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1. Einleitung

1.1 Streptococcus pneumoniae

Laut WHO (2012a) erkrankten im Jahr 2000 weltweit bis zu 14,5 Mio. Kinder unter 5 Jahren
an einer Infektion mit Streptococcus pneumoniae (Pneumokokken), von denen 826.000 die
Erkrankung nicht Gberlebten (O’Brien et al. 2009). 2008 ging die WHO von noch immer
541.000 Toten unter 5 Jahren aus (WHO 2012b). Aufgrund teilweise mangelnder Daten schatzt
die WHO die jahrliche Erkrankungsrate deutlich héher ein. Vor allem in Entwicklungslandern,
in denen keine flachendeckende Gesundheitsversorgung, Impfstoffe oder Antibiotika zur
Verfligung stehen, sind insbesondere Menschen mit einem insuffizienten oder geschwéchten

Immunsystem betroffen.

Studien zufolge sind bei bis zu 90% der Kleinkinder, insbesondere bei den unter 2-Jahrigen,
bereits Pneumokokken im oberen Respirationstrakt nachweisbar. Diese Kleinkinder sind
sogenannte Carrier (Keimtrdger), auch wenn sie selbst nicht unbedingt erkranken (Sa-Leéo et
al. 2000, Adetifa et al. 2012, Harboe et al. 2012). Die meisten Erkrankungen sind non-invasiv
und manifestieren sich in Form einer Otitis media, Sinusitis oder Bronchitis. Bei sehr virulenten
Erregern oder geschwachter Immunabwehr, z. B. durch eine vorausgehende Viruserkrankung,
Organtransplantation oder Chemotherapie, kann es zu einer akuten Lungenentziindung,
Bakteridmie oder Meningitis kommen (Carratala et al. 1998, Gudiol et al. 2014). Vorwiegend
betroffen sind Kleinkinder und Altere sowie Personen mit chronischen Erkrankungen und
geschwachtem Immunsystem (McEllistrem et al. 2002, Morrill et al. 2014, Siemieniuk
et al. 2011).

Zurzeit sind tber 90 Serotypen der grampositiven Pneumokokken bekannt. Sie unterscheiden
sich anhand ihrer Polysaccharidkapsel und damit auch in ihrer Virulenz und ihrem Vorkommen
(Sjostrom et al. 2006, Weinberger et al. 2010). Die Polysaccharidkapsel ermdglicht den
Pneumokokken eine hohe Virulenz, da diese die Bakterien vor der Immunabwehr des Wirtes
schitzt, indem sie die Phagozytose verhindert (Brown et al. 1982) und antimikrobielle Proteine
(AMP) inaktiviert (Peschel 2002, Wartha et al. 2007). Ein weiterer wichtiger Virulenzfaktor ist
das Exotoxin Pneumolysin. Pneumolysin wird durch Lyt A (N-acetyl-muramyl-L-Alanin-
Amidase) unterstutzte Autolyse der Pneumokokken freigesetzt und hat die F&higkeit, das

angeborene Immunsystem zu stimulieren (Mitchell et al. 1991, Braun et al. 1999, Cockeran



et al. 2001). Hier wirkt Pneumolysin als Agonist an TLR4 (Toll-like-Rezeptor 4) (Malley
et al. 2003, Ebert et al. 2005). Pneumolysin gehort zu der Gruppe der Cholesterol-Dependent-
Cytolysins (CDC) (Alouf 2000, Palmer 2001) und ist in der Lage, durch Porenbildung alle
Zellmembranen zu zerstoren, welche Cholesterol enthalten und somit den Zelltod zu injizieren
(Rossjohn et al. 1998). Zysk et al. bewiesen 2001 in einem zerebrovaskuldren Endothel-
zellkulturmodell, dass Pneumolysin entscheidend fir das Eindringen von Pneumokokken durch
eine Endothelschicht ist. Bei hohen Bakterienkonzentrationen kénnen die Pneumokokken die
Blut-Hirn-Schranke und die Blut-Liquor-Schranke tberwinden. Genaue Mechanismen sind
jedoch noch nicht bekannt (lovino et al. 2013). Die Abgabe von inflammatorischen und
zelltoxischen Substanzen durch spontane Autolyse oder Sekretion fiihrt zu unterschiedlichen
Reaktionen im Gehirn (Tuomanen et al. 1985). Zum einen kommt es zu direkter Schadigung
der Neuronen und mikrovaskularen Endothelzellen durch Pneumolysin oder H202 (Zysk et al.
2001, Braun et al. 2002, Stringaris et al. 2002, Braun et al. 2007). Auf der anderen Seite werden
Mikrogliazellen mittels Toll-like-Rezeptoren (TLR) aktiviert und uber den Nuclear Factor k B
(NF-xB) zur Ausschiittung inflammatorischer Zytokine angeregt. In der Zerebrospinal-
fliissigkeit von Meningitispatienten konnten neben Macrophage Inflammatory Protein 1 alpha
(MIP-1a), MIP-1B und Interleukin-8 (IL-8) weitere Chemokine ausfindig gemacht werden,
welche im unmittelbaren Zusammenhang mit der Rekrutierung von Leukozyten stehen
(Spanaus et al. 1997). Die Leukozyten geben wiederum Zytokine und Chemokine sowie
reaktiven Sauerstoff (Reactive Oxygen = RO) und Proteasen ab und kdnnen ebenfalls
zellschadigend wirken (Leib et al. 1996, Azeh et al. 1998, Lahrtz et al. 1998). Die Folgen sind
Vaskulititis, Vasospasmus, Obstruktion der zerebralen GefaRe sowie Beeintrachtigung der
zerebrovaskuldren Autoregulierung (Tureen et al. 1990). Infolgedessen kann es zu einer
Hyperédmie oder Ischdmie mit lokaler Nekrose kommen, welche zu neuronalen Schaden fiihren
kann. Klinisch bedeutet das, dass der Betroffene bei einer akuten Meningitis ins Koma verfallen
oder sterben kann (Kastenbauer und Pfister 2003, Stockmann et al. 2013). Weisfelt et al. stellten
dabei fest, dass Patienten (ber 60 Jahre zumeist an kardiorespiratorischen Komplikationen
versterben, wohingegen jlngere Patienten eher neurologischen Komplikationen erliegen
(Weisfelt et al. 2006 a und b). Bei fast einem Drittel der Erkrankten treten Folgesch&den wie
Entwicklungsverzégerungen, epileptische Anfélle, Lernschwierigkeiten und Beschadigung der
Cochlea mit einhergehender Schwerhérigkeit auf (Grimwood et al. 2000, Merkelbach et al.
2000, Dstergaard et al. 2005).



1.2 Mikroglia

Mikrogliazellen wurden 1932 zum ersten Mal von Pio del Rio-Hortega als solche benannt (Del
Rio-Hortega 1932). Bereits damals lieferte er eine klare Definition von Mikroglia, welche bis
heute Bestand hat. So entdeckte er, dass Mikrogliazellen im Gegensatz zu Neuronen und
Astrozyten mesodermalen Ursprungs sind und wahrend der friihen Entwicklungsphase in das
Hirn immigrieren. Mikrogliazellen findet man gleichmé&Rig in allen Bereichen des Zentral-
nervensystems (ZNS), wo sie jeweils ein eigenes Territorium fur sich beanspruchen. Schon
damals waren die unterschiedlichen Morphologien der Mikrogliazellen bekannt, unter anderen
eine amodboide Form im Entwicklungsstadium des Gehirns sowie nach einem pathologischen
Ereignis oder eine stark verzweigte Form im gesunden, ausgebildeten Gehirn. Zudem erkannte
del Rio-Hortega bereits, dass Mikrogliazellen in der Lage sind, abzuwandern, zu proliferieren
sowie zu phagozytieren.

Heute wissen wir zusatzlich, dass Mikrogliazellen - zusammen mit den in den Meningen und
im Plexus choroideus sowie in den perivaskuldren Raumen ansassigen Makrophagen - die erste
Abwehrmdglichkeit gegenuber in das ZNS eingedrungenen Bakterien bilden und bis zu 12 %
der Zellen des Gehirns ausmachen (Lawson et al. 1990). In ihrer ,,ruhenden® Form mit starken
Verzweigungen betreiben die Mikrogliazellen pausenlos aktives Gewebescanning (Kreutzberg
1996, Nimmerjahn et al. 2005). Sobald es zu einem Antigenkontakt kommt oder eine
Verénderung der Homdostase eintritt, verdndern sich die Zellen schrittweise in einen ,,aktiven®
Zustand mit einer amoboiden Morphologie (Nakamura et al. 1999, Stence et al. 2001, Cho
et al. 2006). Sie sind dann in der Lage, eine gezielte Immunabwehr oder Reparaturmalinahmen
einzuleiten (Kreutzberg 1996, Olson und Miller 2004, Davalos et al. 2005) sowie Zelldebris
und Pathogene zu phagozytieren. Durch Antigenpréasentation tragen sie zur Aktivierung des
adaptiven Immunsystems bei (Gehrmann et al. 1993, Cash und Rott 1994). Zudem kénnen
Mikrogliazellen proliferieren und Zyto- sowie Chemokine ausschitten, um weitere Immun-
zellen zu rekrutieren (Giulian und Baker 1985, Lee et al. 1993). Werden Pathogene wie
Bakterien phagozytiert, kommt es zu einer Ausschiittung von Entziindungsmediatoren (H&usler
et al. 2002, Butovsky et al. 2005, Ribes et al. 2010). Bei der Phagozytose von Zelldebris nach
Apoptose hingegen kommt es zur Herabregulierung der Entziindungsreaktion (Magnus
et al. 2001, Chan et al. 2006, Liu et al. 2006).

Mehrere Faktoren nehmen Einfluss auf den Aktivitatszustand der Mikroglia. Zum einen fiihrt
das Auftreten von normalerweise nicht vorhandenen Strukturen (z. B. Bakterienfragmente,

Blutgerinnungsfaktoren, Serumkomponenten, Antikorper-Antigen-Komplexe) oder eine
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deutliche Anreicherung bestimmter Molekile (z. B. ATP, Zytokine, Wachstumsfaktoren) zur
Aktivierung der Mikroglia (Hide et al. 2000, Nakamura 2002, Lee et al. 2006). Zum anderen
konnen durch Reduktion herab modulierender Chemokine (z. B.: Fraktalkin) oder durch das
Abbrechen direkten Neuronenkontaktes (z.B. CD200-Rezeptor) die Mikroglia ebenfalls in
einen aktivierten Zustand wechseln (Hoek et al. 2000, Cardona et al. 2006, Nash et al. 2015).
Durch eine zu starke Aktivierung der Mikroglia kann sich die neuroprotektive Wirkung in eine
neurotoxische umkehren. Durch Ubermaliige Ausschuttung von reaktivem Sauerstoff,
Stickstoffmonoxid (NO) sowie Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) kdnnen Neuronen, Oligo-
dendrozyten sowie die Extrazellularmatrix zerstort werden (Colton und Gilbert 1987, Kim und
Tauber 1996, Bogdan et al. 1997, Lee et al. 2001, Pickering et al. 2005, Hanisch und
Kettenmann 2007).

1.3 Toll-like-Rezeptoren (TLR)

Wird unser Kdrper von Pneumokokken oder anderen Pathogenen bedroht, so stehen ihm zwei
Immunsysteme, welche eng miteinander verknipft sind, zur Bekdmpfung zur Verfiigung: Zum
einen die angeborene Immunabwehr und zum anderen die adaptive Immunabwehr. Unter die
angeborene Immunabwehr fallen jegliche Form an natirlichen Barrieren, das Komplement-
system und standig patrouillierende Zellen (z. B.: Makrophagen, natlrliche Killerzellen - NK),
welche in der Lage sind, Pathogene zu erkennen, zu phagozytieren und unter anderem der
spezifischen Immunabwehr zu prasentieren. Makrophagen, B-Zellen, dendritische Zellen (DC)
sowie auch Mikrogliazellen exprimieren Pattern-Recognition-Rezeptoren (PRRs) wie TLRs
auf ihrer Zelloberflache sowie im Inneren, welche der Zelle erméglichen, potentielle Liganden
zu erkennen. PRRs sind Bestandteil des angeborenen Immunsystems, deren Expression durch
Zellaktivierung gesteuert ist (Matsuguchi et al. 2000). TLRs sind integrale Glycoproteine in der
aulleren Zellmembran (TLR1, 2, 4, 5, 6) bzw. der Membranen intrazelluldrer Zellkomparti-
mente wie des endoplasmatischen Retikulums, der Endosomen oder Lysosomen (TLR3, 7, 8,
9) (Akira et al. 2006). Bis jetzt sind 12 funktionale TLRs bei Sdugetieren (Mensch 10 TLRs)
entdeckt, welche alle in der Lage sind unterschiedliche Pathogen-Associated-Molecular-

Patterns (PAMPS) zu erkennen und verschiedene Immunreaktionen auszuldsen.

Bei einer Infektion mit Pneumokokken kommt es zu einem Zusammenspiel dreier
unterschiedlicher TLRs: TLR2, TLR4 und TLR9 (Echchannaoui et al. 2002, Koedel et al. 2003,

Albiger et al. 2007, Dessing et al. 2008, Klein et al. 2008). So registriert TLR2 Lipopeptide
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sowie Lipoteichsauren (Schwandner et al. 1999, Takeuchi et al. 1999, Yoshimura et al. 1999,
Schroder et al. 2003). TLR4 hingegen erkennt freigesetztes Pneumolysin (Malley et al. 2003,
Ebert et al. 2005, Srivastava et al. 2005). Intrazellular erkennen endosomale TLR9 die
bakterielle DNS (Desoxyribonukleinsaure) anhand unmethylierter CpG-Dinucleotide (Hemmi
et al. 2000, Dalpke et al. 2002, Blasius und Beutler 2010).

Kommt es zu einem PAMP-Kontakt, rekrutieren die TLRs Adapterproteine wie Myeloid-
Differentation-Factor 88 (MyD88) an ihrer zytoplasmatischen Toll/IL1-Rezeptor ahnlichen
Doméne (TIR-Doméne) (Medzhitov et al. 1998, Bowie und ONeill 2000, Takeuchi et al. 2000)
und aktivieren Signalkaskaden, in deren Folge proinflammatorische Zytokine und Chemokine
ausgeschittet werden und die antigenspezifische Immunabwehr gefordert wird (Takaoka
et al. 2005). Im Falle von TLR9 gelangt die bakterielle DNS durch Phagozytose in die Zelle
und wird in den Endosomen in Bruchstilicke zerlegt. CpG lagert sich an leucinhaltige Bereiche
(LRRs - Leucine Rich Repeats) des TLR9 an und fuhrt damit wahrscheinlich zu einer
Strukturveranderung, die auch eine Veranderung der zytoplasmatischen TIR-Domane bewirkt
(Latz et al. 2007). Dies ist das Signal fur das Adaptermolekil MyD88, sich mit seiner
TIR-Domane anzulagern (Schnare et al. 2000). Uber die Aktivierung der IL-1R-assoziierten-
Kinase 4 (IRAK 4) wird der TNFR-Asociated Factor 6 (TRAF 6) aktiviert, was zu mehreren
Komplexbildungen fihrt, in deren Folge die Transkriptionsfaktoren NF-«xB, Interferon
Regulatory Factor 7 (IRF7) und der Transkriptionsfaktor AP-1 gebildet werden und die
Gentranskription fur proinflammatorische Zytokine sowie Interferon a/p (IFN-a/B) eingeleitet
wird (Suzuki et al. 2002, Kawagoe et al. 2008, Blasius und Beutler 2010).
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Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung der intrazelluldren TLR9-Aktivierungskaskade, in deren Folge proinflammatorische
Zytokine sowie IFN-a/B ausgeschiittet werden.



1.4 CpG

In der bakteriellen DNS kommen in einer recht hohen Frequenz (1:16) Abschnitte von
unmethyliertem Cytosin - Phosphat - Guanin (CpG) vor. Im Genom der Wirbeltiere hingegen
findet man CpG wesentlich seltener und auch vorwiegend in methylierter Form (Cardon
et al. 1994). Krieg et al. bewiesen bereits 1995, dass dies der ausschlaggebende Unterschied ist,
weshalb das Immunsystem der Vertebraten in der Lage ist, bakterielle DNS zu erkennen und
unter anderem B-Lymphozyten zu aktivieren. Krieg und seine Kollegen erkannten auch, dass
im optimalen Fall das CpG-Dinucleotid von zwei 5°-Purinen und zwei 3 ‘-Pyrimidinen umgeben
ist. Des Weiteren entdeckten sie, dass CpG-Oligonucleotide, welche ein Nuklease-resistentes
Phosphor-Thioat-modifiziertes Riickgrat besitzen, eine drei- bis sechsfach gesteigerte Wirkung
hervorrufen. Kurz darauf entdeckten Klinman et al., dass unmethyliertes CpG nicht nur in der
Lage ist bei B-Lymphozyten eine erhéhte Produktion an IL-6, IFN-y und IL-12 hervorzurufen,
sondern auch bei NK-Zellen sowie CD4* T-Lymphozyten (Klinman et al. 1996). Bald danach
konnte nachgewiesen werden, dass die IFN-y-Produktion abhé&ngig von der Ausschittung von
IL-12 und TNF-a durch Makrophagen, welche durch CpG stimuliert wurden, ist (Halpern
et al. 1996, Chace et al. 1997). Chu et al. konnten 1997 nachweisen, dass eine durch CpG
hervorgerufene Ausschiittung an IL-12 und IFN-y die Differenzierung der CD-4* T-Helfer-
zellen zu TH1-Zellen (T-Helfer Zellen Typ 1) begiinstigt. Im Gegenzug zur TH2-Reaktion,
welche vor allem die humorale Immunabwehr umfasst, beinhaltet die TH1-Reaktion die
Aktivierung der zelluldaren Abwehr sowie zuséatzlich die Produktion von Immunglobulin (1g)G
(He et al. 2004, Bernard und Phipps 2007) und ist ein wichtiger Bestandteil der ersten Phase
der Immunabwehr. 1999 entdeckten Elkins und seine Kollegen, dass die Gabe von CpG bei
Méusen eine protektive Wirkung durch die Stimulierung TH1-assoziierter Zytokine gegentiber
intrazellularen Erregern in einem Sepsismodel bewirkte. 2001 bestéatigten Gramzinski et al.,
dass IL-12 und IFN-y die Ursachen fiir den protektiven Effekt des CpGs sind. Unter anderem
konnte ein protektiver Effekt mit einer erhohten Uberlebensrate gegeniiber einer intrazellularen
Infektion mit Plasmodium yoelii, Burkholderia pseudomallei sowie bei einer
Meningoenzephalitis, verursacht durch Escherichia coli, erzielt werden (Gramzinski et al.
2001, Wongratanacheewin et al. 2004, Ribes et al. 2014). Je nach Erreger ergab sich ein
optimaler protektiver Effekt, wenn das CpG einmalig ein bis drei Tage vor der Infektion
verabreicht wurde. Die Wirkung hielt zwischen 7 - 14 Tagen an. Klinman et al. zeigten 1999,
dass man durch regelméRige Gabe von CpG den Schutz unbegrenzt aufrechterhalten kann. In

dieser Zeit stieg die Anzahl an Milzzellen, welche IL-6 und IFN-y produzierten zunédchst an —
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sank aber innerhalb eines Monats wieder auf ihren Ausgangswert ab. Es konnten keine
dauerhaften pathologischen VVeréanderungen der Organe bei M&usen festgestellt werden, welche
taglich CpG erhielten. Neben NK-Zellen und Makrophagen kdnnen auch Mikrogliazellen von
CpG stimuliert werden und reagieren mit einer erhéhten Ausschittung, unter anderem von IL-
1B, TNFa, MIP-1a, MIP-1p sowie etwas zeitverzogert auch von IL-6 und IL-12 (Schluesener
et al. 2001, Takeshita et al. 2001, Dalpke et al. 2002). IL-12 wiederum stimuliert unter anderem
T-Zellen sowie NK-Zellen dazu, INF-y auszuschiitten, welches seinerseits eine positive
Rickkopplung zu den IL-12-produzierenden Zellen hat, ihre Leistung zu steigern und mehr
pro-inflammatorische Zytokine wie IL-12 zu produzieren (Flesch et al. 1995). Durch die
Stimulierung des TLR-Systems, unter anderem auch durch CpG, werden nicht nur mehr
Chemo- und Zytokine ausgeschdittet, sondern auch die Phagozytoserate und die intrazellulare
Toétung von Bakterien erhoht (Ribes et al. 2009, Ribes et al. 2010). Aufgrund seiner
stimulierenden Wirkung auf das Immunsystem wird der Einsatz von CpG in unterschiedlichen
Bereichen untersucht. Es gibt bereits vielversprechende Versuche mit CpG als Zusatzstoff fur
Impfstoffe. 2015 waren Fukuyama et al. in der Lage, einen kombinierten nasalen Impfstoff
gegen S. pneumoniae erfolgreich an alten Mausen zu entwickeln, welcher in Zukunft vielleicht
auch die Effektivitat des Pneumokokken-Polysaccharid-Impfstoffes (23 Serotypen) bei Uber
65-Jahrigen steigert (Schenkein et al. 2008). Bereits erfolgreich in klinischen Studien war CpG
als Zusatzstoff fur den konjugierten 7-valenten Impfstoff gegen Pneumokokken bei HIV-
Patienten (Offersen et al. 2012). Ebenfalls vielversprechend sind Ergebnisse der Krebs-
forschung. Es konnten bereits positive Ergebnisse im Versuch mit B-Zellen einer
lymphatischen Leuk&mie erzielt werden (Jahrsdorfer et al. 2005, Liang et al. 2010). In
klinischen Studien erzielte die Gabe von CpG einen deutlichen Riickgang von Melanomen und

Basalzellkarzinomen (Pashenkov et al. 2006, Hofmann et al. 2008).



1.5 Aufgabenstellung

Inhalt dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob CpG eine protektive Wirkung gegeniiber einer
Pneumokokkenmeningitis bei immunsupprimierten wie auch bei immunkompetenten Mé&usen

hervorruft, wenn dieses zuvor intraperitoneal injiziert wurde.

Um dies zu ermitteln, wurde bei M&usen ber einen Zeitraum von 7 Tagen eine Neutropenie
mit Hilfe eines Antikorpers induziert. 36 Stunden nach der ersten Antikdrpergabe wurde der
Prophylaxegruppe CpG bzw. der Kontroll-Gruppe eine Pufferlésung einmalig injiziert.
72 Stunden spéater wurden alle immunsupprimierten M&use intrakraniell mit Streptococcus
pneumoniae infiziert. Ebenso wurde den immunkompetenten Mdausen drei Tage vor der
Infektion CpG bzw. eine Pufferlésung intraperitoneal injiziert. Eine Uberlebenskurve tber
14 Tage wurde bei den immunsupprimierten wie auch bei den immunkompetenten Mausen
nach der Infektion erstellt und der Krankheitsverlauf protokolliert, um eventuell auftretende

Abweichungen zu registrieren.

Um den Stellenwert der TLR9-Kaskade zu demonstrieren, wurde mit TLR9”-Mé&usen ebenfalls
ein Uberlebensexperiment durchgefiihrt. Auch in dieser Versuchsreine wurde den Mausen
72 Stunden vor der intrakraniellen Infektion CpG bzw. eine Pufferlésung intraperitoneal

injiziert. Eine Uberlebenskurve wurde erstellt und der Krankheitsverlauf beobachtet.

Es stellte sich zudem die Frage, ob und wie lange die Gabe von CpG die Konzentrationen von
IL-12/1L-23p40, MIP-1a und IFN-y in Kleinhirn, Milz und Serum beeinflusst. AuRerdem sollte
untersucht werden, ob CpG einen Einfluss auf die Bakterienkonzentration und auf den
Entziindungsverlauf hat. Zu diesem Zweck wurden immunkompetente und immunsupprimierte
Maéuse 72 h vor Infektion ebenfalls mit CpG oder einer Pufferlésung injiziert und 24 bzw. 36

Stunden nach der Infektion getdtet und untersucht.



2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Fur die Versuchsreihen wurden insgesamt 177 C57BL/6-Mause (176 &, 1 ?) im Alter von
8 bis 14 Wochen und einem durchschnittlichen Ausgangsgewicht von 24,32 + 2,97 ¢
verwendet. Bezogen wurden diese Tiere von Charles River Laboratories, Research Models and
Services, Germany GmbH, Sulzfeld. Aus der eigenen Tierzuchtung der Zentralen Tier-
experimentellen Einrichtung (ZTE) der Universitdtsmedizin Goéttingen wurden 13 TLR9-
Mause (2 ¢, 11 &) mit einem durchschnittlichen Gewicht von 29,94 + 4,25 g und im Alter von
11-22 Wochen bezogen. Die TLR9”-Mause besaRen denselben genetischen Hintergrund wie
die C57BL/6-Mause. Aufgrund der erschwerten Beschaffung wurde eine grof3ere Streuung im

Alter sowie unterschiedliches Geschlecht hingenommen.

Alle Mause wurden in konventionellen Kafigen in kleinen Gruppen (max. acht Tiere) bei
konstanten Temperatur- und Feuchtigkeitsverhaltnissen sowie Nahrung und Wasser ad libitum
gehalten. Die Versuche wurden vom Niedersachsischen Landesamt fir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit (LAVES), Oldenburg, genehmigt.

2.2 CpG

In den Experimenten wurde ein synthetisches CpG-Oligonukleotid mit einer Phosphothioat-
Modifikation verwendet. Erworben wurde das in Pulverform unter dem Namen Thioat 1668
gelieferte CpG bei TIB Molbiol Syntheselabor GmbH, Berlin. Das Thioat enthielt folgende
Basenabfolge an Nukleotiden: 5‘-TCCATGACGTTCCTGATGCT-3¢. Das pulverférmige
CpG wurde mit destilliertem Wasser aufgeltst, um eine Konzentration von 3 mg/ml zu erhalten,
portioniert und anschlieBend bei -80 °C aufbewahrt. Im ersten Experiment wurden zwei
Dosierungen getestet: 100 pg und 200 pg CpG. Die Mduse in der Gruppe mit 200 pg CpG
bekamen 67 pl der zuvor angelegten Konzentration verdinnt in 133 pl NaCl (0,9 %ige
Kochsalzldsung). Der anderen Gruppe sowie allen Tieren der sich anschlieRenden Experimente
wurden 100 pg CpG verabreicht. Dies entspricht 33,5 pl der Stammldsung und wurde
zusammen mit 166,5 pl 0,9 %igem NaCl (finales Volumen: 200 pl pro Maus) 72 Stunden vor

der Infektion mit Pneumokokken intraperitoneal injiziert. Den Kontroll-Gruppen hingegen
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wurde stattdessen 33,5 pl destilliertes Wasser in 166,5 ul 0,9 % igem NaCl (finales VVolumen:
200 pl) gelost verabreicht. Im Experiment mit 200 pg CpG bekamen die Kontroll-Mé&use das
doppelte Volumen der Kontroll-Ldsung verabreicht. Nachfolgend wird die Kontroll-Lésung als

Puffer bzw. Pufferldsung bezeichnet.

2.3 Antikorper

Zur Ausschaltung der neutrophilen Granulozyten (CD11b* Ly-6G*-Ly-6C'™) wurde der
monoklonale Antikorper anti-Ly-6G, Klon 1A8 (BioXcell, West Lebanon, NH, USA)
verwendet (Ribes et al. 2013). Der Antikdrper 1A8 bindet nur an Ly-6G™9" -Neutrophile. Im
Gegensatz zu anderen Antikorpern bindet er nicht an Isoformen von Ly-6G oder Ly-6C, welche
auf anderen Leukozyten exprimiert werden (Fleming et al. 1993). Um eine ausreichende
Neutropenie zu gewahrleisten, wurden den Tieren der entsprechenden Versuche bereits 4 Tage
vor der Infektion (Tag - 4) 50 pl Antikérper mit einer Konzentration von 1 mg/ml in 200 pl
0,9%igem NaCl intraperitoneal verabreicht (finales Volumen: 250 pl pro Maus). Dies wurde
taglich zur selben Zeit am Morgen bis einschliel}lich zwei Tage nach der Infektion (Tag +2)
wiederholt (insgesamt sieben Injektionen).

2.4 Bakterienstamm und Infektion

Es wurde der Streptococcus pneumoniae (SPN) Stamm D39 (bekapselt, Serotyp 2) verwendet.
Die Ausgangskonzentration der in - 80 °C aufbewahrten Pneumokokken betrug 6 x 10°
Kolonie-bildende Einheiten [Colony-Forming Units (CFU)]/ml und wurde in steriler 0,9 %iger

NaCl-Ldsung vor der intrazerebralen Infektion auf die gewiinschte Konzentration verdinnt.

10p1 100 pl 30 1 ml 10ul

Sml 0.9 ml 2ml 3ml
NaCl NaCl NaCl NaCl

Abbildung 2: Verdinnungsschema S. pneumoniae

11



Die Bakterienkonzentration des Inokulums wurde mittels einer Verdinnungsreihe in 1:10-
Verdinnungsstufen mit anschlieRender Auftragung auf Blutagarplatten und Bebriitung in
einem Brutschrank (Modell 200, Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach) bei 37 °C fir
24 Stunden Uberpriift. Das Inokulum wurde vor Beginn und nach Abschluss der Infektion

getestet.

Die Mause wurden mit einer Mischung aus 10 mg/kg Xylazin (2 %, Riemser Arzneimittel AG,
Greifswald) und 100 mg/kg Ketamin (10 %, Medistar Arzneimittel-Vertrieb GmbH,
Holzwickede) intraperitoneal anésthesiert. Unter Narkose wurde ihnen intrakraniell in den
oberflachlichen rechten frontalen Neokortex 10 pl Pneumokokken D39-Inokulum injiziert
(Gerber et al. 2001). Immunkompetente Mause wurden mit 2,5 - 7 x 10> CFU/Maus infiziert,
immunsupprimierte Mause hingegen mit 0,5 - 1,5 x 10 CFU/Maus. Die Erregerdosis wurde so
gewahlt, dass die Kontroll-Gruppe in der Uberlebenskurve eine ca. 50 %ige Sterberate aufwies.
Die Infektion aller Mause musste ziigig durchgefuhrt werden, da bereits nach Abschluss der
Infektion im Inokulum eine geringere Bakterienkonzentration nachgewiesen werden konnte als

zu Beginn.

S. pneumoniae D39 ist ein sehr empfindlicher Stamm. Temperaturschwankungen sowie hohe
Zentrifugalkrafte mussten vermieden werden, um ein Absterben der Bakterien und somit

einen Virulenzverlust des Inokulums zu verhindern.
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2.5 Abbruchkriterien

Zur Uberwachung des Gesundheitszustandes wurden die Mause taglich am Morgen gewogen
(Sartorius Excellence Waage, Sartorius GmbH, Géttingen) und ihr Klinischer Score (Gerber et
al. 2001) erhoben. Nach der Infektion wurde dies mindestens zweimal am Tag wiederholt. Der
klinische Score sowie das Gewicht bestimmten die Abbruchkriterien, um das Leid der Tiere so
gering wie moglich zu halten. Verlor ein Tier 20 % von seinem Ausgangsgewicht oder erreichte
den klinischen Score von 3, wurde die Maus aus dem Versuch genommen und getotet. Alle
uberlebenden Tiere einer Experimentreihe wurden am Endzeitpunkt, 2 Wochen nach Infektion,

getotet.
Bedeutung des klinischen Scores:

Klinischer Score Merkmale

0 Gesund — keine Verhaltensauffalligkeiten

1 Leicht erkrankt — leicht reduzierte Spontanaktivitat, verklebte Augen
2 Erkrankt — geringe Spontanaktivitat, Lethargie

3 Schwer erkrankt — kaum bis keine Spontanaktivitat, nicht gehféhig

4 Tod

2.6 Probengewinnung und Verarbeitung

Sobald ein Tier aus der Experimentreihe genommen wurde, wurde - sofern méglich - entweder
unter Narkose oder nach Eintritt des Todes, Blut aus dem Herzen gewonnen und je 10 pl in
1:10 Verdiinnungen bis 1:107 aufgetragen (siehe Abbildung 3). Nach 24 Stunden bei 37 °C in
einem Inkubator wurden die Kolonien auf dem Agar ausgezahlt (Abbildung 4) und die CFU
berechnet, um Rickschliisse Giber die bakterielle Belastung des Blutes zu ziehen. Die ermittelten
CFU geben lediglich einen ungefahren Wert an, da nur einzelne Kolonien gezahlt werden.
Jedoch lasst dies keinen Riickschluss zu, ob ein einzelnes Bakterium oder mehrere Bakterien
den Ausgang fiir die gebildete Kolonie stellen. Somit lagen die ermittelten CFU-Werte sehr
wahrscheinlich unter der wirklichen Bakterienzahl. Das verbliebene Blut wurde nach

Gerinnung bei 4 °C und 3000 U/min fir 15 Minuten zentrifugiert, um das Serum zu gewinnen.
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Dieses wurde bei -20 °C aufbewahrt, um zu einem spéteren Zeitpunkt mittels ELISA (Enzyme-
linked Immunosorbent Assay, siehe 2.8) die Zytokin- und Chemokinkonzentration zu
bestimmen. Die Maus wurde direkt nach der Blutentnahme durch zervikale Dislokation getotet.
AnschlieBend wurden Milz und Hirn entnommen und die Lange der Milz mittels eines Lineals
gemessen. Kleinhirn und Milz wurden in verschlieBbare ReagiergefaBe mit 500 ul NaCl
gegeben, manuell homogenisiert und 10 pl direkt und in 1:10 Verdinnungen bis 1:107 analog
zum Blut auf Blutagar auspipettiert (Abbildung 3), um nach Auszéhlung die Bakterien-
konzentration der Homogenate zu erhalten. Die Reste der Homogenate wurden bei -20 °C
eingefroren. Das GroRhirn wurde flr spatere mikroskopische Untersuchungen in Formalin und
2 - 4 Tage spater in 4 %ige phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS) gegeben. Die (ber-
lebenden Mé&use, welche erst zwei Wochen nach der Infektion getotet wurden, wurden wie die
anderen Maduse prozessiert. Da die Mause die Infektion Uberwunden hatten und somit kaum
oder keine Bakterien in den Tieren erwartet wurden, wurde 50 pl Blut direkt und 10 pl in 1:10
Verdinnung auf Agar pipettiert. Von Milz- und Kleinhirnhomogenaten wurden 200 pl direkt
sowie je 10 pl in 1:10-Verdunnung aufgetragen und am ndchsten Tag ausgezahlt.

Homogenat/ 90 ul 90 90 ut 90
Blut NaCl NaCl NaCl NaCl
10 pl 10 ul 10 pt 10 pl 10 pt
— —_— . —_— —_—
D(10) | -7
/ ik =4 \
10 pt 10 pt 10 pt 10 ul 10 pt
50l
200 D(10) -1 3 -3 -4 ) 5
D (50)
e \/
-3 -4

Abbildung 3: Verdinnungsschema der Homogenate und Blut sowie schematische Darstellung einer Agarplatte mit
D(10). D(10) = unverdunntes Blut und Homogenat verstorbener Maus, D(50) = unverdiinntes Blut tiberlebender Maus,
D(200) = unverdunntes Homogenat tberlebender Maus
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Abbildung 4: S. pneumoniae auf Agar nach 24 Stunden Inkubation

Einigen Tieren wurde vor der Infektion unter Anasthesie retrobulbéar Blut enthommen. Durch
die Punktion des retrobulbdren Venenplexus kdnnen mittels einer Kapillare (max. 0,8 mm
Durchmesser) geringe Blutmengen (ca. 0,17 ml) gewonnen werden. Die gewonnenen Blut-
mengen sollten 1 % des Kdrpergewichtes nicht Gberschreiten, um das Tier nicht zu sehr zu
belasten. AnschlieBend wurden die Proben zentrifugiert und die Seren zu einem spéteren

Zeitpunkt auf ihre Zytokin- und Chemokinkonzentrationen untersucht.
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2.7 Histologische Untersuchung

Die entnommenen GroRhirne wurden nach Formaldehyd- und PBS-Behandlung in Paraffin
eingebettet und in 2 um diinne Scheiben geschnitten. Anschlielend wurden die Proben wieder
entparaffiniert. Dazu wurden die Schnitte dreimal je 10 Minuten in Xylol getrénkt. Daraufhin
wurden die Schnitte eine Minute lang mit einem Xylol-Isopropanol-Gemisch (1:1) getrankt, um
dann zweimal je 5 Minuten in 100 %iges Isopropanol getaucht zu werden. In drei Schritten
wurde der Isopropanolgehalt gesenkt (90 %ig, 70 %ig, 50 %ig). In jedem Schritt wurden die

Schnitte jeweils fur 3 Minuten getrankt und abschlieBend mit Aqua dest. abgespult.

Die so vorbereiteten Schnitte wurden dann mit Chloracetat-Esterase (CAE-Kit,91-C von
Sigma-Aldrich Co. LLC.) gefarbt, um die Granulozyten sichtbar zu machen, da diese den Grad
der Entziindung widerspiegeln. Hierfiir wurden die Schnitte fiir ca. 30 - 60 Minuten in Aqua
bidest. bei ca. 37 °C vorinkubiert. 40 ml Aqua bidest. (37 °C) wurde mit 1 ml Natrium-Nitrit-
Losung und 1 ml Fast-Red-Violett-LB- Base-Ldsung gemischt. Hierzu wurden erst 5 ml
Trizmal-Puffer (Trizmal™ 6.3 Concentrate, Sigma-Aldrich Co. LLC.) zugegeben und dann
1 ml einer Naphtol-AS-D-Chloracetat-Lésung. Nach Rotfarbung der Loésung wurden die
Schnitte bei 37 °C ca. 60 - 80 Minuten inkubiert. Anschliefend wurden die Schnitte mit Aqua
dest. abgespult und dann zusétzlich mit Hamalaun (Merck KGaA, Darmstadt) als Gegenféarbung
eingefarbt, um die Zellkerne sichtbar zu machen. Zur Konservierung wurden die Schnitte mit
Agua Tex (Merck KGaA, Darmstadt) eingedeckelt. Zu beachten ist, dass CAE auch einige
Monozyten und Makrophagen anférben kann und somit keine spezifische Nachweismethode
fur neutrophile Granulozyten ist. Die beiden GroBhirnhemisphdaren wurden getrennt
voneinander ausgezahlt. In jeder Halfte wurden die oberflachlichen Hirnhautregionen in drei
Abschnitte eingeteilt und aus jedem dieser Abschnitte ein Bereich bei einer 40-fachen
VergroRerung zuféllig ausgewahlt. AnschlieRend wurden die CAE-positiven Leukozyten in den
einzelnen Abschnitten sowie in der Fissura hippocampi ausgezéhlt und mit einem Punktesystem
(Score) bewertet. Der Score spiegelte den Grad der meningealen Entziindung wider. Keine
CAE-positiven Leukozyten ergab Score 0, < 10 Leukozyten ergab Score 1, 10 - 50 Leukozyten
ergab Score 2 und > 50 Leukozyten Score 3 (Abbildung 5). AnschlieRend wurde der
Durchschnitt der Scores aller ausgewerteten Regionen gebildet.
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Des Weiteren wurden Schnitte derselben Tiere mit ionisiertem Kalziumbindenden-Adapter-
Molekil-1 (Ibal; ionized calcium-binding adaptor molecule 1) gefarbt, um die Mikroglia-
zellen darzustellen (Abbildung 6). Nach der Entparaffinierung wurden die Schnitte finf Mal
drei Minuten mittels Mikrowellenbehandlung in 10 nM Citratpuffer (pH 6,0) vorbehandelt, um
die durch das Formaldehyd maskierten Epitope wieder herzustellen. Da die Farbstoff-
entwicklung auf Chromogenumsetzung durch Enzyme beruht, mussten vor der eigentlichen
Féarbung die bereits vorhandenen Enzyme in den Schnitten inaktiviert werden, um keine falsch
positiven Resultate zu bekommen. Aus diesem Grund wurden die Schnitte mit PBS abgespult
und die endogene Peroxidase mittels 3 %igem H202 in PBS (10 Minuten) inaktiviert. Nach
erneutem Abspilen mit PBS wurden die Schnitte zusatzlich 30 Minuten in ein Gemisch aus
Esel-Serum (5 % Donkey Serum, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) und
in PBS angeruhrter Magermilch (0,5 % Magermilchpulver, Merck Chemicals GmbH,
Schwalbach, Deutschland) gegeben. Die eigentliche Farbung basiert auf der (Strept)Avidin-
Biotin-Complex-Methode. Uber Nacht wurden die Schnitte mit Anti-lbal (1:400, Anti-lbal,
Rabbit #019-19741, Wako Chemicals GmbH, Neuss, Deutschland) bei 4 °C inkubiert. Anti-
Ibal ist ein polyklonaler Primérantikorper, welcher sich an die Ibal-Proteine in Makrophagen
und Mikrogliazellen anlagert. Uberschiissiges Anti-Ibal wurde abgespiilt und der biotinylierte
Sekundarantikorper Anti-Rabbit IgG (1:200, #RPN 1004, GE Healthcare Europe GmbH,
Freiburg, Deutschland) fir 60 Minuten bei Raumtemperatur hinzugegeben. Der Sekundér-
antikdrper lagerte sich an den Primarantikdrper an. Wieder wurden berschiissige Antikdrper
abgespilt. Nun wurde der Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (Vectastain® ABC Kit, Vector
Laboratories, Burlingame, USA) fir 45 - 60 Minuten hinzugegeben, welcher mit dem
Sekundarantikorper reagierte. Uberschiisse wurden wieder abgespiilt. Zur Farbentwicklung
wurde das Chromogen Diaminobenzidin (DAB Substrate, #11718096001, Roche, Mannheim,
Deutschland) verwendet, welches mit der Peroxidase reagiert und die Ibal-positiven Bereiche
braun farbt. Als Gegenfarbung wurde Mayers Hamalaun (#109249, Merck Chemicals GmbH)

verwendet, welches Zellkerne blau darstellt.

Die Hirnschnitte wurden in sechs gleichméaRige kortikale Abschnitte eingeteilt. Bei einer 20-
fachen VergroRRerung wurden die Anzahl der Mikrogliazellen in einem zufallig ausgewahlten
Bereich in den sechs kortikalen Hirnarealen sowie beidseitig im Hippocampus ermittelt. Es
ergaben sich somit acht Auszéhlbereiche. AnschlieRend wurde die Summe der ermittelten

Zellen gebildet und durch die Anzahl der bewertbaren Regionen geteilt.
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Abbildung 5: histologische Hirnschnitte in CAE-Farbung. A) Entziindungsscore 0, B) Score 1, C) Score 2, D) Score 3

Abbildung 6: Ibal-Farbung, Ibal* -Zellen erscheinen braun, Mikrogliazellen werden sichtbar (Pfeil)

Alle Schnitte wurden mit dem Mikroskop Olympus BX51 Uber eine Olympus DP71-Kamera

im Betrachtungsprogramm CellSens Dimension 1.7.1 (Olympus Optical Co. GmbH, Hamburg,
Deutschland) ausgewertet.
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2.8 ELISA

Mittels eines antikorperbasierten Immunassays (ELISA) koénnen Peptide und Proteine wie
Zytokine quantifiziert werden. Hierbei werden spezifische Antikorper (AK) zu dem
nachzuweisenden Protein mit einem Enzym versetzt, welches nach der Bindung mit dem
Antigen katalytisch reagiert und durch einen Farbumschlag, Chemolumineszenz oder
Fluoreszenz messbar wird. Die Konzentrationen an 1L-12/ 1L-23p40, MIP-1a. und IFN-y in
Kleinhirn, Milz und Serum wurden mittels Sandwich-ELISA ermittelt.

Bei der hier verwendeten Sandwich-Technik wurden auf einer Mikrotiterplatte 50 pl/Well mit
PBS verdunnte analytspezifische Antikorper (capture antibody) (5 ml PBS+ 27,5 pl AK)
aufgetragen und Uber Nacht bei Raumtemperatur auf dem Schittler inkubiert. Die Uber-
schussigen Antikorper wurden mittels Waschpuffer (0,5 g Tween/1 | PBS) ausgewaschen und
mittels Blockpuffer (300 ul/Well Reagent Diluent 1) geblockt. Das vorbereitete Analyt
(Homogenatlberschuss bzw. Serum verdiinnt mit Reagent Diluent 1, 50 pl/Well) wurde am
néchsten Tag hinzugegeben und verband sich mit dem Antikorper. Nach erneutem Blocken
wurde Uberschissiges Analyt ausgewaschen und die Mikrotiterplatten 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert, um dann erneut gewaschen zu werden. Im né&chsten Schritt wurden
50 pl/Well eines zweiten analytspezifischen Antikorpers (detection antibody) (5 ml Reagent
Diluentl + 27,5 pl AK) hinzugegeben, welcher sich ebenfalls mit dem Analyt verband und an
ein Reporterenzym gebunden war. Es entstand somit ein Antikdrper-Analyt-Antikorper-
Komplex. Nach erneuter zweistindiger Inkubation wurden (berschiissige Detektions-
Antikorper ausgewaschen. Bei dem hier verwendeten Kit wurde 50 pl/Well Horseradish
Peroxidase (HRP)-Diluent (40 ml Waschpuffer + 40 mg Bovine Serum Albumin (BSA) + 1 pl
Streptavidin HRP) hinzugegeben und nach einer kurzen Inkubationszeit Uberschiisse wieder
ausgewaschen. Das HRP-Diluent verband sich mit dem Detektions-Antikorper und flhrte bei
Zugabe von 100 pl/Well Tetramethylbenzidinsubstratlésung zu einem blauen Farbumschlag,
welcher abhé&ngig von der vorhandenen Menge an Analyt war. Nach Beendigung der Reaktion
mittels 50 pl Stopplésung (Schwefelséure) veranderte sich die Farbe zu gelb und konnte bei
450 nm photometrisch innerhalb der n&chsten 30 Minuten gemessen werden. Parallel dazu
wurde eine mitgelieferte Standardreihe zum Vergleich erstellt. In dem hier beschriebenen
Vorgehen wurden Duo Set ELISA Development Systems Kits (R& D Systems, Wiesbaden,

Deutschland) verwendet.
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2.9 Statistische Analyse

Fur die statistische Auswertung und Darstellung wurde das Programm Prism 5 von GraphPad
Software Inc, San Diego, USA, eingesetzt. Zur Analyse der Uberlebenskurven wurde der Log-
Rank-Test verwendet. Die Gewichtsentwicklung, Bakteriendichte, Entziindungsgrad, Milz-
langen und -gewichte sowie die Zytokin- und Chemokinkonzentration zwischen den Gruppen
wurden mittels Mann-Whitney-U-Test verglichen. Die Werte wurden alle als Median und
Interquartilsabstand (25 % - 75 %) angegeben. Bakterienkonzentrationen, die unterhalb der
Detektionsgrenze von 1 x 102, bzw. 1 x 10° lagen, wurden mit < 99 bzw. < 999 gleichgesetzt,
um vergleichbare Berechnungen zu erhalten. Mogliche Zusammenhange zwischen der
Bakteriendichte und den Zytokin- und Chemokinkonzentrationen wurden mittels Spearman-
Rank-Test untersucht.

Es wurde von einer Normalverteilung der Dichte der Mikrogliazellen ausgegangen, weshalb
die Anzahl der Ibal*-Zellen pro Flache mittels t-Test verglichen wurde. Der klinische Score
wurde an dem letzten Zeitpunkt verglichen, an dem in beiden Gruppen noch allen Tieren ein
Score zugeordnet werden konnte. Verstorbene bzw. getdtete Mause wurden zum Todes-
zeitpunkt mit den klinischen Score 4 bzw. 3 bewertet und danach aus der Auswertung
genommen. Die Scores wurden ebenfalls mit dem Mann-Whitney-U-Test verglichen.
Bakterienkonzentrationen und Chemokine bzw. Zytokine wurden mittels Spearman-Rang-

Korrelation Uberpruft um festzustellen, ob ein Zusammenhang zwischen den beiden bestand.

Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet und alle Werte auf 2 Dezimal-

stellen hinter dem Komma gerundet.
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2.10 Versuchsaufbau

2.10.1 Uberlebensexperiment mit immunsupprimierten Mausen

Um zu ermitteln, ob das CpG bei immunsupprimierten Mé&usen die Mikroglia zu erhohter
Immunantwort stimuliert und somit eine protektive Wirkung austibt, wurden 48 C57BL/6-
Méuse wie in 2.3 beschrieben mit dem Anti-Ly-6G (1A8)-Antikérper behandelt. 72 Stunden
vor der Infektion (Tag -3, 8 Stunden nach der 2. Antikérpergabe) wurde randomisiert jeweils
18 Mdusen 100 pg CpG (33,5ul) in 166,5 pl NaCl, bzw. 200 pl Pufferlésung intraperitoneal
injiziert (siehe 2.2). Um den Effekt einer hoheren CpG-Dosis zu ermitteln, wurde 12 Mé&usen
die doppelte Menge an CpG (200 pg CpG in, n = 6 CpG-Méuse) bzw. Pufferlésung (n = 6
Kontroll-Mause) intraperitoneal verabreicht.

Am Tag 0 wurden alle Mé&use 8 Stunden nach der Antikdrpergabe intrakraniell mit
S. pneumoniae infiziert. 2 - 3-mal tdglich wurde der klinische Score sowie das Gewicht fest-
gestellt. Mause, welche aus dem Experiment aufgrund der Abbruchkriterien genommen wurden
oder verstarben, wurden wie oben beschrieben prozessiert. Es wurde eine Kaplan-Meier-Kurve
mit den Todeszeitpunkten erstellt, um eine Uberlebenskurve zu erhalten. Bei Tieren, die
aufgrund der Abbruchkriterien getdtet werden mussten, galt der Zeitpunkt der Totung als
Todeszeitpunkt. Nach 14 Tagen wurden alle Giberlebenden Mause getotet und Milz, Kleinhirn

und Blut auf ihre Bakterienbelastung sowie ihren Zytokingehalt untersucht (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Versuchsaufbau Uberlebensexperiment immunsupprimierter C57BL/6-Méause.

21



2.10.2 Uberlebensexperiment mit immunkompetenten Mausen

Um zu evaluieren, ob CpG auch eine protektive Wirkung bei immunkompetenten Méusen hat,
wurde 19 zuféllig ausgewdéhlten C57BL/6-Mé&usen 72 Stunden vor der Infektion mit
S. pneumoniae D39 100 pg CpG injiziert.18 Mausen wurde entsprechend als Kontroll-Gruppe
Pufferlosung injiziert (Abbildung 8). Nach der Infektion wurden die Méuse 2 - 3-mal am Tag
gewogen und der klinische Score erhoben. Verstorbene Méuse oder solche, die den Abbruch-
kriterien entsprachen, wurden wie oben beschrieben prozessiert. Eine Uberlebenskurve nach
Kaplan-Meier mit den Todeszeitpunkten wurde erstellt. Nach 14 Tagen wurden die
Uberlebenden Méause getdtet und Milz, Kleinhirn und Blut auf ihre Bakterienbelastung sowie

Zytokinkonzentrationen untersucht.
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Abbildung 8: Versuchsaufbau Uberlebensexperiment immunkompetenter C57BL/6-Méause und TLR9"-Méuse

2.10.3 Uberlebensexperiment mit immunkompetenten TLR9”-Mausen

TLR 97 - Méuse sollten nicht durch CpG stimuliert werden, wenn CpG nur durch TLR9 erkannt
wird. Um dies zu iiberpriifen, wurden 13 TLR 97-Mé&use im Alter von 11 - 22 Wochen getestet,
von denen 2 weibliche Méause waren. Der Testgruppe (19, 63) wurde 3 Tage vor der Infektion
100 pg CpG injiziert, der Kontroll-Gruppe (12, 5&) Pufferlésung. Die Mause wurden nach der
Infektion 2 - 3-mal t&glich gewogen und der klinische Score erhoben. Verstorbene oder getotete
Mause wurden analog zu den anderen Experimenten behandelt (Abbildung 8).
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2.10.4 Ermittlung der Bakteriendichte sowie Auswirkung des CpGs auf inflammatorische

Prozesse in immunsupprimierten C57BL/6-Méausen

Um die unmittelbare Wirkung des CpGs auf das Wachstum und die Ausbreitung der Bakterien
beim geschwéchten Immunsystem zu ermitteln, wurden 21 C57BL/6-Méuse im Alter von 8 - 9
Wochen beginnend 4 Tage vor Infektion mit Anti-Ly-6G Antikdérper behandelt. 11 Mausen
wurde 100 pg CpG 72 Stunden vor der Infektion intraperitoneal verabreicht. Den Gbrigen 10
Méusen wurde entsprechende Pufferlésung injiziert. Den Mausen wurde vor der Infektion
retrobulbar Blut entnommen, um die IL-12/1L-23p40-Serumkonzentration vor und nach der
Infektion zu bestimmen. 24 Stunden nach Infektion mit S. pneumoniae D39 (230 CFU/ Maus)
wurden alle Méuse getétet und Proben enthnommen. Da eine Tendenz zu erkennen war, wurde
anschlieend das Experiment mit 22 C57BL/6-Mausen wiederholt und erst 36 Stunden nach
der Infektion mit 460 CFU S. pneumoniae D39 pro Maus beendet (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Versuchsaufbau Kurzzeitexperiment mit immunsupprimierten Mausen. Bei allen C57BL/6-Mdausen
wurde eine Neutropenie mit Anti-Ly-6G(A8)-Antikdrper induziert. 21 C57BL/6-Mdause wurden 24 Stunden nach der
Infektion mit S. pneumoniae getotet. 22 C57BL/6-Méause wurden hingegen 36 Stunden nach der Infektion getotet.
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2.10.5 Ermittlung der Bakteriendichte sowie Auswirkung des CpGs auf inflammatorische
Prozesse in immunkompetenten C57BL/6-Méausen

Um die direkte Auswirkung des CpGs auf immunkompetente C57BL/6-Mause zu ermitteln,
wurden 24 Mause randomisiert in CpG-Gruppe und Kontroll-Gruppe mit je n = 12 eingeteilt.
Drei Tage vor der Infektion mit S. pneumoniae D39 (1550 CFU/ Maus) wurde die CpG-Gruppe
analog zu vorhergehenden Experimenten mit 100 pg CpG intraperitoneal injiziert. Die
Kontroll-Gruppe erhielt entsprechend 200 pl Pufferlosung. Den Mausen wurde vor Infektion
retrobulbdr Blut entnommen, um die IL-12/IL-23p40-Serumkonzentration vor und nach der
Infektion zu bestimmen. Bereits 24 Stunden nach Infektion wurden alle M&use getotet und wie
beschrieben die Proben gewonnen und verarbeitet. In einer weiteren Versuchsreihe wurden 20

Méuse analog behandelt, jedoch erst nach 36 Stunden getétet (Abbildung 10).

S, = Infektion 24h
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Abbildung 10: Versuchsaufbau Kurzzeitexperiment mit immunkompetenten Méausen. 24 C57BL/6-M&ause wurden 24
Stunden nach der Infektion mit S. pneumoniae getttet. 20 C57BL/6-Mé&use wurden hingegen 36 Stunden nach der
Infektion getotet.
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3. Ergebnisse

3.1 Ermittlung der protektiven Wirkung des CpGs bei einer Pneumokokkenmeningitis

bei immunsupprimierten Mausen

3.1.1 Vergleich zweier CpG-Dosen hinsichtlich ihrer Toleranz und Auswirkung

Um den Effekt einer hoheren CpG-Dosis im Vergleich zur 100 pg-Dosis zu ermitteln, wurde 6
Tieren die doppelte Menge an CpG injiziert. Sie erhielten somit 200 pg (67 pl CpG) anstatt
100 pg (33,5 pl). Bei allen Mausen wurden 4 Tage vor der Infektion mit 100 CFU S.
pneumoniae die neutrophilen Granulozyten mittels Anti-Ly-6G (1A8)-Antikorper eliminiert.
Nach bereits 88 Stunden erreichten die CpG-Tiere, denen 200 pg (67 ul) CpG pro Maus injiziert
wurde, eine Sterblichkeitsrate von 100 %. Im Vergleich dazu erlangte die Gruppe mit 100 pug
eine Sterblichkeitsrate von 50 %. Es ergab sich eine statistische Signifikanz mit p = 0,04 nach
dem Log-Rank-Test in der Uberlebenszeit (Graph 1). Die Mediane Uberlebenszeit der mit
100 pg CpG behandelten Méuse betrug 212 Stunden. Im Gegensatz dazu Uberlebten die mit
200 pg CpG injizierten M&use im Median nur 83 Stunden.
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Graph 1: Uberlebenskurve ab Infektionszeitpunkt (t = 0 h) immunsupprimierter CpG-Mause nach Injektion von 33,5 pl
(100 pg) im Vergleich zu 67 pl (200 pg) CpG. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des Log-Rank-Tests durchgefiihrt.

Die ersten klinischen Symptome traten in der CpG-Gruppe, welche 200 ug CpG injiziert
bekam, im Median 41 Stunden nach der Infektion auf. In der anderen Gruppe traten die ersten
Symptome deutlich spater auf. Im Median erkrankten die M&use nach 188,5 Stunden (p = 0,069,
Log-Rank-Test). Beim Vergleich des klinischen Scores zum Zeitpunkt 41 Stunden nach
Infektion ergab sich zwischen der Gruppe, welche 100 pug CpG injiziert bekam, und der CpG-
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Gruppe mit 200 pug CpG kein Unterschied (p = 0,67; Mann-Whitney-U-Test) (Graph 2). Die
CpG-Injektion hatte keine Auswirkung auf den klinischen Score vor der Infektion.
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Graph 2: Entwicklung des klinischen Scores von immunsupprimierten Mausen, welchen 200 pg CpG injiziert wurden, im
Vergleich zu Mausen, denen 100 pug CpG verabreicht wurde. Bei beiden Gruppen handelte es sich um immunsupprimierte
C57BL/6-Miuse nach Infektion mit 100 CFU/Maus. Verstorbene Méuse wurden im Kurvenverlauf nicht beriicksichtigt. In
der Gruppe mit 200 ug CpG gab es keine iiberlebenden Tiere. Ein Punkt entspricht jeweils dem Gruppenmedian.

48 Stunden vor der Infektion war bei allen CpG-Mausen ein kurzzeitiger Gewichtsabfall zu
erkennen, der im Zusammenhang mit der CpG-Injektion, welche 24 Stunde zuvor verabreicht
wurde, stand (Graph 3). 24 Stunden nach CpG-Injektion konnte im Median ein Gewichtsabfall
von 6,58 (5,44 - 7,14) % zum Ausgangsgewicht bei den CpG-Mausen, die mit 200 pg behandelt
wurden, festgestellt werden. Im Vergleich dazu verloren die CpG-Mé&use, die mit 100 ug
behandelt wurden, im Median 5,55 (3,7 - 6,15) % ihres Ausgangsgewichtes (p = 0,24; Mann-
Whitney-U-Test).

-e- CpG 100 ug (n=6)

-= CpG 200 ug (n=6)

Infektion

'

1104
1004

90

Gewichtsédnderung in %

sc T T T T T T T T T T T T T T
P A P S S R PR PG

Zeit in Stunden
CpG/Puffer

Graph 3: Gewichtsveridnderung bei immunsupprimierten C57BL/6-M3usen wihrend des Experimentverlaufs, ausgehend
von 100 % als Anfangsgewicht bei 96 Stunden vor der Infektion (100 CFU SPN D39 /Maus). Verglichen wurden CpG 200 pg
(n =6) und CpG 100 pg (n = 6). Die Punkte stehen jeweils fiir den Medianwert je Gruppe und Zeitpunkt. 72 Stunden vor der
Infektion wurde den Mausen CpG injiziert.
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Aufgrund der deutlich schlechteren Uberlebensrate der Mause mit 200 pg CpG wurde in
weiteren Experimenten den Mausen nur 100 pg CpG verabreicht.

3.1.2 Untersuchung des protektiven Effekts einer Einzeldosis von 100 pg CpG bei
immunsupprimierten Méausen.

Die insgesamt 18 immunsupprimierten Mause, welche lediglich 100 pg CpG injiziert bekamen,
zeigten mittels Log-Rank-Test eine statistisch signifikant langere Uberlebenszeit im Vergleich
zu der infizierten Kontroll-Gruppe (p = 0,004; n = 18) (Graph 4). Bei den verstorbenen CpG-
Méusen lag der Todeszeitpunkt im Median bei 92,5 Stunden nach Infektion. Im Vergleich dazu
erlagen die Kontroll-M&use der Erkrankung im Schnitt nach 64,5 Stunden. 33,3 % (6/18) der
CpG-Maduse und 11,1 % (2/18) der Kontroll-Mduse Uberlebten.
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Graph 4: Uberlebenskurve immunsupprimierter CpG-Mause (100 pl) (n = 18) gegeniiber einer Kontroll-Gruppe (n = 18)
nach intrazerebraler Injektion mit S. pneumoniae. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des Log-Rank-Tests durch-
gefiihrt.

27



Die ersten Symptome zeigten sich im Median bei den mit CpG behandelten Mausen 56,5
Stunden nach der Infektion. In der Kontroll-Gruppe konnte bereits nach 41 Stunden im Median
erste Symptome erkannt werden (p = 0,051; Log-Rank-Test). Bei der Betrachtung des
Kklinischen Scores fiel zum Zeitpunkt 41 Stunden nach der Infektion ein tendenzieller
Unterschied mit p = 0,061 (Mann-Whitney-U-Test) zwischen den beiden Gruppen auf
(Graph 5). Die Injektion von CpG alleine hatte keinen Einfluss auf den klinischen Score, wie
das Intervall von - 72 Stunden bis + 17 Stunden zeigte.
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Graph 5: Entwicklung des klinischen Scores wahrend des Experiments bei mit CpG behandelten infizierten Mausen (100
ug) und infizierten Kontroll-Mausen, je n = 18 immunsupprimierte Tiere. Verstorbene Mause wurden im Graphen nicht
beriicksichtigt.

24 Stunden nach CpG-Injektion konnte bei den CpG-Mausen kurzzeitig eine deutliche
Gewichtsreduktion festgestellt werden gegenlber den Kontroll-M&ausen. Die CpG-Mause
verloren im Median 5,56 (4,56 - 6,27) % ihres Ausgangsgewichtes, wahrend die Kontroll-
Mause 1,8 (1,1 - 3,4) % zunahmen (p < 0,0001; Mann-Whitney-U-Test).
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Graph 6: Gewichtsverdnderung bei immunsupprimierten C57BL/6-Miuse wihrend des Experimentverlaufs, ausgehend
von 100 % als Anfangsgewicht bei 96 Stunden vor der Infektion (100 CFU SPN D39 /Maus). Die Punkte stehen jeweils fiir
den Medianwert je Gruppe und Zeitpunkt. 72 Stunden vor der Infektion wurde den Mausen CpG- oder Pufferlosung
injiziert.
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3.2 Ermittlung der protektiven Wirkung des CpGs bei immunkompetenten Mausen

37 Méuse wurden randomisiert in 2 Gruppen eingeteilt. 19 M&use bekamen 100 pg CpG und
18 Méuse 100 pg Pufferlosung injiziert. Den Mausen wurden 72 Stunden spéter 240 - 305 CFU
Pneumokokken pro Maus intrakraniell injiziert. Es konnte eine statistisch signifikante Differenz
zwischen den Uberlebenszeiten beider Gruppen festgestellt werden mittels Log-Rank-Test
(p = 0,048) (Graph 7). Im Median uberlebten die Kontroll-Mé&use 62,5 Stunden. Da mehr als
die Hélfte der CpG-Mause Uberlebte, lag der mediane Todeszeitpunkt dieser Gruppe bei > 14
Tagen. 63,2 % (12/19) der CpG-Maduse und nur 33,3 % (6/18) der Kontroll-M&use tberlebten.
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Graph 7: Uberlebenskurve immunkompetenter C57BL/6-Méiuse, Behandlung mit 100 ug CpG/Maus, CpG-behandelte
(n =19) vs. Kontroll-Tiere (n = 18). Zum Zeitpunkt 336 Stunden befanden sich in der CpG-Gruppe n =12 und in der
Kontroll-Gruppe n = 6. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des Log-Rank-Tests durchgefiihrt.

Im Median entwickelten die Kontroll-M&use nach 48 Stunden signifikant eher Symptome als
die mit CpG behandelten Méuse (p = 0,039; Log-Rank-Test). Bereits 2 Tage nach Infektion
waren die Kontroll-M&use stérker erkrankt (im Median 0,75 (0,0 - 3,25)) als die Mé&use, welche
mit 100 pg CpG (im Median 0,0) behandelt wurden. 48 Stunden nach der Infektion ergab sich
zwischen den beiden Gruppen ein signifikanter Unterschied mit p = 0,0065 (Mann-Whitney-
U-Test) (Graph 8).
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Graph 8: Entwicklung des klinischen Scores nach Infektion mit S. pneumoniae. Vergleich von immunkompetenten CpG-
Mausen mit immunkompetenten Kontroll-Mausen. Die Punkte stehen fiir den Medianwert je Gruppe und Zeitpunkt.

Kurz nach der Injektion mit CpG (-72 Stunden) kam es auch hier zu einem kurzzeitigen
Gewichtsabfall von 2,91 (1,87 - 4,04) % bei -48 Stunden in der CpG-Gruppe (Graph 9). Im
Gegensatz stieg das Gewicht der Kontroll-Mé&use um 2,1 (0,7 — 4,1) % an (p < 0,0001; Mann-
Whitney-U-Test). Zum Zeitpunkt der Infektion (0 Stunden) mit S. pneumoniae war das Gewicht

der CpG-Méuse wieder gestiegen, um dann infektionsbedingt wieder zu fallen.
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Graph 9: Gewichtsverdanderung im Laufe des Experiments bei immunkompetenten Mausen (n =19 in der CpG-Gruppe und
n = 18 Mausen in der Kontroll-Gruppe). Das Ausgangsgewicht wurde als 100 % gesetzt. Jeder Punkt entspricht dem Median
der Gruppe zum gemessenen Zeitpunkt. Verstorbene Tiere wurden im Graph nicht beriicksichtigt.
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3.3 Nachweis der Notwendigkeit der TLR9-Signalkaskade fur den protektiven Effekt
CpGs

13 TLR9™ nicht Leukozyten-depletierte Méuse wurden randomisiert in 2 Gruppen aufgeteilt,
wobei 7 Méusen 24 Stunden vor Infektion intraperitoneal CpG injiziert wurde und den
verbliebenen 6 Mdusen Pufferldsung. Die Mause wurden mit 305 CFU/mI S. pneumoniae pro
Maus infiziert und anschlieBend eine Uberlebenskurve erstellt (Graph 10). Es konnte in der
Uberlebenszeit kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen ermittelt werden. Nach dem

Log-Rank-Test ergab sich ein p = 0,53. Die Letalitét lag in beiden Gruppen bei 100 %.
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Graph 10: Uberlebenskurve ab dem Infektionszeitpunkt (t = 0) nicht Leukozyten-depletierter TLR9/--M3ause, welche mit
100 pg CpG bzw. Pufferlésung 72 Stunden zuvor behandelt wurden. Am Infektionstag wurden sie mit 305 CFU/Maus
S. pneumoniae intrakraniell infiziert. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des Log-Rank-Tests durchgefiihrt.

Auch bei der Betrachtung des klinischen Scores fiel kein Unterschied auf. Zum Zeitpunkt von
30 Stunden nach der Infektion war der klinische Score nicht different (p = 0,68; Mann-Whitney-
U-Test) (Graph 11). Die ersten Symptome in der CpG-Gruppe konnten nach 48 Stunden
festgestellt werden. Im Gegensatz dazu traten die ersten Symptome der Kontroll-Gruppe im
Median 6 Stunden spater auf (p = 0,31; Log-Rank-Test).
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Graph 11: Entwicklung des klinischen Scores bei TLR9--Mausen. Die Punkte entsprechen dem Medianwert der Gruppen je
Zeitpunkt.

Es war auch keine Gewichtsverdnderung 24 Stunden nach der Injektion mit CpG zu erkennen
(Graph 12). Erst nach der Infektion (t = 0 Stunden) kam es zu einem Gewichtsabfall.
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Graph 12: Gewichtsentwicklung TLR9”/-Miuse. Zum Zeitpunkt t = 0 Stunden fand die Infektion mit 305 CFU/Maus
S. pneumoniae statt (schwarzer Pfeil). Jeder Punkt steht fiir den Medianwert je Gruppe und Zeitpunkt.
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3.4 Ermittlung der Bakteriendichte sowie Quantifizierung der inflammatorischen
Prozesse bei immunsupprimierten C57BL/6-Ma&usen

3.4.1 Bakterienkonzentrationen 24 Stunden nach Infektion mit S. pneumoniae in Kleinhirn,
Milz und Blut

21 C57BL/6 Neutrophilen-depletierte Mause wurden randomisiert einer CpG-Gruppe (n = 11)
und einer Kontroll-Gruppe (n = 10) zugeteilt. Am Infektionstag wurde allen M&usen
230 CFU/ml S. pneumoniae D39 intrakraniell injiziert. Allen Mdausen wurde zusétzlich
5 Stunden vor der Infektion retrobulbar Blut entnommen. Nach 24 Stunden wurden alle Tiere
getotet und Blutproben sowie Homogenate von Kleinhirn und Milz gewonnen und auf ihre
Bakterienkonzentration untersucht (Graph 13). Die Werte wurden als Median (Interquartils-
abstand 25 % - 75 %) logio CFU/ml angegeben.

Bei der Ermittlung der Bakterienkonzentration ergab sich eine mediane Bakterienanzahl im
Kleinhirn in der CpG-Gruppe von 3,48 (2,51 - 4,38) logio CFU/mI gegeniiber der Kontroll-
Gruppe mit 3,16 (2,52 - 4,23) logio CFU/ml (p = 0,38; Mann-Whitney-U-Test). Bei einer Maus
in der CpG-Gruppe und bei zwei Mausen in der Kontroll-Gruppe lag die Bakteriendichte
unterhalb der Detektionsgrenze von 1 x 10> CFU /ml.

Ebenso ergab sich keine statistisch signifikante Differenz bei den Milz- und Blutproben
zwischen den Gruppen. In der Kontroll-Gruppe war die mediane Anzahl der Bakterien in der
Milz mit 3,61 (2,96 - 5,26) logio CFU/mI geringfugig hoher als in der CpG-Gruppe mit 2,53
(1,99 - 4,18) logio CFU/mI (p = 0,18; Mann-Whitney-U-Test). Bei drei Milzhomogenaten der
Kontroll-Gruppe und zweien der CpG-Gruppe lag die Bakterienkonzentration unterhalb der
Detektionsgrenze von 1 x 10> CFU/m.

Die Blutproben der CpG-Gruppe enthielten 3,3 (3,0 - 4,61) logio CFU/ml und die Kontroll-
Gruppe 3,68 (3,0 - 5,8) logio CFU/mI (p = 0,4; Im Mann-Whitney-U-Test). In der Kontroll-
Gruppe lagen vier Proben unterhalb der Detektionsgrenze von 1 x 102 CFU /ml. Eine Probe lag
genau auf der Detektionsgrenze. In der CpG-Gruppe lagen fiinf Proben unterhalb der
Detektionsgrenze.
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Graph 13: 24 Stunden-Kurzzeitexperiment mit immunsupprimierten C57BL/6-Mausen. Im Vergleich sind die Bakterien-
konzentrationen der CpG-Gruppe (n = 11) zur Kontroll-Gruppe (n = 10) in Kleinhirn- und Milzhomogenaten sowie im Blut
dargestellt. Der Median ist durch einen horizontalen Balken gekennzeichnet. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des
Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt.
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3.4.2 Histologische Untersuchung der Grof3hirne

Die Hirnhdute der Grol3hirne wurden auf ihren Entziindungsgrad untersucht (Graph 14). Im
Vergleich beider Gruppen ergab sich kein Unterschied (p = 0,30; Mann-Whitney-U-Test). Der
Entziindungsscore lag bei beiden Gruppen zwischen 0 - 1. Im Median betrug der Score in der
CpG-Gruppe 0,67 (0,47 - 1,04) und in der Kontroll-Gruppe 0,6 (0,38 - 0,65).
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Graph 14: Entziindungscore der Hirnhdute immunsupprimierter Mause 24 Stunden nach Infektion. CpG-Gruppe n = 11,
Kontroll-Gruppe n = 10 Mause; der Median ist durch einen horizontalen Balken verdeutlicht. Die statistische Analyse wurde
mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt.

Nach Auszahlung der sechs kortikalen sowie beider Hippocampus-Ausschnitte konnte ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Mikrogliadichten in den GroRhirnen beider
Gruppen festgestellt werden (Graph 15). Fir die CpG-Gruppe ergab sich im Mittel 20,8 (+ 2,58)
Zellen je Zahlabschnitt und in der Kontroll-Gruppe 18,2 (+ 3,13) Zellen (p = 0,048; t-Test).
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Graph 15: Anzahl an Ibal-positiver Zellen je Zahlbereiche in GroBhirnschnitten immunsupprimierter Mause 24 Stunden
nach Infektion mit S. pneumoniae. CpG-Gruppe n = 11, Kontroll-Gruppe n = 10 Mause; der Mittelwert ist durch einen
horizontalen Balken gekennzeichnet. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des t-Tests durchgefiihrt.
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3.4.3 Konzentration an Chemokinen und Zytokinen in Kleinhirn und Milz 24 Stunden nach
Infektion mit S. pneumoniae

Bei der Quantifizierung der Zytokine mittels ELISA fiel eine starke Erhohung der
IL-12/1L-23p40-Werte in der CpG-Gruppe gegenuber der Kontroll-Gruppe in den Kleinhirn-
und Milzhomogenaten auf (Graph 16). Im Mann-Whitney-U-Test waren die Differenzen
statistisch signifikant. Fir das Kleinhirn ergab sich mit 26,30 (16,1 - 33,10) pg/ml in der CpG-
Gruppe zu 13,25 (9,3 - 17,20) pg/ml in der Kontroll-Gruppe ein signifikanter Unterschied von
p = 0,006 (Graph 16, A). In der Milz lagen die 11-12/1L-23p40-Konzentrationen mit 349,4
(316,4 - 437,5) pg/ml in der CpG-Gruppe hoher als in der Kontroll-Gruppe mit 245,8 (166,0 -
353,5) pg/ml (p = 0,04) (Graph 16, D).

Beim Vergleich der IFN-y-Konzentrationen ergab sich weder im Kleinhirn noch in der Milz
eine statistisch signifikante Differenz zwischen der CpG-Gruppe und der Kontroll-Gruppe. Im
Kleinhirn betrugen die IFN-y-Konzentrationen 106,3 (85,3 - 117,7) pg/ml in der CpG-Gruppe
zu 111,5 (82,68 - 123,7) pg/ml in der Kontroll-Gruppe (p = 0,44) (Graph 16, B). In der Milz
konnten Werte in der CpG-Gruppe von 86,2 (46,2 - 107,2) pg/ml sowie 79,6 (62,63 - 95,28)
pg/ml in der Kontroll-Gruppe ermittelt werden (p = 0,86) (Graph 16, E).

Zusétzlich wurden Milz und Kleinhirn auf ihren MIP-1a-Gehalt untersucht. Beim Kleinhirn
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der CpG-Gruppe mit 17,0 (14,3 - 19,6) pg/ml
und der Kontroll-Gruppe mit 17,0 (15,88 - 18,7) pg/ml festgestellt werden (p = 0,78) (Graph
16, C).

In der Milz hingegen konnte ein statistisch signifikanter Unterschied ermittelt werden. Fir die
CpG-Gruppe ergab sich eine mediane MIP-1a-Konzentration von 54,2 (38,3 - 70,2) pg/ml und
fir die Kontroll-Gruppe 33,8 (14,78 - 41,8) pg/ml (p = 0,035) (Graph 16, F).
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Graph 16: Zytokin- und Chemokinquantifizierung 24 Stunden nach Infektion mit S.pneumoniae in Kleinhirn- und
Milzhomogenaten von immunsupprimierte C57BL/6-Mé&use, CpG n = 11 Tiere, Puffer n = 10 Tiere. I1L-12/IL-23p40-
Konzentrationen in Kleinhirn (A) und Milz (D). IFN-y-Konzentrationen in Kleinhirn (B) und Milz (E). MIP-1a-Konzentrationen
in Kleinhirn (C) und Milz (F). Der Median ist durch einen horizontalen Balken gekennzeichnet. Die statistische Analyse
wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt.
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3.4.4 1L-12/1L-23p40- Gehalt im Serum

Die 5 Stunden vor der Infektion gewonnenen Serumproben wurden mit dem Serum 24 Stunden
nach der Infektion bezuglich ihrer 1L-12/1L-23p40-Konzentrationen verglichen (Graph 17).
Vor wie auch nach der Infektion fiel auf, dass der IL-12/IL-23p40- Gehalt bei den CpG-Mausen
deutlich erhoht war. Die Differenz der CpG-Gruppe gegentber der Kontroll-Gruppe war bei
beiden statistisch signifikant (Mann-Whitney-U-Test). So ergaben die Messungen vor der
Infektion 536,4 (465,0 - 727,2) pg/ml in der CpG-Gruppe und 193,5 (159,6 - 215,1) pg/ml in
der Kontroll-Gruppe (p = 0,0001). Nach der Infektion veranderten sich die IL-12/1L-23p40-
Konzentrationen nur geringfugig mit 470,5 (349,4 - 557,2) pg/ml in der CpG-Gruppe zu 127,5
(94,78 - 242,2) pg/ml in der Kontroll-Gruppe (p = 0,0006). Die Konzentration an 1L-12/IL-
23p40 in der Kontroll-Gruppe 5 Stunden vor der Infektion konnte als Ausgangskonzentration

vor CpG-Gabe betrachtet werden und spiegelte den normalen Gehalt im Serum wider.
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Graph 17: IL-12/IL-23p40- Konzentrationen im Serum 5 Stunden vor Infektion (A) mit SPN D39 sowie 24 Stunden nach
Infektion (B). Der Median ist durch einen horizontalen Balken verdeutlicht. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des
Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt.
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3.4.5 Zusammenhang zwischen Bakterienbelastung und Zytokin-/Chemokinkonzentrationen

24 Stunden nach der Infektion konnten die 1L-12/1L-23p40-Konzentrationen bei den Kontroll-
Mausen weder in der Milz, dem Kleinhirn noch im Serum mit den Bakterienkonzentrationen in
Verbindung gebracht werden (Tabelle 1). Ebenfalls ergab sich keine Korrelation zwischen den
IFN-y-Konzentrationen und der Bakteriendichte in der Milz und im Kleinhirn. Lediglich die
MIP-1a-Konzentration in den Milzen konnte mit der Bakterienbelastung in Verbindung
gebracht werden (p = 0,04) (Tabelle 1).

Die erhohten IL-12/IL-23p40- und IFN-y-Konzentrationen in den Milzen der mit CpG-
behandelten Mause korrelierten negativ mit der Bakterienkonzentration in der Milz (p = 0,03).
Dies bedeutete, dass die erhohten Zytokinwerte ursachlich fur die niedrigere Bakterien-
konzentration waren. Im Kleinhirn und Serum konnte kein Zusammenhang zwischen den
Zytokin- und Chemokinkonzentrationen und den Bakterienbelastungen ermittelt werden
(Tabelle 4).

Mit dem Spearman-Rank-Test ergaben sich flr die:

Kontroll-Mause

Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient rs, (p-Wert)

IL-12/1L-23p40 MIP-1a IFN-y
Milz 0,48 (p=0,17) 0,66 (p=0,04) 0,26 (p=0,47)
Kleinhirn 0554 (p=0,11) 0,23 (p=0,51) 048 (p=0,17)
Serum nach 043 (p=0,22) Nicht gemessen Nicht gemessen

Infektion

Tabelle 1: Spearman‘s Rangkorrelationskoeffizient zwischen der Bakterienbelastung und Zytokin- bzw. Chemokin-
konzentrationen in Milz, Kleinhirn und Serum 24 Stunden nach Infektion immunsupprimierter Kontroll-Mause (n = 10
Tiere)

mit CpG-behandelte Mduse

Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient rs, (p-Wert)

IL-12/1L-23p40 MIP-1a IFN-y
Milz -0,67 (p=0,03) -0,35 (p=0,29) -0,65 (p=0,03)
Kleinhirn 0,27 (p= 042) 0,18 (p=0,49) 0,05 (p=0,88)
Serum nach -0,59 (p=0,061) Nicht gemessen Nicht gemessen

Infektion

Tabelle 2: Spearman's Rangkorrelationskoeffizient zwischen Bakterienbelastung und Zytokin- bzw. Chemokin-
konzentrationen in Milz, Kleinhirn und Serum 24 Stunden nach Infektion CpG-behandelter immunsupprimierter Mause
(n =11 Tiere)
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3.4.6 Ermittlung der IL-12/1L-23p40- und MIP-1a-Konzentration 24 Stunden nach der CpG-
Gabe in Kleinhirn und Milz bei immunsupprimierten Méausen vor Infektion mit S. pneumoniae

Um zusétzlich unterscheiden zu kénnen, ob eine Veranderung der Zytokinkonzentrationen auf
die Entzlindungsreaktion oder auf die CpG-Gabe zurtickzufiihren war, wurden funf immun-
supprimierte M&use 24 Stunden nach CpG- bzw. Puffer-Gabe (Tag -2) getotet, und deren Milz-
und Kleinhirnhomogenate auf ihren I1L-12/1L-23p40- und MIP-1a-Gehalt untersucht
(Graph 18).

Im Kleinhirn waren kaum Unterschiede zwischen den Gruppen zu erkennen. So ergaben sich
in der CpG-Gruppe im Median 48,1 (36,2 - 55,95) pg/ml MIP-1a und in der Kontroll-Gruppe
37,8 (36,2 - 45,7) pg/ml (p = 0,42; Mann-Whitney-U-Test). Bei der Quantifizierung der
IL-12/IL-23p40-Konzentrationen ergaben sich flr die CpG-Gruppe 23,7 (11,75 - 32,7) pg/ml
und fur die Kontroll-Gruppe 12,1 (11,45 - 14,95) pg/ml (p = 0,22; Mann-Whitney-U-Test).

In der Milz hingegen konnte eine deutliche Auswirkung des CpGs auf die IL-12/IL-23p40- und
MIP-1a-Konzentration festgestellt werden. In der CpG-Gruppe betrug die MIP-1a-
Konzentration im Median 187,6 (163,6 - 232,4) pg/ml und in der Kontroll-Gruppe 43,3 (32,2 -
61,55) pg/ml (p = 0,008; Mann-Whitney-U-Test). Mit 343,2 (320,0 - 556,2) pg/ml war die
Konzentration an IL-12/1L-23p40 in der CpG-Gruppe deutlich erhéht gegeniiber der Kontroll-
Gruppe mit 115,2 (106,5 - 123,2) pg/ml (p = 0,008; Mann-Whitney-U-Test).

Die Konzentrationen der Zytokine in den Kontroll-Gruppen konnte als Ausgangskonzentration

vor CpG-Injektion betrachtet werden und spiegelten den normalen Zytokin-Gehalt bei

immunsupprimierten M&usen wider.
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Graph 18: Konzentration an MIP-1a (A und B) und IL-12/1L-23p40 (pg/ml) (C und D) in immunsupprimierten M&usen 24
Stunden nach CpG- bzw. Puffer-Injektion. Der Median ist durch einen horizontalen Balken verdeutlicht. Die statistische
Analyse wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt.
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3.5 Abhangigkeit der Bakterienbelastung und der Entziindungsprozesse von der Zeit bei
immunsupprimierten C57BL/6-M&usen

3.5.1 Bakterienkonzentrationen 36 Stunden nach Infektion mit S. pneumoniae in Kleinhirn,
Milz und Blut

Bei der Analyse der Bakterienkonzentrationen im Blut sowie in den Milz- und Kleinhirn-
homogenaten von immunsupprimierten Mé&usen konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen der CpG-Gruppe und der Kontroll-Gruppe 24 Stunden nach Infektion mit
S. pneumoniae festgestellt werden. Jedoch ergaben sich einige signifikante Unterschiede
zwischen den Zytokin- und Chemokinkonzentrationen. Der Zeitraum des Kurzzeitexperimentes
wurde deshalb auf 36 Stunden erweitert und erneut Blut, Milz und Kleinhirn auf inre Bakterien-

belastung sowie ihre Zytokin- und Chemokinkonzentrationen untersucht.

22 immunsupprimierte C57BL/6-Mause wurden in eine CpG- und eine Kontroll-Gruppe mit je
11 Tieren aufgeteilt. Allen Mausen wurde am Infektionstag 460 CFU/ml S. pneumoniae D39
intrakraniell injiziert. 36 Stunden nach der Infektion wurden alle Méuse getttet und Blut, Serum

sowie Kleinhirn- und Milzhomogenate gewonnen.

Es gab statistisch signifikante Differenzen im Mann-Whitney-U-Test beim Vergleich der
Bakterienkonzentrationen zwischen den CpG-Maéusen (n = 11) und den Kontroll-Méausen
(n=11). Bei allen Proben war die Bakterienbelastung im Median deutlich héher als im Versuch,
welcher 24 Stunden nach Infektion beendet wurde. Die Messwerte werden als Medianwert
(Interquartilsabstand 25 % - 75 %-Wert) angegeben.

In den Homogenaten der Kleinhirne war die durchschnittliche Bakteriendichte in den CpG-
Méusen mit 5,95 (5,23 - 6,32) logio CFU/mI signifikant geringer als in den Kontroll-M&usen
mit 7,20 (6,42 - 7,54) logio CFU/ml (p = 0,006). Ein statistisch signifikanter Unterschied ergab
sich in den Milzhomogenaten mit einer Bakteriendichte von 5,34 (4,78 - 5,51) logio CFU/ml in
der CpG-Gruppe und 7,08 (5,23 - 7,88) logio CFU/ml in der Kontroll-Gruppe (p = 0,02)
(Graph 19). Besonders deutlich wurde der Unterschied bei den Blutproben mit medianen 3,78
(3,0 - 4,85) logio CFU/ml in der CpG-Gruppe im Vergleich zu 7,85 (5,11 - 8,32) logio CFU/ml
in der Kontroll-Gruppe (p = 0,0006). Bei drei Mausen in der CpG-Gruppe lag die Bakterien-
dichte unterhalb der Nachweisgrenze von 1 x 103 CFU/mI und eine Maus hatte eine ermittelte

Bakterienkonzentration von 1 x 103 CFU/ml.
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Graph 19: Bakterienkonzentration 36 Stunden nach Infektion in Kleinhirn- und Milzhomogenaten sowie im Blut von
immunsupprimierten C57BL/6-Mausen. In jeder Gruppe befanden sich n = 11 M&use. Der Medianwert ist durch einen
horizontalen Balken hervorgehoben. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt.
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3.5.2 Histologische Untersuchung der Grof3hirne

Die Leukozyteninfiltration der Meningen (mit dem im Methodenteil beschriebenen semi-
quantitativen Score gemessen) war bei beiden Gruppen anndhernd gleich (p = 0,95). Bei beiden
Gruppen hielt sich der Grad der Entzlindung in einem Bereich von Score 1 auf.
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Graph 20: Entziindungsscore der Hirnhdute immunsupprimierter Mause 36 Stunden nach Infektion. Ermittlung durch
Auszdhlung neutrophiler Leukozyten in der CAE-Farbung. CpG n = 11, Puffer n = 11 Mause. Der Median ist durch einen
horizontalen Balken gekennzeichnet. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt.

Bei der Auszéhlung der Ibal-positiven Zellen (Mikroglia) ergab sich kein statistisch
signifikanter Unterschied. Die Anzahl an Mikroglia in der Kontroll-Gruppe betrug 19,38
(x 4,31) Zellen / Zéhlabschnitt gegeniiber der CpG-Gruppe mit 17,11 (x 3,19) Zellen / Zahl-
abschnitt (p = 0,18; Mann-Whitney-U-Test).
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Graph 21: Anzahl an Ibal-positiven Zellen (Mikroglia) je Zahlbereich in GroBhirnschnitten von immunsupprimierten
C57BL/6-Mé&usen 36 Stunden nach Infektion. CpG n = 11 Tiere, Puffer n = 11 Tiere. Der Mittelwert ist durch einen
horizontalen Balken gekennzeichnet. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des t-Tests durchgefiihrt.
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3.5.3 Konzentration an Chemokinen und Zytokinen in Milz, Kleinhirn und Serum 36 Stunden
nach Infektion mit S. pneumoniae

Die Homogenate sowie das Serum infizierter und nach 36 Stunden gettteter Tiere wurden
ebenfalls auf ihren Zytokin- und Chemokingehalt untersucht. Waren nach 24 Stunden die
Konzentrationen in beiden Gruppen annahernd gleich bzw. in der CpG-Gruppe deutlich erhoht,

ergab sich nun ein deutlicher Anstieg in der Kontroll-Gruppe (Graph 22).

In der Milz erreichten die IL-12/IL-23p40-Konzentrationen Werte von 672,7 (201,0 - 932,5)
pg/ml in der Kontroll-Gruppe im Vergleich zu 119,5 (90,5 - 184,5) pg/ml in der CpG-Gruppe
(Graph 22, A). Der Unterschied zwischen beiden Konzentrationen war statistisch signifikant
mit p = 0,005 (Mann-Whitney-U-Test). Bei der Quantifizierung der IL-12/1L-23p40-Konzen-
tration im Kleinhirn ergab sich lediglich eine leicht erhohte Konzentration in der Kontroll-
Gruppe mit 96,8 (55,3 - 118,7) pg/ml gegenuliber der CpG-Gruppe mit 49,0 (29,4 - 111,7) pg/ml
(p = 0,088; Mann-Whitney-U-Test) (Graph 22, B). Das Serum wurde ebenfalls auf seine
IL-12/IL-23p40-Konzentration untersucht. In der Kontroll-Gruppe konnte auch hier nur eine
leicht hohere Konzentration mit 423,1 (124,1 - 710,0) pg/ml gegeniber der CpG-Gruppe mit
302,3 (93,28 - 491,8) pg/ml festgestellt werden (p = 0,76; Mann-Whitney-U-Test)
(Graph 22, C).

Statistisch signifikante Unterschiede ergaben sich im Vergleich der MIP-1a-Konzentrationen
in Milz und Kleinhirn zwischen den CpG- und Kontroll-Mdausen (Graph 22, D und E). In den
Milzhomogenaten konnten im Median 1482,0 (119,8 - 1926,0) pg/ml in der Kontroll-Gruppe
und 58,4 (40,6 - 96,5) pg/ml in der CpG-Gruppe ermittelt werden (p = 0,002; Mann-Whitney-
U-Test). Fur die Kleinhirnhomogenate ergab sich 582,6 (172,9 - 1113,0) pg/ml in der Kontroll-
Gruppe zu 125,4 (86,3 - 258,0) pg/ml in der CpG-Gruppe (p = 0,02; Mann-Whitney-U-Test).

Die Milzhomogenate wurden zusatzlich auf ihre IFN-y-Konzentration untersucht (Graph
22, F). In der CpG-Gruppe befanden sich nur 2 Proben oberhalb der Detektionsgrenze. Die
IFN-y-Konzentrationen lagen in der Kontroll-Gruppe mit 1969,0 (123,2 - 2189) pg/ml im
Vergleich zur CpG-Gruppe mit < 15 (< 15 - 24,4) pg/ml signifikant héher (p = 0,0005; Mann-
Whitney-U-Test).
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Graph 22: Konzentrationen an 1I-12/IL-23p40 (A, B, C), MIP-1a (D, E) und IFN-y (pg/ml) (F) in Milz- und Klein-
hirnhomogenaten sowie in Serum 36 Stunden nach Infektion immunsupprimierter C57BL/6-M3iuse. Je Gruppe n = 11 Tiere.
Der Median ist durch einen horizontalen Balken gekennzeichnet. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des Mann-
Whitney-U-Tests durchgefiihrt.

3.5.4 Zusammenhang zwischen Bakterienbelastung und Zytokin-/Chemokinkonzentrationen

Um zu ermitteln, ob die in den immunsupprimierten Mausen nach 36 Stunden gemessenen
hohen Konzentrationen an IL-12/IL-23p40, MIP-1a und IFN-y im direkten Zusammenhang
mit der hoheren Bakterienbelastung standen, wurden die Bakterienkonzentrationen mit den
Zytokin- und Chemokinkonzentrationen mit Hilfe des Spearman’s Rangkorrelations-
koeffizienten in Beziehung gesetzt.
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Die in den Milzen der Kontroll-Mause gemessenen hoheren 11-12/IL-23p40-, MIP-1a- sowie
IFN-y-Konzentrationen korrelierten mit der erhdhten Bakterienkonzentration (p = 0,002; p =
0,002; p = 0,006). Ebenfalls bestand ein Zusammenhang zwischen der 11-12/I1L-23p40- sowie
der MIP-1a-Konzentration und der Bakterienbelastung im Kleinhirn (p = 0,002; p < 0,0001).
Beim Serum der Kontroll-M&ause konnte auch eine Korrelation zwischen der Bakterien-
konzentration im Blut und der 11-12/1L-23p40-Konzentration nachgewiesen werden (p = 0,005)
(Tabelle 3).

Bei den CpG-Maéusen sind die erhohten 11-12/1L-23p40-Konzentrationen in Milz und Kleinhirn
unabhéngig von den Bakterienkonzentrationen (p = 0,97; p = 0,052). Es ergab sich eine
signifikante negative Korrelation zwischen der 11-12/IL-23p40-Konzentraion im Serum und der
Bakterienbelastung im Blut (p = 0,009). Dies bedeutete, dass eine Zunahme der 11-12/IL-23p40-
Konzentration mit einer Reduktion der Bakterienbelastung einherging (Tabelle 4).

Mit dem Spearman-Rank-Test ergaben sich flr die:

Kontroll-Mause

Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient rs,

IL-12/1L-23p40 MIP-1a IFN-y
Milz 0,83 (p=0,002) 0,85 (p=0,002) 0,79 (p =0,006)
Kleinhirn 0,83 (p =0,002) 0,95 (p <0,0001 Nicht gemessen
Serum 0,91 (p=0,005) Nicht gemessen Nicht gemessen

Tabelle 3: Spearman‘s Rangkorrelationskoeffizient zwischen der Bakterienbelastung und Zytokin- bzw. Chemokin-
konzentrationen in Milz, Kleinhirn und Serum 36 Stunden nach Infektion immunsupprimierter Kontroll-Mause (n = 11
Tiere).

mit CpG-behandelte Mduse

Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient rs,

IL-12/1L-23p40 MIP-1a IFN-y
Milz -0,018 (p=0,97) 0,073 (p=0,84) 0,79 (p =0,0055)
Kleinhirn 0,61 (p=0,052) 0,68 (p=0,025) Nicht gemessen
Serum -0,79 (p=0,009) Nicht gemessen Nicht gemessen

Tabelle 4: Spearman‘s Rangkorrelationskoeffizient zwischen der Bakterienbelastung und Zytokin- bzw. Chemokin-
konzentrationen in Milz, Kleinhirn und Serum 36 Stunden nach Infektion CpG-behandelter immunsupprimierter Mause
(n =11 Tiere).
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3.6 Ermittlung der Bakteriendichte sowie Quantifizierung der inflammatorischen
Prozesse bei immunkompetenten C57BL/6-Mausen

3.6.1 Bakterienkonzentration 24 Stunden nach Infektion mit S. pneumoniae in Kleinhirn, Milz
und Blut

24 immunkompetente C57BL/6-Mause wurden zuféllig in zwei Gruppen (je n = 12 Tiere) auf-
geteilt. Der einen Gruppe wurde 24 Stunden vor der Infektion wie beschrieben CpG
intraperitoneal injiziert. 24 Stunden nach Infektion mit 1550 CFU S. pneumoniae D39 pro Maus
wurden die Mause getttet und Blut sowie Milz- und Kleinhirnhomogenate gewonnen und auf
ihre Bakterienbelastung untersucht. Zur Veranschaulichung wurden die Konzentrationen in
Medianwerten (Interquartilsabstand 25 % - 75 %-Wert) angegeben (Graph 23).

Fur die Kleinhirn- und Milzhomogenate lag die Detektionsgrenze bei 100 CFU/ml S.
pneumoniae. Bei den Kleinhirnproben betrug die Bakteriendichte in der CpG-Gruppe 2,32
(1,99 - 2,78) logio CFU/ml und in der Kontroll-Gruppe 3,12 (1,99 - 3,91) logio CFU/ml, wobei
in der Kontroll-Gruppe vier Tiere unter der Detektionsgrenze lagen und in der CpG-Gruppe
drei Tiere (p = 0,25; Mann-Whitney-U-Test) (Graph 23). Die Bakterienkonzentration einer
CpG-Maus lag genau auf der Detektionsgrenze. Bei den Milzhomogenaten wurde in der CpG-
Gruppe eine mediane Bakteriendichte von 1,99 (1,99 - 2,44) logio CFU/ml und in der Kontroll-
Gruppe von 3,04 (1,99 - 3,68) logio CFU/mI ermittelt (p = 0,04; Mann-Whitney-U-Test). Die
Bakterienkonzentrationen von acht Tieren aus der CpG-Gruppe und vier Tieren aus der
Kontroll-Gruppe lagen unterhalb der Nachweisgrenze. Bei einer Kontroll-Maus lag die

ermittelte Bakterienkonzentration genau auf der Detektionsgrenze.

Die mediane Bakterienbelastung in den Blutproben der Kontroll-Gruppe lag bei 2,49 (1,99 -
4,08) logio CFU/mI. Es lagen sechs Proben tiber der Detektionsgrenze. Mit 3,60 logio CFU/ml
S. pneumoniae lag nur eine einzige Probe der CpG-Gruppe Uber der Detektionsgrenze von 1 X
102 CFU/ml (p = 0,03, Mann-Whitney-U-Test) (Graph 23).
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Graph 23: Bakterienkonzentration im Blut sowie in den Kleinhirn- und Milzhomogenaten 24 Stunden nach Infektion von
immunkompetenten C57BL/6-Mé&usen, je Gruppe n = 12. Der Median ist durch einen horizontalen Balken angezeigt. Die
statistische Analyse wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt.

3.6.2 Histologische Untersuchung der GroRRhirne

Bei der Ermittlung des Entzundungsgrads mittels CAE-Farbung ergab sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen (Graph 24). Der Entziindungsscore befand sich bei
beiden Gruppen zwischen 0 und 1 (CpG 0,63; Puffer 0,5) (p = 0,35; Mann-Whitney-U-Test).
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Graph 24: Entziindungsscore der Hirnhiute immunkompetenter C57BL/6-Mé&use 24 Stunden nach Infektion mit S.
pneumoniae. Der Median ist als horizontaler Balken dargestellt. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des Mann-
Whitney-U-Tests durchgefiihrt.
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Bei der Auszahlung der Mikrogliazellen in den sechs kortikalen sowie in beiden Hippocampus-
bereichen, mittels Mikroskop nach Ibal-Farbung, lag die Zelldichte in der CpG-Gruppe im
Mittel mit 13,35 (£ 2,75) Zellen hoher als in der Kontroll-Gruppe mit 11,17 (£ 1,44) Zellen je
Zahlbereich (p = 0,023; t-Test) (Graph 25).
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Graph 25: Anzahl Ibal-positiven Zellen (Mikroglia) je Zdhlbereich in GroRhirnschnitten von immunkompetenten C57BL/6-
Mausen 24 Stunden nach Infektion. Je Gruppe n = 12 Tiere. Der Mittelwert ist durch einen horizontalen Balken
gekennzeichnet. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des t-Tests durchgefiihrt.
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3.6.3 Konzentration an Chemokinen und Zytokinen in Serum, Kleinhirn und Milz 24 Stunden
nach Infektion mit S. pneumoniae bei immunkompetenten Mausen

Die Kleinhirn- und Milzhomogenate wurden auf ihre 1L-12/1L-23p40-Konzentrationen
untersucht (Graph 26). Im Folgenden sind die Medianwerte sowie die Interquartilsabstdnde
(25 % - 75 %-Wert) angegeben.

In den Milzhomogenaten wurden fir die CpG-Gruppe 387,5 (328,9 - 428,1) pg/ml im Vergleich
zu 169,7 (114,6 - 205,5) pg/ml in der Kontroll-Gruppe ein statistisch signifikanter Unterschied
ermittelt (p = 0,01; Mann-Whitney-U-Test) (Graph 26, A). Beim Vergleich der Kleinhirn-
proben konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen ermittelt werden.
Mit 53,7 (26,48 - 59,0) pg/ml waren die Werte der CpG-Gruppe anndhernd gleich wie die der
Kontroll-Gruppe mit 44,7 (18,45 - 51,73) pg/ml (p = 0,34; Mann-Whitney-U-Test)
(Graph 26, B).

Kleinhirn- und Milzhomogenate wurden zusatzlich auf ihre MIP-1a-Konzentrationen
untersucht. Im Vergleich der Milzhomogenate ergab sich wieder ein statistisch signifikanter
Unterschied in den Konzentrationen (p = 0,01; Mann-Whitney-U-Test). In der CpG-Gruppe
waren die Werte im Median mit 359,3 (225,1 - 542,4) pg/ml deutlich erh6ht gegeniber den
90,5 (72,33 - 138,9) pg/ml der Kontroll-Gruppe (Graph 26, C). Bezlglich ihrer MIP-1a-
Konzentrationen ergab sich im Vergleich der Kleinhirnhomogenate nur ein geringfugiger
Unterschied zwischen den beiden Gruppen (Graph 26, D). Mit 152,9 (70,23 - 165,8) pg/ml lag
die CpG-Gruppe im Median etwas hoher als die Kontroll-Gruppe mit 140,8 (61,15 - 157,6)
pg/ml (p = 0,60; Mann-Whitney-U-Test).

Aufgrund der signifikanten Konzentrationsunterschiede von IL-12/11-23p40 und MIP-1a.in den
Milzhomogenaten wurden diese zusétzlich auf ihre IFN-y-Konzentration untersucht
(Graph 26, E). Es konnte jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied mit p = 0,37 ermittelt
werden (Mann-Whitney-U-Test). In beiden Gruppen befanden sich fast alle Werte unterhalb
der Quantifizierungsgrenze von 15 pg/ml. Die CpG-Gruppe hob sich mit einem Median von
< 15 (< 15 - 34,38) pg/ml und funf messbaren Werten kaum von der Kontroll-Gruppe ab. Der
Median sowie beide Interquartilsabstande betrugen in der Kontroll-Gruppe < 15 pg/ml.

Lediglich zwei Werte lagen oberhalb der Quantifizierungsgrenze.
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Graph 26: Immunkompetente C57BL/6-Mause 24 Stunden nach Infektion mit S. pneumoniae (je Gruppe n = 12 Tiere).
IL-12/I1L-23p40-Konzentrationen in Milz- (A) und Kleinhirnhomogenaten (B),MIP-1a-Konzentrationen in Milz- (C) und Klein-
hirnhomogenaten (D), IFN-y-Konzentrationen in Milzhomogenaten (E). Der Median ist durch einen horizontalen Balken
hervorgehoben. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt.
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3.6.4 1L-12/1L-23p40- Gehalt im Serum von immunkompetenten Méusen

5 Stunden vor der Infektion mit S.pneumoniae wurde den Mdusen retrobulbar Blut entnommen.

Die Serumproben wurden mit denen 24 Stunden nach Infektion verglichen.

Durch die CpG-Gabe stieg bereits vor Infektion der IL-12/1L-23p40-Gehalt signifikant
gegentber der Kontroll-Gruppe an. Mit 381,9 (315,1 - 437,1) pg/ml lag die Konzentration in
der CpG-Gruppe deutlich hoher als in der Kontroll-Gruppe mit 82,1 (65,8 - 98,4) pg/ml
(p = 0,007; Mann-Whitney-U-Test) (Graph 27, A). Die Konzentration von IL-12/IL-23p40 in
der Kontroll-Gruppe spiegelte den normalen Gehalt im Serum bei immunkompetenten M&usen

wider.

Auch 24 Stunden nach der Infektion lag die Konzentration an IL-12/IL-23p40 in der CpG-
Gruppe signifikant hoher als in der Kontroll-Gruppe. In der CpG-Gruppe wurde ein Median-
wert von 313,1 (255,6 - 360,1) pg/ml und in der Kontroll-Gruppe von 56,65 (49,23 - 69,1)
pg/ml ermittelt (p = 0,002; Mann-Whitney-U-Test) (Graph 27, B).
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Graph 27: 1L12/I1L23p40-Konzentration 5 Stunden vor der Infektion (A) mit S. pneumoniae sowie 24 Stunden nach der
Infektion (B). Der Median ist durch einen horizontalen Balken verdeutlicht. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des

Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt
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3.6.5 Zusammenhang zwischen Bakterienbelastung und Zytokin-/Chemokinkonzentrationen

Auch bei den immunkompetenten Mausen wurden 24 Stunden nach Infektion die Bakterien-
konzentrationen ins Verhéltnis zu den ermittelten Zytokin- und Chemokinkonzentrationen

mittels Spearman‘s-Rank-Test gesetzt (Tabelle 3).

In der CpG-Gruppe konnten keine Zusammenhénge zwischen den Bakterienkonzentrationen
und den Zytokin- und Chemokinwerten ermittelt werden (Tabelle 6). Im Gegensatz dazu,
konnte in der Kontroll-Gruppe ein bakterienbedingter Anstieg an IFN-y in der Milz (p = 0,03),
an MIP-1a im Kleinhirn (p = 0,02) sowie ein Anstieg der 1L-12/I1L-23p40-Konzentration im
Serum festgestellt werde (p = 0,02) (Tabelle 5).

Mit dem Spearman-Rank-Test ergaben sich flr die:

Kontroll-M&use

Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient rs, (p-Wert)

IL-12/1L-23p40 MIP-1a IFN-y
Milz 0,4 (p = 0,20) 0,44 (p=0,15) 0,65 (p=0,03)
Kleinhirn 0,55 (p=0,067) 0,68 (p=0,02) Nicht gemessen
Serum 0,69 (p=0,02) Nicht gemessen

Tabelle 5: Spearman‘s Rangkorrelationskoeffizient zwischen der Bakterienbelastung und Zytokin- bzw. Chemokin-
konzentration in Milz, Kleinhirn und Serum 24 Stunden nach Infektion immunkompetenter Kontroll-Mause (n = 12 Tiere).

Mit CpG-behandelte Mduse

Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient rs, (p-Wert)

IL-12/1L-23p40 MIP-1a IFN-y
Milz -0,27  (p=0,40) -0,38 (p=0,22) 0,00 (p=1,01)
Kleinhirn 0,00 (p=1,01) 0,18 (p=0,59) Nicht gemessen
Serum -0,39 (p=0,21) Nicht gemessen

Tabelle 6: Spearman's Rangkorrelationskoeffizient zwischen der Bakterienbelastung und Zytokin- bzw. Chemokin-
konzentration in Milz, Kleinhirn und Serum 24 Stunden nach Infektion CpG-behandelter immunkompetenter Mause
(n =12 Tiere).
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3.7 Abhangigkeit der Bakterienbelastung und der Entziindungsprozesse von der Zeit bei
immunkompetenten C57BL/6- Mausen

3.7.1 Bakterienkonzentration 36 Stunden nach Infektion mit S. pneumoniae in Kleinhirn, Milz
und Blut

Da bei dem 36-Stunden-Experiment mit immunsupprimierten Maéausen deutliche
Verénderungen in den Bakterienkonzentrationen gegentiber dem 24-Stunden-Experiment
erkennbar waren, wurde auch ein 36-Stunden-Experiment mit 20 immunkompetenten Méusen
durchgefuhrt (Graph 28). Blut, Kleinhirn sowie die Milz wurden gewonnen und auf ihre
Bakterienbelastungen sowie ihren Zytokin- und Chemokingehalt untersucht. Nach 24 Stunden
konnte lediglich im Blut ein signifikanter Unterschied in der Bakterienbelastung festgestellt
werden. Auch nach 36 Stunden konnten in den Milz- und Kleinhirnhomogenaten keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Bakterienkonzentrationen festgestellt

werden, jedoch waren die Konzentrationen deutlich héher als nach 24 Stunden.

Im Kleinhirn ergab sich im Median eine Bakteriendichte von 5,04 (3,94 - 5,90) logio CFU/mI
in der CpG-Gruppe und 5,75 (4,29 - 6,78) logio CFU/ml in der Kontroll-Gruppe (p = 0,28;
Mann-Whitney-U-Test). Ein ebenfalls geringer Unterschied stellte sich im Vergleich der
Milzhomogenate dar mit 3,78 (2,78 - 5,13) logio CFU/ml in der CpG-Gruppe und 4,75 (3,65 -
6,50) logi0 CFU/ml in der Kontroll-Gruppe (p = 0,12; Mann-Whitney-U-Test).

Ein deutlich signifikanter Unterschied ergab sich bei den Blutproben. In der CpG-Gruppe lag
lediglich eine Probe mit 4,46 logio CFU/mI oberhalb der Detektionsgrenze von 1 x 102 CFU/m.
Im Vergleich dazu lag die Bakterienbelastung in der Kontroll-Gruppe im Median bei 3,94 (2,75
- 5,33) logi0 CFU/mI (p = 0,02; Mann-Whitney-U-Test). Lagen nach 24 Stunden lediglich sechs
von zwOIf Proben oberhalb der Detektionsgrenze (Graph 23, Seite 49), so konnte nach 36
Stunden in acht von zehn Blutproben bei den Kontroll-Mausen Bakterienkonzentrationen ober-

halb der Detektionsgrenze festgestellt werden (Graph 28).
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Graph 28: Bakterienkonzentrationen in den Kleinhirn- und Milzhomogenaten sowie im Blut 36 Stunden nach Infektion von
immunkompetenten C57BL/6-Mé&usen, je Gruppe n = 10 Tiere. Der Median ist durch einen horizontalen Balken angezeigt.
Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt.

3.7.2 Histologische Untersuchung der Grof3hirne

Ebenfalls statistisch nicht signifikant war der Vergleich der Entziindungsscores (Graph 29). Es
ergab sich ein p-Wert von 0,65 (Mann-Whitney-U-Test) mit einem medianen Entziindungs-
score in der CpG-Gruppe von 0,68 (0,5- 1,08) und 0,61 (0,34 — 0,91) in der Kontroll-Gruppe.
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Graph 29: Entziindungsscore der Hirnhdute immunkompetenter Mause 36 Stunden nach der Infektion (je Gruppe n = 10
Tiere). Der Median ist durch einen horizontalen Balken gekennzeichnet. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des Mann-
Whitney-U-Tests durchgefiihrt.
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Nach 36 Stunden konnte auch kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der Mikrogliazellen
festgestellt werden (Graph 30). Mit im Mittel 10,32 (x 1,73) Zellen in der CpG-Gruppe zu 9,13
(= 1,82) Zellen in der Kontroll-Gruppe ergab sich p = 0,15 (t-Test).
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Graph 30: Anzahl der Iba 1-positiven Zellen in GroRhirnschnitten immunkompetenter C57BL/6-Mé&use 36 Stunden nach der
Infektion (je Gruppe n = 10 Tiere). Der Mittelwert ist durch einen horizontalen Balken gekennzeichnet. Die statistische
Analyse wurde mit Hilfe des t-Tests durchgefiihrt.
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3.7.3 Konzentration an Chemokinen und Zytokinen in Serum, Kleinhirn und Milz 36 Stunden
nach Infektion mit S. pneumoniae

Auch nach 36 Stunden wurden bei den Milz- und Kleinhirnhomogenaten sowie den Seren die
Zytokine quantifiziert (Graph 31).

Im Vergleich der 1L-12/IL-23p40-Konzentrationen konnten weder in den Kleinhirn- noch in
den Milzhomogenaten signifikante Unterschiede ermittelt werden. Ein nur geringer
Unterschied in der 1L-12/IL-23p40-Konzentration wurde zwischen den Milzhomogenaten
(Graph 31, A) festgestellt. Mit 503,3 (484,2 - 548,3) pg/ml lag der Gehalt in der CpG-Gruppe
leicht Uber der Kontroll-Gruppe mit 467,4 (329,7 - 3126) pg/ml (p = 0,8; Mann-Whitney-U-
Test). In den Kleinhirnhomogenaten (Graph 31, B) ergab sich mit 32,8 (17,4 - 67,25) pg/ml in
der CpG-Gruppe und 30,2 (11,15 - 105,3) pg/ml in der Kontroll-Gruppe ein p-Wert von 0,85
(Mann-Whitney-U-Test). Konnte nach 24 Stunden noch ein gravierender Unterschied zwischen
den IL-12/IL-23p40-Konzentrationen im Serum festgestellt werden, so war nach 36 Stunden
der Unterschied nicht mehr statistisch signifikant (p = 0,26; Mann-Whitney-U-Test; Graph 31,
C). In der CpG-Gruppe wurde im Median eine Konzentration von 507,8 (371,8 - 615,8) pg/ml
erreicht und in der Kontroll-Gruppe 192,8 (147,6 - 840,6) pg/ml.

Ebenfalls keine statistisch signifikante Differenz ergab die Betrachtung der MIP-10-
Konzentration in den Kleinhirn- und Milzhomogenaten. In den Milzhomogenaten wurden in
der CpG-Gruppe 113,0 (88,48 - 151,9) pg/ml und in der Kontroll-Gruppe 85,1 (41,3 - 1412)
pg/ml MIP-1a gemessen (p = 0,79; Mann-Whitney-U-Test) (Graph 31, D).

Mit 64,0 (44,68 - 82,43) pg/ml lagen die Werte der CpG-Gruppe im Kleinhirn annahernd bei
denen der Kontroll-Gruppe mit 57,98 (41,6 - 238,69 pg/ml) (p = 1,0; Mann-Whitney-U-Test)
(Graph 31, E).

Bei der Untersuchung der Milzhomogenate auf ihren IFN-y-Gehalt konnte kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden. Im Median ergab sich fiir
die CpG-Gruppe eine Konzentration von < 7,5 (< 7,5 - 14,5) pg/ml und fir die Kontroll-Gruppe
79,15 (< 7,5 - 4383) pg/ml IFN-y (p = 0,1; Mann-Whitney-U-Test) (Graph 31, F).

Zu beachten war, dass in der CpG-Gruppe lediglich zwei Werte tber der Detektionsgrenze von

7,5 pg/ml lagen und in der Kontroll-Gruppe finf Werte.
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Graph 31: Immunkompetente C57BL/6-Mé&use 36 Stunden nach Infektion mit S. pneumoniae (je Gruppe n = 10 Tiere).
IL-12/I1L-23p40-Konzentrationen in Milz- (A) und Kleinhirnhomogenaten (B) sowie im Serum (C). MIP-1a-Konzentrationen
in Milz- (D) und Kleinhirnhomogenaten (E), IFN-y-Konzentrationen in Milzhomogenaten (F). Der Median ist durch einen
horizontalen Balken hervorgehoben. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt.
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3.7.4 Zusammenhang zwischen Bakterienbelastung und Zytokin-/Chemokinkonzentrationen

36 Stunden nach der Infektion konnte mittels Spearman‘s-Rank-Test ein Zusammenhang in
beiden Gruppen zwischen der Erhohung der IL-12/IL-23p40- sowie MIP-la-Werte im
Kleinhirn und der Bakterienbelastung festgestellt werden (p < 0,02). Ebenso ergab sich eine
positive Korrelation in beiden Gruppen zwischen der Bakterienbelastung und der IFN-y-
Konzentration in der Milz (p = 0,03) (Tabelle 7 + 8).

Mit dem Spearmann-Rank-Test ergaben sich:

Fir Kontroll-M&ause

Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient rs, (p-Wert)

IL-12/1L-23p40 MIP-1a IFN-y
Milz 0,59 (p=0,081) 054 (p=0,11) 0,7 (p=0,03)
Kleinhirn 0,82 (p=0,006) 0,84 (p=0,004) Nicht gemessen
Serum 043 (p=0,25) Nicht gemessen

Tabelle 7: Spearman‘s Rangkorrelationskoeffizient zwischen der Bakterienbelastung und Zytokin- bzw. Chemokin-
konzentrationen in Milz, Kleinhirn und Serum 36 Stunden nach Infektion immunkompetenter Kontroll-Mause (n = 10
Tiere).

Fur mit CpG-behandelte Mause

Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient rs, (p-Wert)

IL-12/1L-23p40 MIP-1a IFN-y
Milz 0,58 (p=0,088) 0,25 (p=0,49) 0,7 (p=0,03)
Kleinhirn 0,71  (p=0,027) 0,72 (p=0,02) Nicht gemessen
Serum -0,64 (p=0,067) Nicht gemessen

Tabelle 8: Spearman‘s Rangkorrelationskoeffizient zwischen der Bakterienbelastung und Zytokin- bzw. Chemokin-
konzentrationen in Milz, Kleinhirn und Serum 36 Stunden nach Infektion CpG-behandelter immunkompetenter Mause
(n =10 Tiere).

60



3.8 Langzeitwirkung von CpG auf IL-12/IL-23p40 und MIP-1a.

Es stellte sich die Frage, ob CpG auch langfristig eine Wirkung auf die I1L-12/1L-23p40- und
MIP-1a-Konzentration hat. Aus diesem Grund wurden auch die Milz- und Serumproben der
tiberlebenden Mause der Uberlebensexperimente hinsichtlich ihrer Zytokine untersucht. Im
Uberlebensexperiment mit immunkompetenten C57BL/6-Méausen (berlebten zwolf Tiere aus
der CpG-Gruppe und sechs Tiere aus der Kontroll-Gruppe. In allen Tieren lag die Bakterien-
konzentration unterhalb der Detektionsgrenze von 20 CFU/ml. Im Folgendem, werden jeweils
der Median angegeben sowie die dazugehorigen Interquartilsabstande (25 % - 75 %-Wert)
(Graph 32).

Bei der Quantifizierung der 1L-12/1L-23p40-Konzentration konnte in den Milzhomogenaten
ein signifikanter Unterschied (p = 0,01; Mann-Whitney-U-Test) zwischen den beiden Gruppen
festgestellt werden (Graph 32, A). 14 Tage nach der Infektion mit S. pneumoniae waren die
IL-12/IL-23p40-Werte in der CpG-Gruppe noch immer deutlich erhoht mit 226,8 (185,4 -
299,5) pg/ml im Vergleich zu 144,6 (128,8 - 187,0) pg/ml in der Kontroll-Gruppe.

Zwischen den MIP-1a-Konzentrationen wurde kein Unterschied (p = 0,74; Mann-Whitney-U-
Test) gemessen. In der CpG-Gruppe ergaben sich 88,7 (78,5 - 107,3) pg/ml und in der Kontroll-
Gruppe 89,85 (78,52 - 114,9) pg/ml (Graph 32, B).
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Graph 32: (A) IL-12/1L-23p40- und (B) MIP-1la-Konzentrationen in Milzhomogenaten von iiberlebenden immun-
kompetenten Mausen 14 Tage nach Infektion mit S. pneumoniae (CpG-Gruppe: n = 12 Maiusen, Kontroll-Gruppe: n=6
Mause). Der Median ist durch einen horizontalen Balken dargestellt. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des Mann-
Whitney-U-Tests durchgefiihrt.
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Im Serum konnte ebenfalls beziiglich der IL-12/1L-23p40-Konzentration kein Unterschied
ermittelt werden (Graph 33). Es ergab sich ein p-Wert von 0,37 (Mann-Whitney-U-Test) mit
157,6 (143,7 - 171,6) pg/ml in der CpG-Gruppe im Vergleich zu 139,0 (30,28 - 171,6) pg/ml
in der Kontroll-Gruppe.
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Graph 33: I1L-12/I1L-23p40-Konzentrationen (pg/ml) im Serum von immunkompetenten Miusen 14 Tage nach der Infektion
mit S. pneumoniae (CpG-Gruppe: n = 12 Mdusen; Kontroll-Gruppe: n = 6 Mduse). Der Median ist durch einen horizontalen
Balken dargestellt. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt.

Im Langzeitexperiment mit immunsupprimierten C57BL/6-Mausen gab es acht CpG-Méuse
und nur zwei Kontroll-Mause, die bis zur Beendigung des Experiments, nach 14 Tagen,
iberlebten. In nur einer Kontroll-Maus konnte mit 4 x 10> CFU /ml geringe Mengen
S. pneumoniae im Kleinhirn nachgewiesen werden. Alle anderen Proben lagen unterhalb der
Detektionsgrenze von 20 CFU/ml.

In der CpG-Gruppe ergab sich fir die Milzhomogenate eine mediane [1-12/1L-23p40-
Konzentration von 206,7 (115,1 - 255,8) pg/ml im Vergleich zur Kontroll-Gruppe mit 153,8
(119,4 - 188,2) pg/ml. Aufgrund der nicht ausreichenden Datenmenge kann keine statistische
Auswertung durchgefuhrt werden. Bei der Betrachtung des Graphen 34 fallt eine leichte
Erhéhung des Medians der IL-12/1L-23p40-Konzentration in der CpG-Gruppe gegenliber der
Kontroll-Gruppe auf.
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Graph 34: IL-12/I1L-23p40-Konzentrationen (pg/ml) in Milzhomogenaten immunsupprimierter Maduse 14 Tage nach
Infektion. CpG-Gruppe n = 6 Mause, Kontroll-Gruppe n=2 Mause. Der Median ist durch einen horizontalen Balken
gekennzeichnet. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt.
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3.9 Auswirkung der CpG-Applikation auf die Milz

Die Langen der Milzen von 82 mit CpG stimulierten C57BL/6-Mausen, 80 Kontroll-C57BL/6-
Mausen, 7 mit CpG stimulierten TLR97-Mausen und 6 Kontroll-TLR9”-Mé&usen wurden
mittels eines Lineals gemessen. Man erkennt einen deutlichen Unterschied zwischen den mit
CpG stimulierten und den unstimulierten C57BL/6-Mausen (Abbildung 11). Die Milzlénge der
mit CpG behandelten Méuse betrug im Median 16 (15-17) mm. Im Vergleich dazu wurde in
der Kontroll-Gruppe eine mediane Milzlange von 14 (13-15) mm ermittelt (p < 0,0001; Mann-
Whitney-U-Test) (Graph 35). Im Vergleich der mit CpG stimulierten und der unstimulierten
TLR97-M4use gab es keinen signifikanten Unterschied. Mit 14 (13 - 15) mm durchschnittlicher
Léange in der CpG-Gruppe zu 13 (12 - 15) mm in der Kontroll-Gruppe ergab sich p = 0,57
(Mann-Whitney-U-Test).
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Graph 35: (A) Vergleich der Milzlinge von C57BL/6-M&usen mit CpG-Behandlung (n = 66 Tiere) und der Kontroll-Gruppe
(n = 73 Tiere) sowie TLR97/--Mé&usen mit (n = 7 Tiere ) und ohne CpG-Behandlung (n = 6 Tiere). *** p < 0,0001; n.s. = nicht
signifikant. Der Interquartilsabstand ist durch einen Balken dargestellt. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des Mann-
Whitney-U-Tests durchgefiihrt.

Abbildung 11: (B) Die obere Milz stammt von einer C57BL/6-Maus aus einer Kontroll-Gruppe (14 x 4 mm), die untere Milz
von einer C57BL/6-Maus aus einer mit CPG stimulierten Gruppe (19 x 6 mm). Beide M&use entstammen der gleichen
Versuchsreihe und wurden 36 Stunden nach Infektion getotet.

64



Zusétzlich wurde von 21 mit CpG stimulierten C57BL/6-Mausen sowie 19 Kontroll-C57BL/6-
Méusen die Milz vor dem Homogenisieren gewogen (Graph 36). Ein statistisch signifikanter
Unterschied konnte zwischen der CpG- und der Kontroll-Gruppe sowohl bei den immun-
supprimierten wie auch den immunkompetenten Mausen festgestellt werden. Bei den
immunsupprimierten Mausen wurde mit einem medianen Gewicht in der CpG-Gruppe von 0,18
(0,26 - 0,2) g und in der Kontroll-Gruppe von 0,09 (0,08 - 0,11) g ein p-Wert von 0,0002 (Mann-
Whitney-U-Test) ermittelt (Graph 36, A). Im Vergleich der immunkompetenten Mduse ergab
sich fur die CpG-stimulierten Mause im Median ein Gewicht von 0,15 (0,12 - 0,17) g zu 0,08
(0,07 - 0,13) g in der Kontroll-Gruppe (p = 0,01; Mann-Whitney-U-Test) (Graph 36, B). Die
Stimulierung mit CpG flhrt somit zu einer anndhernden Verdoppelung des Milzgewichts.
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Graph 36: (A) Milzgewicht von immunsupprimierten CpG-Mausen (n = 11 Tiere) im Vergleich zu immunsupprimierten
Kontroll-Mausen (n = 9 Tiere). (B) Milzgewicht von immunkompetenten CpG-Mausen (n = 10 Tiere) im Vergleich zu
immunkompetenten Kontroll-Mausen (n = 10 Tiere). Der Median ist durch einen horizontalen Balken markiert. Die
statistische Analyse wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt.
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4. Diskussion

4.1 Die Prophylaxe mit 100 pug CpG hat einen protektiven Effekt bei immunsupprimierten
und bei immunkompetenten Méausen, jedoch nicht bei TLR9 “-Mausen

Trotz medizinischen Fortschritts ist Streptococcus pneumoniae der haufigste Erreger bei einer
bakteriellen Meningitis mit oft schweren Folgeschaden oder todlichem Ausgang (Kastenbauer
und Pfister 2003, van de Beek et al. 2002, Buchholz et al. 2016). Insbesondere sind Patienten

mit einem geschwachten Immunsystem betroffen.

Die Mikroglia spielt in der zerebralen Immunabwehr eine entscheidende Rolle. Sie ist in der
Lage, Pathogene zu phagozytieren und anschlielend die Antigene auf ihrer Oberflache zu
prasentieren, um die adaptive Immunantwort zu aktivieren. In vorhergehenden in vitro -
Experimenten konnte bereits gezeigt werden, dass durch die Gabe von CpG die Mikroglia
stimuliert werden kann vermehrt Pneumokokken zu phagozytieren (Ribes et al. 2010). Es galt

nun, herauszufinden, ob dies auch in vivo der Fall ist.

Da insbesondere Patienten mit einem geschwéchten Immunsystem betroffen sind, wurden bei
einem Teil der Mause die neutrophilen Granulozyten depletiert. Die neutrophilen Granulozyten
spielen offensichtlich eine entscheidende Rolle bei der Bekdmpfung einer intrazerebralen S.
pneumoniae-Infektion. Trotz einer héheren Dosis (2,5-7 x 10> CFU/Maus) an S. pneumoniae
uberlebten bei den immunkompetenten Kontroll-Mausen mit 33,3 % deutlich mehr Mause als
bei den immunsupprimierten Kontroll-Mausen (11,1 %), obwohl diese nur 0,5 - 1 x 102
CFU/Maus injiziert bekamen. Folglich sind die Mikrogliazellen nur ein Teil der zerebralen
Immunantwort und benétigen fur ihre ungestorte Funktion die Kommunikation mit
zirkulierenden Granulozyten. Jedoch flihrte die Stimulierung der Mikroglia durch 100 pg CpG
zu einer deutlichen Verlangerung der Uberlebenszeit (Median 92,5 Stunden) bei
immunsupprimierten Mausen. 33,3 % der mit CpG behandelten Mé&use iberlebten. Dagegen
blieben lediglich 11,1% der immunsupprimierten Kontroll-M&use am Leben und hatten eine
mediane Uberlebenszeit von 64,5 Stunden (p = 0,004; Log-Rank-Test). Die immun-
supprimierten Kontroll-Mé&use zeigten zudem deutlich eher Symptome nach der Infektion
(p = 0,051; Log-Rank-Test).
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Eine hohere Dosis an CpG hingegen fiihrte zu einer deutlich hoheren Sterberate. Bereits nach
88 Stunden erreichten infizierte Mause, welche zuvor mit 200 pg CpG behandelt wurden, eine
Sterberate von 100 % (mediane Uberlebenszeit 83 Stunden). Durch die doppelte Dosis an CpG
traten zudem die ersten Krankheitssymptome bereits nach 41 Stunden auf. Im Gegensatz dazu
konnten in der Gruppe, welche 100ug CpG injiziert bekamen, im Median erst nach 188,5
Stunden Symptome festgestellt werden. Zum Zeitpunkt 41 Stunden nach der Infektion konnte
kein signifikanter Unterschied im Gesundheitszustand zwischen den beiden CpG-Gruppen
ermittelt werden. Sieben Stunden spater mussten jedoch bereits zwei Mause aus der Gruppe
denen 200 pg CpG injiziert wurde aufgrund ihres klinischen Scores von 3 aus dem Versuch
genommen werden. Die Belastung mit einer doppelt so hohen CpG-Gabe, zusatzlich zur
Pneumokokkeninfektion, scheint fir den immunsupprimierten Maus-Organismus zu hoch zu
sein. Moglicherweise wurde durch eine zu starke Aktivierung der Mikroglia die protektive
Eigenschaft in eine neurotoxische umgekehrt (Colton und Gilbert 1987, Hanisch und
Kettenmann 2007).

Bei den immunkompetenten Mausen konnte die Uberlebenszeit durch die Gabe von CpG
ebenfalls deutlich gesteigert werden. 14 Tage nach der Infektion mit S. pneumoniae waren noch
63,2% der mit CpG behandelten Mause am Leben. Ohne CpG uberlebten lediglich 33,3 % der
Méuse (p = 0,048; Log-Rank-Test). Durch die Gabe von CpG traten bei den Mausen deutlich
spater Symptome auf (p = 0,039; Log-Rank-Test). 48 Stunden nach der Infektion waren die
Kontroll-Md&use bereits deutlich starker erkrankt als die mit CpG behandelten Tiere (p = 0,0065;
Mann-Whitney-U-Test).

Bei den immunsupprimierten wie auch den immunkompetenten CpG-Mé&usen konnte 24
Stunden nach Injektion mit CpG ein kurzzeitiger Gewichtsabfall festgestellt werden. Die mit
CpG behandelten immunkompetenten Mause nahmen im Median 2,91 % ihres Ausgangs-
gewichtes ab, wohingegen die Kontroll-M&use ihr Gewicht um 2,1 % steigerten (p < 0,0001,
Mann-Whitney-U-Test). Bei den immunsupprimierten Mausen, welche mit 100 pg CpG
behandelt wurden, konnte ein Gewichtsabfall von 5,56 % festgestellt werden. Die Kontroll-
Méuse hingegen nahmen 1,8 % ihres Ausgangsgewichtes zu (p < 0,0001; Mann-Whitney-U-
Test). Es konnte kein wesentlich hoherer Gewichtsverlust bei den mit 200 pg CpG behandelten
Méusen (6,58 %) gegeniiber den Mausen mit 100 pug CpG festgestellt werden (p = 0,24; Mann-
Whitney-U-Test). Dies bestétigte unserer Vermutung, dass die Kombination aus deutlich
hoherer CpG-Dosis zuséatzlich zur Infektion ursachlich fir die hohe Letalitat war und nicht die

CpG-Dosis alleine. Eine Erklarung fur den Gewichtsverlust kann die erhéhte Produktion an
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IL-1 und TNF-a durch CpG-Stimulation sein. Diese flihren zu typischem Krankheitsverhalten
wie Appetitlosigkeit und somit Gewichtsverlust (Bluthé et al. 1994, Bluthé et al. 2000,
McCusker und Kelley 2013). Kozak et al. stellten 2005 fest, dass kurz nach der Injektion mit
CpG erhohte Korpertemperaturen gemessen werden konnten. Bis auf den Gewichtsverlust
konnten keine weiteren Symptome, welche sich in dem klinischen Score widerspiegelten,

festgestellt werden.

Die Stimulierung der Mikroglia durch CpG erfolgt tiber den Toll-like Rezeptor 9 (Hemni et al.
2000). Dies konnte im Experiment bestatigt werden. Die Injektion mit 100 pg CpG hatte
keinerlei Einfluss auf die Uberlebenszeit und den Krankheitsverlauf bei TLR9-defizienten
Méusen. In der Kontroll-Gruppe wie auch in der mit CpG behandelten Gruppe lag die Sterbe-
rate bei 100 % (p = 0,53; Log-Rank-Test). Es konnte kein Unterschied im Krankheitsverlauf
festgestellt werden. Ebenfalls konnte kein Gewichtsabfall als Folge der CpG-Injektion

beobachtet werden, was darauf schlielRen liel3, dass auch dieser TLR9-abhéngig ist.

4.2 CpG beeinflusst das Wachstum und die Ausbreitung von S. pneumoniae

Allen Mausen wurde intrakraniell S. pneumoniae injiziert, so dass das lokale Immunsystem im
Gehirn weitestgehend alleine die Infektion bekampfen musste, zumal es mehrere Stunden
dauert, bis zirkulierende Leukozyten zur Unterstiitzung in das ZNS gelangen (Ernst et al. 1983).
Entscheidend fir die Einddmmung der Infektion sind neben den Mikrogliazellen die im Blut
zirkulierenden neutrophilen Granulozyten. Bereits kurz nach einer Infektion steigt das Level an
CD11b* Ly-6G* -Ly-6C™™ - Granulozyten im Hirn stark an (Mildner et al. 2008). Aus diesem
Grund waren die Bakterientiter in den immunsupprimierten M&usen im Blut und in der Milz
deutlich hoher als bei den immunkompetenten Mdusen, obwohl sie eine deutlich geringere
Dosis an S. pneumoniae injiziert bekamen. Durch die Gabe von CpG wird in den immun-
supprimierten Mausen das Eindringen der Bakterien in den Blutkreislauf behindert. Bereits 36
Stunden nach der Infektion waren signifikant mehr Bakterien in den Blutproben der Kontroll-
Méuse zu finden als in den mit CpG behandelten Méusen (p = 0,0006; Mann-Whitney-U-Test).
Gleichzeitig war ein deutlicher Unterschied in den Bakterientitern der Kleinhirnproben zu
erkennen. In den Proben der CpG-behandelten M&use waren signifikant weniger Bakterien
nachweisbar als in den Kontroll-M&usen (p = 0,006; Mann-Whitney-U-Test). Ebenso war die

Anzahl der Bakterien in der Milz deutlich geringer in der CpG-Gruppe (p = 0,02; Mann-
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Whitney-U-Test). Nach 14 Tagen konnten bei den berlebenden Méausen, welche mit CpG
behandelt wurden, keine Bakterientiter mehr gemessen werden. Lediglich in einer nicht mit
CpG-behandelten Kontroll-Maus konnten geringe Mengen an Streptococcus pneumoniae im

Kleinhirn nachgewiesen werden.

In vitro wurde bereits gezeigt, dass mit CpG stimulierte Mikroglia vermehrt S. pneumoniae
phagozytiert. Wir konnten nun beweisen, dass auch in vivo eine signifikante Reduktion der
Bakterienvermehrung, ausgehend von der Mikroglia und den zirkulierenden Granulozyten,
stattfand.

CpG st nicht nur in der Lage, die Mikroglia zu stimulieren, sondern auch die neutrophilen
Granulozyten zu vermehrter Phagozytose sowie Bildung reaktiven Sauerstoffs anzuregen
(Weighardt et al. 2000). Des Weiteren stimuliert CpG periphere Lymphozyten, Makrophagen
sowie NK-Zellen, Chemo- und Zytokine auszuschiitten (Krieg et al. 1995, Klinman et al. 1996).
Bei den immunkompetenten Mdusen, welche mit CpG behandelt wurden, lagen 24 Stunden und
36 Stunden nach der Infektion nur in wenigen Blutproben die Bakterientiter oberhalb der
Detektionsgrenzen. Im Vergleich zu der CpG-Gruppe lagen die Bakterientiter in der immun-
kompetenten Kontroll-Gruppe signifikant hoher (p < 0,03; Mann-Whitney-U-Test). Lediglich
24 Stunden nach der Infektion konnten in den Milzen der Kontroll-Mause signifikant hohere
Konzentrationen gemessen werden (p = 0,04; Mann-Whitney-U-Test). Jedoch lagen auch hier
acht Mause aus der CpG-Gruppe und vier Mause aus der Kontroll-Gruppe unterhalb der
Detektionsgrenze. In den Gehirnproben konnte zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter
Unterscheid zwischen den Gruppen festgestellt werden. Es ist moglich, dass zu einem spéteren
Zeitpunkt der Infektion starkere Unterschiede in den Bakterientitern der Organe auftreten. Es
ist zu vermuten, dass ein vollstdndig erhaltenes Immunsystem, welches zusétzlich durch CpG
stimuliert wurde, deutlich effektiver eine Infektion mit S. pneumoniae tiberwinden kann als ein

unstimuliertes Immunsystem.

4.3 Der protektive Effekt CpGs ist 1L-12/1L-23p40- und MIP-1a-abhangig

Dringen Bakterien in den Organismus ein, so wird die Immunabwehr aktiviert. Die DNS der
Bakterien enthalten unmethyliertes CpG. Dieses sowie auch synthetisch hergestelltes CpG
aktivieren das angeborene Immunsystem mittels des TLR9-Rezeptors. Neben erhéhter
Phagozytoserate werden auch vermehrt TH1-assoziierte Zytokine wie IL-12, IFN-y und
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MIP-1a ausgeschiittet (Klinman et al. 1996). MIP-1a, welches wiederum weitere Granulozyten
und Makrophagen rekrutiert, wird vermehrt bei einer bakteriellen Meningitis von Granulozyten
und Makrophagen produziert (Diab et al. 1999).

Bedingt durch die CpG-Gabe stieg bei den immunsupprimierten Mausen der IL-12/1L-23p40-
Gehalt im Serum deutlich gegeniiber den Kontroll-Gruppen an (p = 0,0001; Mann-Whitney-U-
Test). 24 Stunden nach der Infektion waren die 1L-12/1L-23p40-Konzentrationen im Serum -
unabh&ngig von der Bakterienbelastung - noch immer signifikant héher (p = 0,0006). Bei der
Betrachtung der Milzhomogenate fiel bei den CpG-Mausen ebenfalls eine stark erhohte
IL-12/IL-23p40-Konzentration vor und kurz nach der Infektion auf (Weighardt et al. 2000).
Genauso bewirkte das CpG eine Erhéhung der MIP-1a- Konzentrationen in den Milzen. Kurz
nach der Infektion war auch hier die Konzentration stark erhoht gegenuber der Kontroll-
Gruppe. Es ergab sich ein ursachlicher Zusammenhang zwischen den hohen 11-12/11-23p40-
Konzentrationen und den niedrigen Bakterientiter in den Milzhomogenaten (rs <-0,67; p =0,03;
Spearman-Rank-Test). Im Kleinhirn waren lediglich die IL-12/IL-23p40-Konzentrationen kurz
nach der Infektion in der CpG-Gruppe erhoht.

36 Stunden nach der Infektion veréndert sich das Verhaltnis der Zytokinkonzentrationen.
Waren nach 24 Stunden die Konzentrationen in den CpG-Gruppen signifikant hoher bzw.
anndhernd gleich, so stiegen nun die Zytokinkonzentrationen in den Kontroll-Gruppen
signifikant an. Nun waren die MIP-1a-Konzentrationenen in den Milz- und Kleinhirn-
homogenaten der Kontroll-Gruppen signifikant héher als in den dazugehorigen CpG-Gruppen.
Ebenso war der IL-12/IL-23p40- sowie der IFN-y-Gehalt der Kontroll-Gruppe in der Milz
deutlich hoher. Die signifikant hoheren Zytokinkonzentrationen waren auf die ebenfalls
hoheren Bakterientiter in der Kontroll-Gruppe zurtickzufuhren und waren ein Zeichen von
bakterieller Sepsis (Skrupky et al. 2011). Im Serum unterschieden sich die beiden Gruppen
hinsichtlich ihres 11-12/IL-23p40-Gehaltes kaum. Jedoch sind die hohen Werte in der CpG-
Gruppe Ursache fur die deutlich niedrigeren Bakterienkonzentrationen (rs = -0,79; p = 0,009;
Spearman-Rank-Test). In der Kontroll-Gruppe hingegen sind die 11-12/IL-23p40-Werte
aufgrund der starken Bakterienbelastung erhéht (rs = 0,91; p = 0,005). Wird CpG systemisch
verabreicht, so hat es nicht nur eine stimulierende Wirkung, sondern auch einen
herabregulierenden Einfluss auf die T-Lymphozyten in der Milz (Mellor et al. 2005, Wingender
et al. 2006).
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Auch bei den immunkompetenten Mausen konnte ein starker Anstieg der 1L-12/1L-23p40-
Konzentration im Serum kurz nach CpG-Gabe beobachtet werden. Diese blieb auch 24 Stunden
nach der Infektion in der CpG-Gruppe deutlich erhéht gegenuber der Kontroll-Gruppe. Die
hohe IL-12/IL-23p40-Konzentration war unabhangig von der Bakterienbelastung im Blut, im
Gegensatz zur Kontroll-Gruppe, welche deutlich héhere Bakterientiter aufwies als die CpG-
Gruppe. 36 Stunden nach der Infektion war der Unterschied in den IL-12/1L-23p40-
Konzentrationen zwischen der mit CpG behandelten Gruppe und der Kontroll-Gruppe nicht
mehr signifikant. Jedoch lagen die Werte der CpG-Gruppe im Median tber denen der Kontroll-

Gruppe und waren urséchlich flr die signifikant geringere Bakterienbelastung.

In den Milzproben konnte 24 Stunden nach der Infektion ebenso CpG-bedingt ein Anstieg der
MIP-1a- und IL12/IL-23p40-Konzentrationen gegenuber der Kontroll-Gruppe festgestellt
werden. Infektionsbedingt glichen sich 36 Stunden nach der Infektion die Konzentrationen an
MIP-1a und IL-12/IL-23p40 in beiden Gruppen an. Im Kleinhirn konnten 24 Stunden nach der
Infektion keine Unterschiede in den Zytokinkonzentrationen ermittelt werden. Auch nach 36
Stunden gab es keine Unterschiede. Mdglicherweise konnten zu einem spéteren Zeitpunkt
Unterschiede auftreten, da im Uberlebensexperiment zum Zeitpunkt 48 Stunden nach Infektion

signifikante Unterschiede im klinischem Score auftraten.

Bei einem gesunden Immunsystem sind die Einflisse des CpG auf das Gehirn am Anfang der
Infektion kaum merklich, wohingegen systemisch die Auswirkungen des CpGs messbar sind.
Auch bei den immunsupprimierten Mausen waren im Kleinhirn 24 Stunden nach CpG-Gabe -
noch vor der Infektion - keine signifikanten Unterschiede in den IL-12/1L-23p40- und MIP-1a-
Konzentrationen im Vergleich zu der Kontroll-Gruppe messbar. Mit einer molekularen Grofie
von 6,383 kDa ist CpG nicht in der Lage, in ausreichender Konzentration durch die Blut-Hirn-
Schranke zu gelangen (Crooke 1991, Nau et al. 2010), um dort direkt die Mikrogliazellen zu
stimulieren. Eine Stimulierung der Mikroglia erfolgt folglich indirekt, weshalb kurz nach der
CpG-Gabe kaum Veranderungen im Kleinhirn messbar sind. Der Austausch zwischen den
Mikrogliazellen sowie den im Blut zirkulierenden Zellen erfolgt tiber unterschiedliche Wege:
1) einige Zytokine sowie pro-inflammatorische Pathogene kdnnen durch die Blut-Hirn-
Schranke dringen, 2) durch Aktivierung der Endothelzellen sowie der perivaskuléren
Makrophagen, 3) oder durch Signaltbermittlung des VVagusnervs (Perry et al. 2003).

Eine Prophylaxe mit CpG hat langfristigen Einfluss auf den Organismus. Noch zwei Wochen
nach der Infektion konnte bei den Uberlebenden, mit CpG behandelten Mausen erhdhte IL-

12/1L-23p40-Konzentrationen in der Milz festgestellt werden. Nach ca. zwei Wochen beginnt
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die Wirkung jedoch nachzulassen, um dann den Ausgangszustand wieder einzunehmen

(Klinman et al.1999, Wongratanacheewin et al.2004).

IL-12p40 ist eines der wichtigsten Zytokine bei der Bekampfung einer S. pneumoniae-
Infektion. In Assoziation mit einer p35-Kette bildet es I1L-23 (Oppmann et al. 2000). Im
Gegensatz zu IL-23 lenkt IL-12 die Immunreaktion in Richtung TH1 Typ (Oppmann et al. 2000,
Aggarwal et al. 2003, Lupardus und Garcia 2008). Insbesondere zu Beginn der Infektion ist IL-
12 ein Schlusselzytokin bei der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten (Yamamoto et al.
2004). 1L-12 fuhrt zu IFN-y-Produktion in NK-Zellen, was wiederum zu vermehrter
Ausschittung von TNF-o aus Makrophagen fiihrt, in deren Folge vermehrt neutrophile
Granulozyten rekrutiert werden (Sun et al. 2007). Dies erklarte die deutlich besseren Uber-
lebenszeiten bei den immunkompetenten Mdausen, welche nach CpG-Gabe vermehrt IL-12/1L-
23p40 im Serum und in der Milz aufwiesen. Unter anderem wurde durch die Rekrutierung der
neutrophilen Granulozyten eine Sepsis verhindert. Bei den immunsupprimierten Mausen fehlen
jedoch die neutrophilen Granulozyten, weshalb die Stimulierung der Mikroglia die wichtigste
Abwehr gegen die Bakterien darstellte. 24 Stunden nach der Infektion konnte bei den
immunkompetenten sowie auch den immunsupprimierten Mausen, welche mit CpG behandelt
wurden, eine Zunahme der Mikrogliadichte im Kortex beobachtet werden. Durch die
Vorstimulierung wurden deutlich mehr Mikrogliazellen rekrutiert und zur Proliferation
angeregt. Bei den TLR9”-Mausen konnte dies nicht beobachtet werden. Ein Unterschied in der
Leukozytenzahl konnte weder bei den immunkompetenten, noch bei den immunsupprimierten

TLR97-M4usen festgestellt werden.

4.4 Auswirkungen CpGs auf die Milz

CpG aktiviert dentritische Zellen sowie Makrophagen, vermehrt Chemokine und Zytokine zu
produzieren, welche die Hamatopoese beeinflussen. Insbesondere wird die extramedullare
H&matopoese beeinflusst. In der Milz fuhrt dies dazu, dass grof’e Mengen an Granulozyten-
Makrophagen-Progenitor-Zellen, insbesondere CD11b*Gr-1*-Zellen, produziert werden
(Sparwasser et al. 1999, Morecki et al. 2008). Mikroskopisch kann eine Zunahme der weil3en
und roten Pulpa festgestellt werden sowie ein Verwischen der Lymphfollikel (Ranocchia et al.
2012). Makroskopisch wird dies durch eine starke VergroRerung der Milz deutlich. Auch in
unseren Versuchen konnte eine starke Grolien- und Gewichtszunahme der Milzen durch eine
einmalige CpG-Gabe festgestellt werden. Durch die CpG-Gabe verdoppelte sich das Gewicht
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der Milzen bei den immunsupprimierten wie auch den immunkompetenten Mé&usen gegentber
den Kontroll-Mé&usen. Die Veranderungen der Hamatopoese in der Milz sind TLR9-abhéngig.
Aus diesem Grund konnte kein Unterschied zwischen den Milzen der TLR9”-Mause
festgestellt werden. Die Veranderungen sind nicht von Dauer. Innerhalb eines Monats nach der
letzten CpG-Gabe kehren die Chemokin- und Zytokinkonzentrationen sowie die Zellpopulation

zu ihren Ausgangswerten zurlck (Klinman et al. 1999).
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5. Zusammenfassung

Seit Einfuhrung des Impfstoffes gegen Pneumokokken (Deutschland 2006 und 2009) nimmt
die Anzahl der tddlich endenden, durch S. pneumoniae verursachten Infektionen ab. Trotz
Antibiotikatherapie und Impfstoffen sind wir jedoch noch weit davon entfernt, Sterblichkeit
und Spatfolgen bei S. pneumoniae-Infektionen zu verhindern. In der vorliegenden Arbeit
untersuchten wir, ob eine einmalige intraperitoneale Injektion mit einem Cytosin-Guanin-
haltigen Oligonukleotid die Immunabwehr des Wirtsorganismus stimuliert und damit den

Verlauf einer Pneumokokken-Meningitis beeinflussen kann.

Da insbesondere Menschen mit einem geschwdachten Immunsystem geféhrdet sind, wurden bei
einem Teil der Mdause die neutrophilen Granulozyten depletiert. Die immunsupprimierten
Méuse zeigten eine deutlich hoéhere Anfélligkeit fur eine intrakranielle Infektion trotz
geringerer injizierter Bakteriendosen gegenliber immunkompetenten Mausen. Durch die
vorherige Gabe von 100 pg CpG verléngerten sich bei den immunsupprimierten Méusen die
Uberlebenszeiten sowie der Zeitabstand bis zum Ausbruch der ersten Symptome (p = 0,004 und
p = 0,055; Log-Rank-Test). Zudem uberlebten mehr Méuse im Vergleich zu der Kontroll-
Gruppe. Da keine neutrophilen Granulozyten an der Bekdmpfung der Infektion beteiligt waren,
konnten wir den Riickschluss ziehen, dass eine Stimulierung der Mikroglia fiir die Kontrolle
des anfanglichen Infektionsverlaufs verantwortlich war. Bereits kurz nach der Infektion konnte
bei den mit CpG behandelten Méausen eine Zunahme der Mikrogliadichte im Kortex beobachtet
werden. Gleichsam wurden 36 Stunden nach der Infektion signifikant weniger Bakterien in
Milz, Kleinhirn und Blut nachgewiesen (p = 0,022, p = 0,006, p = 0,0006; Mann-Whitney-U-
Test). Durch die CpG-Gabe konnte kurz danach eine signifikante Erhéhung der 1L-12/IL-
23p40- und MIP-1a-Konzentrationen im Serum und der Milz festgestellt werden. Wir gehen
davon aus, dass CpG nicht nur in der Lage ist, das Immunsystem dazu zu stimulieren, die
Bakterienmenge zu kontrollieren, sondern auch die Zytokin - und Chemokinkonzentrationen

zu beeinflussen.

Eine Erhéhung der CpG-Dosis hatte einen gegenteiligen Effekt. Die Belastung des Organismus
mit einer doppelt so hohen Dosis zusatzlich zu einer S. pneumoniae-Infektion war mit einer
erhohten Letalitat verbunden. Wahrscheinlich fihrte eine zu starke Stimulierung der Mikroglia

zu einer Umkehr der protektiven Eigenschaft in eine neuro-/immunotoxische.

Interessanterweise konnte nicht nur ein protektiver Effekt des CpGs bei immunsupprimierten

Méusen festgestellt werden, sondern auch bei immunkompetenten Méusen. Auch hier konnte
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ein spaterer Ausbruch erster Symptome sowie eine verlangerte Uberlebenszeit festgestellt
werden (p = 0,039 und p = 0,048; Log-Rank-Test). CpG-bedingt konnten auch hier erhohte
Konzentrationen an 1L-12/IL-23p40 und MIP-1a in Serum und Milz sowie eine Steigerung der

Mikrogliadichte festgestellt werden.

Alle immunsupprimierten und immunkompetenten Méause, welche CpG injiziert bekamen,
verloren kurzzeitig an Korpergewicht. Zuséatzlich konnte bei diesen Mausen eine Verdoppelung

der MilzgroRe aufgrund einer verdnderten extramedulédren Hamatopoese festgestellt werden.

Die protektive Eigenschaft CpGs, der Gewichtsverlust sowie die Veranderung der extra-
medularen Hamatopoese waren TLR9-abhingig. In einem durchgefiinrten Uberlebens-
experiment konnten keine Veranderungen nach CpG-Gabe bei TLR9”-Méausen beobachtet

werden.

Wir konnten beweisen, dass eine Gabe von 100 pg CpG sowohl bei immunsupprimierten als
auch bei immunkompetenten Méusen die Resistenz gegenuber einer Pneumokokkenmeningitis

steigert.
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