vom Erreger freigesetzte Lipoteichon-
oder Teichonsaure direkt zu einer Apoptose (Bermpohl et al. 2005). Das 1,25VitD
kann hier eingreifen, da es direkt oder indirekt mehr als 200 Gene kontrolliert und
somit z. B. die Regulation der Zellproliferation und deren Differenzierung und u. a.
auch die Apoptose beeinflusst (Holick 2007). Es scheint somit einen Zusammenhang
zwischen VitD und der Beeinflussung der Apotose zu geben, was in dieser Arbeit

jedoch nicht naher untersucht wurde.

Bei der Behandlung einer bakteriellen Meningitis gilt es nicht nur, die Mortalitat und
Morbiditat mit einer geeigneten Therapie (s. 1.1) zu verringern, sondern schon im
Vorfeld schadigende Erkrankungsfaktoren einzudammen bzw. geeignete
ProphylaxemalRnahmen zu entwickeln. Deshalb wird nun auf die antibakterielle Rolle
des VitD sowie auf die meningeale Leukozyteninfiltration eingegangen. Anschlielend
wird die bei VitD-Gabe erhéhte Produktion des antiinflammatorischen IL-10 und die

verringerte Produktion des proinflammatorischen IL-6 im ZNS diskutiert.

4.2 Die geringe antibakterielle Funktion des Vitamin D

In den Versuchen waren zwischen den drei Gruppen keine signifikanten
Unterschiede bezuglich der bakteriellen Titer feststellbar, weder in Kleinhirn und Milz
im Uberlebensversuch noch in Kleinhirn, Milz und Blut bei Mausen, die 20 Stunden

nach der Infektion getdtet wurden.
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Es zeigte sich jedoch, dass es bei den Uberlebenden Mausen aufgrund einer hohen
VitD-Konzentration 14 Tage nach der Infektion zu einer besseren Eliminierung von
Bakterien im Kleinhirn kam. Dies bedeutet, dass normale sowie héhere Vitamin-D-
Konzentrationen zu einer hoheren Infektionsresistenz fuhren, da Mause dieser
beiden Gruppen Pathogene offensichtlich besser eliminieren konnten. Ein
antibakterieller Effekt des VitD konnte in dieser Arbeit jedoch nicht dargestellt werden.
Die im Vorfeld aufgestellte Hypothese, dass VitD eventuell antibakteriell bei der
bakteriellen Meningitis wirken konnte, beruht auf Vorarbeiten von Rook und Kollegen
(1986), die Untersuchungen zur Rolle des VitD bei der Tuberkulose durchfihrten.
Menschliche Monozyten wurden drei Tage lang mit oder ohne Metabolite von VitD
kultiviert und anschlieRend mit dem Erreger Mycobacterium tuberculosis infiziert. Es
stellte sich hierbei heraus, dass die aktive Form 1,25VitD in vitro das Wachstum von
M. tuberculosis begrenzen konnte. Wie genau dieser antibakterielle Effekt des VitD
zustande kam, war 1986 jedoch noch nicht bekannt. In aktuelleren Studien zum
Mycobacterium tuberculosis (Yuk et al. 2009) wurde nun gezeigt, dass 1,25VitD zu
einer Autophagozytose in menschlichen Monozyten Uber Expression des
antimikrobiellen Peptids Cathelicidin fihrte.

Vitamin D scheint somit in der Lage zu sein, die Expression von antibakteriellen
Proteinen wie Cathelicidin und R-Defensin in einer Vielzahl von Zelltypen mit hieraus
resultierender erhdhter Erreger-Phagozytose zu induzieren (Hewison 2011). Dass
das VitD fur die antimikrobielle Aktivitat des Cathelicidins unverzichtbar ist, spiegelt
sich auch in der Tatsache wider, dass die Promotorregion des Cathelicidin-Gens ein
VDRE (vitamin D response element) besitzt (Liu et al. 2007). Cathelicidine gehoren
zur Familie der antimikrobiellen Peptide und somit zum angeborenen Immunsystem.
Sie werden u.a. in Neutrophilen und Epithelzellen als inaktive Propeptide
gespeichert, nach Aktivierung sezerniert und kdénnen anschlielend ihre
antimikrobielle Wirkung entfalten (Cowland et al. 1995). Sie sind in der Lage u. a.
gramnegative Bakterien abzutdten, indem sie die Bakterienmembranen penetrieren
konnen (Niyonsaba et al. 2003).

Eine Tuberkulose wird ausgeldst, indem zunachst das M. tuberculosis auf
Makrophagen des angeborenen Immunsystems trifft: Die Makrophagen exprimieren
an ihrer Oberflache den TLR, der die PAMPs auf den M.-tuberculosis-Erregern
erkennt. Die Erreger werden phagozytiert und kdénnen Uber Jahre hinweg in den

Makrophagen weiterleben (Xu et al. 2014).
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Die Aktivierung des TLR durch die PAMPS flihrt auRerdem zu einer vermehrten
Expression des VDR und des Enzyms CYP27B1, welches 25VitD zu 1,25VitD
hydroxyliert. Somit nimmt VitD an der Immunantwort der Tuberkulose teil. Zusammen
mit der durch  TLR-Aktivierung ausgelosten  Produktion u.a. des
proinflammatorischen TNF wird die Apoptose und Autophagie von infizierten
Makrophagen reguliert. Die Autophagie dient dazu, die in Makrophagen residenten
Pathogene zu eliminieren, um eine unkontrollierte Inflammation des Wirts und somit
seiner Schadigung zu minimieren (Xu et al. 2014). Nicht nur in vitro wurde ein
positiver Effekt des VitD bei der Tuberkulose nachgewiesen, sondern auch in
klinischen Studien. Bei Patienten mit einer pulmonalen Tuberkulose fihrte die
Substitution hoher Vitamin-D-Dosen nach 12 Wochen zu einer Verbesserung der
klinischen und bildgebenden Befunde. Ebenfalls konnte bei betroffenen Patienten
unter dieser Therapie eine verbesserte Immunaktivierung, gemessen an einer IFN-y-
Freisetzung, gezeigt werden (Salahuddin et al. 2013). Somit ist bei der Tuberkulose
ein antibakterieller Effekt des VitD nachgewiesen.

Aufgrund dessen wurden vergleichende Studien zur Rolle des VitD bei der
bakteriellen Meningitis durchgefuhrt. In der in-vitro-Studie von Djukic und Kollegen
(2014) im experimentellen Modell der E.-coli-Meningitis wurde gezeigt, dass ein VitD-
Mangel in kultivierten Mikrogliazellen zu einer verringerten Phagozytoserate und
einer reduzierten intrazellularen Totung von E. coli fuhrte. Somit kann hieraus
geschlussfolgert werden, dass ein VitD-Mangel die Resistenz des Gehirns

gegenuber bakteriellen Infektionen schwacht (Djukic et al. 2014).

Der Grund fur die nur geringen antibakteriellen Eigenschaften des VitD in dem
Mausmodell dieser Dissertation konnte sein, dass es bei der Maus im Gegensatz
zum Menschen und Schimpansen kein vitamin D response element und kein
Cathelicidin-Gen, welches durch VitD induziert wird, gibt (Gombart et al. 2005).
Vermutlich gibt es noch andere Mediatoren, die an der VitD-abhangigen-

Immunantwort beteiligt sind, in dieser Arbeit jedoch nicht untersucht wurden.

4.3 Vitamin D und die meningeale Leukozyteninfiltration
Aufgrund der Tatsache, dass es im Gehirn eine Blut-Hirn-Schranke und eine Blut-
Liquor-Schranke gibt, sieht es zunachst so aus, als ob es einen zuverlassigen Schutz

vor dem unkontrollierten Eintritt schadlicher Pathogene gabe (Lullmann-Rauch 2009).
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Auf der anderen Seite verhindert die BHS aber auch, dass Blutbestandteile, die fur
eine Immunantwort bendtigt werden, in den Liquor gelangen (Arda et al. 2008;
Pachter et al. 2003). Ein weiteres Problem ist, dass Pathogene die Moglichkeit haben
die BHS und BLS transzellular, parazellular oder durch infizierte Phagozyten zu
passieren (Pulzova et al. 2009). Bei einer Infektion der bakteriellen Meningitis
werden sowohl beim Menschen als auch im Tiermodell vermehrt Leukozyten,
besonders Granulozyten und in geringem Malie Monozyten und Makrophagen
gebildet, da es nur wenige immunkompetente Zellen wie ortsstandige Makrophagen
und dendritische Zellen im ZNS gibt (Nau und Brick 2002; Doran et al. 2016;
Johnston et al. 2004). Die Leukozytenrekrutierung aus dem Blut in den Liquor wird
hierbei durch die Interaktion zwischen PAMPs auf den S.-pneumoniae-Erregern der
bakteriellen Meningitis und den PRRs von den APCs durch eine Inflammation mit
Bildung von Zytokinen, Chemokinen und anderen inflammatorischen Produkten und
infolge einer Schwachung der BHS beglnstigt (Doran et al. 2016).

In einer Studie von Mildner und Kollegen (2008) zur experimentellen bakteriellen
Meningitis mit dem Erreger S. pneumoniae wurde festgestellt, dass bereits
12 Stunden nach  der  bakteriellen Infektion  einer Maus  sowohl
CD45'CD11b*Ly6G"CCR2-Granulozyten als auch CD45'CD11b*Ly6C""CCR2*-
inflammatorische-Monozyten vermehrt in die Meningen einwanderten. Durch die
Freigabe inflammatorischer Mediatoren kdnnen Granulozyten dem ZNS Schaden
zufigen. Aufgrund dessen haben die Makrophagen in den Meningen die Funktion,
das Gewebe des Gehirns vor der Invasion von Granulozyten und Bakterien zu
schitzen. Hierdurch wurden neuronale Verletzungen bei der S.-pneumoniae-
Meningitis verhindert. Andererseits uben Granulozyten auch positive Effekte aus, da
Mause mit fehlender Expression der CD45"CD11b Ly6G'CCR2 -Granulozyten eine
hdhere Letalitat sowie hohere bakterielle Titer im Gehirn zeigten. Dagegen waren
CD45'CD11b*Ly6C"9"CCR2*-Monozyten offenbar nicht an der Kontrolle einer
bakteriellen S.-pneumoniae-Infektion beteiligt. Mause mit fehlender Expression
dieser Monozyten hatten keinen schweren Krankheitsverlauf bei der experimentellen

S.-pneumoniae-Meningitis (Mildner et al. 2008).
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Im Rahmen der E.-coli-Meningitis schien das Fehlen der Monozyten einen gewissen
immunsupressiven Effekt auszuliben. Mause mit gleichzeitiger fehlender Expression
der Monozyten und Granulozyten zeigten eine hohere Infektionsanfalligkeit und
wiesen hohere Bakterientiter in der Milz und im Kleinhirn auf als Mause, denen nur
Granulozyten fehlten (Ribes et al. 2013).

In den Ergebnissen dieser Dissertation wurde die meningeale Leukozyteninfiltration
nicht signifikant durch unterschiedliche VitD-Ernahrungen beeinflusst. Auf den
Frontalschnitten des Gro3hirns der Mause, die 20 h p. i. getotet wurden, zeigten sich
keine Unterschiede bezuglich der Leukozytenanzahl. Im Einklang dazu steht die
Tatsache, dass auch mit der FACS-Analyse keine signifikanten Ergebnisse bezuglich

der unterschiedlichen Zellreihen erzielt werden konnten.

4.4 Vitamin Dund dessen Wirkung auf die Ausschiittung von Zytokinen und
Chemokinen

Als Nachstes wurde die Produktion von Zytokinen und Chemokinen nach einer E.-
coli-Infektion in diesem Mausmodell untersucht. Es ist allgemein bekannt, dass
Pathogene der bakteriellen Meningitis wie S. pneumoniae das ZNS z. B. Uber den
hamatogenen Weg oder per continuitatem nach einer Mastoiditis, Otitis oder Sinusitis
erreichen. Der Kontakt mit dem Erreger oder seinen Zellwandbestandteilen 16st
infolgedessen eine Immunantwort aus (Doran et al. 2016; Mildner et al. 2008). Es
resultiert eine Entzindungsreaktion, indem vermehrt Zytokine, Chemokine,
Stickstoffmonoxid (NO) oder Matrix-Metalloproteasen (MMP) freigesetzt werden
(Leib und Tauber 2000; lliev et al. 2004). Mikrogliazellen reagieren auf bakterielle
und endogene Stimulantien z. B. mit der Freisetzung proinflammatorischer Zytokine
und Stickoxid-Radikale (NO) (lliev et al. 2004, Ebert et al. 2005, Lotz et al. 2005).

In einem Rattenmodell wurde gezeigt, dass Lipoteichonsauren (Zellwandbestandteile
von grampositiven Erregern) sowohl ortsstandige als auch eingewanderte
Leukozyten dazu veranlassten, verstarkt MMP-9 zu produzieren. MMP-9 flhrte
infolgedessen zu einer Schadigung der BHS (Hsieh et al. 2010; Sellner und Leib
2006).
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Diese Entziindungsreaktion dient auf der einen Seite dazu, die Immunabwehr des
Kdrpers zu aktivieren, um nachfolgende Reaktionen zu kontrollieren. Auf der anderen
Seite kdnnen durch eine unkontrollierte Inflammation diese Bestandteile der Abwehr
jedoch auch einen Neuronenschaden hervorrufen (Leib und Tauber 2000; Ramesh et
al. 2013). Das NO kann z.B. toxisch fur die Wirtszelle sein und eine hohe
Konzentration des MMP-9 ist z. B. bekannt fur neurologische Spatfolgen nach einer
bakteriellen Meningitis (lliev et al. 2004; Nau et al. 2015). Hierzu gehdéren u. a.
Gehorverlust und kognitive Beeintrachtigungen (Leppert et al. 2000). Es ist bekannt,
dass das Vitamin D in all diese Immunreaktionen eingreift: Es scheint z. B. eine
wichtige Rolle als Antioxidans bei zerebralen oxidativen Prozessen durch seine
Interaktion mit reaktivem Sauerstoff und Stickoxid zu spielen (Garcion et al. 2002;
Garcion et al. 2003). Djukic und Kollegen (2014) zeigten bei experimentellen
Arbeiten zur E.-coli-Meningitis anhand von murinen Mikrogliazellkulturen, die aus den
Gehirnen neugeborener Mause prapariert wurden, dass eine Ernahrung der Mause
mit hoher VitD-Konzentration zu einem Anstieg der E.-coli-Phagozytoserate in den
aus Neugeborenen gewonnenen Mikrogliazellen zur Folge hatte, wodurch die
Infektionsresistenz gestarkt wurde. AulRerdem besteht die Vermutung, dass 1,25VitD
die Genexpression antimikrobieller Proteine unterstitzt und bei der Regulation anti-

und proinflammatorischer Zytokine mitwirkt (Bergman et al. 2015).

In den Untersuchungen zu dieser Dissertation fuhrte eine E.-coli-Infektion zu der
Produktion verschiedener Zytokine und Chemokine wie IL-6, IL-10, KC und MIP-2.
Dabei waren bei den H-VitD-Mausen die Menge an proinflammatorischen IL-6 im
Kleinhirn (Uberlebensversuch, 20 h-Versuch), KC im Kleinhirn (Uberlebensversuch,
20 h-Versuch) sowie in der Milz (Uberlebensversuch) und MIP-2 in der Milz
(Uberlebensversuch) reduziert, wéahrenddessen die Bakterientiter unverandert
blieben. Die Vermutung ist, dass die protektive Rolle des VitD mit der verringerten
Produktion proinflammatorischer Zytokine wie IL-6 und anderer Chemokine wie KC
und MIP-2 und der erhdhten Produktion des antiinflammatorischen Zytokins IL-10
zusammenhing. Diese Ergebnisse werden nun im Folgenden mit anderen Studien
zur bakteriellen Meningitis verglichen. Hierbei wird zunachst die Rolle diverser
Zytokine (IL-6, IL-10 und IFN-y) und die der Chemokine (KC und MIP-2) bei der
Inflammationsreaktion diskutiert. Im Fokus steht dabei immer der Einfluss des

Vitamin D auf diese Entzindungsmediatoren.
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Studien von Mook-Kanamori et al. (2011) und Doran et al. (2016) zeigen, dass zu
Beginn einer S.-pneumoniae-Meningitis u. a. die proinflammatorischen Zytokine IL-1,
TNF-a und IL-6 produziert werden. Diese sorgen fur eine Erhohung der
Adhasionsfaktoren am Kapillarendothel und locken somit weitere Leukozyten aus
dem Blut in den Liquorraum. Das proinflammatorische IL-6 ist Uberaus wichtig, da es
die Akute-Phase-Reaktion induziert und zur Produktion der Akute-Phase-Proteine in
der Leber fuhrt (Hansen et al. 2015). In dieser Dissertation fuhrte eine hohe VitD-
Konzentration zu einer verringerten Produktion des proinflammatorischen IL-6.
Hieraus resultierte vermutlich eine geringere Mortalitatsrate. Im Einklang hierzu
stehen Studien von Zhang und Kollegen (2012), die untersuchten, wie sich VitD auf
die IL-6-Produktion auswirkt: Es wurden menschliche Zellen (PBMC) 24 Stunden
lang mit VitD vorbehandelt und anschlieBend mit LPS stimuliert. VitD verringerte
hierbei die Produktion des IL-6.

Ein weiteres proinflammatorisches Zytokin, das IFN-y, ist eines der bedeutendsten
Zytokine im T-Helferzellen-Signalweg bei der bakteriellen Meningitis. Bei der
Pneumokokken-Meningitis war dessen Konzentration im Liquor erhéht (Mook-
Kanamori et al. 2011). Das Zusammenspiel von VitD und IFN-y zeigten Fabri und
Kollegen (2011) in einer Studie an menschlichen Monozyten mit dem Erreger
Mycobacterium tuberculosis. Die Monozyten wurden mit diesem Erreger infiziert und
anschlieBend mit IFN-y behandelt. Hierbei sollte Uberprtft werden, ob VitD Einfluss
auf die antimikrobielle Tatigkeit des IFN-y ausubte. Das Ergebnis war, dass eine
hohe VitD-Konzentration das Wachstum des M. tuberculosis signifikant verringerte.
Eine niedrige VitD-Konzentration hatte jedoch keinen bzw. nur einen geringen Effekt.
In dieser Dissertation gab es jedoch keine signifikanten Ergebnisse bei der
Produktion dieses Zytokins in der akuten Phase der Infektion (Uberlebensversuch).
Die Konzentrationen des IFN-y waren bei allen Gruppen unterhalb der
Nachweisgrenze (£7,5pg/ml). Bei dem 20 h-Versuch waren die IFN-y-
Konzentrationen sehr gering. Es zeigten sich auch hier keine Unterschiede zwischen
den Gruppen. Daraus ist abzuleiten, dass IFN-y in diesem Modell der bakteriellen
Meningitis nicht durch eine VitD-Supplementation beeinflussbar ist und auch keinen

protektiven Effekt in diesem Modell auslbte.
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Signifikant war dagegen die Produktion des antiinflammatorischen IL-10 im Kleinhirn
der H-VitD-Mause im Uberlebensversuch dieser Dissertation. Antiinflammatorische
Zytokine sind aulderst wichtig fur den Organismus des Wirts, da eine unregulierte
Produktion von Zytokinen und Chemokinen zu Uberschiefenden Immunreaktionen
fuhren kann, wodurch Zellschaden und Krankheiten entstehen kdnnen (Kishimoto
2006). Mittal et al. (2010) fuhrten in-vivo-Versuche an Mausen zur Funktion des IL-10
bei der E.-coli-Meningitis durch. Hierfir verglichen sie Knockout-Mause (IL-107") mit
Wildtyp-Mausen: Beide Gruppen wurden intranasal mit 10° CFU E. coli infiziert.
Hierbei zeigte sich histopathologisch, dass die Knockout-Mause mehr Neutrophile
u.a. in den Leptomeningen vorwiesen als die Wildtyp-Mause und auch die
Entzindungsreaktion im Gehirn ausgepragter war. Somit wurde verdeutlicht, dass
die Produktion des IL-10 das Uberleben des Wirts und die Kontrolle tber die
Pathogene sicherte. Orihuela et al. (2006) fuhrten eine in-vivo-Studie an Mausen
durch, die an einer S.-pneumoniae-Meningitis litten. Eine Uberexpression des 1L-10
fuhrte hierbei zu einer Verringerung des neuronalen Schadens, der durch die
Pathogene ausgeldst wurde. VitD wirkt hierbei verstarkend antiinflammatorisch auf
das Immunsystem u. a. durch Stimulierung der IL-10-Sezernierung dendritischer
Zellen und durch Regulation der proinflammatorischen Zytokine (Bergman et al.
2015; De Castro Kroner et al. 2015).

Des Weiteren gab es Unterschiede bei der Produktion der Chemokine KC und MIP-2
zwischen der H- und N-VitD-Gruppe: Im Kleinhirn und in der Milz schittete die H-
VitD-Gruppe weniger KC und MIP-2 als die N-VitD-Gruppe aus (Uberlebensversuch
und 20 h-Versuch). Studien zeigen, dass die Produktion des MIP-2 durch
Immunzellen des Gehirns u. a. eine Zerstérung der BHS, ein Hirnédem und eine
Liquor-Leukozytose bei der  S.-pneumoniae-Meningitis  (Kaninchenmodell)
verursachte. Auch KC kann hierzu beitragen (Ribes et al. 2013; Ramesh et al. 2013).
Somit fuhrte eine hohe VitD-Konzentration in den Versuchen zu dieser Dissertation
zu einer verringerten Produktion der Chemokine KC und MIP-2 und verhinderte
aufgrund dessen vermutlich die zuvor genannten negativen Effekte, die KC und MIP-
2 bei einer bakteriellen Meningitis ausuben.

Im Folgenden werden nun Therapiemoglichkeiten der bakteriellen Meningitis und

insbesondere die zuklnftige Rolle des Vitamin D diskutiert.
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4.5 Ausblick

Die bakterielle Meningitis stellt, wie eingangs beschrieben, aufgrund der hohen
Letalitat und der neuronalen Spatfolgen noch immer eine gravierende Erkrankung
dar (Adriani et al. 2015). Der ungunstige klinische Verlauf wird hierbei u. a. durch die
massive Inflammation des Immunsystems als Antwort auf Erregerbestandteile
hervorgerufen (Doran et al. 2016). Die initiale Antibiotikatherapie bei der ambulant
erworbenen bakteriellen Meningitis im Erwachsenenalter beinhaltet eine Kombination
aus Ampicillin und einem Cephalosporin der Gruppe 3a (z. B. Ceftriaxon) (DGN
2016; Nau et al. 2015). Ceftriaxon ist ein Cephalosporin der dritten Generation und
gehort zur Gruppe der [B-Laktam-Antibiotika. Adjunktiv wird die Gabe von
Dexamethason, einem Kortikosteroid, empfohlen (DGN 2016). In einer aktualisierten
Metaanalyse (25 Studien, 4121 Patienten) reduzierte Dexamethason die Letalitat der
Pneumokokken-Meningitis und verringerte die Haufigkeit schwerer Horstérungen bei
der Haemophilus-influenzae-Meningitis. Bei der Meningokokken-Meningitis konnten
keine positiven Effekte nachgewiesen werden. Auch in Entwicklungslandern gab es
keine Vorteile bei der Gabe von Dexamethason (DGN 2016). Das Kortikosteroid
Dexamethason wird jedoch auch ambivalent gesehen, da es z. B. im Rattenmodell
der S.-pneumoniae-Meningitis den Neuronenschaden und kognitive Defizite
verschlimmerte (Nau et al. 2015). Dexamethason und das Antibiotikum wurden
18 Stunden nach der Infektion zusammen injiziert. Im Gegensatz zur Kontrollgruppe
war bei der Dexamethasongruppe 34 Stunden nach der Infektion signifikant mehr
neuronale Apoptose im Gyrus dentatus des Hippocampus sichtbar (Leib et al. 2003).
Somit muss nach weiteren Therapiemdoglichkeiten gesucht werden, da z. B. in den
letzten Jahren auch ein signifikanter Anstieg multiresistenter Stamme, u. a. von
E. coli, beobachtet wurde (Pouillot et al. 2012). Zusatzlich fordert die zuvor genannte
Ambivalenz des Kortikosteroids eine Suche nach anderen Adjuvantien. Die
Entwicklung neuer entzindungshemmender Therapien ist hierbei die einzige
erfolgsversprechende Strategie, um die Prognose der bakteriellen Meningitis zu
verbessern. Somit ruckt die Gabe von VitD in den Vordergrund, da in dieser
Dissertation herausgestellt wurde, dass VitD Entzindungsvorgange wahrend der E.-
coli-Meningitis beeinflusste und somit zuklnftig ein vielversprechendes Mittel zur

Steigerung der Infektionsresistenz darstellt.
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In dieser Dissertation wurde sowohl| die Gefahr eines VitD-Mangels bei einer E.-coli-
Meningitis verdeutlicht als auch die immunmodulatorischen Funktionen des VitD
herausgestellt. Jeder Einzelne kann praventiv durch die Beachtung eines gesunden
Lebensstils, der sich durch Aufhalten im Freien bei Sonnenlicht und durch eine
gesunde ausgewogene Erndhrung aufert, einen VitD-Mangel und nachfolgende
Erkrankungen von Beginn an verhindern (Spiro und Buttriss 2014). Da das VitD
aktuell und auch in Zukunft ein vielversprechendes Adjuvans darstellen wird, ist es
erforderlich, Fragen, die durch diese Dissertation nicht beantwortet wurden, mit Hilfe
von weiteren klinischen, in-vivo-, und in-vitro-Studien zu klaren. Um die Letalitat und
neurologischen Komplikationen bei Patienten mit bakterieller Meningitis zu mindern,
stellt die Beeinflussung der Entzindungsreaktion und der am Neuronenuntergang

beteiligten Mediatoren somit derzeit einen der moglichen Ansatzpunkte dar.
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5 Zusammenfassung

Die bakterielle Meningitis, welche besonders Fruh- und Neugeborene sowie
geriatrische und immunsupprimierte Menschen betrifft, stellt eine gravierende
Infektion des Zentralnervensystems dar. Trotz einer Antibiotikatherapie fuhrt diese
Erkrankung bei 20 % der Patienten zum Tod. Nach dem Uberleben der Krankheit
konnen in bis zu 70 % der Falle neurologische und neuropsychologische Spatfolgen
auftreten. Des Weiteren erschwert der Anstieg mulitiresistenter Erregerstamme, wie
z.B. des E. coli, die Therapie erheblich. Hinsichtlich der Suche nach neuen
Therapieansatzen zeigen Studien, dass das Vitamin D eine wichtige Rolle bei der
Infektionsbekampfung hat und Entziindungsreaktionen von Immunzellen kontrolliert.
Die Pathophysiologie des Wirkmechanismus von Vitamin D im ZNS bei der E.-coli-
Meningitis wurde bisher noch nicht dargestellt.

Infolgedessen sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob eine orale Vitamin-D-
Gabe zu einer erhohten Infektionsresistenz des Gehirns gegenuber E.-coli-
Infektionen und zu einer verringerten Sterblichkeit in vivo fuhrte. Die Hypothese war,
dass Mause, die mit Vitamin D angereichertes Futter erhielten, eine hdhere
Infektionsresistenz gegenuber Mausen mit einer niedrigen Vitamin-D-Aufnahme
zeigten. Mit Hilfe der in-vivo-Experimente wurde untersucht, ob Vitamin D nach
intrazerebraler Infektion mit E.-coli-Erregern den klinischen Verlauf der Infektion, die
Bakterientiter, die meningeale Leukozyteninfiltration sowie die Entzindungsreaktion
von Zytokinen und Chemokinen beeinflusste. Hierzu erhielt die erste Gruppe eine
Diat mit einer Standard-Vitamin-D-Konzentration, die zweite eine verringerte und die
dritte eine erhohte Vitamin-D-Konzentration. Mit diesen Experimenten konnte zum
ersten Mal ein nachteiliger Effekt eines Vitamin-D-Mangels auf das Uberleben von
Mausen bei der experimentellen E.-coli-Meningitis nachgewiesen werden. Mause mit
einem Vitamin-D-Mangel starben eher und haufiger als Mause, die eine normale
oder eine Vitamin-D-reiche Ernahrung erhielten. AuRerdem Uberlebten am Ende des
Versuches weniger Vitamin-D-Mangel-ernahrte-Mause als in den anderen beiden
Gruppen. Die Versuche zeigten, dass eine Vitamin-D-Supplementierung zu einer
signifikant erhdhten Produktion des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 fuhrte und
zu einer signifikant verringerten Produktion des proinflammatorischen Zytokins IL-6

im Kleinhirn.
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Hieraus lasst sich ableiten, dass bereits eine Ernahrung mit einer Standard-Vitamin-
D-Konzentration (1500 IE/kg Futter) ausreicht, um die Anfalligkeit des Gehirns
gegenuber einer E.-coli-Meningitis zu verringern. In dieser Studie konnte jedoch kein
Vorteil hoher Vitamin-D-Dosen (75000 IE/kg Futter) im Vergleich zur Standard-Diat
bezliglich Uberleben und Krankheitsschwere gezeigt werden.

Einen weiteren Ansatz, der bisher noch nicht erforscht wurde, stellt die mdgliche
unterstitzende protektive Funktion des Vitamin D bei der Antibiotikatherapie dar.
Zukunftig soll die detaillierte Aufklarung der Pathophysiologie des Vitamin D und der
damit verbundenen Aktivierung der Zytokin-/Chemokin-Kaskade ermoglichen, gezielt
in die Immunantwort des ZNS einzugreifen und sowohl die Letalitat als auch die
neurologischen Spatfolgen der Erkrankung unter antibiotischer Therapie zu

verringern.
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