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1. Einleitung

1.1 Die bakterielle Meningitis

1.1.1 Definition

Die bakterielle Meningitis ist eine Entzindung der Meningen, vor allem der Arachnoidea
und der Pia mater, aufgrund der Einwanderung von Bakterien in den Subarachnoidalraum.
Greift die Entzindungsreaktion auf das Gehirnparenchym Uber, spricht man von einer
Meningoenzephalitis, bei einer Mitbeteiligung der Nervenwasserkammern von einer Ventri-
kulitis. Eine Infektion des zentralen Nervensystems kann auf3erdem das Ruckenmark
betreffen (Hofmann und Weber 2009). Eine bakterielle Meningitis ist mit einer hohen
Mortalitéat und Morbiditat verbunden (Nau und Brick 2002). Die Letalitat ist vom Erregertyp
abhangig und betragt 10-20 %, bei Neugeborenen bis zu 50 % (Masuhr und Neuman
2013). Daher stellt die bakterielle Meningitis einen medizinischen Notfall dar, der

schnellstmoglich erkannt und behandelt werden muss.
1.1.2 Epidemiologie

Laut WHO (Stand Februar 2013) sterben jahrlich weltweit 170000 Menschen, vorwiegend
Kinder und Jugendliche, wahrend oder an den Folgen einer bakteriellen Meningitis.
Weltweit erkranken jahrlich etwa 1,2 Millionen Menschen an einer bakteriellen Meningitis
(Nau et al. 2012). Besonders in Entwicklungslandern wie Afrika tritt diese Erkrankung
aufgrund der schlechten hygienischen Bedingungen auf. In Europa sind vor allem Neu-
geborene und Sauglinge betroffen. Seit Einfuhrung des Impfstoffes gegen den Kapseltyp b
Haemophilus influenzae (H. influenzae) ist die Zahl der Neuerkrankungen zuriickgegangen
und verliert zunehmend an Bedeutung (WHO 2013). In Deutschland wurden im Jahr 2015
549 Falle einer invasiven Infektion durch H. influenzae registriert. Von den vornehmlich
Uber 59-jahrigen Patienten erkrankten 1 % an einer Meningitis (Robert Koch-Institut 2016).
Zu den haufigsten Erregern einer bakteriellen Meningitis zahlen Streptococcus pneumoniae
(S. pneumoniae), H. influenzae, Neisseria meningitidis (N. meningitidis), Escherichia coli
(E. coli), Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) und Staphylococcus aureus (S.
aureus) (Van de Beeck 2004). In Abhangigkeit vom Lebensalter der Erkrankten variiert die
Haufigkeit der verschiedenen Erreger. Streptokokken der Gruppe B, L. monocytogenes und

E. coli treten haufig bei Sauglingen auf. Bei Kleinkindern Uberwiegen Meningitiden,



verursacht durch H. influenzae, N. meningitidis und S. pneumoniae. Auch bei Jugendlichen
tritt die Meningokokken-Meningitis ebenfalls auf. Der haufigste Erreger beim erwachsenen
Menschen ist S. pneumoniae. Insbesondere Altere, Alkoholkranke und Splenektomierte
erkranken haufiger an einer durch Pneumokokken verursachten Meningitis (Nau und Brick
2002). Ein hohes Alter und Immunsuppression sind Risikofaktoren fir eine Infektion mit
atypischen und multiresisteten Erregern (Herold 2011). Laut Van de Beeck und Kollegen
hat sich die Epidemiologie der bakteriellen Meningitis aufgrund neuer Impfstoffe in den
letzten Jahren zunehmend verandert (Van de Beeck et al. 2004). So ist eine Infektion durch
H. influencae Typ B in westlichen Landern nahezu ausgeléscht worden. Konjugatimpstoffe
gegen Streptococcus pneumoniae versprechen ebenfalls, die Pneumokokkenmeningitis
einzuddmmen. Diese decken bislang 23 der 90 pathogenen Pneumokokkenserotypen ab.
Laut der Deutschen Gesellschaft flr Neurologie versterben jahrlich 10-15 % der Patienten

an einer Pneumokokken- Meningitis (Janssens et al. 2010).
1.1.2.1 Meningitis der Neugeborenen

Wie bereits erwahnt, ist E. coli-K1 neben Listerien, Enterokokken und Staphylococcus
aureus ein haufiger Erreger der frihen neonatalen Meningitis und Sepsis. Eine Hirn-
hautentziindung kann zu akuten Komplikationen wie Hirnblutungen, Hydrozephalus und
Krampfanfallen fiilhren (Belhohradsky und Weil3 2007). Die hohe Letalitdt sowie
Langzeitschaden (Wachstumsstérungen, Entwicklungsverzégerung, Horverlust, kdrperliche
Behinderung und neurologische Spatschaden) verdeutlichen die Bedrohlichkeit einer
Infektion. Der Verlauf einer frihen neonatalen Sepsis ist oft fulminant, die Letalitat liegt bei
10-25 %, und die Gefahr, eine bakterielle Meningitis zu entwickeln, ist hoch (Belhohradsky
und Weil3 2007). Symptome einer neonatalen Meningitis sind Stérungen der Atmung und
des Muskeltonus, der Temperaturregulation, sowie Krampfanfalle, schrilles Schreien und
gespannte Fontanellen. Die Deutsche Gesellschaft flir Neurologie empfiehlt bei Neuge-
borenen eine Kombinationstherapie aus Cefotaxim, Ampicillin oder Piperacillin. Jenseits der
ersten drei Lebensmonate sollte die Therapie mit einem Cephalosporin der 3. Generation
(Cefotaxim oder Ceftriaxon) erfolgen (DGN 2015).

1.1.2.2 Meningitis im Erwachsenenalter

Das Keimspektrum bakterieller Infektionen bei alteren und jingeren Patienten

unterscheidet sich bezlglich der Haufigkeit spezieller Erreger sowie der Vielfalt der Erreger



(Gavazzi und Krause 2002). So sind zum Beispiel bei der ambulant erworbenen
Pneumonie nicht nur die Kklassischen Erreger wie Streptococcus pneumoniae (S.
pneumoniae) anzutreffen, sondern vermehrt Hamophilus influenzae (H. influenzae),
Staphylococcus aureus, Legionella spezies, Chlamydia pneumoniae und andere
gramnegative Erreger. Staphylococcus aureus und E. coli sind mit ungefahr 25 % die
haufigsten Erreger einer Sepsis im Erwachsenenalter (Marrie 2000). Als Komplikation einer
Sepsis kann sich aufgrund der hohen Erregerkonzentration im Blut eine bakterielle
Meningitis entwickeln. Die Meningitis durch E. coli tritt vor allem bei é&lteren,
immunsupprimierten oder polytraumatisierten Patienten oder im Rahmen neuro-
chirurgischer Operationen auf (Mofredj et al. 2000). Schwere ZNS-Infektionen fihren zu
einer deutlichen Verschlechterung des Allgemeinzustandes und konnen Folge-
erkrankungen auslésen. Daher ist die Uberlebensrate bei alteren und immungeschwéchten
Personen deutlich geringer als bei Jingeren (Cabellos et al. 2009). Symptome einer
bakteriellen Meningitis bei Erwachsenen sind Kopfschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen,
hohes Fieber, Photophobie, bei Beteiligung des Enzephalons auch Somnolenz und
epileptische Anféalle (Masuhr und Neumann 2013). Die Leitlinien der Deutschen Gesell-
schaft fir Neurologie empfehlen bei aul3erhalb des Krankenhauses erworbener Meningitis
vor der Therapie mit Antibiotika die adjuvante Gabe von 10 mg Dexamethason. Ist der
Erreger zunachst noch unbekannt, sollte eine empirische Therapie mit einem
Cephalosporin der 3. Generation und Ampicillin vorgenommen werden. Bei hosokomialen
Infekten wird die Gabe von Vancomycin in Kombination mit Meropenem oder Ceftazidim
und Metronidazol empfohlen. Des Weiteren kann die Applikation von Immunglobulinen bei

schweren Verlaufen erwogen werden (DGN 2015).

1.1.3 Pathophysiologie und Pathogenese bakterieller Infektionen des zentralen

Nervensystems am Beispiel von Escherichia coli
1.1.3.1 Escherichia coli

E. coli ist ein gramnegatives Bakterium, welches sich lokal in Harntrakt, Weichteilgewebe,
Abdomen und Lunge ansiedelt und sich dann systemisch im Koérper ausbreiten kann. Das
Risiko an der durch E. coli K 1 verursachten Sepsis zu erkranken ist trotz der Fortschritte in
der Therapie hoch. Dies betrifft vor allem an Meningitis erkrankte Neurgeborene, Kinder,
Immunsupprimierte und altere Patienten (Russo und Johnson 2003). E. coli K1 besitzt eine

Kapsel, welche das Bakterium besonders pathogen macht, indem es die Phagozytose



erschwert, die Invasivitat erhéht und ihm ermdéglicht, die Blut-Hirn-Schranke (BHS) zu
passieren. Versuche an Mikroglia-Zellkulturen konnten zeigen, dass die Phagozytose von
E. coli K1 durch Toll-like-Rezeptoren (TLR)- Stimulation erhéht wird (Ribes et al. 2009).

1.1.3.2 Pathophysiologie und Pathogenese am Beispiel von Escherichia coli-

Meningitis

Bakterielle Erreger kdnnen auf verschiedenen Wegen in das ZNS gelangen, beispielsweise
hamatogen aufgrund einer Sepsis, direkt bei offenen traumatischen Schadelverletzungen,
nach chirurgischen Eingriffen oder per continuitatem im Rahmen einer Sinusitis, Otitis oder
Mastoiditis (Hufschmidt et al. 2009). Um eine Entziindung der Hirnhdute auszulésen, muss
der Erreger in den mit Liquor geflllten Subarachnoidalraum gelangen. Die Blut-Hirn-
Schranke stellt dabei eine natirliche Barriere zwischen dem ZNS und dem Blutkreislauf
dar. Sie wird aus den Endothelzellen der BlutgefalRe, den bindegewebigen Perizyten sowie
den Astrozyten des Gehirns gebildet und schitzt das ZNS vor dem Eintreten von
Krankheitserregern. Die Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke kann auf unterschiedliche
Wege geschehen; sie variiert in Abhangigkeit vom verursachenden Erreger. Bakterien wie
E. coli K1 gelingt die Uberwindung der BHS, indem sie die GefaBendothelzellen des
Gehirns mittels Neuanordnung des Aktinzytoskeletts durchwandern (Kim 2003). Um in den
Liguorraum zu gelangen, bindet sich E. coli mit spezifischen bakteriellen Proteinen wie
etwa dem outer membrane protein A (OmpA) an endotheliale Rezeptoren der GefaRwande
und gelangt somit in das ZNS, wo sich die Bakterien im Subarachnoidalraum (SAR)
exponentiell vermehren (Kim 2000). Ursé&chlich hierfur ist der ungenigende lymphatische
Abfluss (Johnston et al. 2004) und das verhinderte Eintreten von immunkompetenten Zellen
durch die BHS und BLS. Der SAR enthélt aul3erdem eine Reihe von antiinflammatorischen
Immunfaktoren, welche die Immunabwehr unterdriicken (Niederkorn 2006). Die den SAR
umgebenden Hirnh&ute, das perivaskulare Gewebe sowie der Plexus choroideus verfligen
Uber residente Makrophagen und dendritische Zellen (Guillemin und Brew 2004). Bei einer
hohen Konzentration des Erregers kommt es somit zu einer Immunantwort (Koedel et al.
2010). Das unspezifische Immunsystem wird dabei von den durch Autolyse freigesetzten
Bakterienbestandteilen wie Lipopolysacchariden (LPS) als Zellwandbestandteil gram-
negativer Bakterien, Lipoteichon- und Teichonsduren als Zellwandbestandteil grampositiver
Bakterien sowie Peptidoglykane, Pneumolysin und bakterieller DNA aktiviert (Koedel et al.

2010). Die residenten immunkompetenten Zellen des SAR erkennen die bakteriellen



Bestandteile anhand von TLR. Diese gehtren zu der Gruppe der pathogen recognition
receptors (PRR) und reagieren auf spezifische pathogen-associated-molecular-patterns
(PAMP), wodurch das Immunsystem aktiviert wird (Akira et al. 2006). Der Mechanismus
fuhrt Uber die Translokation des Transkriptionsfaktors Nuklearfaktor kappa B (NFkB) zur
Aktivierung von Mitogen aktivierten Proteinkinasen (MAPK) und schliel3lich zur Trans-
kription von Genen fur inflammatorische Zytokine. Dabei spielt das intrazellulare
Adaptermolekil myeloid-differentiation-factor-88 (MyD88) fur den Signalweg der TLR eine
wichtige Rolle. TLR-4 erkennt beispielsweise LPS, welche in der Zellwand von gram-
negativen Bakterien, unter anderem auch bei E. coli, vorkommt (Akira et al. 2006). Illustriert

wird dieser Mechanismus in Abbildung 1 (Seite 7).
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Abbildung 1 TLR-Signaltransduktion in der immunkompetenten Zelle des Subarachnoidalraums

Das intrazellulare Adaptermolekil myeloid-differentiation-factor-88 (MyD88) erkennt den TL-Rezeptor und l6st
die weitere Kaskade aus. Durch Translokation des Transkriptionsfaktors Nuklearfaktor kappa B (NFkB)
kommt es zur Aktivierung von Mitogen aktivierten Proteinkinasen (MAPK). Diese fuhrt zur T-Zell Stimulation

und Zytokinproduktion innerhalb des Zellkerns (eigene Abbildung).

Ein wichtiger Bestandteil zur Bekampfung bakterieller Erreger stellt die Migration der Leu-
kozyten als Bestandteil der adaptiven Immunantwort dar. Dieser Prozess wird anfangs
durch die Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen durch meningeale Makropha-

gen, Ependymzellen und chorioidale Plexusepithelzellen und spater durch Mikrogliazellen



und die eingewanderten Leukozyten selbst initiiert (Nau und Brick 2002). Nachfolgend
kommt es zur Freisetzung weiterer entziindungsaktiver Substanzen wie Proteasen und
freier Radikale (Engelhardt und Cosine 2011). Dieser Prozess wird anfangs durch die Aus-
schittung von proinflammatorischen Zytokinen durch residente immunkompetente Zellen
wie Makrophagen und spater durch die eingewanderten Leukozyten selbst initiiert (Nau und
Brick 2002). Die Leukozytenmigration verlauft in folgenden Schritten: Anbindung mithilfe
von Selektinen, Triggerung der Leukozyten durch proinflammatorische Zytokine, Chemoki-
ne, Teilen des Komplementsystems sowie bakterielle Zellwandbestandteile, Adhasion
durch Integrine und schlie3lich Emigration in den SAR (Scheld et al. 2002). Aktivierte Leu-
kozyten l6sen die Freisetzung von reaktiven Oxidantien wie Sauerstoffradikalen (ROS),
Stickstoffradikalen (reactive nitrogen intermediates- RNI]) und proteolytischen Enzymen wie
der Matrix-Metalloproteinase-2 (MMP-2) aus (Gerber und Nau 2010). Diese wiederum ver-
starken die Inflammation, zerstéren die Barrierefunktion des Gehirns und induzieren somit
vermehrten Zelluntergang. Die erhdhte Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen
wie TNF-qa, IL-1 und IL-6 verstarken wiederum die Durchlassigkeit der BHS. Am Ende fiih-
ren diese Reaktionen zu den schweren klinischen Folgen einer bakteriellen Meningitis mit
lokalen Vasospasmen und Vaskulitis gefolgt von Minderperfusion des Gehirns, Hirnédem
und schlie3lich schwerwiegender Schadigung von Hirngewebe (Ramesh et al. 2013). Damit
zeigt sich, dass die Aktivierung des Immunsystems nicht nur essentiell fiir die Bekampfung
des Erregers ist, sondern auch die ausgeldste Immunreaktion des eingewanderten Erre-
gers dazu beitragt, sekundar Gehirngewebe zu schadigen. Werden diese pathophysiologi-
schen Vorgange nicht rechtzeitig unterbrochen, kénnen die gesetzten irreversiblen neuro-

nalen Schaden zum Tode fuhren (Koedel et al. 2010).

1.1.3.3 Interaktion von Mikroglia und Toll- like receptor am Beispiel von Escherichia

coli

Mikroglia sind mesodermalen Ursprungs und gehoren zu der Gruppe der Gliazellen. Man
findet sie in Gehirn und Ruckenmark. Mikroglia halten die Hamostase im ZNS aufrecht,
besitzen regenerierende Aufgaben und gehéren zum angeborenen unspezifischen
Immunsystem (Aloisi 2001). Sie stellen die Phagozyten des ZNS dar und erfillen die
Abwehrfunktion, wenn Bakterien bei einer bakteriellen Infektion in das Gehirn eindringen
(Hanisch und Kettenmann 2007). Saugetiere besitzen bei der Immunabwehr bakterieller
Infektionen zwei Aktivierungswege: das angeborene (Phagozytose und Antigen-

prasentation) und das erworbene (T- und B- Lymphozytenfunktion) Immunsystem (Herold



2011). Treten Bakterien im Blut oder Liquor auf, reagiert das Gehirn mit einer gut
organisierten Immunreaktion (Aravalli et al. 2007). Die Mikroglia exprimieren hierbei eine
Vielzahl an TLRs (Bsibsi et al. 2002), welche PAMPs erkennen und die lokale
Immunantwort einleiten (Simard und Rivest 2005). Zirkulierende Immunzellen werden vom
Ort der Infektion zusammen mit perivaskularen und meningealen Makrophagen angezogen
(Hanisch und Kettenmann 2007). Durch die Rezeptor-Ligand-Interaktion verandern sich die
ruhenden und verzweigten Zellen zu aktivierten, runderen Mikrogliazellen (Hanisch et al.
2007). Neben der Morphologie andert sich der Immunphanotyp. Zu den Aufgaben unter
inflammatorischen Bedingungen z&hlen sowohl die Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen, Chemokinen und Sauerstoffradikalen (ROS) als auch eine Erhéhung der
Phagozytose- Aktivitat (Hausler et al. 2002). Einerseits schitzen Mikrogliazellen das Gehirn
und das Rickenmark vor Bakterien, andererseits setzen sie NO und TNF-a frei (Ebert et al.
2005), wodurch wiederum Neurone geschadigt werden kénnen (lliev et al. 2004). Durch die
Stimulation mit Interferon-y (IFN-y) geht die Produktion von neuroprotektiven Faktoren
durch Mikroglia zurtick und fuhrt zu einer vermehrten Freisetzung zelltoxischer Substanzen
(Moran et al. 2007). Dieser Vorgang wird den Untersuchungen in dieser Arbeit Zugrunde
gelegt. TLR nehmen eine zentrale Rolle im Immunsystem ein. Sie werden von
Makrophagen und dendritischen Zellen als Teil der angeborenen, von B-Zellen als Teil der
adaptiven Immunabwehr exprimiert und wahrend einer Inflammation im ZNS verstarkt
gebildet. So konnte eine verstarkte Expression der mRNA von TLR-2, TLR-4 und TLR-7 in
Gehirnen junger C57BL/6-M&use nach i.c. Infektion mit E. coli-K1 gezeigt werden (Bottcher
et al. 2003). Im menschlichen Korper werden 11 verschiedene, in Mausen hingegen bis zu
13 TLR exprimiert (Kawai und Akira 2006). Die unterschiedlichen Typen von TLR werden
an Zellbestandteilen exprimiert und Uber bestimmte bakterielle Oberflachenmerkmale
stimuliert. Dies fuhrt Uber diverse Signaltransduktionswege zu entsprechenden Immun-
antworten. Ruhende Mikroglia sind nicht-phagozytierende Zellen, aktivierte Mikroglia sind
phagozytierende Zellen. Stimuliert man Mikrogliazellen mit Agonisten der TLR-1/2, -4 und -
9, so erhoht sich die Phagozytoserate von Bakterien deutlich (Ribes et al. 2010). Die
Stimulation von Mikrogliazellen mit dem TLR-3-Agonisten polyinosinic-polycytidylic-acid
(Poly I:C) fuhrt zu einer vermehrten Phagozytoserate und gesteigertem intrazellularem
Abtdten von E. coli sowie zur vermehrten Ausschittung von Zyto- und Chemokinen und
Stickstoffmonoxid (NO) (Ribes et al. 2010). Ebenso fiihrt die Aktivierung von Mikrogliazellen
durch TLR-1/2-, -4- und -9-Agonisten zur Ausschittung von NO und Tumor-Nekrose-
Faktor-a (TNF-a) (Ebert et al. 2005). Im Experiment mit murinen Neuronen-Mikroglia-
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Kokulturen zeigt sich allerdings auch, dass es unter Stimulation durch TLR-1-, -2- und -4-
Agonisten zur Abnahme der Lebensfahigkeit der Neurone kommt, gemessen an der
reduzierten Zahl von intakten neuronalen Auslaufern und Vernetzungen (Schitze et al.
2012). TLR-2 und -4 befinden sich auf der Zelloberflache und erkennen Bestandteile aus
bakteriellen Zellwanden. TLR-9 wird in intrazellularen Vesikeln, Endosomen und Lyso-
somen exprimiert (Muzio und Mantovani 2000). Tripalmitoyl-Cystein (PamsCSKa) ist ein
synthetisch hergestelltes Analogon fur Bestandteile von Zellwanden grampositiver
Bakterien und stimuliert TLR-1/2. Lipopolysaccharide (LPS), welche Bestandteil der
Zellwand gramnegativer Bakterien sind, kdnnen beispielsweise tber die Aktivierung von
TLR-4 und die nachfolgende Immunantwort einen septischen Schock verursachen (Ribes
et al. 2010a). Oligodesoxynucleotides containing unmethylated cytosine guanosin motifs
(ODN CpQG) ist ein synthetisches Analogon fir bakterielle CG-Sequenzen, diese gehdren
zur bakteriellen DNA gramnegativer sowie grampositiver Bakterien. Durch Bindung an den
TLR-9 und kann zum Beispiel ursachlich fur einen septischen Schock sowie zerebrale
Entzindung sein (Tauber et al. 2009). Stimulation des TLR-3 fuhrt zur Aktivierung des TIR
domain containing adaptor inducing interferon y (TRIF)-Signalwegs (Yamamoto et al.
2002a). Die Aktivierung des Signalmolekils MyD88 ist wichtig fur eine effektive
Immunantwort wahrend einer bakteriellen Meningitis (Koedel et al. 2004) und fuhrt zu einer
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-kB und Mitogen aktivierten Proteinkinasen
(MAPKS). Infolge der Aktivierung dieser Transkriptionsfaktoren kommt es zu einer
Ausschuttung von inflammatorischen Zytokinen. Der MyD88 unabhéngige Signalweg fihrt
ebenfalls Uber eine Aktivierung von Transkriptionsfaktoren zu einer Freisetzung von
inflammatorischen Zytokinen und Interferon Typ 1 (Yamamoto et al. 2002b). Es wird
deutlich, dass aktive Mikroglia einerseits durch vielfaltige Mechanismen das Gehirn sowohl
schitzen als auch schadigen konnen und somit verschiedene Angriffspunkte zur
Intervention bieten. In den genannten experimentellen Untersuchungen konnte durch
gezielte TLR-Stimulation die Bedeutung der TLR und die Auswirkung auf die Immunantwort

gezeigt werden.

1.2 Vitamin D
1.2.1 Synthese

Physiologischerweise nehmen wir etwas Vitamin D tber die Nahrung auf (tierisch: Vitamin

D3 [Cholekalziferol] oder pflanzlich: Vitamin D2 [Ergokalziferol]). Viel entscheidender ist die
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Bildung von Vitamin D in der Haut aus 7-Dehydrocholesterol unter Einfluss von UV-Licht.
Dieses wird in der Leber zu inaktivem 25-Hydroxyvitamin D3 (Calcifediol) umgewandelt und
wird aufgrund der langen Halbwertszeit und seiner hydrophoben Eigenschaft zur
Bestimmung des Vitamin-D-Status bei Patienten benutzt werden (Holick 2007).
Anschliel3end erfolgt die Umwandlung in der Niere durch das Enzym 1a-Hydroxylase zum
aktiven Metaboliten 1a-25-Dihydroxyvitamin D3 (Kalzitriol). Aufgrund des Synthese-
mechanismus ist Vitamin D als Prohormon anzusehen, dessen Produktion unter dem
Einfluss von Phosphat, Kalzium und Parathormon (PTH) steht. Bei Hypokalziamie wird die
PTH-Produktion stimuliert, was zu einer gesteigerten Phosphatausscheidung der Nieren
und einer vermehrten Freisetzung von Kalzium aus dem Knochen fuhrt. Das Absinken des
Serum-Phosphatspiegels bewirkt wiederum eine vermehrte Produktion von aktivem Vitamin
Ds. Kalzitriol fuhrt nun am Darm zu einer gesteigerten enteralen Kalzium- und
Phosphatresorption. Dieser Mechanismus wirkt auch in die gegenlaufige Richtung, sodass
bei einem gesunden Organismus die bedarfsgerechte Versorgung hergestellt wird (Herold
2011). Je nach Literatur werden verschiedene Referenzbereiche des optimalen 25-
Hydoxyvitamin-D-Spiegels diskutiert (Holick 2007; Hewison 2011b). Die Richtwerte fur
einen ausreichenden Vitamin-D-Spiegel liegen bei 50nmol/l Calcifediol fur Erwachsene
(Robert Koch-Institut 2019).

1.2.2 Vitamin-D-Mangel: Definition, Atiologie und Epidemiologie

In der Vergangenheit sprach man von Vitamin-D-Mangel ab einem Serumspiegel von < 8
ng/ml (20 nM) und einer damit einhergehenden Erkrankung wie zum Beispiel Osteoporose
(Hewison 2011b). Somit lag der physiologische Referenzbereich in der Vergangenheit bei
8-30 ng/ml (20-75 nM). Neuere Studien zeigten eine Wechselwirkung von zirkulierendem
Parathormon, der intestinalen Calciumaufnahme und Serumspiegeln von Vitamin D ab 30
ng/ml (75 nM), sodass aktuell der optimale Referenzbereich des 25-Hydoxyvitamin-D
zwischen 30-32 ng/ml (75-80 nM) liegt (Hewison 2011b). Klinische Studien konnten zeigen,
dass die Pravalenz neurologischer Erkrankungen (neuromuskular, neurodegenerativ,
ischdmisch und dementiell) bei &alteren Menschen stark mit einem Vitamin-D-Mangel
assoziiert sind (Sudarsky 2001). Gehauft tritt eine Hypovitaminose-D bei Menschen
hoheren Lebensalters auf. Dies betrifft in Amerika und Europa etwa 50 % der zu Hause
lebenden und 80 % der in Pflegeheimen ansassigen alteren Personen (Holick 2006; Flicker
et al. 2005). Mdgliche Ursachen eines Vitamin-D-Mangels sind unzureichende UV-

Exposition, mangelnde Vitamin-D-Zufuhr Uber die Nahrung oder Malassimilationssyndrome.

11



Weiterhin besteht die Moglichkeit einer Stoffwechselstérung auf Ebene von Leber und
Niere sowie genetisch bedingten Stérungen der Enzym- oder Vitamin-D-Rezeptor-(VDR-
)Synthese. Die Pravalenz des Vitamin-D-Mangels schwankt abhangig von geographischen
Begebenheiten, Lebensalter, Jahreszeit und Sonnenexposition (Herold 2011). In der
Bevolkerung von Industrielandern hat das haufige Vorkommen einer Hypovitaminose-D3
hinsichtlich der Zellalterung vor allem bei élteren Menschen, eine wichtige Bedeutung. Eine
inadaquate Vitamin-D-Versorgung des Organismus kann nicht immer allein durch die
gewohnliche Nahrung ausgeglichen werden, daher werden bereits Nahrungs-
ergdnzungsmittel mit dem Zusatz von Vitamin D hergestellt (Nowson und Margerison
2002).

1.2.3 Bedeutung des Vitamin D im zentralen Nervensystem

In den letzten Jahren ist durch eine Fille an laborchemischen klinischen Studien
herausgekommen, dass Vitamin D durch Einflussnahme auf das angeborene und
erworbene Immunsystem bei zahlreichen Krankheitsbildern eine Rolle spielt. Unter
anderem zeigte sich ein Zusammenhang von Vitamin in ausreichender Konzentration und
dessen Eigenschaft, das Risiko von autoimmunen Krankheiten wie Multipler Sklerose, Typ
1-Diabetes, entzundlichen Darmerkrankungen, rheumatoider Arthrtis, Osteoarthritis und
systemischen Lupus erythematodes zu reduzieren (Adorini und Penna 2008). Vitamin-D-
Rezeptoren, das Enzym 1a-Hydroxylase und Vitamin-D-Metabolite sind im gesamten
Nervensystem vorhanden und spielen eine zentrale Rolle beziglich Gesundheit und
Krankheit. Daneben gibt es noch die extra-renale Vitamin-D-Synthese: Gehirn, Prostata,
Brust, Darm und viele andere Gewebe exprimieren VDR, besitzen das Enzym 1o-
Hydroxylase und produzieren damit die aktive Form des Vitamin D (Holick 2006, Dusso et
al. 2005). Vitamin D fungiert als auto- oder parakrines Hormon vom neurosteroidalen Typ
und verbindet sich direkt mit den VDRs der Gliazellen des Gehirns, insbesondere des
temporalen, orbitalen und zingularen Kortex sowie Thalamus, Amygdala und Rickenmark
(Langhub et al. 2001). Ob direkt oder indirekt, 1,25-Dihydroxyvitamin D kontrolliert Gber 200
Gene, welche Einfluss auf Zellproliferation, Apoptose und Angiogenese nehmen (Napgal et
al. 2005). Weiterhin induziert das Hormon die Produktion von antibakteriellen Proteinen und
unterstitzt somit die zellulare Abtotung von Bakterien in verschieden Zelltypen (Hewison
2012). Auf welche Weise Vitamin D auf das Risiko und Fortschreiten einer Krankheit
Einfluss nimmt, ist bisher wenig verstanden. Untersuchungen zeigten aber, dass der

Serumspiegel im Organismus hinsichtlich des Krankheitsverlaufs bei neurodegenerativen
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Krankheiten wie Parkinson oder Alzheimer entscheidend ist (Evatt at al. 2008). Hierbei
scheinen niedrige Spiegel an Vitamin D die Entstehung und den Ausbruch der Erkrankung
zu beginstigen. Dies lasst vermuten, dass Vitamin D Uber die T-Zell-Modulation hinaus
eine wichtige Rolle in Entwicklung und Funktion des ZNS spielt (Garcion et al. 2002). In
einem gesunden ZNS werden VDR in den Nervenzellen der grauen, nicht aber der weil3en
Substanz exprimiert. Aul3erdem findet sich in diesen Zellen die 1,25-(OH)2-D3-1a-
Hydroxylase, das Enzym, welches die Reaktion in die biologisch aktive Form von Vitamin
D3 katalysiert (Eyles at al. 2005). In Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass Vitamin D
die Differenzierung und Proliferation neuronaler Zellen entscheidend beeinflusst (Deluca et
al. 2013). Dabei schutzte die zusatzliche Gabe von Vitamin D Mause vor Cuprizon-
induzierter- Demyelinisierung und reduzierte die Aktivitdt von Mikroglia und Makrophagen
(Wergeland et al. 2011). Die Experimente dieser Arbeit wurden mit aus Mausen
gewonnenen Mikrogliazellen durchgefiihrt. Die Annahme war, dass die Wirkung von
Vitamin D auf die angeborene antibakterielle Aktivitat auf Primaten beschrankt sei, da diese
ein Schlusselmolekil, das Vitamin-D-Response-Element (VDRE) exprimieren, welches fur
die Vitamin D vermittelte Regulation der Transkription von antibakteriellen Proteinen
zustandig ist (Gombart et al. 2009). Es zeigte sich aber, dass einige Proteine der Maus wie
zum Beispiel Angiogenin 4 (Ang4) antimikrobiell von Vitamin D beeinflusst werden. In den
mit Vitamin-D-defizienten Mausen war die Ang4-Konzentration niedriger, daraus folgte die
Dysregulation der antibakteriellen Aktivitat und der Homoostase der Darmbakterien. Somit
stieg das Pradispositionsrisiko, an einer Kolitis zu erkranken (Lagishetty et al. 2010).
Obwohl die Funktion des Ang4 auf bestimmte Regionen des Gastrointestinaltraktes
beschrankt zu sein scheint, unterstreicht diese Beobachtung die Vielseitigkeit des Vitamin
D, weil es die antibakterielle Aktivitat in verschiedenen Gewebe und Tierspezies beguinstigt
(Hewison 2011a). Die antibakterielle Wirkung des Vitamin D wird aber nicht nur Uber
Monozyten und Makrophagen vermittelt, sondern schliel3t auch eine Vielzahl an Zellen
einschlief3lich des Bronchialepithels (Yim et al. 2007), der myleolischen Zellreihe (Gombart
et al. 2005) sowie der dezidualen und trophoblastischen Zellen der Plazenta (Evans et al.
2006) mit ein. Folglich liegt die Vermutung nahe, dass Vitamin D eine der Schlusselfaktoren

in der menschlichen Immunabwehr darstellt.

1.2.4 Klinische Daten zum Vitamin-D-Mangel

Bereits 1903 wurde Niels Finsen mit dem Nobelpreis ausgezeichnet, nachdem er den

Nutzen von UV-Exposition bei Lupus vulgaris, einer Hautmanifestation der Tuberkulose
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demonstrierte. Nachfolgende klinische Studien belegten, dass Vitamin D durch Aktivierung
der TLR die Immunantwort bei Tuberkulose positiv beeinflusst. So fuhrte Vitamin-D-
Substitution bei Lungentuberkulose nach 12 Wochen zu einer Verbesserung der klinischen
und bildgebenden Befunde. Weiterhin konnte in dieser Studie eine Verbesserung der
Immunaktivierung, gemessen an der INF-y-Freisetzung, nachgewiesen werden (Salahuddin
et al. 2013). Neben der Tuberkulose korrelieren auch bei der chronisch obstruktiven
Lungenerkrankung (COPD) niedrige Level an 25-Hydroxyvitamin D im Serum mit der
Schwere des Krankheitsverlaufs (Janssens et al. 2010). Bei der Sarkoidose zeigten sich
demgegenuber eine erhdohte Konzentration an 1,25-Dihydoxyvitamin-D und eine Hyper-
kalzidmie im Serum. Diese erhdhten Vitamin-D-Spiegel lie3en sich vor allem auf die
erhdhte Enzymaktivitat der 1a-Hydroxylase in Makrophagen der Lunge zurtickfuhren
(Kamphuis et al. 2014). Bei epidemiologischen Analysen kann weiterhin eine Verbindung
zwischen saisonal veranderter Serumkonzentration von 25-Hydroxyvitamin D und der
saisonalen Haufung von Influenza beobachtet werden, was wiederum die Rolle des Vitamin
D bei der Abwehr von Infektionen im oberen Respirationstrakt hervorhebt (Aloia und Li-Ng
2007). Vitamin D wurde auch als Schlusselfaktor bei der Modulierung der Immunantwort im
Rahmen von entzundlichen Erkrankungen des Respirationstraktes identifiziert (Bergman et
al. 2012). Die Pravalenz des Vitamin-D-Mangels ist bei hospitalisierten Patienten
besonders hoch und stellt einen zusétzlichen Risikofaktor bei der Entwicklung einer
Infektion mit septischem Verlauf dar. Im Rahmen einer Sepsis ist zum Beispiel das Vitamin-
D-Tréagerprotein erniedrigt. Dies fuhrt wiederum zu niedrigeren Konzentrationen an 25-
Hydroxyvitamin D (Jeng et al. 2009) und verstarkt die Minderproduktion des aktiven Vitamin
D. In Studien konnte nachgewiesen werden, dass das Vorhandensein von 25-
Hydroxyvitamin D die Blutgerinnungseigenschaften hinsichtlich der mit Sepsis verbundenen
disseminierten intravasalen Gerinnung verbessert. Die Vitamin-D-Substitution im Tiermodell
beeinflusste die Menge an zirkulierenden entzundlichen Zytokinen wie TNF-a und IL-6
(Watkins et al. 2011). Diese Erkenntnisse fuhren zu der Ansicht, dass Vitamin-D-Mangel
eine verminderte Immunantwort im Rahmen einer Infektion hervorruft. Als mogliche
Mechanismen, denen die protektive Wirkung des Vitamin D im Rahmen einer bakteriellen
Infektion zuzuschreiben sind, wurden Beeinflussung der Konzentration antimikrobieller
Peptide (AMP), Supression der T-Zell-Proliferation und Modulation der dendritischen Zellen
des angeborenen Immunsystems identifiziert (Van der Aar et al. 2013; Olliver et al.2013).
Bei Erwachsenen verfligt das ZNS lber samtliche Bausteine, um seine eigenen aktiven
Metabolite des Vitamin D zu produzieren. Vitamin D fungiert somit als Auto- oder
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Parakrinhormon vom neurosteroidalen Typ (Garcion et al. 2002). Uber die Bindung an den
Vitamin-D-Rezeptor (VDR) nimmt es Einfluss auf den Temporallappen, den Thalamus
(Nucleus accumbens, Stria terminalis), die Amygdala und das Rickenmark (Langub et al.
2001). Dariber hinaus besitzt Vitamin D im ZNS antiepileptische, immunmodulatorische
und verhaltensmodifizierende Eigenschaften sowie die Fahigkeit Alterungsprozessen
entgegen zu wirken (Kalueff und Touhimaa 2007). Weiterhin konnte belegt werden, dass
Vitamin D das Neuronenwachstum in hippokampalen Zellkulturen der Ratten beschleunigt
(Brown et al. 2003). AulRerdem spielt Vitamin D eine Rolle bei der Regulation zahlreicher
Neurotransmitter im Rattengehirn wie z.B. Acetylcholin, Dopamin, Serotonin und
Gammaaminobuttersadure (Garcion et al. 2002; Kalueff und Touhimaa 2007). Diesen
neurotrophen Merkmalen des Vitamins D ist sein neuroprotektiver Charakter z.B. im
Rahmen von zerebralen Ischdmien und sein anti- neurodegenerativer Effekt in Tier-
modellen der Parkinsonschen Erkrankung zuzuschreiben (Wang et al. 2000; Garcion et al.
2002). In einer prospektiven Studie tber 6 Jahre untersuchten Littlejohns und Kollegen eine
Kohorte von 1.658 Amerikanern hoheren Lebensalters in Bezug auf niedrige Vitamin-D-
Konzentrationen und deren Einfluss auf Demenzerkrankungen. Das Ergebnis zeigte unter
den Senioren ein zweifach erhohtes Risiko, beim Vorliegen eines Vitamin-D-Mangels an
einer Demenz oder einem Morbus Alzheimer zu erkranken. Ab einer Konzentration von 50
nmol/l war eine Demenzerkrankung vermeidbar. Im Gegenzug stellte die Substitution des
Hormons nicht zwangslaufig einen Schutz dar (Littlejohns et al. 2014). Vitamin D wurde
bereits vor einigen Jahrzehnten eine ernstzunehmende immunmodulatorische Funktion
zugeschrieben. Klinische und experimentelle Studien stlitzen die Hypothese, dass eine
unzureichende Versorgung mit Vitamin D zu einer Dysregulation der menschlichen
Immunantwort fihrt und somit die Entstehung von Infektionskrankheiten und Immun-
erkrankungen begunstigt (Hewison 2011; Bergman et al. 2012). Auch belegen immer mehr
Studien eine Korrelation von Vitamin-D-Mangel und neurologischen Funktionsstdrungen.
Ob im menschlichen oder tierischem Organismus, Vitamin D scheint eine zentrale Rolle in
der Neurotransmission, Neuroprotektion und Neuroimmunmodulation sowie bei
Transmitterprozessen des Gehirns zu spielen (Annweiler et al. 2010). Im Jahr 2014 wurde
eine Metaanalyse verdffentlicht, welche den Einfluss einer Vitamin D-Substitution
hinsichtlich der Mortalitéat in Bezug auf kardiovaskuldre Erkankungen, Tumorleiden oder
andere Krankheiten untersuchte. Es konnte gezeigt werden, dass die Substitution von
inaktivem Vitamin D die Mortalitat unter alteren Menschen signifikant senkte (Chowdhury et
al. 2014). Weitere Wirkungsspektren des Vitamin D sind antiproliferative Effekte (Spina et
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al. 2006), die Forderung der antimikrobiellen angeborenen Immunantwort (Hewison 2011a)
sowie die Wirkung auf Bluthochdruck (Zhou et al. 2008) und Immunmodulation (Adams und
Hewison 2008; Hewison 2011b). Hierbei scheint der zellspezifischen Synthese des aktiven
Metaboliten 1,25(0OH)z2D eine zentrale Bedeutung zuzukommen. Das Enzym 25-OHD-1a-
Hydroxylase, welches auf dem Gen CYP27B1 codiert ist und in vielen extrarenalen
Geweben und dem des Immunsystems exprimiert wird, spielt dabei eine zentrale Rolle
(Hewison 2011b). Diese Erkenntnisse unterstreichen die wichtige Rolle bei der
Bekampfung von Infektionen, Beeinflussung neurodegenerativer und neuro-
immunologischer Krankheiten und Einddmmung von Entztindungen durch die Wirkung des

Vitamin D auf koérpereigene Immunzellen.

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Die durch E. coli verursachte Meningitis und Meningoenzephalitis geht mit einer hohen
Sterblichkeit und neurologischen Folgeschdden einher. Gehauft traten diese
Beobachtungen bei Patientenkollektiven auf, die an einer Hypovitaminose D litten. Vitamin
D hat potenten Einfluss auf das menschliche Immunsystem, indem es antimikrobielle
Proteine (AMPs) akquiriert und die T-Zell-Proliferation hemmt. Sein Einfluss auf die
Mikrogliazellen ist jedoch weitestgehend unbekannt. Weiterhin werden Vitamin D
antibakterielle, neurotrope, antioxidative und antiinflammatorische Effekte zugeschrieben.

Der Einfluss von Vitamin D im Rahmen einer bakteriellen Meningitis, damit assoziierte
oxidative und inflammatorische Prozesse sowie insbesondere die Aktivierung der Mikroglia
sind bisher nicht bekannt. Ziel dieser Arbeit ist es daher, die Effekte des Vitamin-D-Mangels
und -Uberflusses auf Mikrogliazellen der Maus hinsichtlich Phagozytoserate, intrazellularer
Abtdtung von Erregern und Immunantwort zu untersuchen. Dabei wurde die Mikroglia aus
Mausegehirnen Vitamin-D-defizienter und -suffizienter Mause isoliert und kultiviert sowie
mit TLR-Agonisten stimuliert. Untersucht wurden zudem Unterschiede hinsichtlich
Freisetzung von Zytokinen und Stickstoffmonoxid durch die Mikrogliazellen. Diese Arbeit
verfolgt die Hypothese, dass Vitamin D durch Foérderung der Erregerlimination und der
positiven Beeinflussung der Immunantwort zu einem gunstigeren Verlauf der E. coli-
Meningitis beitragen kann und einen protektiven Effekt auf das Hirngewebe im In-vivo-

Modell der bakteriellen Meningitis hat.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Aqua, destilliert

Avidin- Biotin- Komplex
Rinderserumalbumin (BSA)
Oligonucleotides containing unmethylathed
cytosine- guanosin motifs (CpG)

DePeX

Deoxyribonuclease |

Diaminobenzidin

Dulbecco’s Modified Eagle medium (DMEM)
D-PBS

Lipopolysaccharid (LPS): Escherichia coli
Serotyp026:B6
E. coli K1

Essigsaure
Ethanol
FCS

Formaldehyd

Gentamicin (10 ug/ml)

Meyers Hamalaunlésung

Interferon-y

Isotone Natrium-Chlorid (NaCl) Lésung 0,9 %
Isolectin-B4

Ketamin 10 %
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B. Braun, Melsungen, Deutschland
Sigma, St. Louis, MO, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

TIB Molbiol, Berlin, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
GIBCO, Darmstadt, Deutschland
Gibco Invitrogen, Karlsruhe,

Deutschland

Sigma, St. Louis, MO, USA

G. Zysk, Institut fir Medizinsiche
Mikrobologie, Disseldorf,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Gibco Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

Merck Darmstadt, Deutschland
Sigma, St. Louis, MO, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, St. Louis, MO, USA
Braun, Melsungen, Deutschland
Sigma, St. Louis, MO, USA
Medistar, Ascheberg, Deutschland



Mouse IL-6 ELISA Kit
Mouse TNF-a ELISA Kit
Mouse KC ELISA Kit
Mouse IL-10 ELISA Kit

Natriumchlorid

phosphate buffered saline (PBS) Dulbecco

Penicillin/ Streptomycin
Poly I.C
Streptavidin HRP conjugate

Triton X-100
Trypanblau-Lésung

Trypsin
Tripalmitoyl-S-glyceryl-Cystein
(PamsCSKa)

Tween 20
Xylazin 2 %

2.1.2 Gerate und Software

Autoklav

Bunsenbrenner

Brutschrank

Einbettautomat

Eingiel3station

Eismaschine

Mikroplatten- Reader

Graphpad Prism 4.0 Software

R&D Systems, Minneapolis, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA
Diaco (Triesk, 1)

Biochrom KG, Berlin, Deutschland
GIBCO, Darmstadt, Deutschland
Invivo Gen, San Diego, CA, USA
Biosource Life Technologies,
Darmstadt, Deutschland

Sigma, St. Louis, MO USA
Sigma, St. Louis, MO, USA
Biochrom (Berlin, D) Deutschland
EMC Microcollections, Tubingen,
Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland
Riemser, Greifswald (Insel Riems),
Deutschland

Systec, Wettenberg, Deutschland
Schiutt, Géttingen, Deutschland
Thermo Scientific, Braunschweig,
Deutschland

Thermo Scientific Excelsior ES,
Hudson, NH, USA

Shandon Histocentre 2, Frankfurt,
Deutschland

Scotsman-Enodis, Sprockhdvel,
Deutschland

Tecan Multi- plate reader,
Méannerdorf, Schweiz

Graphpad, San Diego, CA, USA
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Inkubator

Mikroskop

Reagenzglasschiittler-Reax Top®
Schdttelplatte ,,rotomix”
Sterilbank-Laminair®

Vortex

Waage
Wasserbad

Zentrifuge

Memmert Typ BE200, Schwabach,
Deutschland

Olympus BX51, Hamburg,
Deutschland

Heidolph, Schwabach, Deutschland
Zeipel, Bovenden, Deutschland
Heraeus, Hannover, Deutschland
IKA MS1 Works, Staufen,
Deutschland

Omnilab, Gaottingen, Deutschland
GFL, Burgwedel, Deutschland
Eppendorf Centrifuge 5417R,
Hamburg, Deutschland

2.1.3 Verbrauchsmaterial und spezielles Material

10 ml Pipetten
96-Napf-Gewebekulturplatten
13 mm Glasplattchen/Coverslips

Blutagar-Platten

Deckglaser (24x32 mm)
Eppendorf-Cups (1,5 ml und 2 ml)
Gewebekulturflaschen
Insulinspritzen (1 ml)
Neubauer-Zahlkammer
Objekttrager

Petrischalen

Pinzetten, Pipetten
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Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Satstedt, NUmbrecht, Deutschland
Menzel, Braunschweig, Deutschland
Institut flr Medizinische
Mikrobiologie Goéttingen, Deutschland
Menzel, Braunschweig, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Greiner, Frickenhausen, Deutschland
Braun, Melsungen, Deutschland

LO- Laboroptik, Bad Homburg,
Deutschland

Knittel- Glaser, Braunschweig,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland



Pipettenspitzen Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Praparierbesteck Aesculap, Tuttlingen, Deutschland
Roéhrchen (15 ml) BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA
Schere Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Schraubenbecher (100 ml) Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Standard Mausfutter Ssniff, Soest, Deutschland

Zellsieb (40 pm) VWR, Darmstadt, Deutschland
Zellkulturflaschen Corning Costar, Wiesbaden,

Deutschland
Vitamin-D-armes Futter Ssniff, Soest, Deutschland

2.1.4 Herstellung von Lésungen

70 %iger Alkohol
Zur Herstellung von 70 %igem Alkohol wurden 700 ml 99 %iger Ethylalkohol mit 300 ml

destilliertem Wasser gut vermischt.

Herstellung von Phosphate-buffered-saline (PBS)
Es wurden 28,875 g PBS Dulbecco-Pulver in 2,5 | destilliertem Wasser gelést und mithilfe

des Magnet-Rotors gut vermischt. AnschlieRend wurde die PBS-Ldsung autoklaviert.

Zellkulturmedium

Zur Herstellung des Mediums fur die Zellkultur wurde zunachst je ein Eppendorf-Cup
fetales Kalbsserum (FCS) sowie Penicillin+Streptomycin (=100 U/ml Penicillin, 10000 ug/ml
Streptomycin) (PS) aus dem Kuhlfach enthommen und im Wasserbad bei 37 °C erwarmt,
bis sie sich in einem flissigen Aggregatzustand befanden. Weiterhin wurde ein steril
verpackter Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Behélter aus der Kihlung
entnommen, unter der sterilen Anzugshaube geo6ffnet und 50ml mit der Pipette entnommen.
Anschlie3end wurden 50 ml FCS und 5 ml PS mit einer Pipette in das Medium DMEM
Uberfuihrt. Nachdem das neu angesetzte Medium DMEM+FCS+PS angesetzt worden war,

erfolgte die Lagerung im Kuhlschrank zur weiteren Verwendung
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Stimulation Stammldsung
Zur Herstellung der Stammlésung DMEM+FCS fur die Stimulation und das E. coli-Inokulum

wurde wie unter 2.1.4. beschrieben verfahren unter Ausschluss der 5 ml PS-Zugabe.

Escherichia coli K1-Inokulum

Der Stamm K1 wurde aus dem Liquor eines an Meningitis erkrankten Kindes isoliert und
uns freundlicherweise von Dr. med G. Zysk aus dem Institut fir Medizinische Mikrobiologie
in Dusseldorf zur Verfugung gestellt. Der Bakterienstamm wurde nicht hitzeinaktiviert und
stellt damit einen virulenten Keim dar. Nach Anzichtung auf Blutagarplatten fir 24 Stunden
wurden die Bakterien in 0,9 % NaCl-Losung uberfuhrt und bei -80 °C gelagert. Die
Konzentration des Bakteriums in der Stammsuspension betragt 4,1 x 10! CFU/ml
DMEM+FCS und wird auf eine Konzentration von zweimal 10°CFU/mI verdinnt. Unter der
sterilen Anzugshaube wird 1 pl E. coli mit 20 yl DMEM+FCS verdunnt. Zur Kontrolle der
CFU wird das Inokulum in 5 Verdinnungsstufen (1:10, 1:100, ...) auf eine Blutagarplatte

aufgetragen und nach 24 h abgelesen.

Griess-Reagenz

Das fur die Messung der Stickstoffmonoxid-Freisetzung benétigte Griess-Reagenz wurde
aus 2,2 ml Reagent A (1 g Sulfonamid, 30 ml Acetat und 70 ml Wasser) und 2,2 ml
Reagent B (0,1 g Naphthylethylendiamin, 60 ml Acetat und 50 ml Wasser) hergestelit.

2.2 In-vitro-Versuche

Die Tierversuche wurden durch die Tierschutzkommission der Medizinischen Fakultat der
Universitatsmedizin Gottingen unterstitzt und vom Niedersachsischen Landesamt fur
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (LAVES) genehmigt. Die Mause wurden bei
konstanten 20 °C Raumtemparatur, einer relativen Luftfeuchte von 55 % sowie
Beobachtung des Tag/Nacht- Zyklus in Gemeinschaftskafigen mit maximal sieben Mausen
in der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung der Universitat Gottingen untergebracht.
Die Mause erhielten Futter und Wasser ad libitum. Es wurden Mause des Stammes
C57BL/6J einbezogen. Insgesamt wurden 195 Mause (168 junge, 26 alte) in die Versuche
integriert. Weiterhin wurde stets auf gleichméRige Geschlechterverteilung geachtet. Bei den
neugeborenen Mausen wurden die unabhangig von der Verteilung alle Geschlechter

miteinbezogen.
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2.2.1 Messung der Vitamin-D-Konzentration im Blut der Versuchstiere

Sechs Wochen vor der Verpaarung der Tiere wurden die Mause ausschlief3lich mit Vitamin-
D-armen Futter der Firma Ssniff (Produktnummer E15312-244, Tabelle 1, Seite 23) ernahrt.
Die Kontrollgruppe erhielt normales Tierfutter (Produktnummer V1534-000, Tabelle 2, Seite
24). Der Vitamin-D-Gehalt des Futters lag dabei unterhalb der Nachweisgrenze bei
normaler Calcium- und Phosphatkonzentration. Zur Kontrolle des Vitamin-D-Spiegels
wurde den Mausen, nachdem sie sechs Wochen mit dem Futter ern&hrt worden waren, Blut
entnommen. Dies erfolgte aus dem rechten retrobulbdren Plexus mithilfe einer Mikro-
Hamatokrit-Kapillare. Dabei wurden bis zu funf Tropfen Blut gewonnen, um die Mause nicht
zu schwéchen. AnschlieBend wurde die 25-OH-Vitamin-D3-Konzentration mittels
Flussigkeits-Chromatographie-Tandem-Massenspektrometrie gemessen (Prof. Dr. med. T.
Bertsch Institut fur Klinische Chemie, Laboratoriumsmedizin und Transfusionsmedizin-
Zentrallaboratorium; Universitatsinstitut der Paracelsus Medizinischen Privatuniversitat

Nurnberg).
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Vitamin-D-armes Futter:

Vitamin-D-Defizienz

Inhalte Einheit | Ohne Zusatz von Vitamin
Ds

Kasein % 24,000
Maisstarke, vorgeliert % 30,000
Maltodextrin, 10 DE % 19,570
Dextrose % 10,000
Zellstoff % 5,000
L-Zystein % 0,200
Vitaminvorgemisch  Vitamin

De % 1,000
Mineralienvorgemisch % 6,000
Choline CI (50 %) % 0,200
Farbstoff (rot/blau) % 0,030
Sojabohnendl % 4,000
Roheiweil3gehalt % 20,8
Rohfettgehalt % 4,2
Rohbalaststoffgehalt % 5,0
Rohaschegehalt % 5,3
Starke % 28,9
Dextrin % 19,4
Zucker % 10,8
Kalzium % 0,90
Phosphat % 0,63
Vitamin A IU/kg 15,000
Vitamin D3 IU/kg <100
Energie MJ/kg 15,2
kcal% Protein 23
kcal% Fett 10
kcal% Kohlehydrate 67

Tabelle 1 Zusammensetzung des Vitamin-D3-armen Futters.

(Produktnummer E15312-244)
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Reguléares Tierfutter:

Inhalte Einheit Normales
Tierfutter,
Angabe pro Kg

Rohprotein % 19,0
Rohfett % 3,3
Rohfaser % 4,9
Rohasche % 6,4
Calcium % 1,0
Phosphat % 0,7
Zucker % 4,7
Calcium % 1,0
Vitamin A IE/kg 15,000
Vitamin D3 IE/kg 1,100
Vitamin E mg/kg 100
Eisen-(ll)-Sulfat mg/kg 100
Zink mg/kg 50
Mangan mg/kg 30
Kupfer mg/kg 5
Selen mg/kg 0,1
Jod mg/kg 2.0
Energie MJ/kg 16,3
kcal% Protein 33
kcal% Fett 9
kcal% Kohlehydrate 58

Tabelle 2 Zusammensetzung des reguléren Tierfutters
(Produktnummer V1534-000)
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2.2.2 Gewinnung und Anzucht der Mikrogliazellen

Primarkulturen von Mikrogliazellen wurden aus Gehirnen neugeborener C57BIl/6-Mause
prapariert, deren Eltern entweder eine Vitamin-D-defiziente oder eine Vitamin-D-normale
Diat erhalten hatten und nicht alter als drei Tage waren (p 0-3). Als erstes wurde das
Nahrmedium DMEM+FCS+PS im Wasserbad erwarmt. Fur 10 gewonnene Gehirne wurde
ein Eppendorf-Cup DNAse und ein Eppendorf-Cup Trypsin bereitgestellt. Alle folgenden
Schritte wurden unter der sterilen Abzugshaube ausgefihrt. Um Verunreinigung maglichst
gering zu halten, wurden alle Flussigkeiten am Flaschenhals sprihdesinfiziert, am
Bunsenbrenner kurz erhitzt und steril abgefullt. Zunachst wurde je eine Flasche
(Fassungsvermogen 25 ml) mit zwei Gehirnen, 10 ml PBS und 10 ml Poly L-Lysin befillt.
Fur die Praparation wurde ein Glas mit Alkohol (70 %) und Tuch zur Sauberung des
Praparierbestecks bereitgelegt. Nun wurde eine Styroporplatte mit Parafilm bespannt und
eine Schale mit Abdeckung fur die M&ausekadaver bereitgestellt. Zunéchst begann die
Gewinnung der Mausgehirne, hierbei wurde darauf geachtet, dass nur gleiche Pinzetten bei
gleichem Muttertier verwendet wurden. Nach zervikaler Dislokation erfolgte die De-
kapitation der Maus. Anschliel3end erfolgte die Spriihdesinfektion des Kopfes mit Alkohol
(70 %) sowie Fixierung des Kopfes durch eine Nadel. Zunachst wurden Kopfhaut,
Schadelkalotte und Dura mater mit Pinzetten entfernt und das freigelegte Gehirn durch eine
Schaufelpinzette in die mit PBS beflllte Petrischale im Eisbad gelegt. Nach jeder
Praparation wurde das Préparierbesteck desinfiziert. AnschlieRend erfolgte die
mikroskopische Entfernung der Pia mater. Hierbei wurde darauf geachtet, das Gehirn von
Meningen und Blutgefal3en zu befreien. Dem gewonnenen Material wurden 10 ml PBS und
100 pl Trypsin pro Gehirn hinzugefigt und die Suspension finf Minuten im 37 °C
Wasserbad verwahrt. Die Trypsinreaktion wurde mit 1 ml DMEM+FCS+PS pro Gehirn
gestoppt. Anschlie3end wurden 40 ul DNAse pro Gehirn hinzugeftigt und die Flasche fur 10
min bei 900 rpm 4° C zentrifugiert. Wahrend dieser Zeit wurden die vorbereiteten Nahr-
flaschen dreimal mit 10 ml Aqua destilliert und einmal mit 5 ml DMEM gewaschen und
abschlieRend jede Flasche mit 10 ml DMEM befillt. Der Uberstand der zentrifugierten
Flaschen wurde verworfen, das Ubrige Pellet mit DMEM+FCS+PS gelost und diese
Suspension in eine T75-Brutflasche geftllt. AnschlieRend wurden die Flaschen bei 37 °C
und 5 % CO2 im Brutschrank verwahrt. Am ersten Tag nach der Zellgewinnung wurden die
Brutflaschen dreimal mit je 10ml DPBS und einmal mit 5ml DMEM+FCS+PS gewaschen

und mit neuem N&hrmedium gefluttert. Um ein Austrocknen zu vermeiden, sollten die
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Flaschen moglichst kurz getffnet werden. Am dritten und siebten Tag nach der Praparation
wurden die Brutflaschen neu befillt. Hierzu wurden die oben beschriebenen Bedingungen
geschaffen, das Nahrmedium der Flaschen entfernt und mit 10-12 ml DMEM+FCS+PS neu
beflllt. Waren am zehnten Tag nach der Zellgewinnung unter dem Mikroskop ersichtlich
bereits gentgend Zellen gewachsen, konnte mit der Ernte begonnen werden. War dies
nicht der Fall, wurden die Zellen erneut gefittert und das Wachstum in den darauffolgenden

Tagen kontrolliert.
2.2.3 Gewinnung von Serum

Nachdem die Maus zunachst narkostisiert und anschlieRend dekapitiert wurde, konnte
mithilfe einer Mikro-Hamatokrit-Kapillare noch austretendes Blut aus der Hauptschlagader
entnommen werden und im einem Eppendorf- Gefald aufgefangen werden. Fiur die
Gewinnung von Serum wurden die Blutproben fur mindestens 30 Minuten im Kuahlschrank
stehen gelassen, um die Koagulation zu férdern. Anschlie3end erfolgte eine Zentrifugation
fur 20 Minuten bei 4 °C und 3000 g. Danach wurde das Serum abpipettiert und bis zur

Weiterverarbeitung, zum Beispiel zur Bestimmung von Zytokinen, bei -20 °C eingefroren.

2.2.4 Ernte der Mikrogliazellen

Etwa 10 bis 14 Tage nach der Praparation hatte sich der mikroskopisch sichtbare
Astrozytenrasen gebildet und die Ernte konnte begonnen werden. Die Brutflaschen wurden
aus dem Brutschrank genommen, auf die Motomix Schuttelplatte gesetzt und sanft an den
AuRenseiten beklopft. Nach 30 Minuten wurden die Flaschen von der Platte genommen
und unter der sterilen Haube das Nahrmedium mit den geldsten Zellen in Nahrflaschen mit
10-12 ml Zellkulturmedium tberfuhrt und im Brutschrank verwahrt. Die Brutflaschen wurden
bei Raumtemparatur fiur 20 Minuten bei 900 g zentrifugiert. AnschlieRend wurde die
Flussigkeit vorsichtig abgesaugt und das Pellet mit ca. 5 ml Medium zuriickgelassen.
Waren mehrere Flaschen gleichen Zelltyps vorhanden, wurden die Uberstande suspendiert
und in eine gemeinsame Flasche Uberfihrt. Als nachstes wurde ein Loch in einer 96-well-
Platte mit 90 ul Trypanblau beflllt und 10 pl der Zellsuspension hinzugefiigt. Nach
vorsichtigem Mischen wurden 10 ul der Trypanblau-Zell-Suspensionslésung auf eine mit
einem Deckblatt belegte Neubauerkammer gegeben. Nach der Zellzahlbestimmung und
Verdunnung wurden die Zellen in einer 96-well-Platte mit einer Dichte von ungefahr 50000
Zellen in 200-300 ul/well ausgesat. Um ein Austrocknen der Wellndpfe zu vermeiden,

wurden die restlichen Wellnapfe mit 200 pl Zellkulturmedium gefullt. Nach zweistlindiger
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Inkubation wurden die Platten fur 24 h in den Brutschrank gestellt. Je nach Zelldichte und

Wachstumsgeschwindigkeit konnte die Ernte nach ein paar Tagen wiederholt werden.
2.2.5 Stimulation der Zellen

Fur jedes Protein wurde zunachst die korrekte Dosierung berechnet. Diese betrugen bei
LPS (TLR-4-Agonist) und P3CSK4 (TLR-1/2-Agonist) 1, 0,1, 0,01, 0,001 und 0,0001 ug/ml,
bei Poly (I:C) (TLR-3-Agonist) und CPG (TLR-9-Agonist) 10, 1, 0,1, 0,01 und 0,001pg/ml.
Die Konzentrationen der TLR-Agonisten wurden, basierend auf der NO-Freisetzung, die sie
in den Mikrogliazellen induzierte, gewahlt. Folglich wurden die niedrigsten Konzentrationen
der jeweiligen TLR-Agonisten gewahlt, die eine maximale NO-Freisetzung hervorgerufen
hatten (Ebert et al. 2005). Zuvor war bereits gezeigt worden, dass die gewahlten
Konzentrationen der TLR-Agonisten die Phagozytose von E. coli K1 durch Mikrogliazellen
erhoht hatten (Ribes et al. 2009). Um die NO-Freisetzung der Mikrogliazellen zu erhéhen,
wurde Interferon-y (100U/ml) als Kostimulator hinzugefugt. Eine Kontrollgruppe mit
unstimulierten Zellen wurde allen Versuchen hinzugefugt. In diesem Experiment wurden
mehrere Konzentrationen gewahlt, um mittels einer Dosis-Wirkungs-Kurve den Effekt
verschiedener Konzentrationen einer Stimulanz nachweisen zu koénnen. Nachdem
DMEM+FCS im Wasserbad fur 20 Minuten bei 37 °C erwarmt worden war, erfolgte die
Suspension und Uberfiihrung der jeweils errechneten Menge der Stimulantien in die
beschrifteten Eppendorf-Cups. Um eine gute Vermischung zu erzielen, wurden diese kurz
auf die Motomix-Schuttelplatte gestellt. AnschlielBend wurden je drei Wellndpfe mit einer
Stimulanzkonzentration befillt. In finf verbleibenden wells erfolgte nur ein Mediumwechsel
mit 250 yl Medium. Diese dienten als Negativkontrolle. Zwei weitere wells werden fir 1
Stunde in 200 ul Formalin fixiert und anschlieRend mit 250 pl PBS befiillt. Dieses Vorgehen
diente der spateren Auszahlung der gewachsenen Zellen. Die Deckplatte wurde
entsprechend beschriftet und die Platte anschlieBend in den Brutschrank gestellt. Die
Uberstande der stimulierten und unstimulierten Gruppen wurden nach 24 Stunden

Inkubation abpipettiert und bei -20 °C gelagert.

2.2.6 Phagozytose

DMEM+FCS wurde im Wasserbad fur 20 Minuten bei 37 °C erwarmt, PBS und Aqua dest.

am Flaschenhals desinfiziert, unter der sterilen Haube kurz erhitzt und in kleine Becher
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abgeflllt. Als nachstes wurde das E. coli-Inokulum hergestellt. Zunachst wurden die
Uberstande der wells abgenommen und auf eine neue beschriftete Wellplatte tberfiihrt.
Diese wurde luftdicht mit einer Paraffinfolie umschlossen und eingefroren. Spater erfolgte
hieraus die Messung der Zytokine. Nun wurden die stimulierten wells zweimal mit je 250 pl
PBS pro well gewaschen und anschlieRend 250 pl E. coli K1 (6x10® CFU) pro well
hinzugegeben. Die Platte wurde fur 90 min. bei 37 °C und 5 %COz2 inkubiert. Wahrend
dieser Zeit wurde die Antibiotikalosung mit Gentamicin (100 ug/ml) und DMEM+FCS im
Verhaltnis 1:100 hergestellt. Nach 1,5 h wurde der Bakterieniberstand verworfen, die
Wellnapfe mit 250 yl PBS pro well gewaschen und mit je 250 yl Gentamicinlésung befullt.
Anschlie3end erfolgte die Inkubation fir 60 min. Parallel wurden die Eppendorf-Cups zum
Herstellen der Verdinnungsreihen mit 90 yL und 450 ul NaCl bereitgestellt. Nach 1 h
wurden die Uberstande mittels Pipette entfernt und die verbleibenden Zellen zweimalig mit
250 pl PBS pro well gewaschen. Nach Zugabe von je 100 yl Aqua dest. je well kam es zur
Zelllyse und die Bakterien wurden freigesetzt. Anschlielend wurden die Verdunnungs-
reihen hergestellt. Hierzu wurden 10 ul aus dem well in einen 90 pl Eppendorf-Cup
Uberfihrt und daraus 50 pl in ein 450 pl Eppendorf-Cup pipettiert. Der letzte Schritt wurde
dreimal wiederholt. Zwischen jedem Verdunnungsschritt wurden die Eppendorf-Cups kurz
auf die Motomix-Schiittelplatte gesetzt. AnschlieBend wurden die Verdinnungsstufen in
aufsteigender Konzentration auf die Blutagarplatten aufgetragen. Das entsprach je 10 ul
aus den Eppendorf-Cups und je 10 pl sowie 50 ul direkt aus dem well. Um ein Absterben
und Austrocknen von Zellen zu verhindern, wurden immer drei well pro Konzentration
ausplattiert und in den Inkubator gestellt. Nach 24 h wurde die Konzentrationen der auf den
Platten gewachsenen Bakterien (CFU/well) abgelesen (Abb.2, Seite 29). Die Zahl der
wahrend der Phagozytose aufgenommenen Bakterien wurde determiniert durch
guantitatives Ausplattieren von Zelllysaten auf Blutagarplatten. Die Daten wurden als
recovered bacterial colony forming units (CFU) pro well (Median und 25.-/75.-Perzentile)

dargestellt.
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Abbildung 2 Ausplattieren der Wellnapfe (eigene Abbildung)
Der zZylinder ,XY* stellt den Wellnapf dar. Nach Verdinnung mittels Eppendorf-Cups erfolgt die Auftragung

auf die Blutagarplatte (runder Kreis rechts oben).

2.2.7 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Mithilfe des enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) wurden die Zyto- und
Chemokine in der Mikroglia und den Makrophagen der Méause quantifiziert. Dies erfolgte
mittels nicht-kompetitiven Sandwich-Assay, wobei ein erster Antikérper (Capture-
Antikdrper) das Analyt an ein Epitop bindet und danach ein zweiter markierter Antikdrper
(Detektions-Antikodrper) ein zweites Epitop des Analytes bindet und somit quantifizieren
kann. Es wurden dabei ELISA-Kits verwendet und die dazu bendtigten Losungen nach
Angaben des Herstellers angesetzt. In einem ersten Schritt erfolgte die Herstellung der
soliden Phase, also der well-Platten, welche den Capture-Antikdrper gebunden haben.
Dabei wurde der Antikdrper laut Vorschrift des Herstellers des jeweiligen zu bestimmenden
Zyto- oder Chemokines angesetzt, mit PBS verdunnt (7,5 ml PBS+ 27,5 pl Antikorper) und
davon je 50 pul in ein well gegeben. Die Platten wurden nun dber Nacht bei
Raumtemperatur auf einem Schuttler inkubiert. Im nachsten Schritt erfolgte dann ein
dreimaliger Waschvorgang mit Wash-Puffer (0,5 g Tween 20 mit 1 Liter PBS verdinnt) und
anschlie3end die Hinzugabe von 300 pl Blockpuffer (15 ml Natriumazid + 15 g Sucrose + 3
g Rinderserumalbumin+ 300ml PBS) pro well und Inkubation fir eine Stunde bei

29



Raumtemperatur. Wahrenddessen wurden der Zellkulturiiberstand je nach der zu
erwartenden HoOhe der Zytokin- bzw. Chemokinwerte mit Reagent Diluent 1 verdinnt (1 g
BSA + 100ml PBS). Die Standards wurden ebenfalls mit Reagent Diluent 1 verdinnt. Nun
wurden pro well je 50 pl verdinntes Analyt einfach sowie die verdinnten Standards
vierfach auf die Platten aufgetragen und zwei Stunden bei Raumtemperatur auf dem
Schiuttler inkubiert. Nach einem weiteren dreimaligen Waschvorgang erfolgte dann die
Auftragung von je 50 ul des spezifischen Detektions-Antikérpers (7,5 ml Reagent Diluent
1 + 27,5 ul Antikorper) pro well und die anschlieBende Inkubation fur 2 Stunden bei
Raumtemperatur auf dem Schuttler. Danach erfolgte ein weiterer dreimaliger Wasch-
vorgang und das Auftragen von je 50 pyl HRP-Diluent (horseradish peroxidase-Diluent, 40
ml Wasch-Puffer + 40 mg BSA + 1 ul Streptavidin HRP conjugate Biosource SNN 2004)
pro well und eine weitere Inkubation fir 20 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schdttler.
Nach dreimaligen Waschen wurden je 100 pl TMB (Tetramethylbenzidin)-Substratldsung
zu den Wellngpfe dazugegeben und nach Beobachtung eines deutlichen blauen
Farbumschlages des héchsten Standards mit je 50 ul Stopplésung (1N Schwefelsaure) pro
well gestoppt. AnschlieBend erfolgte die Messung der Extinktion bei 450 nm mittels

Photometer innerhalb der nachsten 30 Minuten (Referenzfilter 540/570nm).

2.2.8 Messung der Stickstoffmonoxid-Freisetzung

Stickstoffmonoxid wird von stimulierten Mikrogliazellen freigesetzt. In diesem Versuch
wurde mittels der Griess-Reaktion indirekt die NO-Freisetzung gemessen. Es wurde das
stabile Nitrit, welches aus dem sehr kurzlebigen NO entsteht, quantitativ ermittelt. Fur die
NO-Freisetzung wurde bei der Stimulation der Zellen 50pul Interferon y zugesetzt. Fir die
Bestimmung der Akkumulation von Nitrit als Abbauprodukt in der Mikroglia wurden die wie
oben beschrieben geernteten Zellen aus dem Gefrierschrank geholt und unter Zugabe von
DMEM+FCS+PS im Wasserbad erwarmt. Zum Herstellen der Standardsaule wurden 8
kleine Eppendorf-Cups entsprechend beschriftet. In den ersten Eppendorf-Cup wurden
1250 pl und in die restlichen Eppendorf-Cups je 400 yl DMEM+FCS+PS pipettiert. Nun
wurden in den ersten Eppendorf-Cup 10 pl Nitrit-Standard (34,5 mg Na-Nitrit auf 50 ml
Aqua dest.) Uberfuhrt, dieser kurz geschuttelt und aus dieser Mischung 400 pl in den
nachsten Eppendorf-Cup gegeben. Aus diesem wiederum wurden erneut 400 pl
entnommen und in den nachsten uberfuhrt. Dieser Vorgang wiederholt sich bis zum letzten
Eppendorf-Cup. Nun wurden die Reihen 1-3 in absteigender Konzentration (A-H) mit je 50
pl pro well beflllt. Zuletzt wurde in jedes well der Standardkurve und der aufgetauten Zellen
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50 ul Griess-Reagenz hinzugegeben (Abb.3, Seite 31). Die Nitrit-Messung erfolgte nun am
Computer mittels Microtiterplatten-Reader mit 540 nm Testfilter.
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Abbildung 3 Schema der NO-Messung (eigene Abbildung)
Der Kasten (A-H, 1-12) beinhaltet die Uberstande der geernteten Zellen, welche im Gefrierschrank gelagert

wurden. Die Zylinder stellen die Eppendorf-Cups in absteigender Verdiinnung (von links nach rechts) dar.

2.2.9 Messung der Uberlebensfahigkeit der Mikroglia

Die Uberlebensfahigkeit der Zellen wurde mittels WST-1 (water soluble tetrazolium)
Zellproliferationsreagenz bestimmt. Diese Untersuchungstechnik dient dem Nachweis einer
intakten Atmungskette in den Mikrogliazellen und basiert auf der Spaltung eines
Tetrazoliumsalzes. Viable Zellen mit einem intakten mitochondrialen Succinat-Tetrazolium-
Dehydrogenase-System bewirken eine enzymatische Umsetzung des schwach rot
gefarbten Tetrazoliumsalzes WST-1 in das dunkelrote Formazan, welches ein losliches
Formazan produziert. Dabei erfolgt die Konversion nur in lebensfahigen Zellen. Die Zellen
werden fur 3 Stunden in WST-1-Reagenz inkubiert; anschlielRend wird der Farbumschlag in
einem Spektralphotometer photometrisch quantitativ bei einer optischen Dichte von 490 nm
im Genios multiplate reader (Tecan, Crailsheim, Deutschland) gemessen. Die Absorbation
korreliert direkt mit der metabolischen Aktivitat der Zellen. Als Negativkontrolle wurde
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1%iges Triton X-100 (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) appliziiert, welches Zelllyse

auslubt.

2.2.10 Homogenisierung des Kleinhirns und der Milz

Zur Herstellung eines Homogenates wurde das Kleinhirn- und Milzgewebe in 500 ul 0,9%
NaCl-Losung Uberfuhrt. Anschlielend erfolgte die Zerkleinerung mithilfe eines Potter-
Elvehjem-Handhomogenisators, welcher zwischen der Anwendung an unterschiedlichen
Proben desinfiziert und nachfolgend mit klarem Wasser abgespult wurde. Nach Herstellung
der Homogenate sowie nach Blutentnahme erfolgte eine serielle 1:10-Verdinnung in
acht Schritten und anschlielBende Ausplattierung auf Schafsblut-Agarplatten (Abb. 4, Seite
32). Nach einer Inkubationszeit von 24 h wurden die gewachsenen Kolonien auf den
Agarplatten abgelesen. Die Homogenate wurden nach Bestimmung der Bakterien-

konzentration (CFU/mI) bei -20 °C eingefroren.
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Abbildung 4 Ausplattieren der Homogenate (eigene Abbildung)
Der zZylinder oben links stellt das Homogenat dar. Nach Verdiinnung mittels Eppendorf-Cups erfolgt die

Auftragung auf die Blutagarplatte (runder Kreis rechts oben).
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2.3 Statistik

Zur statistischen Auswertung sowie zur grafischen Darstellung der Versuche wurde die
GraphPad Prism 5.0 Software (GraphPad Software, San Diego, CA), SAS Software 9.3
(SAS Institute, North Carolina, USA) und STATISTICA IA verwendet. Normalverteilte Daten
der Vitamin-D3-Serumkonzentration wurden mithilfe von Mittelwert + Standard error
dargestellt. Ein Vergleich zweier normalverteilter Gruppen erfolgte mittels Student's t-Test.
Ein Vergleich von mehreren normalverteilten Gruppen erfolgte mittels Analysis of Variance
(ANOVA) gefolgt von einem Bonferroni-Post-Test. Die Zytokin- und Chemokinmessung und
Phagozytosedaten wurden als Mediane und in der 25.-/75.-Perzentilen dargestellt. Mittels
SAS (Version 9.3) wurde der Effekt der einzelnen Konzentration innerhalb der Gruppe
sowie der Gruppen untereinander (hinsichtlich der Phagozytoserate von E. coli K1 sowie
der Zyto- und Chemokinausschittung) gemald zweifaktorieller Varianzanalyse (ANOVA)
ausgewertet. Der Maustyp wurde als zufalliger Faktor beriicksichtigt. Fur alle statistischen
Tests wurde ein Signifikanzniveau (a) von 5 % angenommen und nach Korrektur far
multiples Testen der Bonferroni-Test vorgenommen. Deskriptive Werte der Zelliberlebens-
fahigkeit, der intarzellularen Aktivitdt und NO- Freisetzung wurden als Mittelwerte und
Standardfehler angegeben und mittels one-way ANOVA ausgewertet. Diese Daten wurden
fur multiples Testen durch Bonferroni wiederholt korrigiert. Bei signifikanter Wechselwirkung
wurden anschlielRende Paarvergleiche durchgefiihrt. Das bedeutet, dass ein p-Wert < 0,05
auf eine statistische Signifikanz hindeutet. Ein p < 0,05 wurde als *, ein p < 0,01 als ** und
ein p < 0,001 als *** dargestellt. Die visuelle Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit der

Graphpad Prism Software.
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3 Ergebnisse

3.1 In-vitro-Versuche

Bevor die Experimente mit den aus Mausehirnen extrahierten Mikrogliazellen begonnen
werden konnten, erfolgte eine sechswochige Ernahrung der Elterntiere mit Futter, dessen
Vitamin-D-Gehalt unterhalb der Nachweisgrenze bei normaler Kalzium- und
Phosphatkonzentration lag (Vitamin-D3 < 100 IU/kg Futter). Dies fuhrte im Vergleich zu den
Mausen welche Nahrung mit normalem Vitamin-D-Gehalt erhielten, zu signifikant
niedrigeren Konzentrationen an 25-OH-Vitamin-D3 im Serum (p < 0,001). Abbildung 5
(Seite 34) stellt die Verteilung der Vitamin- D- Serumkonzentration der Mause dar. Die
beiden Méause mit den niedrigsten 25-OH-Vitamin-D3 Werten in der Vitamin-D-armen

Gruppe lagen unter dem Nachweislevel.
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Abbildung 5 25-OH-Vitamin- D3-Konzentration im Mausserum

Die gefillten schwarzen Kreise stellen die Population mit normaler Vitamin-D-Erndhrung dar, die ungefullten
schwarzen Kreise stellen die Mause mit Vitamin-D-armer Ernédhrung dar (Abbildung aus Publikation dieser
Arbeit).

3.1.1 Phagozytose stimulierter Mikrogliazellen

Im einfihrenden Teil dieser Arbeit (Seite 9) wurde bereits die Rolle der Mikrogliazellen als
professionellen Phagozyten des zentralen Nervensystems dargestellt. Die genauen
Mechanismen, welche zur Erkennung der Pathogene und Phagozytose durch Gliazellen
fuhren, sind bisher unbekannt. Um die Rolle der TLR-Agonisten bei der Phagozytose
besser verstehen zu kdnnen, wurden die kultivierten Zellen, wie im Versuchsablauf 2.2.5

(Seite 27) geschildert, mit verschiedenen TLR-Agonisten stimuliert.
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Phagozytierter E. coli-K1 Intrazellulare Abtétung E. coli-K1

Stimulus (pug/ml) (nach 90 min in CFU/ml) (nach 300 min in CFU/mI)

D+ D - D+ D -

Medium 429,37 105 410,7 /103 375,1/20,41 333,3/21,3™
PamsCSK4 1 16253/ 3922 913372113 15033,0/ 496,7 7207 | 753,8™
Poly (I:C) 10 4160/ 606,4 1519/ 280,8 3603,0/130,5 1213/80,2™
LPS1 21133/4111 7800/1730 18120,0/754,9 6271 /520,3™
CPG 10 11393/ 2259 5333/687,8 9340,0/293,2 4559 [245,6™

Tabelle 3 Intrazellulare Abtdtung von E. coli K1 durch Vitamin-D-suffiziente (D+) und Vitamin-D-
defiziente (D-) Mikroglia.

Die intrazellulare Abtétung durch E. coli K1 ist in Vitamin-D-defizienten Mikrogliazellen nach Stimulation mit
hohen Konzentrationen an TLR-1/2-, -3-, -4- und -9-Agonisten verringert. Unstimulierte und stimulierte
Vitamin-D-suffiziente und -defiziente Mikroglia wurden fir 90 Minuten mit E.coli inkubiert. Die Kolonien
wurden fir 90 und 300 Minuten mit Gentamicin behandelt, um extrazellular angesiedelte Bakterien zu téten.
Fur jede Gruppe ist die Phagozytose anhand der gewonnenen Anzahl an Bakterien nach 90 Minuten
dargestellt. Die absolute Anzahl der getdteten Bakterien nach 300 Minuten ist aus der Differenz der
intrazellularen Bakterien nach 60 und 300 Minuten berechnet worden. Die Daten wurden von mindestens zwei
unabhangigen Experimenten (n 215 wells/Gruppe) dargestellt und mittels one way ANOVA Korrigiert mit

Bonferroni fiir multiples Testen berechnet (Abbildung aus Publikation dieser Arbeit).

Die Phagozytose von E. coli durch die Mikroglia, gewonnen aus Vitamin-D-arm und -normal
ernahrten Mausen, wurde quantitativ verglichen. Hierzu erfolgte die zeitgleiche Inkubation
der Gliazellen und Bakterien fir 90 Minuten in unstimulierten und stimulierten Kulturen. Fur
die Stimulation wurden TLR-1/2-, -3-, -4- und -9-Agonisten ausgewahlt (n = 21 well pro
Konzentration fur TLR-1/2, -4 und -9; n = 18 fir TLR-3-Agonist). Die Analyse der
Phagozytoserate von E. coli K1 durch unstimulierte Zellen zeigte eine geringere Aufnahme
der Bakterien im Vergleich zu den stimulierten Kulturen (Mikrogliakultur Vitamin-D-
suffizienter Mause: Median 50 (20;80) CFU/well; Mikrogliakultur Vitamin-D-defizienter
Mause: Median 40 (20;100) CFU/well). 90 Minuten nach der Stimulation mit verschiedenen
TLR-Agonisten zeigte sich eine dosisabhangige vermehrte Aufnahme von E. coli Bakterien
in beiden Mikrogliazellkulturen. Die vorherige Stimulation mit den héchsten Konzentrationen
an TLR-3-, -4- oder -9-Agonisten erhohte signifikant die Phagozytoserate von E. coli in
Vitamin-D-normalen verglichen zu Vitamin-D-armen Mikroglia (p-Wert (adjustiert) <0,05).
Ausgenommen der TLR-1/2 Agonisten (Pams CSK4), war eine Interaktion zwischen den
Gruppen und Konzentrationen zu erkennen und die Phagozytoserate fur alle TLR-

Agonisten positiv (p<0,05) (Tabelle 3; Seite 35). Es war ebenfalls ersichtlich, dass die
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Freisetzung von Zyto- und Chemokinen, sowie die Phagozytoserate nach Inkubation der
Mikrogliazellen mit verschiedenen TLR-Agonisten in beiden Gruppen abh&ngig von der
Konzentration war. Dies galt fur alle TLR-Agonisten (p < 0,05). Folglich wurden die
Mikroglia konzentrationsabhangig stimuliert. Mit Ausnahme von PamsCSKs4, wurde eine
Wechselwirkung innerhalb der Gruppe sowie Konzentration zwischen stimulierter Mikroglia
und Phagozytoserate fur alle TLR-Agonisten gefunden. Dies bedeutet, dass Vitamin-D-
Defizienz die Phagozytose signifikant verminderte (p < 0,05; two-way ANOVA korrigiert mit
Bonferroni fur multiples Testen). Die Zytokin- und Chemokinausschittung zeigten ebenso
eine Signifikanz in Bezug auf die Wechselwirkung zwischen Gruppe und Konzentration.
Dies belegt, dass eine niedrige Vitamin-D-Konzentration Einfluss auf Zytokin- und
Chemokin-Freisetzung hatte. Allerdings konnte fir CXCL1 und TNF-a nach Stimulation mit
Poly(I:C) und CpG keine signifikante Wechselwirkung zwischen den beiden Gruppen und
den Konzentrationen gezeigt werden. Durch die Stimulation mit TLR-Agonisten erhdhte
sich die Anzahl der von Mikroglia aufgenommen Bakterien im Vergleich zu unstimulierten
Zellen in beiden Gruppen. Nach Stimulation mit den hochsten Konzentrationen an TLR-3-, -
4- und -9-Agonisten nahmen Vitamin-D-defiziente Mikrogliazellen signifikant weniger E. coli
auf, verglichen zu der Phagozytoserate Vitamin-D-suffizienter Mikroglia (gekennzeichnet
durch den Stern). Die Ergebnisse wurden graphisch in Abbildung 6 (Seite 37) illustriert.
Gefillte schwarze Zirkel stellen Vitamin-D-suffiziente Mikrogliazellen, offene graue Zirkel
Vitamin-D-defiziente Zellen dar (p < 0,05; two-way ANOVA korrigiert mit Bonferroni fur

multiples Testen).
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Abbildung 6 Phagozytose eines E. coli-K1-Stamms durch Mikroglia nach 24 h Vorstimulation mit
[Pam3CSK4, Poly(l:C), LPS, und CpG] zu verschiedenen Konzentrationen.
Die gefillten schwarzen Zirkel stellen Vitamin-D-suffiziente, offene graue Zirkel Vitamin-D-defiziente

Mikrogliazellen dar (Abbildung aus Publikation dieser Arbeit).

3.1.2 Messung der Zytokinausschuttung

Um die Aktivierung der Mikrogliazellen durch TLR-Agonisten zu bestatigen und das
Ausmald zu erfassen, wurde die Konzentration von TNF-a, IL-6, und CXCL-1 (KC) in den
Uberstanden der Mikrogliazellkulturen (n = 21 pro Konzentration von TLR-1/2-, -4- und -9-
Agonisten und n =18 pro Konzentration des TLR-3-Agonisten) mittels ELISA (s.2.2.7; Seite
29) gemessen. Zuvor erfolgte die Stimulation der Zellen mit verschiedenen Konzentrationen
von PamsCSKa, Poly(I:C), LPS und CpG. In den Graphen A bis D in Abbildung 7 (Seite 39)
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sind Interleukin (IL)-6 (Kreise), Tumornekrosefaktor (TNF)-a (Dreiecke), Chemokine (C-X-C
Motiv) und Ligand 1 (CXCL1) (Quadrate) dargestellt. Nach 24 h Inkubation der Uberstande
aus der Mikrogliakultur wurde jede Konzentration in pg/ml angegeben. Alle Versuche
schlossen eine Kontrollgruppe mit unstimulierten Zellen mit ein. In dieser Arbeit wird der
Fokus auf den Maustypvergleich (Vitamin-D-reich und -arm) gelegt, alleinige
Konzentrationseffekte werden zuséatzlich hinzugezogen. Die Daten wurden als Median und
25.-/75.-Perzentile angegeben. Gefiillte Kreise, Dreiecke und Quadrate bilden Vitamin-D-
suffiziente Mikroglia, offene Kreise, Dreiecke und Quadrate reprasentieren Vitamin-D-
defiziente Mikroglia. Die Lebensfahigkeit der Mikroglia wurde durch die Exposition
gegenuber TLR-1/2-, -3-, -4- und -9-Agonisten nicht beeinflusst. Nach Stimulation der
Gliazellen durch verschiedene TLR-Agonisten in Vitamin-D-armen und -reichen
Zelliberstande zeigte sich eine von der Konzentration abhangige Zytokin- und
Chemokinfreisetzung, geltend fir alle TLR-Agonisten (p < 0,05; two-way ANOVA Kkorrigiert
mit Bonferroni fir multiples Testen). Dies gibt einen Hinweis darauf, dass die getesteten
Konzentrationen einen stimulierenden Effekt auf die Aktivitdt der Mikroglia haben. Die
Stimulation Vitamin-D-defizienter Mikroglia durch TLR-Agonisten fuhrt zu verminderter
TNF-a and IL-6-Freisetzung verglichen zu Vitamin-D-suffizienter Mikroglia. Allerdings
konnte kein signifikanter Unterschied in der CXCL-1-Freisetzung ausgemacht werden,
obwohl die Konzentrationen dieses Chemokins hinsichtlich aller Dosen der TLR-Agonisten
bei beiden Gruppen niedriger waren. Die Inkubation der Mikroglia mit PamsCSKa (TLR-1/2)
mit den Konzentrationen von 1; 0,1 und 0,01 pg/ml resultierte in signifikant niedrigeren
Konzentrationen von IL-6 in Vitamin-D-armen Zellen im Vergleich zur der Gruppe mit
normalem Vitamin-D-Gehalt (p < 0,05; Abb. 7A; Seite 39). Auch bei niedrigeren
Konzentrationen von PamsCSK4 (TLR-1/2) 0,001 und 0,0001 pg/ml wurde weniger IL-6 von
Vitamin-D-armer Mikroglia ausgeschittet als von Vitamin-D-reicher. Dieser Unterschied
erreichte allerdings keine statistische Signifikanz. Die Differenz der TNF-a-Freisetzung
zwischen den beiden Gruppen nach Stimulation der Mikroglia mit verschiedenen
Konzentrationen an PamsCSKas (TLR-1/2) war statistisch ebenfalls nicht signifikant (Abb.
7A; Seite 39). Das Resultat der Stimulation von Gliazellen mit 10; 1; 0,1; 0,01; 0,001 und
0,0001 pg/ml Poly(I:C) (TLR-3) zeigte signifikante Unterschiede in der IL-6-Freisetzung
zwischen den beiden Gruppen (p < 0,05; Abb. 7B; Seite 39). Hinsichtlich der TNF-a-
Freisetzung nach Stimulation mit Poly(l:C) waren nur bei einer Konzentration von 1ug/mi
statistisch signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen zu sehen (p < 0,05;
Abb. 7B; Seite 39). Die Stimulation der Mikroglia Vitamin-D-haltiger Mause mit LPS (TLR-4)

38



zu den Konzentrationen 1; 0,1; 0,01 und 0,001 pg/ml fihrte zu einer signifikant héheren IL-
6- Ausschuattung im Vergleich zur Vitamin-D-armen Mikroglia (Abb. 7C; Seite 39). Die TNF-
a-Freisetzung nach Stimulation der Mikroglia mit LPS 1ug/ml war signifikant niedriger in
Vitamin-D-armer Mikroglia. Die Resultate nach Stimulation mit LPS zu den Konzentrationen
von 0,1; 0,01; 0,001 und 0,0001 pg/ml sind in Abbildung 7C (Seite 39) dargestellt. Die
Stimulation der Mikroglia mit CpG (TLR-9) in den Konzentrationen 10, 1 und 0,1 pg/ml
fuhrte zu einer signifikant hoheren Freisetzung von IL-6 (Abb. 7D; Seite 39) und fur die
Konzentrationen 1 und 0,1 pg/ml auch zu signifikant héheren Mengen von TNF-a
Freisetzung (p<0.05; Abb. 7D; Seite 39) in Vitamin-D-reicher Mikroglia.
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Abbildung 7 Zyto- und Chemokinfreisetzung unstimulierter und stimulierter Vitamin-D-suffizienter und

-defizienter Mikroglia nach 24h Inkubation. Darstellung von Interleukin (IL)-6 (Kreise), Tumornekrosefaktor
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(TNF)-a (Dreiecke) und Chemokine (C-X-C Motiv) und Ligand 1 (CXCL1) (Quadrate). A: Stimulation mit
PamsCSKa4,B: Stimulation mit Poly(I:C), C: Stimulation mit LPS, D: Stimulation mit CPG. Ausgefillite Kreise,
Dreiecke und Quadrate stellen Vitamin-D-reiche Mikrogliazellen; leere Kreise, Dreiecke und Quadrate stellen
Vitamin-D-arme Mikrogliazellen dar. Die statistisch signifikanten Unterschiede sind mit einem Stern

markiert (Abbildung aus Publikation dieser Arbeit).

Die Interaktion in der jeweiligen Gruppe/Konzentration zwischen Vitamin-D-armen und
reichen Zellkulturen sowie deren Zytokin- und Chemokinausschittung hinsichtlich aller
verwendeten TLR-Agonisten wurde in Tabelle 4 aufgefiihrt. Letztlich zeigte sich nur bei der
Wechselwirkung nach CpG-Stimulation in der TNF-a und CXCL1-Ausschittung un-

zureichende Signifikanz.
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Wechselwirkung
Gruppe Vitamin-D-

Stimulation Zytokine/Chemokine | Konzentration -
suffizienz und -
defizient/Konzentration
IL6 + +
TNF-a + +
LPS CXCL1 + +
Phagozytose + +
Wechselwirkung
Stimulation | Zytokine/Chemokine | Konzentration Gruppe Vitamin-D-
suffizienz und -
defizient/Konzentration
IL6 + +
TNF-a + +
PamzCSKa4 CXCL1 " "
Phagozytose + -
Wechselwirkung
Stimulation | Zytokine/Chemokine | Konzentration Gruppe Vitamin-D-
suffizienz und -
defizient/Konzentration
IL6 + +
. TNF-a + +
Poly(l:C) CXCL1 ; §
Phagozytose + +
Wechselwirkung
Stimulation | Zytokine/Chemokine | Konzentration Gruppe Vitamin-D-
suffizienz und -
defizient/Konzentration
IL6 + +
TNF-a + -
CpG CXCL1 T i
Phagozytose + +

Tabelle 4 Ergebnistabelle der Phagozytoseraten anhand der Zyto- und Chemokinausschittung
nach Stimulation mit Toll- like Rezeptoren nach Anwendung der zweifaktoriellen Varianzanalyse.
Signifikante Werte (p < 0,05) werden mit "+,

Darstellung).

nicht signifikante (p = 0,05) mit "-"angegeben (eigene

3.1.3 Stickstoffmonoxid-Radikal-Freisetzung der Mikroglia

Einen Mechanismus, bei dem Vitamin D moglicherweise fahig ist, antimikrobielle Aktivitat

auszulben, stellt die Abtotung von Bakterien mittels Stickstoffmonoxid dar (Kohchi et al.
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2009). Der NO-Versuchsaufbau wurde in Abschnitt 2.2.8 (Seite 30) beschrieben. Pro
Stimulanz wurden n = 21 Messungen durchgefihrt. Wie aus bereits vertffentlichten Daten
zu ersehen (Ebert S et al. 2005), induzieren hohe Konzentrationen an der TLR-Agonisten
PamsCSKs (TLR-1/2), LPS (TLR-4) und CpG (TLR-9) die NO-Freisetzung aus
Mikrogliazellen. Um die mdglichen Mechanismen zu verstehen, inwiefern Vitamin-D-Mangel
die intrazellulare Abtotung von E. coli beeinflussen kann, wurde die Stickstoffmonoxid
Freisetzung anhand hoher Konzentrationen der TLR-Agonisten untersucht. Es wurden
diejenigen Konzentrationen ausgewahlt, bei welchen gleichzeitig die hdchsten
Phagozytoseraten festgestellt werden konnten. Ein signifikanter Unterschied der NO-
Freisetzung zwischen Vitamin-D-armen und -reichen Mikrogliazellen konnte nicht

festgestellt werden.

Vitamin D-suffizient
8 Bl Vitamin D-defizient
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Abbildung 8 Freisetzung von Stickstoffmonoxid aus der Mikroglia

Darstellung der NO-Freisetzung nach Stimulation mit hohen Konzentrationen von TLR-1/2-, -3-, -4- und -9-
Agonisten. Der graue Balken stellt die Vitamin-D-reiche Gruppe, der schwarze Balken die Vitamin-D-arme
Gruppe dar. Links in der Graphik ist die Kontrollgruppe (Medium) abgebildet (Abbildung aus Publikation dieser
Arbeit).

Wie aus Abbildung 8 (Seite 42) ersichtlich wird, zeigt die NO-Freisetzung nach Stimulation
mit hohen Konzentrationen von TLR-1/2-, -3-, -4- und -9-Agonisten keinen Unterschied
zwischen Vitamin-D-defizienter und Vitamin-D-suffizienter Mikroglia. Die NO-Konzen-
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trationen in den Uberstanden wurden mittels Mittelwert und Standardfehler angegeben.
Eine Analyse der Daten erfolgte mit one-way ANOVA mit Bonferroni-Korrektur fur multiples
Testen. Danach konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Vitamin-D-suffizienter

und -defizienter Mikroglia gezeigt werden.

3.1.4 Lebendzellzahl der Mikroglia

Die Konzentrationen der TLR-Agonisten, die in dieser Studie verwendet wurden, wiesen
entgegen bisher veréffentlichter Daten keine Toxizitat fur Mikroglia auf. Stimulation von
Mikroglia mit den hochsten Dosen an TLR-1/2-, -3-, -4- und -9-Agonisten resultierte nicht in
einem verminderten Uberleben dieser Zellen. Dies zeigte sich im Vergleich aller

stimulierten und unstimulierten Gruppen.
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Abbildung 9 Lebendzellzahl Vitamin-D-suffizienter und Vitamin-D-defizienter Mikroglia

Graue Balken stellten Vitamin-D-reiche, schwarze Balken Vitamin-D-arme Gruppen nach Stimulation mit
PamsCSKa4 1 pg/ml, Poly(l:C) 10 pg/ml, LPS 1 pg/ml und CPG 10 pg/ml (n = 4) dar. Zu Anfang steht jeweils
die Kontrollgruppe (Medium) (Abbildung aus Publikation dieser Arbeit).

In Abbildung 9 (Seite 43) sind die Ergebnisse nach Behandlung mit PamsCSKs4 1 pg/ml,
Poly(I:C) 10 pg/ml, LPS 1 pg/ml und CPG 10 pg/ml (n = 4) durch Median und
Standardfehler graphisch dargestellt. Die Daten wurden mittels one-way ANOVA analysiert
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und nach Bonferroni fur multiples Testen korrigiert. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden. Tabelle 5 (Seite 44) stellt die einzelnen Ergebnisse in

Zahlen dar.

Stimulanz Vitamin- D-suffizient Vitamin- D-defizient
Medium 100 * 7,5%, 100 + 1,5%,;
PamsCSKa4 1 pg/ml 100,8 + 1,9%, 99,5 + 1,9%;
Poly(I:C) 10 pug/ml 101,7 £ 2,4%, 103,8 + 3,2%;
LPS 1 pg/mi 97,7 £ 5,4%, 102,1 + 6,4%;
CPG 10 pg/ml 102,3 + 2,6%, 101,7 + 3,1%.

Tabelle 5 Uberlebensrate der Mikrogliazellen nach Stimulation

(Angabe in Median und Standardfehler, Abbildung aus Publikation dieser Arbeit).
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4 Diskussion

Ausgangspunkte unserer Studie waren folgende Aspekte: die Induktion einer bakteriellen
Meningitis durch E. coli unter Verwendung Vitamin-D-armer und -—normalhaltiger
Mikrogliazellen und deren Reaktion hinsichtlich Phagozytoserate, Zyto- und
Chemokinausschuttung sowie NO-Freisetzung nach Stimulation mit TLR-Agonisten. Wir
entschlossen uns, in dieser Studie das lebende gramnegative Bakterium E. coli zur
verwenden, da auch bereits in der Vergangenheit eine Aktivierung der Mikroglia durch E.
coli bestatigt werden konnte (Ribes et al. 2010). Die retrospektive Studie von Hoogland und
Kollegen untersuchte Tierexperimente, durchgefihrt von 1950 bis 2013, hinsichtlich der
Reaktion von Mikrogliazellen bei entziindlichen Prozessen des Gehirns. Auch hier zeigte
sich, dass lebende E. coli-Bakterien nach zwei Tagen, hitzegetdtete Bakterien hingegen
nach zwei Wochen zu einer Mikrogliaaktivierung fuhrten (Hoogland et al. 2015). Ebenso
wie das verwendete Bakterium stellt das Alter der Zellen einen wichtigen Faktor dar.
Inzidenz und Mortalitdt einer bakteriellen Meningitis waren im Alter im Vergleich zu
jungeren Erwachsenen stark erhéht. Mikrogliazellen und Peritonealmakrophagen gealterter
Mause phagozytierten weniger E. coli und setzten weniger NO, Zyto- und Chemokine frei
als Zellen junger Mause. Dieses Ergebnis liel3 sich sowohl ohne Aktivierung als auch nach
Stimulation mit TLR-2-, -4- und -9-Agonisten reproduzieren (Schitze et al. 2014). Das
Ausmald der Mikrogliaaktivierung bei einer systemischen entziindlichen Reaktion wird somit
malf3geblich durch das Alter bestimmt (Hoogland 2015). So weist zum Beispiel Mikroglia
des gealterten Gehirns eine hohere Expression proinflammatorischer Zytokine auf. Diese
Veranderung fuhrt zu einer verlangerten und verstarkten Immunantwort (Norden und
Godbout 2013). In wunserer Studie wurden Mikrogliazellen verwendet, die aus
neugeborenen Mausen gewonnen wurden. Die Gewinnung der Peritonealmakrophagen
erfolgte aus den Elterntieren, welche einige Monate alt waren. Somit stehen die
verwendeten Zellkulturen nicht unter dem Einfluss des Alters, sondern des Fehlens oder
Vorhandenseins von Vitamin D. Um einen manifesten Vitamin-D-Mangel herbeizuftihren,
wurde die Erndhrung der Mause in unserer Studie, wie oben beschrieben, mit Vitamin-D-
armem und —normalhaltigem Futter durchgefihrt. So konnten entsprechende Vergleichs-
gruppen (Vitamin-D-suffizient, Vitamin-D-defizient) geschaffen werden, welche sich
aufgrund der Erndhrung nachweislich signifikant in ihrem Vitamin-D-Spiegel im Serum
unterschieden. Die Serumkonzentration der biologisch aktiven Form des Vitamin D,

1,25(0OH)2, wird hauptsachlich Uber die endokrine Regulation der 1a-Hydroxylase bestimmt
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und wird nur bedarfsgerecht vom Kdrper synthetisiert. Einen direkten Rickschluss auf den
Vitamin-D-Status erlaubt die Serumkonzentration des im Blut zirkulierenden Spiegels von
25(0OH)D3, welcher insbesondere von Sonnenexposition und Erndhrungszustand abhangig
ist (Hewison 2012). Auch beim Menschen ist eine zu geringe Vitamin-D-Aufnahme mit der
Nahrung ein Grund fur einen manifesten Vitamin-D-Mangel. Dieser lasst sich ebenfalls
laborchemisch mit hoher Sensitivitat Gdber den 25-Hydroxyvitamin-D-Serumspiegel
nachweisen (Holick 2007). Die Ursache des Vitamin-D-Mangels ist hierdurch jedoch nicht
bewiesen. So kann nicht nur eine mangelhafte Ernahrung, sondern auch ungeniigende UV-
Exposition ursachlich fur eine verminderte Vitamin-D-Produktion sein. In unserer Studie
wurden die Versuchstiere in gleichem Mal3e Ultraviolettstrahlung ausgesetzt. Physiologisch
kommt es im Rahmen der Immunantwort zur Stimulation von Mikrogliazellen durch TLR.
Die Stimulation einer aktiven Immunantwort mit TLR-Agonisten stellt eine gangige und
nachweislich valide Methode in der Untersuchung von verschiedenen pathophysiologischen
Vorgangen dar (Ebert et al. 2005). Insbesondere fir LPS konnte eine erhdhte Aktivierung
der Mikroglia nachgewiesen werden (Hoogland et al. 2015). Diese Methode wurde erstmals
1985 durch Isberg und Falkow an einer Zellkultur durchgefihrt (Isberg und Falkow 1985).
Damals wurden die phagozytierten Bakterien im Mikroskop gezahlt. Ein Jahrzehnt spater
wurde die gleiche Methode mit primaren Makrophagen durchgefiihrt und die Bakterien
durch quantitatives Ausplattieren bestimmt (Segura et al. 1998). 2009 fuhrten Ribes et al.
diese Methode bei priméren Mikrogliazellen ein. Bisher nahm man an, dass die
Verwendung hoher Dosen von TLR-Agonisten zu einem vermehrten Zelluntergang fuhrt.
Ebert und Kollegen zeigten, dass -entgegen diesen Kenntnissen- aus Mausen gewonnene
Mikrogliazellen auch hohe Dosen der Stimulantien tUberleben kdnnen (Ebert et al. 2008).
Auch in unserer Studie war die Uberlebensrate der Mikrogliazellen nach Stimulation mit
hohen Dosen an TLR-1/2-, -3-, -4- und -9-Agonisten nicht beeintrachtigt. Durch die in
unserem Modell verwendeten Vitamin-D-defizienten Mikrogliazellen war es ebenso
maoglich, eine antibakterielle Aktivitat von Vitamin D in physiologischen Konzentrationen
nachzuweisen. Im Rahmen der Vitamin-D-Defizienz waren die Phagozytoserate und die
intrazellulare Abtdotung von E. coli gleichbleibend oder teilweise sogar erniedrigt. Die
Abtétungsrate des Bakteriums in Vitamin-D-defizienten Zellen erhdhte sich nachdem die
Zellen mit TLR-1/2-, -3-, -4- und -9-Agonisten stimuliert wurden. Wir konnten zeigen, dass
bei Vorliegen eines Vitamin-D-Mangels und trotz Stimulation mit hohen Dosen von TLR-
1/2-, -3-, -4- und -9-Agonisten, die Fahigkeit der Mikrogliazellen reduziert ist, den Erreger
zu phagozytieren und intrazellular abzutéten. FUr TLR-1/2-Agonisten und niedrigere
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Konzentrationen der TLR-3-, -4- und -9-Agonisten war der Effekt des Vitamin D milde und
die Unterschiede in der Phagozytoserate zwischen Vitamin-D-defizienten und -suffizienten
Mikrogliazellen nach statistischer Korrektur fiir wiederholtes Testen individueller
Konzentrationen nicht signifikant. Der Effekt war also abhéngig von der Konzentration der
Stimulantien. In vergangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass bereits aktivierte
Mikroglia das angeborene Immunsystem auf verschiedene Weise beeinflussen kénnen.
Auch wenn der genaue Mechanismus auf molekularer Ebene noch nicht abschliel3end
erforscht ist, stellt sich heraus, dass Mikroglia sowohl neuroprotektiv als auch neurotoxisch
wirken koénnen (Hanisch und Kettenmann 2007). So erhdhte die Stimulation von
Mikrogliazellen aus Mausen mit TLR-1/2-, -3-, -4- und -9 Agonisten oder endogenen
Liganden wie Fibronektin fir TLR-4, die bakterielle Phagozytose und die intrazellulare
Totung von Bakterien (Ribes et al. 2009; Ribes et al. 210; Ebert et al. 2005). Ein weiteres
Beispiel fur die Schlusselfunktion der TLR im Rahmen der Immunabwehr des ZNS stellt die
verstarkte Expression der TLR mRNA fur TLR-2, -4 und -7 in Gehirnen junger C57BL/6-
Mause bei der E. coli-Meningitis dar (Bottcher et al. 2003). Die Phagozytose héangt
entscheidend vom TLR-Signalweg ab (Yates und Russell 2005). In Abwesenheit von TLR
verschlechterte sich dementsprechend die Phagozytoserate von Bakterien in Phagosomen
(Blander und Mezhitov 2004). Passend zu diesen Beobachtungen konnten auch wir in
dieser Arbeit bestatigen, dass die Stimulation mit TLR-Agonisten zu einer erhdhten
Phagozytoserate fuihrte. Zuvor konnten Redlich et al. ebenso zeigen, dass die Stimulation
von Mikrogliazellen mit TLR-Agonisten-1/2, -3, -4 und -9 die Phagozytose von
Cryptococcus neoformans erhdhte (Redlich et al. 2013). Sind Bakterien einmal in
Phagolysosomen eingeschlossen und reaktiven Sauerstoffspezies oder anderen
bakteriotoxischen Komponenten ausgesetzt, unterliegen sie der bakteriellen Lyse. Ebert et
al. zeigten, dass die Stimulation der Mikroglia mit TLR-Agonisten dosisabhangig ist.
AulRerdem ist eine effiziente Phagozytoserate reaktiver Mikrogliazellen nicht nur von der
Menge aufgenommener Bakterien abhangig, sondern auch von ihrer Fahigkeit,
phagozytotische Signale zu modulieren (Ebert et al. 2005). In unserer Arbeit konnte
ebenfalls ein dosisabhéngiger stimulierender Effekt auf die Phagozytose nachgewiesen
werden. Weiterhin untersuchten wir die NO-Freisetzung in Vitamin-D-defizienten und —
suffizienten Mikrogliazellen nach Stimulation mit TLR-Agonisten. In unserer Studie konnte
kein Unterschied zwischen Vitamin-D-defizienten und -suffizienten Mikrogliazellen in Bezug
auf die NO-Freisetzung, nachdem diese Zellen mit hohen Konzentrationen von TLR-
Agonisten stimuliert wurden, festgestellt werden. In vorangehenden Studien konnte gezeigt
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werden, dass Mikrogliazellen auf bakterielle und endogene Stimulantien mit der
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und Stickoxid-Radikale (NO) reagierten (lliev et
al. 2004; Ebert et al. 2005; Lotz et al. 2005). Diese Erkenntnis stitzt sich auf das Ergebnis
einer Studie von Garcion et al.. Der aktive Metabolit 1,25(OH)2D unterdriickte in neuronalen
Zellen das zur NO-Erzeugung notwendige Enzym Sticksoffmonoxid-Synthase (iNOS)
(Garcion et al. 1997). Auch Hur et al. konnten nachweisen, dass Vitamin-D die NO-
Freisetzung aktivierter Mikroglia hemmt und somit wahrscheinlich den potentiell
neurotoxischen Effekt der Immunantwort verringert. Diese Erkenntnisse fiihrte man auf die
LPS-induzierte Hemmung der 1a-Hydroxylase und VDR zurtick (Hur et al. 2014). Auch in
unserer Studie wurde die Stimulation mit LPS durchgefihrt, fihrte jedoch zu einem
ausbleibenden Effekt der NO-Produktion. Wie in der Einleitung bereits dargelegt, sind
Mikrogliazellen professionelle intrinsische Antigen-prasentierende Zellen im ZNS und
spielen bei der Rekrutierung von Leukozyten in das Gehirn eine wichtige Rolle. Dies
geschieht beispielsweise durch die Freisetzung von Zytokinen (Kettenmann et al. 2011).
Bei der Betrachtung der einzelnen Konzentrationen der Zytokinausschittung nach
Stimulation mit verschiedenen TLR-Agonisten konnten wir teilweise einen signifikanten
Unterschied in der Ausschittung zwischen Vitamin-D-suffizienter und —defizienter Mikroglia
feststellen. Obwohl nicht alle einzelnen Konzentrationen einen statistisch signifikanten
Unterschied zeigten, setzten die Vitamin-D-defizienten Mikroglia, mit Ausnahme von CXCL-
1, generell eine kleinere Menge an Zytokinen und Chemokinen nach Stimulation mit TLR-
Agonisten frei, als die Vitamin-D-suffiziente Gruppe. Somit scheint ein Vitamin-D-Mangel in
unserem Modell der bakteriellen Meningitis eher einen hemmenden Einfluss auf die
Immunabwehr zu nehmen. In jingster Vergangenheit konnte in In-vitro-Studien gezeigt
werden, dass aktivierte Mikroglia unter dem Einfluss von Vitamin-D die Expression von
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6, IL-12 und TNF-a reduzieren und die Expression
von IL-10 erh6hen. Hierdurch konnte es zur Abschwachung der immunvermittelten
Schadigung des zentralen Nervensystems kommen (Boontanart et al. 2016). Unsere
Studienergebnisse lassen sich daher mit der momentanen Studienlage nur teilweise
vereinbaren, da Vitamin-D-suffiziente Mikroglia h6here Mengen an Zytokinen freisetze. Das
Vitamin-D konnte somit eine justierende Rolle in der Immunantwort des zentralen
Nervensystems einnehmen. Um diesbeziglich eine genauere Aussage treffen zu kénnen,
muissten weitere Studien folgen, in denen oben genannte Daten reproduziert werden
kénnen. Gertig und Hanisch fassten die Vielfalt der Mikroglia zusammen. Sie hielten fest,
dass eine Dysregulation der mikroglialen Zytokinproduktion auch neurotoxisch auf die
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Neuronen wirken kann (Gertig und Hanisch 2014). Weiterhin zu beachten ist allerdings,
dass die Reaktion der Mikroglia nach Stimulation und die daraufhin folgende Zytokin- und
Chemokinausschittung von verschiedenen Faktoren abhéngt. So ist die Reaktion je nach
Art des Bakteriums (grampositiv. oder gramnegativ) und den herrschenden
Umweltbedingungen, wie zum Beispiel reduzierte oder normale Vitamin-D-Versorgung,
unterschiedlich (Hausler et al. 2002). Eine Aussage insbesondere in Hinsicht auf die
Immunreaktion bei Stimulierung durch grampositive Bakterien kann in unserer Studie nicht
getroffen werden. In unserer Studie wurde die Stimulation der Mikroglia mit dem
gramnegativen Bakterium E. coli durchgefihrt. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist das
maoglicherweise unterschiedliche Ansprechen der Zellen auf Vitamin D in In-vitro und In-vivo
Studienmodellen (Peelen et al. 2011). Die Ergebnisse unserer Studie beziehen sich
ausschlieBlich auf In-vitro Mausmodelle. Obwohl einige Studien die epidemiologische
Assoziation zwischen Vitamin-D-Mangel und infektiosen Erkrankungen gezeigt haben, kann
diesbezuglich laut Kearns et al. bisher keine valide Aussage getroffen werden. Im
Gegensatz zur Behandlung der Osteoporose ist daher ein moglicher therapeutischer Effekt
der Behandlung mit Vitamin-D bei infektiosen Erkrankungen derzeit noch nicht
abschlie3end belegt (Kearns et al. 2015). Laut dieser retrospektiven Studie beeinflussen
Faktoren wie eine hohe Variabilitat zwischen den einzelnen Studienmodellen und
individuelles Ansprechen des Organismus auf Vitamin-D die Ergebnisse. Mit steigender
Resistenzrate der Bakterien ist es notwendig, die Entwicklung von Strategien zur
Bekampfung bakterieller Infektionen voranzutreiben. Eine Mdglichkeit bestlinde daher in
einer kontrollierten Vitamin-D Substitution. Denn um eine adaquate Immunreaktion des
Korpers zu gewabhrleisten, ist nach Ergebnissen aus unserem In-vitro-Modell eine
ausreichende Serumkonzentration an Vitamin D notwendig. Bisher konnte durch In-vitro-
Studien belegt werden, dass Vitamin D die Barrierefunktion der Epithelzellen, zum Beispiel
in Lunge oder Gastrointestinaltrakt, aufrechterhalt sowie die Einwanderung von
Immunzellen férdert und somit die Immunantwort adaquat regulieren kann (Schwalfenberg
2010). Vitamin D bt seine biologische Funktion aber nicht nur durch die Beeinflussung
zellularer Prozesse aus, sondern auch durch die Beeinflussung der Genexpression (Deluca
et al. 2015).
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit ist untersucht worden, ob eine orale Vitamin-D-Supplementierung zu einer
erhdhten Infektionsresistenz des Gehirns gegenuber E. coli-Infektionen in vitro fahrt. Im in-
vitro-Modell der bakteriellen Meningitis wurde die Wirkung von Vitamin D3 auf die
Phagozytoserate, intrazellulare Abtotung von Erregern und Immunantwort der
Mikrogliazellen nach Stimulation der Mikrogliazellen mit TLR-Agonisten untersucht. In
Zusammenschau der Ergebnisse fuhrt ein Mangel an Vitamin D bei Mikrogliazellen zu einer
herabgesetzten Phagozytose und verminderten Abtétungsrate des Erregers. Liegt Vitamin
D hingegen in ausreichender Konzentration vor, so kann vermutlich eine antibakterielle
Wirkung erzielt werden. Durch Stimulation mit verschiedenen TLR-Agonisten erhdhte sich
die Phagozytose und intrazellulare Abtotung von E. coli K1 in Mikrogliazellen. Dieser
Prozess kann wiederum unter Vitamin-D-defizienten Bedingungen negativ beeinflusst
werden, resultierend in einer verminderten Phagozytose und intrazellularen Totungsrate
von Bakterien. Somit hangt die Immunreaktion des angeborenen Immunsystems auch von
der Vitamin-D-Konzentration im Organismus ab. Hinsichtlich der NO-Freisetzung gab es in
unserem In-vitro-Modell keinen signifikanten Unterschied unter Vitamin-D-suffizienten und —
armen Bedingungen, sodass wir hierzu keine positive oder negative Wirkung des Vitamin D
feststellen kénnen. Der Vitamin-D-Mangel beeinflusste aber das Ausmald der Zyto- und
Chemokinfreisetzung der Mikrogliazellen wahrend einer E. coli-Infektion. So wurden nach
Stimulation mit TLR-Agonisten weniger Zyto- und Chemokine von Vitamin-D-defizienten
Zellen ausgeschiittet als von suffizienten Zellen. Somit wird unter Vitamin-D-Mangel die
Effektivitat der erworbenen Immunreaktion des zentralen Nervensystems gesenkt und die
Chemokinausschittung wéahrend einer Entziindungsreaktion beeinflusst. In unseren in-vitro
Untersuchungen wurde erstmals demonstriert, dass Vitamin-D-Mangel die Fahigkeit der
Mikrogliazellen des Gehirns reduziert, Bakterien zu phagozytieren und intrazellular
abzutdten. Somit konnte sie die ungunstige Rolle von Vitamin-D-Mangel bei Infektionen des

ZNS durch den gramnegativen Erreger E. coli gezeigt werden.
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8.3 Abktlrzungsverzeichnis

AB Amyloid beta

ANOVA Analysis of variance

ANOVA 2way Two way analysis of variance

BHS Blut-Hirn-Schranke

BLS Blut-Liquor-Schranke

BSA Bovine serum albumin (Rinderserumalbumin)

CFU Colony forming unit

P Oligonucleotides containing unmethylated cytosine- guanosin
motifs

CXCL-1 Chemokine (C-X-C motif) Ligand 1

dest. destilliert

DMEM Dulbecco’s-modified-eagle-medium

E. coli Escherichia coli

ELISA Enzyme-linked-immunosorbent-assay (Enzymimmunoassay)

FCS Fetal-calf-serum (Fetales Kalberserum)

g Erdbeschleunigung

h Stunde

HRP Horse radish peroxidase (Meerrettichperoxidase)

H. influenzae

Haemophilus influenzae

I.C. intrazerebral

IFN Interferon

lg Immunglobulin

IL Interleukin

KC Keratinocyte-derived chemokine
KG Kdrpergewicht

LPS Lipopolysaccharidase

L. monocytogenes

Listeria monocytogenes

MAPK

Mitogen-aktivierte Proteinkinase

min.

Minute

MyD88

Myeloid differentiation factor 88
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NaCl Natriumchlorid

NFkB Nuklearfaktor kappa B
NO Stickstoffmonoxid
NT-3 Neurotrophin 3

N. meningitidis

Neisseria meningitidis

Ompa Outer membrane protein A
PAMP Pathogen-associated-molecular-pattern
PamsCSKa Tripalmitoyl- Cystein

PBS Phosphate-buffered-saline

Poly (I:C) Polyinosin-Polycytidyl-Saure
PRR Pathogen recognition receptors
RNI Reactive nitrogen intermediates
ROS Reactive oxygen species

PS Penicillin + Streptomycin

S Sekunde

S. aureus Staphylococcus aureus

S. pneumoniae

Streptococcus pneumoniae

SAR

Subarachnoidalraum

TGFB Transforming growth factor beta
TLR Toll-like-receptor

TNFa Tumornekrose-Faktor-alpha
VDR Vitamin-D-Rezeptor

ZNS Zentrales Nervensystem
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