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1. EINLEITUNG

1.1 Einfihrung

Activin A wurde erstmals als reproduktives Hormon beschrieben (Ling et al. 1986a). Es
reguliert die Hormonausschittung in der Hypophyse, spielt eine Rolle in der zelluléaren
Hé&mostase sowie in der Entwicklung und Differenzierung von Zellen. Des Weiteren be-
sitzt Activin A immunmodulatorische Eigenschaften und spielt eine wichtige Rolle bei
peripheren und zentralen Entziindungsreaktionen. Ihm werden sowohl pro- als auch antiin-
flammatorische Eigenschaften zugeschrieben. Uber seine genaue Rolle wahrend einer in-

flammatorischen Reaktion ist vieles jedoch noch nicht bekannt.

Die Konzentrationen des multifunktionellen Zytokins Activin sowie die seines Bindungs-
proteins Follistatin sind bei bakterieller Meningitis im Liquor und bei bakterieller Sepsis
im Serum erhoht. Bakterielle Meningitis und Sepsis gehen heute trotz effektiver Antibioti-
katherapie und zusétzlicher Therapien immer noch mit einer hohen Letalitat und bleiben-

den Schéaden einher.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche sollen das Verstandnis der Patho-
physiologie der peripheren und zentralen Entziindungsreaktion erweitern sowie die genau-

ere Rolle von Activin A und Follistatin bei Entziindungsreaktionen kléren.

1.2 Immunsystem

Das Immunsystem besteht aus zwei Komponenten: dem angeborenen und dem spezifi-
schen Immunsystem. Das angeborene, unspezifische Immunsystem beginnt mit seiner
Abwehr schon an Haut und Schleimhduten. Es erkennt Mikroorganismen unter anderem
durch das Komplementsystem. Mithilfe des Komplementsystems werden die eingedrunge-
nen Mikroorganismen lysiert oder durch Makrophagen und neutrophile Granuloztyen pha-
gozytiert. Die Zellen des angeborenen Immunsystems besitzen verschiedene Proteine auf
ihrer Zelloberflache, die charakteristische Merkmale von Mikroorganismen, sogenannte
Pathogen-associated molecular patterns (PAMPS), erkennen. Zu den Proteinen auf der



Zelloberflache gehdren die Toll-like-Rezeptoren (TLR), Scavanger-Rezeptoren und andere
(Rassow et al. 2008).

Das spezifische, adaptive Immunsystem besteht u.a. aus bestimmten Leukozyten, den T-
und B-Lymphozyten. B-Lymphozyten produzieren spezifische Antikdrper, welche Bakte-
rien, bakterielle Toxine und Viren neutralisieren kdnnen, Pathogene opsonieren und das
Komplementsystem aktivieren kdnnen. Zytotoxische T-Zellen sind in der Lage, infizierte
Zellen abzutoten. T-Helferzellen aktivieren B-Lymphozyten und Makrophagen (Rassow et
al. 2008).

Das angeborene und das adaptive Immunsystem sind eng miteinander verbunden. Dendri-
tische Zellen erkennen Pathogene mittels TLR oder Scavenger-Rezeptoren, phagozytieren
die Pathogene und présentieren die Antigene an ihrer Zelloberflache mittels MHC-II-
Molekilen. Diese Antigene werden dann im Lymphknoten den T-Zellen préasentiert. Mak-
rophagen erkennen und phagozytieren eindringende Prokaryonten. Sie présentieren die
Antigene ebenfalls auf ihrer Zelloberflache. T-Helferzellen erkennen diese Antigene und
stimulieren die Makrophagen dazu, Sauerstoffradikale, Stickoxide sowie andere Toxine zu
produzieren, um die Erreger abzutGten. Neben den Toxinen produzieren Makrophagen
auch Chemokine und Zytokine (Rassow et al. 2008).

1.2.1 Immunantwort des Zentralen Nervensystems (ZNS)
Das ZNS ist durch die Blut-Hirn-Schranke von Proteinen und Zellen aus dem Blut abge-

schirmt.

Makrophagen und dendritische Zellen finden sich in den Meningen und im Plexus
choroideus (McMenamin 1999; Chinnery et al. 2010). Das Hirngewebe ist frei von dendri-
tischen Zellen (Hart und Fabre 1981), aber aktivierte T-Zellen haben die Mdglichkeit, die
Blut-Hirn-Schranke zu tberwinden (Wekerle et al. 1986). Das Parenchym enthélt Mikrog-
liazellen. Mikrogliazellen sind die intrinsischen Makrophagen des ZNS und gehéren zum

angeborenen Immunsystem (Aloisi 2001).

Um in das Hirnparenchym zu gelangen, missen die Pathogene die Blut-Hirn- bzw. Blut-
Liquor-Schranke berwinden. Dazu nutzen die Bakterien Interaktionen mit verschiedenen
endothelialen Rezeptoren in kleinen Blutgefalen (Kim 2000; Join-Lambert et al. 2010;
Orihuela et al. 2009; Ring et al. 1998). Durch Bakterien oder PAMPs kommt es zur Frei-



setzung verschiedener Zytokine wie Tumornekrose-Faktor (TNF)-a und Interleukin (IL)-1
durch Astroglia, Makrophagen und Endothelzellen. Neben Zytokinen und Chemokinen
(Chao et al. 1992; Medana et al. 1997) produzieren und setzen die Abwehrzellen Stickstof-
foxid (NO) (Ring et al. 2000; Winkler et al. 2001) sowie Matrix-Metalloproteinasen
(MMP) (Azeh et al. 1998) frei. NO wird von phagozytosefédhigen Zellen produziert und
spielt eine wichtige Rolle in der Immunantwort gegen Bakterien. Allerdings ist es toxisch
flr eukaryonte Zellen, sodass es auch die Wirtszellen schadigt und Neurone abtotet (lliev
et al. 2004). Die Zellschadigung und das Absterben der Neurone fuihren zu Komplikationen
wahrend einer Meningitis und zu Langzeitschaden. NO erhoht die Permeabilitat der Blut-
Hirn-Schranke und erleichtert den Bakterien das Eindringen in das ZNS (Shukla et al.
1995). MMPs filhren zur Inflammation, Dysfunktion der Blut-Hirn-Schranke und Zell-
schéden (Kanoh et al. 2008; Meli et al. 2003).

Die periphere und zentrale Immunreaktion wird von Zytokinen gesteuert. Zu den Zytoki-
nen gehoren unterschiedliche Proteine mit einem groRen Wirkungsspektrum, die zwischen
den einzelnen Zelltypen die Informationen Uberleiten. Bei der Pathogenese der bakteriellen
Meningitis spielen vor allem die proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-1, IL-6 und
IL-8 sowie die antiinflammatorischen Zytokine IL-10 und TGF-p eine wichtige Rolle (Di-
narello 1996; Mustafa et al. 1989, 1990; Ohga et al. 1994; Persson et al. 1997). TNF-a, IL-
1, IL-6 und IL-8 werden in der Initialphase der lokalen Entzliindungsreaktion von Mikrog-
lia, Endothelzellen und Astrozyten freigesetzt (Waage et al. 1989). TNF-a ist zum einen
fur die erfolgreiche Immunantwort wichtig, zum anderen induziert es aber auch die
Apoptose von Hippokampusneuronen (Bogdan et al. 1997). Nach der Initialphase werden
die Zytokine auch von den angelockten und eingewanderten Monozyten, Makrophagen
und Leukozyten freigesetzt (Koedel et al. 2000).

1.2.1.1 Mikroglia

Mikroglia sind mesodermalen Ursprungs und gehdren zu der Gruppe der Gliazellen. Man
findet sie im Gehirn und im Ruckenmark. Mikroglia halten die Hdmostase im ZNS auf-
recht, haben regenerierende Aufgaben und gehdren zum angeborenen Immunsystem. Sie

werden auch als die Makrophagen des ZNS bezeichnet (Aloisi 2001).

Mikroglia besitzen eine Vielzahl verschiedener TLR (Bsibsi et al. 2002), welche durch

PAMPs aktiviert werden. Durch die Rezeptor-Ligand-Interaktion verandern sich die ru-



henden, verzweigten Zellen zu aktivierten, runderen Mikrogliazellen (Suzumura et al.
1991). Neben der Morphologie &ndert sich der Immunphdanotyp. Zu den Aufgaben unter
inflammatorischen Bedingungen zahlen die Produktion von proinflammatorischen Zytoki-
nen, Chemokinen und Sauerstoffradikalen (ROS) sowie eine Erhéhung der Phagozytose-
Aktivitdt (Hausler et al. 2002; Smith ME et al. 1998). Ruhende Mikroglia sind nicht-
phagozytierende Zellen, aktivierte Mikroglia sind phagozytierende Zellen. Stimuliert man
Mikrogliazellen mit Agonisten der TLR 1/ 2, 4 und 9, so erhéht sich die Phagozytose von
Bakterien deutlich (Ribes et al. 2009; 2010b). Auf der einen Seite schutzen Mikrogliazel-
len das Gehirn und das Ruckenmark vor den Bakterien und auf der anderen Seite setzen sie
zum Beispiel NO und TNF-a frei (Ebert et al. 2005). Dadurch werden die Neurone ge-
schédigt (lliev et al. 2004). Durch Stimulation mit Interferon (IFN)-y geht die Produktion
von neuroprotektiven Faktoren durch Mikroglia zurliick (Moran et al. 2007). Neben den
TLR besitzen aktivierte Mikroglia auch nucleotide-binding-oligomerization-domain-
2(NOD-2)-Rezeptoren (Sterka und Marriott 2006), welche bei bakteriellen Infektionen
funktionell exprimiert werden. NOD-2-Rezeptoren sind intrazellulare Rezeptoren und er-
kennen ein kleines Motiv, welches in allen bakteriellen Peptidoglykanen zu finden ist. Des
Weiteren besitzen stimulierte Mikrogliazellen auch Komplement-Rezeptor 3 (Ling EA et
al. 1990) und MHC-II (Grenier et al. 1989) auf ihrer Zelloberflache.

1.2.2 Toll-like-Rezeptoren

TLR spielen eine zentrale Rolle im angeborenen Immunsystem und werden vor allem auf
Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert. Des Weiteren sind TLR auf B-Zellen
zu finden, welche zum adaptiven Immunsystem gehoéren. Es gibt im menschlichen Korper
die TLR 1 bis 11, die jeweils spezifisch PAMPs erkennen (Hughes AL 1998; Levashina et
al. 1999). In Mausen werden die TLR 1 bis 13 exprimiert (Kawai und Akira 2006). TLR 2
und 4 befinden sich auf der Zelloberflache und erkennen Bestandteile aus bakteriellen
Zellwanden (Muzio und Mantovani 2000). TLR 9 wird in intrazellularen Vesikeln (z.B.
Endosomen und Lysomen) exprimiert (Muzio und Mantovani 2000). TLR 2 wird durch
Tripalmitoyl-Cystein (PamsCSK, = P3;C) stimuliert (Takeuchi et al. 1999). P,C wird syn-
thetisch hergestellt und in Versuchen als Analogon fur Bestandteile von Zellwénden gram-
positiver Bakterien verwendet. Lipopolysaccharide (LPS) aktivieren TLR 4 (Hoshino et al.
1999; Poltorak et al. 1998), befinden sich in den Zellwénden von gram-negativen Bakte-

rien und koénnen einen septischen Schock verursachen. Oligonucleotides containing un-



methylated cytosine-guanosin motif (CpG) bindet an TLR 9 (Hemmi et al. 2000). Es ist ein
synthetisches Analogon fur bakterielle CG-Motive, welche zur bakteriellen DNA bei
gram-negativen und gram-positiven Bakterien gehéren. CpG kann einen septischen Schock
(Sparwasser et al. 1997) sowie eine cerebrale Entziindung verursachen (Tauber et al.
2009). Polyinosin:Polycytidyl-Saure (Poly [I:C]) ist ein synthetischer Agonist des TLR 3
(Alexopoulou et al. 2001) und wird anstelle von viralen Bestandteilen in Experimenten
eingesetzt. Poly (I:C) erhoht die Phagozytose von E. coli K1 durch Mikrogliazellen (Ribes
et al. 2010a). TLR werden wahrend einer Inflammation im ZNS, z.B. bei Meningitis, ver-
starkt exprimiert (Bottcher et al. 2003).

Stimulation der TLR fuhrt zur Aktivierung des Myeloid differentiation primary response
gene (MyD88)-Signalwegs oder des MyD88-unabhangigen-Signalwegs (Akira und Hoshi-
no 2003). Der MyD88-unabhéngige-Signalweg wird nur von TLR 3 und 4 aktiviert. Stimu-
lation des TLR 3 fihrt zur Aktivierung des TIR-domain-containing adaptor-inducing-
interferon-f (TRIF)-Signalwegs (Yamamoto et al. 2002a). TLR 4 aktiviert neben dem
MyD88-unabhéngigen-Signalweg auch den MyD88-Signalweg. Die Aktivierung des Sig-
nalmolekils MyD88 ist wichtig flr eine effektive Immunantwort wéhrend einer bakteriel-
len Meningitis (Koedel et al. 2004) und fiihrt zu einer Aktivierung der Transkriptionsfakto-
ren Nuclear factor (NF)-kB und Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPKS). Infolge der
Aktivierung dieser Transkriptionsfaktoren kommt es zu einer Ausschittung von inflamma-
torischen Zytokinen. Der MyD88-unabhangige-Signalweg fuhrt ebenfalls tber eine Akti-
vierung von Transkriptionsfaktoren zu einer Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen

und Interferon Typ 1 (Yamamoto et al. 2002b).

Infolge einer Stimulation des TLR 4 durch LPS kommt es im Mausmodell zu einer Akti-
vierung des MyD88-Signalwegs und anschlielend zu einer Freisetzung von Activin A (Jo-
nes et al. 2007). Dies bedeutet, dass die Freisetzung von Activin A von einer Aktivierung
des TLR 4 abhéngt. In neueren Studien wird vermutet, dass Activin A auch durch den

TRIF-Signalweg MyD88-unabhéngig freigesetzt werden kann (Hedger et al. 2011).

1.3 Activin und Follistatin

1.3.1 Struktur von Activin und Follistatin

Activin gehort zu der grof3en transforming growth factor (TGF)-p-Superfamilie. Es besteht



aus zwei Untereinheiten, die durch Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Activine
sind Homo- oder Heterodimere der B-Untereinheit des Inhibins. Inhibin gehdrt genau wie
Activin zur TGF-B-Superfamilie (Vale et al. 1986). Activin A ist ein Homodimer und
besteht aus zwei BA-Untereinheiten (Ling N et al. 1986a), das Homodimer Activin B aus
zwei BB-Untereinheiten und das Heterodimer Activin AB besteht aus je einer Untereinheit
BA und BB (Mason et al. 1989) (s. Abb. 1). Die verschiedenen Formen von Activin

sind alle bioaktiv.

Am meisten ist Gber Activin A bekannt (Robertson et al. 1992). Activin A ist
immunoaktiv (Foulds et al. 1998) und wird bereits als aktives Homodimer freigesetzt
(Gray und Mason 1990).

Follistatin wurde aus boviner (Robertson et al. 1987) und porciner ovarieller (Ueno

et al. 1987; Ying et al. 1987) Follikelflussigkeit isoliert. Follistatin hat eine Inhibin-
ahnliche Wirkung und wurde zunéchst als ,,FSH-suppressing protein bezeichnet
(Robertson et al. 1987). Follistatin gehort strukturell nicht zur TGF-B-Superfamilie, wird
aber funktionell aufgrund der engen Bindung zu Activin dazu gezahlt (Phillips und de
Kretser 1998).

Follistatin ist ein einzelstrangiges Glykoprotein und unterliegt dem alternativen Splicing
der mRNA, sodass es neben Follistatin 288 auch Follistatin 315 gibt (Phillips und de
Kretser 1998). Neben dem alternativen Splicing wird das Protein durch proteolytische
Spaltungen und Glykosylierungen bei der Prozessierung des Gens modifiziert (Robertson
et al. 1987; Ueno et al. 1987). Im Plasma ist hauptsachlich Follistatin 315 zu finden,
wéhrend Follistatin 288 an Zelloberflachen bindet (Lerch et al. 2007). Follistatin bindet
neben Activin auch andere TGF-B-Superfamilie-Mitglieder wie zum Beispiel Inhibin
(Shimonaka et al. 1991) und Myostatin (Stamler et al. 2008). Allerdings ist diese Bindung

nicht so stark wie die Bindung zu Activin.



funktionell
Inhibin Bindung Activin < Follistatin
Bindung
a B B B Alternatives
/ \ / l \ Splicing
Inhibin A Inhibin B ActA ActB ActAB Follistatin 288 Follistatin 315
a RB-A a R-B R-A B-A R-BR-B R-A R-B

Abb. 1: Schematische Darstellung des Aufbaus und der Zusammengehdrigkeit der TGF-B-
Mitglieder Inhibin, Activin und Follistatin— = a-Kette; — = R-Kette; — = R-A-Kette;
= 3-B-Kette.

1.3.2 Verteilung und Wirkung von Activin A und Follistatin

Follistatin und Activin A sind in der Regel in den gleichen Organen zu finden, allerdings
nicht immer in den gleichen Zelltypen innerhalb des Organs (Roberts und Barth 1994; Al
bano et al. 1994; Feijen et al. 1994). Follistatin und Activin werden auf mMRNA-Ebene
exprimiert (Meunier et al. 1988; Michel et al. 1990; Schneider et al. 2000; Tuuri et al.
1994) und auf Proteinebene (Kogawa et al. 1991; Wada et al. 1996) in verschiedenen
Organen gebildet.

Activin A entfaltet seine Wirkung auf zellularer Ebene durch eine spezifische Bindung an
einen transmembranen Serin-Threonin-Kinase-Rezeptor. Es gibt den Activin-Rezeptor-I
(Act-RI) sowie den Activin-Rezeptor-11 (Act-RI1). AuBerdem gibt es unterschiedliche Sub-
typen der beiden Untereinheiten des Activin-Rezeptors (1A, IB, 1A, IIB 1-4) (Mathews
und Vale 1991; Attisano et al. 1992). Activin A bindet zuerst an Act-RII, eine konstitutiv
aktive Kinase. Act-RIl phosphoryliert anschlieBend Act-RI (Massagué und Weis-Garcia
1996; Inouye et al. 1991; Persson et al. 1997; Shimasaki et al. 1988). Der phosphorylierte
Act-RI phosphoryliert dann wiederum die Proteine Smad 2 und Smad 3 (You und Kruse
2002; Shimizu et al. 1998). Sind Smad 2/3 aktiviert, kénnen sie einen Komplex mit Smad
4 bilden. Dieser Komplex verstarkt die Wirkung von Activin A (Chen W et al. 2000).

Smad 2/3 alleine oder der Komplex mit Smad 4 gelangen anschliefend in den Nukleolus



und aktivieren die Transkription der Zielgene. Neben dem Weg uber die Smad-Proteine,
konnen Act-RIl und Act-RI auch die MAPKSs aktivieren. Die MAPKSs beeinflussen die
Zellproliferation und -differenzierung, die Apoptose und intrazellulare Signale (Cocolakis
et al. 2001; Huang et al. 2006; Ogihara et al. 2003; Zhang L et al. 2005).

Follistatin 315 bindet Activin spezifisch (Nakamura et al. 1990) und neutralisiert die Wir-
kung von Activin, indem es die Interaktion mit Act-RI1 verhindert (De Winter et al. 1996).
Follistatin 288 fordert den lysosomalen Abbau von Activin A (Hashimoto O et al. 1997).

Follistatin und Activin sind im menschlichen Plasma nachweisbar (Demura et al. 1992).
Die Konzentration von Follistatin steigt mit dem Alter (Wakatsuki et al. 1996) und in der
Schwangerschaft an (Kettel et al. 1996; Khoury et al. 1995; Macconell et al. 1996; O'Con-
nor et al. 1999). Unter normalen physiologischen Bedingungen sind die Plasmaspiegel
konstant. Follistatin liegt im Plasma fast nur an Activin gebunden vor, lediglich ein kleiner
Teil ist freies Follistatin (Sakamoto et al. 1996). Die Konzentration von Activin A ist im
Hoden physiologisch hoch. Dort reguliert Activin A die Spermatogenese sowie die Prolife-
ration und Differenzierung von Sertoli-Zellen (Meehan et al. 2000).

Activin A ist ein multifaktorielles Zytokin und hat im menschlichen Koérper viele verschie-
dene Aufgaben. Activin A stimuliert die Freisetzung des follikelstimulierenden Hormons
(FSH) aus gonadotropen Zellen der Hypophyse (Ling N et al. 1986a, 1986b; Vale et al.
1986), hemmt die Wachstumshormonausschiittung (Billestrup et al. 1990), die Prolaktin-
Freisetzung (Kitaoka et al. 1988) und die Ausschittung von adrenokortikotropem Hormon
(Vale et al. 1986) aus verschiedenen Zellen der Hypophyse. Im Gegensatz zu Activin A
hemmt Follistatin die FSH-Freisetzung aus der Hypophyse und wird auch als FSH-
suppressing-Hormon bezeichnet (Robertson et al. 1987). Activin A induziert die Differen-
zierung in der Erythropoese und ist identisch mit dem Erythrozytendifferenzierungsfaktor
(EDF) (Eto et al. 1987). Es stimuliert die multipotenten und erythrozytéren Vorlauferzellen
(Broxmeyer et al. 1988) sowie die Differenzierung einer humanen Promyelozyten-Zellline
zu Monozyten/Makrophagen-ahnlichen Zellen (Yamada et al. 1992). Im Gegensatz dazu
hemmt Activin A die Proliferation von B- und T-Zellen und induziert deren Apoptose
(Hedger und Clarke 1993; Brosh et al. 1995; Hedger et al. 1989). Neben dem Einfluss auf
die Hamatopoese im Knochenmark hat Activin A auch Einfluss auf die menschliche Emb-

ryogenese und Entwicklung (Tuuri et al. 1994).



Des Weiteren spielt Activin A eine wichtige Rolle in der GefaBwand: Endothelzellen be-
sitzen Activin-Rezeptoren, produzieren Activin A (McCarthy und Bicknell 1993, 1994)
und exprimieren Follistatin-mRNA (Roberts und Barth 1994). Activin A wiederum hemmt
autokrin das Wachstum von Endothelzellen (McCarthy und Bicknell 1993). AuRerdem
kann man in atherosklerotischen Plaques Follistatin und Activin A (Inoue et al. 1993,
1994) nachweisen. Dies lasst vermuten, dass sie wahrscheinlich an der Pathogenese der
Atherosklerose beteiligt sind. Activin A ist bei einem akuten Koronar-Syndrom im Serum
erhoht (Smith C et al. 2004; Smith ME et al. 1998). Nach einem Myokardinfarkt sind die
Activin-A-Rezeptoren 1A, 1B, 1A und 1IB vermehrt exprimiert (Yndestad et al. 2004).
Diese Ergebnisse legen eine Beteiligung von Activin A an der Pathophysiologie von Herz-

erkrankungen nahe.

In der Leber hat das multifunktionelle Zytokin ebenfalls verschiedene Aufgaben. Activin A
hemmt die DNA-Synthese von Hepatozyten und induziert die Apoptose von Hepatozyten
(Schwall et al. 1993; Yasuda et al. 1993). Des Weiteren synthetisieren fibrotische Leber-
zellen Activin A (De Bleser et al. 1997). Activin A stimuliert zusammen mit TGF-§ die
Kollagen-Synthese von Leberzellen (Sugiyama et al. 1998), welche zu einer weiteren Fib-
rosierung der Leber flhrt. Bei Patienten mit Leberzellkarzinom (Pirisi et al. 2000; Yuen et
al. 2002) oder akutem Leberversagen (Hughes RD und Evans 2003) ist die Plasma-
Konzentration von Activin A erhoht. Insgesamt spielt Activin A eine wichtige Rolle bei
der Pathogenese von Lebererkrankungen. Der Gegenspieler Follistatin kann nach partieller
Entfernung von Lebergewebe zur Regeneration der Hepatozyten beitragen (Kogure et al.
1995). Neben der Beteiligung an den fibrotischen Lebererkrankungen ist Activin A auch an
der Pathogenese der Lungenfibrose beteiligt (Matsuse et al. 1996). Erhohte Activin-A-
Spiegel finden sich auch bei der Wundheilung und Narbenbildung von Epidermis und

Dermis nach Verletzungen (Hubner et al. 1997).

In der Lunge ist die Konzentration von Activin A auch bei pulmonaler Hypertension er-
hoht. In einem Mausmodell sowie bei Patienten mit pulmonaler Hypertension wurden er-
hohte Activin-A-Konzentrationen in den Alveolarmakrophagen, bronchialen Epithelzellen
und in der glatten Muskulatur gefunden. Ebenso war die mRNA von Activin A und
Follistatin im Lungengewebe bei pulmonaler Hypertension erhoht (Yndestad et al. 2009).
Activin A scheint auch an dem Gewebeumbau in den Atemwegen bei Rauchern und ehe-
maligen Rauchern mit oder ohne chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) betei-

ligt zu sein: eine erhohte Activin-A-Konzentration wurde in der klinischen Studie bei Rau-
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chern und ehemaligen Rauchern mit COPD gefunden. Dabei korrelierte die Hohe der Ac-
tivin-A-Konzentration mit der Anzahl von dendritischen Zellen in den Atemwegen (Van
Pottelberge et al. 2010).

Follistatin schwacht die fibrotische Wirkung von Activin A in Leber (Patella et al. 2006),
Lunge (Aoki et al. 2005) und Darm (Dohi et al. 2005) ab. Aus diesen Studien lasst sich
schlieBen, dass Follistatin in Zukunft vielleicht als antifibrotische Therapie benutzt werden

kann.

Im Knochen stimuliert Activin A die Proliferation von Chrondozyten und Osteoblasten
und fordert damit den Knochenaufbau, wéhrend Follistatin den Knochenabbau unterstutzt
(Hashimoto M et al. 1992). Neben dem Einfluss auf die Knochen hat Follistatin auch eine
Wirkung auf die Skelettmuskulatur. In einem Mausmodell einer Muskeldystrophie Typ
Duchenne zeigte sich, dass Follistatin Myostatin, welches den Muskelaufbau inhibiert,
antagonisiert und damit den Muskelabbau vermindert (Abe S et al. 2009).

Die oben genannten Aufgaben des multifaktoriellen Zytokins Activin sind lediglich ein
kleiner Einblick in die vielfaltigen Funktionen. Follistatin, der Gegenspieler und das Bin-
dungsprotein von Activin A, hat ebenfalls viele Aufgaben und antagonisiert im Prinzip die
Wirkung von Activin A. Activin A und Follistatin haben also vielfaltige Aufgaben im Be-

reich von Proliferation, Differenzierung, Gewebeumbau und Fibrose sowie Inflammation

(s.u.).

1.3.3 Activin A und Follistatin im zentralen Nervensystem (ZNS)

Die mRNA von Activin und Follistatin sowie die entsprechenden Proteine wurden im ZNS
nachgewiesen (Macconell et al. 1996; Roberts et al. 1996; Schneider et al. 2000). Die
MRNA von Follistatin wurde zum Beispiel im Plexus choroideus gefunden (Michel et al.
1996). Die Zugabe von LPS, einem Bestandteil der Zellwand gram-negativer Bakterien,
induziert in Mikrogliazellen die mMRNA von Activin A (Sugama et al. 2007). Die hochsten
Konzentrationen von Activin A wurden im Gehirn, im Riickenmark, in den Spinalganglien
sowie im Ganglion trigeminale gefunden (Roberts et al. 1996). Neben dem Hirnparenchym
ist Activin A auch im Liquor zu finden. Die Activin-A-Konzentration im Liquor ist alters-
abhéangig, unterscheidet sich bei Mannern und Frauen nicht und ist bei bakterieller Menin-
gitis erhoht (Ebert et al. 2006). Im ZNS gibt es einen fiir Neuronen spezifischen Act-RI1I
(Shoji et al. 1998).
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Activin A ist, wie die folgenden Beispiele zeigen, neuroprotektiv (Schubert et al. 1990).
Activin A unterstitzt in einem Tiermodell der Chorea Huntington die Erholung der striata-
len Neurone und schiitzt diese vor dem degenerativen Untergang (Hughes PE et al. 1999).
Des Weiteren starkt Activin A das Uberleben von mesenzephalen dopaminergen Neuronen
und schutzt diese vor dem toxischen N-methyl-4-phenylpyridiniumion (MPP+), welches in
vivo ein Parkinson-&hnliches Syndrom hervorruft (Krieglstein et al. 1995).

Activin A verstarkt die Proliferation von Mikrogliazellen und reduziert die Synthese des
neurotoxischen Stickstoffoxids sowie die Freisetzung von immunmodulatorischen Zytoki-
nen durch aktivierte Mikrogliazellen in vitro (Wilms et al. 2010). Im Rattenmodell wird
Activin A als Folge einer L&sion des Hippokampus vermehrt exprimiert (Lai et al. 1997;
Tretter et al. 1996). Activin A scheint in vitro einen neurotrophischen Effekt auf hippo-
kampale Neurone zu haben (lwahori et al. 1997). Activin A hat im Rattenmodell auch in

hypoxisch-ischdmischen Gehirnen eine neuroprotektive Wirkung (Wu et al. 1999).

Die Konzentration von Activin A im Liquor bei Patienten mit traumatischen Gehirnverlet-
zungen ist in den ersten Tagen nach dem Ereignis erhoht. Die Konzentration im Plasma ist
jedoch unveréandert (Phillips et al. 2006). Im Liquor von Patienten mit Meningitis findet
man eine erhdhte Konzentration von Activin A, die Konzentration im Blut ist unverandert
(Ebert et al. 2006; Wilms et al. 2010). Wilms et al. zeigten, dass der Activin A-Spiegel im
Liquor bei einer bakteriellen Meningitis wesentlich hoher ist als bei einer viralen Meningi-
tis (Wilms et al. 2010). Bei einer Streptococcus-pneumoniae-Meningitis im Kaninchenmo-
dell sind die Konzentrationen von Activin A im Liquor ebenfalls erhéht (Michel et al.
2003b). Die Activin-Konzentration im Liquor wahrend einer Meningitis korrelierte mit der
Anzahl der apoptotischen Neurone im Gyrus dentatus (Michel et al. 2003b). Michel et al.
zeigten zudem, dass Activin in Mikrogliazellen, den Abwehrzellen des ZNS, und infiltrie-
renden Makrophagen lokalisiert ist (Michel et al. 2003b). Neben der erhéhten Activin-A-
Konzentration ist auch die Konzentration von Follistatin wahrend einer bakteriellen Me-
ningitis im Liquor erhoht. Der Liquor-Serum-Quotient impliziert eine Freisetzung und/
oder Produktion durch im ZNS ansédssige Zellen. Anhand der Follistatin-Konzentration
kann allerdings nicht zwischen viraler und bakterieller Meningitis unterschieden werden
(Michel et al. 2000).

Die Stimulation mit TLR-Agonisten in einem Zellkulturversuch mit priméren Maus-
Mikrogliazellen bewirkt eine vermehrte Freisetzung von Activin A (Ebert et al. 2007) und
lasst vermuten, dass Mikrogliazellen eine Quelle von Activin A bei Entziindungsreaktio-



12

nen sind. Dies wird unterstutzt durch die Ergebnisse von Wilms et al. Sie zeigten kdirzlich,
dass Mikrogliazellen Activin-A-mRNA exprimieren. Des Weiteren scheinen Mikrogliazel-
len nicht nur die Quelle von Activin A zu sein, sondern auch eine Zielzelle. Mikrogliazel-
len exprimieren namlich sowohl Act-RI als auch Act-RII (Wilms et al. 2010). Neben den
neuroprotektiven Aufgaben und der Beteiligung an inflammatorischen Ereignissen im ZNS
hat Activin A auch Aufgaben als Neurotransmitter. Activin A reguliert zum Beispiel den

Phénotyp von kultivierten, sympathischen Neuronen (Fann und Patterson 1994).

1.3.4 Activin A und Follistatin bei peripheren Entziindungsreaktionen

Bei einer Vielzahl von akuten und chronisch entziindlichen Erkrankungen sind Activin A
und Follistatin an der Pathogenese beteiligt. Bei chronisch entzlindlichen Darmerkrankun-
gen wie Morbus Crohn und Colitis ulcerosa ist die Activin- BA-mRNA in der Mukosa und
Submukosa im entziindeten Gewebe stark exprimiert (Hubner et al. 1997). In einem
Mausmodell verbesserte eine Therapie mit Follistatin die Symptome der chronisch ent-
zuindlichen Darmerkrankungen (Dohi et al. 2005). Patienten mit Gicht oder rheumatoider
Anrthritis haben eine erhohte Activin-A-Konzentration in der Gelenkflissigkeit (Yu et al.
1998). In einem Tiermodell des allergischen Asthmas ist die Konzentration von Activin A
in der bronchoalveoldren Lavage erhéht (Hardy et al. 2006; Le et al. 2007). In einer klini-
schen Studie wurde aulRerdem gezeigt, dass CD- 4-positive T-Lymphozyten von Patienten
mit allergischen Asthma eine hohere Activin-BA- und pB-mRNA-Expression haben als die
Kontrollgruppe (Wohlfahrt et al. 2003). Des Weiteren haben Patienten mir allergischen

Asthma eine erhéhte Activin-A-Konzentration im Serum (Karagiannidis et al. 2006).

Die Konzentrationen von Activin A und Follistatin sind bei Sepsis, verursacht durch Strep-
tococcus pneumoniae, Staphylokokken, Neisseria meningitis oder Escherichia coli (E.
coli), im Serum erhoht (Michel et al. 1998, 2003a). Die Follistatin-Spiegel korrelieren mit
dem C-reaktiven Protein (CRP), nicht aber mit der Anzahl der Leukozyten. Patienten, die
an der Sepsis verstarben, hatten tendenziell hohere Follistatin-Konzentrationen im Serum.
Allerdings gab es keine enge Korrelation zwischen Uberleben und Héhe der Follistatin-
Konzentration (Michel et al. 2003a). Follistatin wird von vaskuldren Endothelzellen nach
Stimulation mit LPS oder Glukokortikoiden freigesetzt (Michel et al. 1996). Vaskulare
Endothelzellen reagieren auf Entziindungen mit einer Verdnderung in der Zytokin-
Expression (Gerritsen und Bloor 1993; Mantovani et al. 1992), sodass die Endothelzellen

eine mdgliche Quelle von Follistatin wéahrend einer akuten Entziindungsreaktion sind.



13

Follistatin wird im Schaf nach einer bilateralen Ovariektomie und nach einer scheinbaren
Ovariektomie nach 10 bis 12 Stunden freigesetzt (Klein et al. 1993). Neben der Sekretion
durch chirurgischen Stress, wird Follistatin auch nach einer LPS-Injektion freigesetzt
(Klein et al. 1996). Activin A wird ebenfalls durch eine Stimulation durch LPS-Injektion
im Tiermodell sezerniert. Die Freisetzung von Activin erfolgt bereits eine Stunde nach
Injektion. Die Sekretion von Activin A erfolgt damit viel eher als die Freisetzung von
Follistatin (nach 5 Stunden). Die Konzentration von Activin A steigt sogar noch eher als
die Konzentration von TNF-a, eines der am schnellsten freigesetzten Zytokine, an (Jones
et al. 2000). Die Sekretion von Activin nach LPS-Injektion verlauft biphasisch (Jones et al.
2004). Bei der ersten schnellen Freisetzung nach 40 Minuten wird wahrscheinlich gespei-
chertes Activin A freigesetzt. Die zweite Freisetzung, nach ein paar Stunden, kénnte neu
synthetisiertes Activin A sein. Die Synthese und Sekretion von Activin A infolge eines
inflammatorischen Stimulus erfolgt Gber Aktivierung des TLR 4 und den MyD88-
Signalweg (Jones et al. 2007). Durch eine LPS-Injektion erhéht sich die Activin-A-
Freisetzung sowohl in Tieren ohne Gonaden als auch in Tieren mit Gonaden (McClure et
al. 2005). Damit sind die Gonaden nicht die einzige Quelle von Activin A. Activin A kann
nach inflammatorischer Stimulation durch Monozyten (Erdmaa et al. 1992), Makrophagen
(Ebert et al. 2007), dendritischen Zellen (Robson et al. 2008), Endothelzellen (Wilson et al.
2006), Mikrogliazellen (Ebert et al. 2007), Mastzellen (Cho et al. 2003), murine CD-4-
positive T-Lymphozyten aus der Milz (Ogawa et al. 2006) und Thymozyten (Licona et al.
2006) synthetisiert und freigesetzt werden. TNF-a stimuliert humane neutrophile Gra-

nulozyten, gespeichertes Activin A freizusetzen (Chen Y et al. 2011).

Hohe Konzentrationen von Follistatin nach einer LPS-Injektion scheinen die Letalitat im
Mausmodell zu reduzieren (Jones et al. 2007). Jones et al. zeigten in der gleichen Studie,
dass durch eine Blockade von Activin A mittels Follistatin das Zytokin-Freisetzungsprofil
moduliert wird. In-vitro-Versuche an dendritischen Zellen zeigten, dass Follistatin Activin
A blockt (Robson et al. 2008). Dendritrische Zellen sind in vitro in der Lage, auf einen
inflammatorischen Stimulus Activin A freizusetzen (s.0.). Eine Stimulation mit dem
CD40-Liganden (CD40L) fiihrt zu einer vermehrten Freisetzung von Activin A durch
dendritische Zellen. Diese Freisetzung wird durch Zugabe von Follistatin blockiert (Rob-
son et al. 2008). Durch Stimulation der dendritischen Zellen mittels CD40L und gleichzei-
tige Gabe von Follistain wird IL-6 vermehrt freigesetzt. In der gleichen Studie wurde ge-

zeigt, dass durch die Blockierung von Activin A mit Follistatin die Expansion von CD8+-
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T-Zellen, welche spezifisch auf virale Antigene reagieren, erhoht wird. Robson et al. zeig-
ten somit zum ersten Mal, dass Activin A in dendritischen Zellen immunoregulativ ist
(Robson et al. 2008).

Das multifunktionelle Zytokin Activin hat sowohl pro- als auch antiinflammatorische Ei-
genschaften. Es interagiert unter inflammatorischen Bedingungen mit anderen Zytokinen
auf parakrinem und autokrinem Weg. Zu den proinflammatorischen Eigenschaften zahlt
die Stimulation der Produktion von TNF-a, IL-1B, Cyclooxygenase (COX)-2 sowie die
Induktion der induzierbaren Stickstoffoxid-Synthase (iNOS) (Nusing und Barsig 1999).
Des Weiteren ist Activin A chemotaktisch flr periphere Monozyten (Petraglia et al. 1991).
Es unterdriickt auBerdem die Wirkung des antiinflammtorischen Zytokins 1L-10 (Wang M
et al. 1999). Zu den antinflammatorischen Eigenschaften zéhlt, dass Activin A antagonis-
tisch zu den proinflammatorischen Zytokinen IL-6, IL-11 und IL-1p wirkt (Brosh et al.
1995). Activin A inhibiert nach Stimulation durch E. coli, CD40L oder TLR-Liganden die
Sekretion der Zytokine IL-6, 1L-12p70, TNF-a, IL-10 und der Chemokine IL-8, IP-10,
RANTES und MCP-1 (Robson et al. 2008). Diese Studie zeigt, dass Activin A sowohl pro-
als auch antiinflammtorische Eigenschaften hat: Antiinflammatorisch ist die reduzierte
Freisetzung von TNF-a und IL-6, proinflammatorisch die verminderte Sekretion von IL-
10.

Bezuglich der Wirkung von Activin A auf IL-1 gibt es verschiedene Aussagen. In Mak-
rophagen aus dem Knochenmark stimuliert Activin A die IL-1B-Produktion (Nusing und
Barsig 1999); in ruhenden Makrophagen der Zelllinie RAW?264.7 stimuliert Activin A die
Sekretion von IL-1p, in LPS-aktivierten Makrophagen scheint Activin A eine hemmende
Wirkung zu haben (Wang S et al. 2008).

In Rattenmakrophagen aus dem Knochenmark (Nusing und Barsig 1999) und in LPS-
aktivierten Maus-Peritonealmakrophagen (Wang S et al. 2008) inhibiert Activin A die
Freisetzung von NO. Allerdings stimuliert Activin A die NO-Freisetzung in ruhenden
Makrophagen (Zhang XJ et al. 2005; Zhou et al. 2009). Es hemmt die Pinozytose von Na-
tural red in LPS-aktivierten Makrophagen der Zelllinie RAW?264.7 (Wang S et al. 2008).
Des Weiteren hemmt Activin A die Phagozytose von roten Hihnerblutzellen (cRBC)
durch LPS-stimulierte Makrophagen in vivo und in vitro (Wang Y et al. 2009). Activin A
reduziert die Expression von CD 14 und CD 68 auf der Oberflache von LPS-aktivierten
Makrophagen (Wang S et al. 2008). Activin A hemmt auch die Expression von TLR-4 auf
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Makrophagen, die Proliferation von Makophagen durch Activin A wird hingegen nicht
beeinflusst (Wang S et al. 2008). Activin A scheint eine Gberschieende Immunantwort in
spaten Stadien der Entzindung zu verhindern, indem es LPS-aktivierte Maus-
Peritonealmakrophagen herunterreguliert (Zhang XJ et al. 2005; Zhou et al. 2009). Activin
A hat auf verschiedene ruhende Zellen also eher einen proinflammatorischen Einfluss. Auf
aktivierte Zellen hingegen hat Activin A eher antiinflammatorische Wirkungen, weil es die
Ausschittung proinflammatroischer Zytokine vermindert. Der Act-RII wird auf Makro-
phagen in einer hohen Dichte exprimiert und die Transduktion des Rezeptors wird durch
das Activin receptor-interacting protein (ARIP) kontrolliert (Zhang XJ et al. 2005). Die
stimulierte NO-Freisetzung durch Activin A (s. S. 14) wird durch Act-RI1 reguliert (Zhang
XJ et al. 2005).

Activin A stimuliert die Differenzierung von Makrophagen in aktivierte Makrophagen und
kann durch direkte Interaktion mit ruhenden B-Zellen die Produktion von IgG und IgE
verstarken (Ogawa et al. 2006). Es hemmt die Proliferation von Thymozyten, die periphere
T-Zell-Aktivierung (Hedger und Clarke 1993; Hedger et al. 1989, 2000) und das Uberle-
ben und Wachstum einer Plasmozytom-Zelllinie (Brosh et al. 1995; Sternberg et al. 1995).
Des Weiteren ist Activin A ein lokaler Regulator von Lymphozyten im Knochenmark
(Shoham et al. 2003). Interaktionen zwischen Monozyten und aktivierten T-Zellen Uber
den CD40-Liganden fuhren zu einer vermehrten Sekretion von Activin A (Abe M et al.
2002).

1.4. E. coli K1 und assoziierte Erkrankungen

1.4.1 E. coli K1

E. coli K1 ist ein gram-negatives Bakterium, welches Entziindungen im Urogenitaltrakt,
Abdomen, im Weichteilgewebe sowie Pneumonie, Sepsis und Meningitis verursachen
kann (Russo und Johnson 2000). Trotz adjuvanter Antibiotika-Therapie sind die Langzeit-
schaden und die Letaliat bei Sepsis und Meningitis durch E. coli K 1 hoch. Dies betrifft vor
allem Kinder (z.B. Neugeborenen-Meningitis), immunsupprimierte und &ltere Patienten
(Russo und Johnson 2003). E. coli K1 besitzt eine Kapsel, welche die Phagozytose er-
schwert. Durch die Kapsel ist dieses Bakterium besonders pathogen. In Mikroglia-
Zellkulturen wird die Phagozytose von E. coli K1durch TLR-Stimulation erhoht (Ribes et
al. 2009).
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1.4.2 E. coli-K1-Meningitis und -Sepsis

E. coli K1 ist ein haufiger Erreger der frihen neonatalen Meningitis, welche mit einer ho-
hen Letalitat und bleibenden Schéden einher geht. Intraventrikuldare Blutungen, Hirnblu-
tungen, Hydrozephalus und Krampfanfalle zéhlen zu den akuten Komplikationen einer
neonatalen Meningitis (Koletzko 2007) Zu den mdglichen Langzeitschdden gehodren
Wachstumsstorungen, Entwicklungsverzégerung, Horverlust sowie korperliche Behinde-
rung und neurologische Spétschaden (Unhand et al. 1993). Symptome einer neonatalen
Meningitis sind Stérungen der Atmung, Temperaturregulation und des Muskeltonus sowie
Krampfanfélle, schrilles Schreien und gespannte Fontanellen (Koletzko 2007). Therapiert
wird die neonatale E. coli-Meningitis mit Ceftriaxon. Eine adjuvante Therapie mit Dexa-
methason wird aufgrund von fehlenden Ergebnissen bei Neugeborenen erst ab der 6. Le-
benswoche empfohlen (Koletzko 2007), ist aber kein Bestandteil der Leitlinie der Deut-
schen Gesellschaft fir Neurologie (Deutsche Gesellschaft fir Neurologie). Im Erwachse-
nenalter ist E. coli K1 vor allem bei &lteren oder immunsupprimierten Patienten, nach neu-
rochirurgischen Operationen und nach Unféllen Erreger einer Meningitis (Mofred] et al.
2000). Symptome einer Meningitis bei Erwachsenen sind Kopf-, Nacken- und Ruiicken-
schmerzen, Ubelkeit und Erbrechen, hohes Fieber, Photophobie, Somnolenz, epileptische
Anfélle (Masuhr und Neumann 2007). Vor der Therapie mit Antibiotika wird bei Erwach-
senen mit auBerhalb des Krankenhauses erworbener Meningitis die Gabe von 10 mg

Dexamethason in den Leitlinien empfohlen (Deutsche Gesellschaft fiir Neurologie).

Neben der Meningitis ist E. coli ein haufiger Erreger sowohl einer neonatalen Sepsis als
auch einer Sepsis im Erwachsenenalter. Symptome einer neonatalen Sepsis sind eine Blas-
se der Haut oder grau marmorierte Haut, Tachypnoe, Apnoen, Einziehungen des Thorax,
abdominelle Symptome und eine Hypothermie. Der Verlauf einer friithen neonatalen Sepsis
ist oft fulminant. Die Letalitat ist mit 10-25% immer noch hoch und 25% der Patienten
entwickeln im Verlauf eine bakterielle Meningitis (s.0.). Der Nachweis erfolgt Gber Blut-
kulturen. Neben Listerien, Enterokokken und Staphylococcus aureus ist E. coli einer der
haufigsten Erreger einer friihen neonatalen Sepsis. Die E. coli-Sepsis wird systemisch mit
Ceftriaxon therapiert (Koletzko 2007). Fir die Diagnose einer Sepsis bei Erwachsenen
mussen eine Bakteriamie und ein Systemic Infammatory Response Syndrome (SIRS) vor-
liegen. Fur die Diagnose SIRS miussen aus folgenden Kriterien mindestens zwei erfullt
sein: Temperatur (iber 38°C oder unter 36°C, Tachykardie uber 90/Minute, Tachypnoe mit
uber 20/Minute, ein Kohlenstoffdioxid-Partialdruck unter 32 mmHg, Leukozyten Uber 12
000/ul oder unter 3 800/ul, Stabkernige Neutrophile tiber 10% (Herold 2010). Eine schwe-



17

re Sepsis geht mit Organfehlfunktionen einher. Die haufigsten Ursachen fir eine Sepsis im
Erwachsenenalter sind nosokomiale Infektionen, Pankreatitis, Schock und Polytrauma (He-
rold 2010). Staphylococcus aureus und E. coli sind mit ungeféahr 25% auch die haufigsten
Erreger einer Sepsis bei Erwachsenen (Deutsche Gesellschaft fir Innere Medizin). Neben
der kalkulierten Antibiotikatherapie und supportiven MalRnahmen wird bei schwerer Sepsis
oder septischen Schock und hohem Sterberisiko die Gabe von rekombinantem aktivierten
Protein C (rhAPC) empfohlen. Des Weiteren kann die Gabe von Immunglobulinen, welche
mit IgM angereichert sind, bei schwerer Sepsis oder septischen Schock erwogen werden.
Die Behandlung mit Glukokortikoiden, Antithrombin oder IgG sowie die intensivierte in-
travenose Insulintherapie werden bei schwerer Sepsis oder septischen Schock nicht emp-
fohlen (Deutsche Sepsis-Gesellschaft e.V.).

1.5 Ziele der Arbeit

Trotz effektiver Gabe von Antibiotika und adjuvanter Therapien ist die Letalitat bei bakte-
rieller Meningitis und Sepsis nach wie vor hoch. Patienten, die eine bakterielle Meningitis
uberlebt haben, leiden h&ufig an Residualschaden. Das Ziel sollte also sein, die Therapien
zu optimieren. Aufgrund der zunehmenden Resistenzentwicklung von Bakterien gegentber

Antibiotika missen neue Therapiemdglichkeiten gefunden werden.

In friheren Studien unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass die Konzentrationen von
Activin A und Follistatin bei bakterieller Meningitis im Liquor erhéht sind. Mikroglia set-
zen wahrend einer Inflammation Activin A frei, aber sie exprimieren auch Rezeptoren fir
Activin A und sind daher ebenfalls eine Zielzelle von Activin A. Der genaue Einfluss von
Activin A auf Mikroglia ist allerdings noch unbekannt. Im Rahmen dieser Arbeit soll im
Zellkulturmodell untersucht werden, welche Effekte Activin A auf Mikroglia wahrend
einer bakteriellen Entziindung hat. Dabei sollen insbesondere folgende Fragen geklart wer-
den: Verdndert Activin A die Fahigkeit von Mikroglia, Pathogene zu phagozytieren? Ver-
andert Activin A die Ausschittung von Zytokinen und NO wéhrend einer inflammatori-
schen Reaktion? Verdndert Activin A die Morphologie von Mikroglia oder ist es sogar
zelltoxisch? Koénnte die Wirkung von Activin A wéhrend einer bakteriellen Entziindung

ein moglicher Angriffspunkt fur neue Therapien sein?
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Die Konzentrationen von Activin A und Follistatin sind bei einer bakteriellen Sepsis im
Serum erhoht. Es wurde bereits gezeigt, dass eine intraperitonale Gabe von Follistatin in
einem Mausmodell die Letalitat bei einer LPS-induzierten systemischen Inflammation re-
duzieren kann (Jones et al. 2007). Damit wére die Blockierung von Activin A durch
Follistatin eine mogliche Therapieoption flr bakterielle systemische Infektionen in der
Zukunft. Allerdings muss noch geklart werden, ob erhthte Follistatin-Konzentrationen
auch die Letalitat einer bakteriellen Infektion reduzieren kénnen oder ob dies lediglich im
LPS-Modell gelingt. Im Rahmen dieser Arbeit soll anhand des Mausmodells der E. coli-
K1-Sepsis geklart werden, ob eine intraperitoneale Gabe von Follistatin die Letalitat einer
systemischen E. coli-K1-Infektion reduzieren oder das Behandlungsergebnis verbessern
kann und ob die Gabe von Follistatin in Zukunft eine adjuvante Therapieoption bei bakte-

rieller Sepsis sein kénnte.



2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien
Activin A:

Avidin-Biotin-Komplex:

Diaminobenzidin (DAB):

DePeX:

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM + GlutaMAX):

E. coli K1:

ELISA-Kit (TNF-):

Eosin G:

Essigsaure:

Ethanol:

Fotales Rinderserum (FCS):

Follistatin:

Formalin 4%:
Gentamicin:
Interferon (IFN)-y:
Isolektin Ba:

Isopropanol:
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R&D SYSTEMS, Minneapolis, MN,
USA

Sigma, St. Louis, MO, USA

Roche Applied Science, Mannheim,
Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

GIBCO, Darmstadt, Deutschland

G. Zysk, Institut fir Medizinische Mik-

robiologie, Dusseldorf, Deutschland
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

GIBCO, Darmstadt, Deutschland

R&D SYSTEMS, Minneapolis, MN,
USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, St. Louis, MO, USA
Sigma, St. Louis, MO, USA
Sigma, St. Louis, MO, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland



Lipopolysaccharid (LPS): Escherichia coli
Serotyp 026:B6:

Mayers Hamalaunldsung:

Oligonucleotides containing unmethylated

cytosine-guanosin motifs (CpG):

Paraplast Plus:

Penicillin, Streptomycin:

Phosphate buffered saline (PBS) Dulbecco:

Poly (I:C):
Rinderserumalbumin (BSA):
Salzsaure 25%:

Tripalmitoyl-Cystein (Pam;CSK, = P3C):

Triton X-100:
Trypanblau:

WST-1 Zellproliferationsldsung:

Xylol:

2.1.2 Sonstige Materialien

1-ml-Insulinspritzen:
1,5-ml- und 2-ml-Cups:
15-mI-Réhrchen:

20-ml-Rdhrchen und 50-mI-Rohrchen:
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Sigma, St. Louis, MO, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

TIB Molbiol, Berlin, Deutschland

Leica Biosystems, Wetzlar,
Deutschland

GIBCO, Darmstadt, Deutschland
BIOCHROM KG, Berlin, Deutschland
Invivo Gen, San Diego, CA, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

EMC  microcollections,  Tibingen,
Deutschland

Sigma, St. Louis, MO, USA
Sigma, St. Louis, MO, USA

Roche Applied Science, Mannheim,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA

SARSTEDT, NUmbrecht, Deutschland



24-Well-Platte:

96-Well-Platte:

Blutagar-Platten:

Coverslips:
Cryorohrchen:
Deckglaschen:

Einbettkassetten:

Einwegkanulen:

Neubauer-Zahlkammer:

Objekttréager 76 x 26 mm:

Parafilm:

Petrischale:

Pipetten und Pipettenspitzen:

Spatel:

Zellkulturflaschen:

2.1.3 Gerate und Software

Brutschrank:
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Corning Costar, Wiesbaden,
Deutschland

SARSTEDT, NiUmbrecht, Deutschland

Mikrobiologie, Universitatsmedizin
Gottingen, Deutschland

Menzel, Braunschweig, Deutschland
Nunc, Langenselbold, Deutschland
Menzel, Braunschweig, Deutschland

KABE Labortechnik, = Nimbrecht,
Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland

LO-Laboroptik, Bad Homburg,
Deutschland

Knittel Glaser, Braunschweig,
Deutschland

Pechiney, Nothbrook, IL, USA

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhau-

sen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
SARSTEDT, Numbrecht, Deutschland

Corning Costar, Wiesbaden,
Deutschland

Thermo  Scientific, Braunschweig,
Deutschland



Einbettautomat:

Eingielstation:

Elektropipette:

Genios multiplate reader:
GraphPad Prism 4.0 Software:
Mikroskop (VergroRerung: 40 x):

Mikroskop 100 x mit Kamera ,,Color View

Softing Imaging System *:

Rotamix:

Schlittenmikrotom:

Vortexer:

Woasserbad:

Zentrifuge:

2.1.4 Herstellung von Losungen

2.1.4.1 Herstellung von 70% igem Alkohol
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Leica Biosystems, Wetzlar,
Deutschland

Shandon, Frankfurt, Deutschland

HIRSCHMANN Laborgerédte, Eber-
stadt, Deutschland

Tecan, Mannerdorf, Schweiz
GraphPad, San Diego, CA, USA

Olympus, Hamburg, Deutschland

Olympus, Hamburg, Deutschland

BIOBLOCK Scientific AG, Frenken-

dorf, Schweiz

Leica Biosystems, Wetzlar,
Deutschland

Heidolph REAX top, Schwabach,
Deutschland

GFL, Burgwedel, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

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

destilliertem Wasser gut vermischt.

2.1.4.2 Herstellung von Phosphate buffered saline (PBS)

Es wurden 23,875 g PBS Dulbecco-Pulver mit 2,5 | destilliertem Wasser vermengt und mit

Hilfe des Magnet-Rotors gut vermischt. AnschlieRend wurde die PBS-L6sung autoklaviert.
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2.1.4.3 Herstellung von Zellkulturmedium

Fur die Zellkulturen wurden 450 ml Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM) mit 50
ml hitzeinaktiviertem fetalen Kalbserum (FCS) und 5 ml Penicillin und Streptomycin (= 10
000 Units[U]/ml Penicillin, 10 000 pug/ml Streptomycin) (PS) gemischt, um das Zellwachs-
tum zu stimulieren und Bakterienwachstum zu verhindern. Damit enthielt das Medium
10% FCS, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin.

Fur die Phagozytose-Versuche wurden 450 ml DMEM nur mit 50 ml FCS gemischt.

2.1.4.4 Herstellung der Activin-A-Stammldsung
Activin A (rekombinantes Human/Mouse/Rat Activin A) wurde gemal? der Anleitung von
R&D Systems in 962 ml DMEM + FCS + PS gel6st, sodass eine Stammlésung mit einer

Konzentration von 26 pug/ml entstand. Die Lésung war bei 4°C fir 4 Wochen haltbar.

2.1.4.5 Herstellung der Follistatin-Stammldsung
Um eine Stammlosung von 100 pug/ml herzustellen, wurde Follistatin (rekombinantes Hu-
man/Mouse/Rat Follistatin) in 1 ml NaCl 0,9% gel6st. Die Losung war bei 2—8 °C fur 4

Wochen haltbar. Die Herstellung der Stammlésung wurde von R&D Systems empfohlen.

2.1.4.6 Herstellung des E. coli-K1-Inokulums

50 ul der E. coli-K1-Bakterienkultur wurden in 5 ml sterilem NaCl 0,9% verdinnt. Je 1 ml
dieser Losung wurde auf jeweils eine Blutagarplatte gegeben. Die Agarplatten wurden fir
24 Stunden bei 37°C inkubiert. Die auf den Agarplatten gewachsenen Bakterienkulturen
wurden in insgesamt 5 ml NaCl 0,9% aufgenommen. Die Bakterienkulturen wurden dann
in einen Eppendorf-Cup Uberfuhrt, gut gemischt und auf kleine Kryordhrchen verteilt. Die-
se wurden bei —80°C eingefroren. Nach zwei Tagen wurde die Bakterienkonzentration des

Inokulums bestimmt.

2.1.4.7 Herstellung des Griess - Reagenz

Das Griess-Reagenz bestand aus Lésung A und B in gleichen Volumina. Losung A bestand
aus 1 g Sulfonamid, 30 ml Actetat und 70 ml Wasser. Um das Sulfonamid zu I6sen, wurde
es auf dem Ruttelgerét geschittelt und kurz erhitzt. Lésung B bestand aus 0,1 g Naphthyl-
ethylendiamin (NED), 60 ml Acetat und 40 ml Wasser. Das NED l6ste sich von alleine

auf.
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2.1.4.8 Herstellung der Eosin-G-Gebrauchslosung

Die Eosin-Stammlosung bestand aus 2 g Eosin, 40 ml zweifach-destilliertem Wasser und
160 ml Ethanol 95%. Fur die Gebrauchslésung wurde die Stammldsung 1:10 mit Aqua
bidestilliert verdiinnt. Zu der Verdinnung wurde dann 1 Tropfen konzentrierte Essigséure

gegeben.

2.2 In-vitro-VVersuche

2.2.1 Zellkulturen
Die Verwendung von Méusen zur Gewinnung von Mikrogliazellen wurde von der Tier-
schutzkommission der Medizinischen Fakultdt der Universitat Gottingen und der Bezirks-

regierung Braunschweig, Niedersachsen, genehmigt.

Die Praparation der primaren Mikrogliazellen, die Zellernte und die Zusammensetzung des

Mediums wurden bereits beschrieben (Ebert et al. 2005) und genauso durchgefuhrt.

Die priméaren Mikroglia-Zellkulturen wurden aus 0 bis 3 Tage alten C57BL6-N-Mé&usen
prapariert. Die MyD88-defizienten Mikrogliazellen wurden aus C52B6J-MyD88-
defizienten Mausen gewonnen. In den Knockout (-/-)-Versuchen wurden die Wildtyp-
Mikrogliazellen von C52B6J-Mausen als Kontrolle genommen. Die C52B6J-Wildtyp-
Zellen sind den Zellen vom C57BL6-Typ ahnlich.

Die Mduse wurden durch Dekapitation getttet. Das Cranium wurde mit 70%igem Alkohol
desinfiziert. AnschlieBend wurde das Gehirn mit Pinzetten herausprapariert. Die Meningen
wurden unter dem Mikroskop mittels Pinzetten abgelost. Die praparierten Gehirne wurden
in kaltem PBS in 50-mI-R6hrchen bei 4°C mit 1000 g fiir 10 Minuten zentrifugiert. Danach
wurde der Uberstand verworfen und die Zellsuspension mit 0,5 ml Medium (DMEM +
FCS + PS) pro Gehirn vermengt. In eine T75-Kulturflasche kamen 2 Gehirne. Damit wur-
de in jede Zellkulturflasche, in die vorher 11 ml Medium geftllt wurden, 1 ml der Zellsus-
pension gegeben. Die Zellkulturen wurden bei 37°C, 5% CO, inkubiert. Zweimal pro Wo-
che wurde das Medium gewechselt. Nach 10 Tagen konnten die Mikrogliazellen zum ers-
ten Mal geerntet werden.
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2.2.2 Zellernte

Vor der Zellernte wurden die Zellen im Mikroskop angeschaut. Es sollte sich ein dichter
Astrozytenrasen gebildet haben, auf dem sich Mikrogliazellen befinden. Waren die Zellen
gut gewachsen, wurden die Zellkulturflaschen auf dem Rotamix 200 Mal pro Minute fir
30 Minuten geschttelt. Durch das Schiitteln wurden die Mikroglia vom Boden abgelost
und somit von den Astrozyten getrennt. Die Uberstande, in denen die Mikroglia schwam-
men, wurden mit der Elektropipette abgesaugt und in 50-ml-Réhrchen gesammelt. In die
Zellkulturflaschen wurde 12 ml neues Medium gegeben. Nach 7 bis 10 Tagen Wachstum
konnten die Zellen dann erneut geerntet werden. Die geernteten Zellen wurden bei 250 g
und 20°C fir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellsuspensi-
on gut durchmischt. 10 ul der Suspension wurden mit 90 ul Trypanblau geféarbt, um die
Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammer zu bestimmen. Nach der Zellzahlbestimmung und
Verdunnung wurden die Zellen in einer 96-Well-Platte mit einer Konzentration von unge-
fahr 50 000 Zellen in 200-300 ul/ Well ausgesét. Die Platten wurden fiir 2 Stunden inku-
biert (37°C, 5% CO,). In dieser Zeit sanken die Zellen auf den Boden der Platte ab. An-

schlieend wurde das Medium in der Platte zum Teil getauscht und die Zellen stimuliert

(s.u.).

2.2.3 Stimulation der Zellen

Die Zellen wurden entweder mit Activin A alleine oder in Kombination mit verschiedenen
TLR-Agonisten stimuliert. Die Kostimulatoren waren LPS 0,01 pg/ml (TLR-4-Agonist),
PsC 0,1 ug/ml (TLR-2-Agonist) und CpG 1 pg/ml (TLR-9-Agonist). Die Konzentration
der TLR-Agonisten basierte auf der NO-Freisetzung, die sie in den Mikrogliazellen indu-
zieren. Es wurde die niedrigste Konzentration der jeweiligen TLR-Agonisten gewahlt, die
eine maximale NO-Freisetzung hervorriefen (Ebert et al. 2005). Zuvor war bereits gezeigt
worden, dass die gewéhlten Konzentrationen der TLR-Agonisten die Phagozytose von E.
coli K1 durch Mikrogliazellen erhohen (Ribes et al. 2009). Die optimale Activin-A-

Konzentration wurde durch eine Dosis-Wirkungs-Kurve gefunden (s. S.26).

Nach 2 Stunden wurde das Medium bis auf 50 ul entfernt und verworfen. Im néchsten
Schritt wurden die Zellen mit Activin A stimuliert. Als negative Kontrolle bei diesen Ver-
suchen dienten unstimulierte Zellen, welche nur mit Medium behandelt wurden. Als posi-

tive Kontrolle dienten nur mit 1 pg/ml LPS stimulierte Zellen.
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Um die optimale Konzentration von Activin A zu finden, wurde eine Dosis-Wirkungs-
Kurve erstellt. In der Literatur wurden Konzentrationen von Activin A 1-20 ng/ml fir in-
vitro-Versuche verwendet. Im Liquor von Patienten mit bakterieller Meningitis wurden
Activin-A-Konzentrationen von 0,14 ng/ml gefunden (Ebert et al. 2006). Es wurde eine
wesentlich hohere Dosis als Beginn der Dosis-Wirkungs-Kurve gewahlt (Activin A 1,3
pg/ml) und dann in Zehnerschritten verdinnt bis auf eine wesentlich niedrigere Dosis (Ac-
tivin A 0,0000013 ng/ml). Aufgrund der Ergebnisse der Dosis-Wirkungs-Kurve (s. Abb. 2)
wurden die weiteren Versuche mit Activin A 13 ng/ml (entspricht 1 nM), Activin A 1,3
ng/ml (entspricht 0,1 nM) sowie Activin A 0,13 ng/ml (entspricht 0,01 nM) durchgefuhrt.
Des Weiteren wurde eine hohere Konzentration (Activin A 13 pg/ml [entspricht 1 uM]),
welche in der Dosis-Wirkungs-Kurve noch nicht verwendet wurde, flr die weiterfiihrenden
Experimente gewéhlt. Die Activin-A-Stammlésung wurde mit DMEM + FCS + PS auf 26
ug/ml, 26 ng/ml, 2,6 ng/ml und 0,26 ng/ml verdinnt. Von diesen Verdinnungen wurden
50 upl in die entsprechenden Wells hinzugegeben. Zu den Zellen, die nur mit TLR-
Agonisten stimuliert werden sollten, wurden 50 ul Medium pro Well gegeben. Zu der ne-
gativen und positiven Kontrolle wurden ebenfalls nur 50 ul/Well neues Medium geben.
Die 96-Well-Platten wurden dann tber Nacht inkubiert (s. Abb. 3).

450000+
400000+
350000+
300000+
2500004
2000004
1500004
1000004

50000+

E.coli K1 intrazellular (CFU/mlI)

Abb. 2: Dargestellt ist die Dosis-Wirkungs-Kurve von Activin A. Die Ergebnisse sind als Mit-
telwerte plus Standardabweichung abgebildet.
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Am néchsten Tag wurden 11 pl/Well Medium zu der negativen Kontrolle hinzugefiigt. Die
positive Kontrolle wurde mit LPS 1 pg/ml (11 pl/Well der 10 pug/ml LPS-L6ésung) stimu-
liert. Zu den Zellen, die nur mit Activin A stimuliert werden sollten, wurde ebenfalls 11
ul/Well frisches Medium gegeben. Zu den Zellen, die mit LPS 0,01 ug/ml stimuliert wur-
den, wurden 11 pl/ Well LPS 0,1 pg/ml gegeben. Die Zellen, die mit PsC 0,1 pg/ml stimu-
liert wurden, bekamen 11 ul/Well PsC 1 pg/ml. Zu den Zellen, die mit CpG 1 ug/ml ko-
stimuliert wurden, wurden 11 pl/Well CpG 10 pg/ml hinzugeflgt. In den Versuchen mit
MyD88-defizienten Mikroglia diente Poly (I:C) (TLR 3-Agonist) 1 ug/ml als Kontrolle. Zu
den Zellen, welche mit Poly (I:C) stimuliert werden sollen, wurden 11 ul/Well Poly (1:C)
10 pg/ml hinzugefigt. AnschlieBend wurden die Zellen flir 24 Stunden inkubiert (s. Abb.
3). Die n-Zahl in den Phagozytoseversuchen war fur die TLR- Kombination mit Activin A
13 ng/ml, Activin A 1,3 ng/ml und Activin A 0,13 ng/ml in 3 zusammengewerteten \Versu-
chen zusammen gréRer 11 . Bei den Kostimulationen mit Activin A 13 pg/ml war die n-

Zahl in 3 zusammengewerteten Versuchen grofer 8.

od) " iiber Nacht ‘+_ " %+ 24Stunden

A RN Y Stimulierte
! S — . 81 :> Mikroglia
g _ . .+ . CpGILPS/PsCI

Act A/ Medium L Medium

Abb. 3: Dargestellt ist der experimentelle Ablauf der Mikroglia-Stimulation. Zunéchst wurden
die Mikrogliazellen mit Activin A (Act A) in den unterschiedlichen Konzentrationen lber Nacht
stimuliert. Die Kontrolle und die Zellen, welche nur mit TLR-Agonisten stimuliert werden sollten,
erhielten Medium. Am néchsten Tag erfolgte die Kostimulation mit den jeweiligen TLR-
Agonisten. Die Kontrolle und die Zellen, welche nur mit Act A stimuliert werden sollten, erhielten
Medium. Die Stimulation mit den TLR-Agonisten erfolgte iber 24 Stunden.

2.2.4 Phagozytose

Die Methode wurde 1985 erstmals an Tierzellen in Zellkultur durchgefihrt (Isberg und
Falkow 1985). Damals wurden die phagozytierten Bakterien im Mikroskop gezahlt. Ein
Jahrzehnt spéter wurde die gleiche Methode mit primdren Makrophagen durchgeftihrt und
die Bakterien durch quantitatives Ausplattieren bestimmt (Segura et al. 1998). Ribes et al.

fuhrten diese Methode dann bei priméaren Mikrogliazellen ein (Ribes et al. 2009). An der
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Durchfiihrung wurde nur die Zahl der Mikroglia von 60 000 Zellen/Well auf 50 000 Zel-
len/Well geandert.

Die Uberstande wurden nach Stimulation in neue 96-Well-Platten Gberfiihrt und bei —20°C
eingefroren, um spéter Zytokine zu messen. Es wurde zweimal mit PBS gewaschen. An-
schliefend wurden pro Well 250 ul E. coli K1 1 x 107 Colony Forming Units (CFU)/ml
hinzugefligt. Damit kamen in einem Well 2,5 x 10® Bakterien auf ungeféahr 50 000 Mikrog-
liazellen. Fur die Bakterienlésung wurde die E. coli- K1-Stammldsung 4,1 x 101 CFU/ml
in zwei Schritten mit DMEM + FCS ohne Penicillin/Streptomycin verdinnt. Die 96-Well-
Platte wurde mit der Bakterienldsung fir 90 Minuten inkubiert. Um die tatséchlich pipet-
tierte Bakterienanzahl zu bestimmen, wurde eine 100-fache, eine 1 000-fache, eine 10 000-
fache, eine 100 000-fache, eine 1 000 000-fache und eine 10 000 000-fache Verdiinnung
mit NaCl 0,9% auf Blutagar-Platten durchgefiihrt. Dieses Inokulum wurde tber Nacht bei
37°C inkubiert. Nach 90 Minuten wurde die Bakterienldsung entfernt und verworfen. Es
wurde einmal mit PBS gewaschen. Die Gentamicin-Stammldsung 10 mg/ml wurde mit
DMEM + FCS auf 100 pug/ml verdinnt. Von der verdiinnten Gentamicin-Ldsung wurden
250 pl/well hinzugefiigt und die Platten fir 60 Minuten inkubiert (s. Abb. 4). Gentamicin
totet die extrazellular verbliebenen Bakterien ab, nicht aber die intrazellularen. Allerdings
ist Gentamicin in hohen Konzentrationen zelltoxisch. Daher wurde versucht die Konzent-
ration so niedrig wie moglich zu halten, um die Mikrogliazellen nicht zu t6ten. Es wurde
mit einer Konzentration von Gentamicin 200 ug/ml begonnen. Dann wurde in 50 pg-
Schritten abwarts getestet, ob alle extrazelluldren Bakterien getttet wurden. Dazu wurden
nach der Inkubation einige Gentamicin-Uberstande auf Blutagar-Platten pipettiert und tiber
Nacht inkubiert. Bei Gentamicin 50 pug/ml wuchsen noch Bakterien, sodass sich Gentami-
cin 100 pg/ml als die optimale Konzentration erwies. Diese wurde fiir die weiteren Versu-

che verwendet.
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Abb. 4: Dargestellt ist der Ablauf des Phagozytose-Versuchs bis zum quantitativen Ausplat-
tieren der aus den Mikroglia freigesetzten Bakterien. Zunachst wurde das Medium der stimu-
lierten Zellen entfernt. AnschlieRend wurde fiir 90 Minuten E. coli K1 dazugegeben. Dann wurden
die Uberstande entfernt und fir 60 Minuten Gentamicin 100 ug/ml auf die Zellen gegeben. Danach
wurden die Zellen mit 100 pl destilliertem Wasser lysiert, sodass die intrazellularen Bakterien frei-
gesetzt wurden. Die Anzahl der lysierten Bakterien wurde durch quantitatives Ausplattieren be-
stimmt (s.u.).

Nachdem die Gentamicin-Uberstande entfernt worden waren, wurde zweimal mit PBS
gewaschen. Anschliefend mussten die Zellen lysiert werden, um die intrazellularen Bakte-
rien freizusetzen. Dazu wurden pro Well 100 ul steriles destilliertes Wasser hinzugefigt
und mit der Pipette Blasen erzeugt. Um die Bakterien zahlen zu kénnen, wurden diese in
einer Verdunnungsreihe auf Blutagar-Platten auspipettiert. 10 pl wurden direkt aus dem
Well ausplattiert. 10 ul aus dem Well wurden in 90 ul Nacl 0,9% verdiinnt und anschlie-
Rend ausplattiert (s. Abb. 5). Diese Verdunnungsreihe wurde fortgesetzt, bis die Bakterien
10 000-fach verdiinnt ausplattiert waren. Die Blutagar-Platten wurden ber Nacht bei 37°C
inkubiert und anschliefend die Bakterien ausgezéhlt. Das Detektionslimit beim Ausplat-
tieren lag bei 100 CFU/ml.
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Abb. 5: Quantitatives Ausplattieren der phagozytierten Bakterien. Es wurden jeweils 10 pl
ausplattiert. Zunachst wurden 10 ul direkt aus dem Well ausplattiert (nicht abgebildet). Anschlie-
RBend wurden 10 pl aus dem Well in 90 upl NaCl 0,9% in einem Eppendorf-Cup
(http://www.clker.com/clipart-1ml-eppendorf-tube-3.html) verdiinnt. Davon wurden zum einen 10
ul auf die Blutagar-Platte pipettiert und zum anderen wieder 10 ul in 90 ul NaCl 0,9% verdunnt.
Dies wurde mindestens bis zur 10 000-fachen Verdinnung durchgefihrt.

2.2.5 TNF-a-ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Der ELISA ist ein immunologisches Nachweisverfahren fir Proteine, Viren, Hormone,
Toxine uvm. Das Verfahren wurde erstmals 1971 fur Immunglobulin G durchgefiihrt
(Engvall und Perlmann 1971). Man nutzt fir ELISAs die Eigenschaft spezifischer Anti-
korper, Antigene, welche mit diesem Verfahren nachgewiesen werden sollen, zu binden.
Das Antigen oder der Antikdrper wird mit einem Enzym markiert. Dieses Enzym kataly-
siert eine Reaktion, welche als Nachweis flr das Vorhandensein des Antigens dient. Bei
dieser Reaktion entsteht ein Reaktionsprodukt, welches einen Farbumschlag verursacht.
Dieser Farbumschlag kann mittels Extinktionsmessung ermittelt werden. In dieser Arbeit
wurde mittels ELISA die Konzentration des Zytokins TNF-a, welches von den stimulierten
Mikrogliazellen freigesetzt wurde, bestimmt. Das ELISA-Set fiir die Messung von TNF-a

stammte von R&D Systems und wurde nach deren Anleitung durchgefihrt.
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Die Uberstande wurden bis zum Messen von TNF-a mittels ELISA bei —20°C eingefroren.

Zum Messen wurden die Platten langsam Uber Nacht wieder aufgetaut.

Der Antikdrper wurde laut Vorschrift angesetzt und in PBS verdinnt (7,5 ml PBS + 27,5
ul Antikorper). Pro Well wurden 50 ul aufgetragen und tber Nacht bei Raumtemperatur
auf dem Schdttler inkubiert. Es wurde dreimal mit Wasch-Puffer (0,5 g Tween 20 mit 1
Liter PBS verdunnt) gewaschen, bevor mit 300 ul pro Well Blockpuffer (15 ml Natriuma-
zid [NaNs;] + 15 g Sucrose + 3 g Rinderserumalbumin [BSA] + 300 ml PBS) geblockt
wurde. Anschlieend wurde bei Raumtemperatur auf dem Schiittler fur eine Stunde inku-
biert. Nach dem Blocken wurde dreimal gewaschen. Anschlielend wurde pro Well 50 pl
der aufgetauten und verdinnten Proben hinzugefiigt. Die Verdinnung der Proben erfolgte
mit Reagent Diluent 1 (1 g BSA + 100 ml PBS). Neben den Proben wurde immer eine
Standardreihe aufgetragen (im Kit enthalten). Nun wurde zwei Stunden bei Raumtempera-
tur auf dem Schdittler inkubiert und anschlieBend dreimal gewaschen. Pro Well wurden 50
ul Detektionsantikorper (7,5 ml Reagent Diluent 1 + 27,5 ul Antikdrper) hinzugefigt. An-
schlieBend wurden die Platten zwei Stunden bei Raumtemperatur auf dem Schuttler inku-
biert. Danach wurde dreimal gewaschen. Im ndchsten Schritt wurden 50 ul HRP-Diluent
(40 ml Wasch-Puffer + 40 mg BSA + 1 ul Streptavidin HRP conjugate Biosource SNN
2004) pro Well hinzugeben und die Platten 20 Minuten bei Raumtemperatur auf dem
Schittler inkubiert. Nachdem Inkubieren wurde dreimal waschen und 100 ul Tetramethyl-
benzidin (TMB) -Substratlésung pro Well hinzufiigt. Sobald sich erste blaue Prazipitate im
hochsten Standard gebildet hatten, wurde die Reaktion mittels 50 ul Stopplésung (1N
Schwefelsdure) pro Well gestoppt. Es erfolgte ein Farbumschlag zu gelb. Die Extinktions-
messung erfolgte bei 450 nm innerhalb der n&chsten 30 Minuten (Referenzfilfter
540/570nm).

2.2.6 Messung der NO-Freisetzung

Die Messung von NO wurde 2005 modifiziert (Ebert et al. 2005) und im Rahmen dieser
Arbeit von Frau Dr. med. Sandra Schitze durchgefiihrt, die freundlicherweise ihre Daten
zur Verfugung stellte. NO wird von stimulierten Mikrogliazellen freigesetzt. In diesem
Versuch wurde mittels des Griess-Reagenz indirekt die NO-Freisetzung gemessen. Es

wurde das stabile Nitrit, welches aus dem sehr kurzlebigen NO entsteht, ermittelt. Fiir die
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Messung der NO-Freisetzung wurde Activin A 13 pg/ml (entspricht 1 pM) gewéhlt, weil

nur in dieser Konzentration ein Effekt auf die NO-Ausschittung zu erkennen war.

Die Zellen wurden fir die Messung von NO zunéachst fir 24 Stunden mit Activin A 13
ug/ml stimuliert. AnschlieRend wurden fiir 48 Stunden die jeweiligen TLR-Agonisten PsC
0,01 pg/ml, CpG 0,1 pg/ml und LPS 0,0003 w/ml zusammen mit IFN-y 100 U/ml hinzuge-
flgt. Die verwendeten Konzentrationen der TLR-Agonisten fur die NO-Messung erreich-
ten eine 50%-ige Stimulation der NO-Freisetzung im Vergleich zu der 100%-igen Freiset-
zung durch LPS 1 pg/ml. Die positive Kontrolle, welche eine maximale NO-Freisetzung
erzielte, war LPS 1 pug/ml. Die positive Kontrolle wurde nur mit LPS 1 pg/ml plus IFN-y
behandelt. Die negative Kontrolle wurde nur mit IFN-y behandelt. Nach der Stimulation
wurden von den Uberstanden 50 pl/ Well abgenommen und in eine neue 96-Well-Platte
uberfihrt. AnschlieBend wurden 50 pl/ Well Griess Reagenz hinzugegeben. Eine Rotfar-
bung trat auf. 5 Minuten nachdem die Farbung aufgetreten war, wurde im Mikroplatten-

Leser bei 570 nm die Absorption gemessen.

Als Referenz diente eine Standardreihe mit Natriumnitrit (0—100 uM), wobei der Standard

0 uM destilliertes Wasser war.

2.2.7 Zellvitalitatstest

Die Chemikalien, welche fiur diesen Test benétigt wurden, stammten von Roche Applied
Science. Die Versuche wurden gemaR der Anleitung von Roche von Frau Dr. med. Sandra
Schitze durchgefihrt, die freundlicherweise ihre Daten fiir die Dissertation zur Verfligung

gestellt hat.

Der Zellvitalitatstest wurde durchgefiihrt, um die Zellvitalitdt nach Zugabe von Activin A
oder anderen Substanzen zu messen. Das Tetrazolium-Salz WST-1 wird von aktiven Mito-
chondrien in das lésliche Formazan gespalten. Aktive Mitochondrien gibt es nur in leben-
den Zellen und somit kann die Vitalitat bestimmt werden.

500 pl der WST-1-Zellproliferationslésung wurden mit 4,5 ml DMEM verdinnt.

Die Zellen wurden mit Activin A 13 pg/ml stimuliert. Als Kontrolle dienten Zellen, die nur
mit Medium behandelt worden sind. AnschlieRend wurden die Zellen fiir 72 Stunden bei

37°C inkubiert. Die Uberstande wurden abgenommen und 100 ul verdiinnte WST-L6sung/
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Well hinzugegeben. 6 Wells ohne Zellen mit 100 ul WST dienten als Kontrolle. Die 96-
Well-Platten wurden anschlief3end fiir 1 bis 4 Stunden bei 37°C, 5% CO, inkubiert.

Die Absorption wurde im Mikroplatten-Leser bei 490 nm gemessen.

2.2.8 Zellkultur-Doppelfarbung mit Isolektin und Hamalaun
Die Doppelfarbung mit Isolektin und Hamalaun ist eine immunhistochemische Farbung.

Wahrend Hamalaun Kerne aller Zelltypen anférbt, farbt Isolektin speziell Mikroglia.

In eine 24-Well-Platte wurden Coverslips gelegt und 50 000 Zellen/Well hinzugegeben.
Die Zellen wurden fur 2 Stunden inkubiert, damit sie auf den Boden der Platte absinken
konnten. % des Mediums wurden entfernt und ¥ verdunnte Activin-A-Ldsung hinzugege-
ben. Activin A wurde in den Konzentrationen 13 ug/ml, 13 ng/ml, 1,3 ng/ml, 0,13 ng/ml
oder 0,0000013 ng/ml hinzugegeben und mit DMEM + FCS + PS verdiinnt. Als Kontrolle
diente DMEM + FCS + PS. Die Zellen wurden flr 2 Tage bei 37°C, 5% CO, inkubiert.
Die Uberstande wurden komplett entfernt und die Wells einmal mit PBS gewaschen. Die
Zellen wurden dann mit 4%igem Formalin fixiert: Pro Well wurden 500 pl Formalin 4%
hinzugegeben, die Zellen fiir eine Stunde inkubiert, die Uberstande abgenommen und PBS
in die Wells gegeben. Die Platten kamen dann tber Nacht bei 4°C in den Kiihlschrank.

Die Platten wurden dreimal mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurde Triton 1%, welches
in PBS gel6st war, fur 30 Minuten auf die Platten gegeben. Danach wurde dreimal mit PBS
waschen und FCS 10%, welches in PBS geldst war, fiir 30 Minuten dazugeben. Im néachs-
ten Schritt wurden die Coverslips aus den Wells entfernt. Die Antikérper-Inkubation wurde

auf Parafilm durchgefihrt.

Pro Coverslip wurde 50 pl Isolektin Ba, welches im Verhéltnis 1:40 in PBS geldst war, fir
90 Minuten bei Raumtemperatur hinzugefligt. Dann wurde erneut dreimal mit PBS gewa-
schen und der Avidin-Biotin-Komplex fuir 30-40 Minuten bei Raumtemperatur dazugeben.
Der Avidin-Biotin-Komplex wurde 30 Minuten vor Gebrauch angesetzt: Zu 98 ul PBS
wurde 1 pl Avidin und 1ul Biotin gegeben. Dieser Komplex war Peroxidase konjugiert.
AnschlieBend wurde erneut dreimal mit PBS gewaschen, wobei das 3. Mal in einer kleinen
Petrischale gewaschen wurde. Fir die Farbentwicklung wurde flr ungefahr eine Minute
Diaminobenzidin (DAB) hinzugegeben und anschlieBend mit destilliertem Wasser gespilt.
Die Gegenfarbung mit Hdmalaun erfolgte nach neuropathologischer Standardmethode. Die
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Coverslips wurden mit destilliertem Wasser gespult und anschliefend fur 15 Minuten bei
Raumtemperatur trocknen gelassen. Die Coverslips werden mit DePeX eingedeckelt.

2.3 In-vivo-Versuche

2.3.1 Versuchstiere
Die Tierversuche wurden von der Tierschutzkommission der Medizinischen Fakultat der
Universitatsmedizin Gottingen befiirwortet und von der Bezirksregierung Braunschweig,

Niedersachsen, genehmigt.

Die Versuchstiere waren mannliche, drei Monate alte C57BL6-N-Mé&use. Die Tiere wur-
den bei konstanten 20°C, einer relativen Luftfeuchte von 55% mit maximal 7 Tieren zu-
sammen in einem Gemeinschaftskafig gehalten. Vor Versuchsbeginn wurden alle Méause
individuell markiert und gewogen, der Seiltest wurde durchgefuhrt. Die Mause wurden
zuféllig der Kontroll- oder Interventionsgruppe zugeordnet. Insgesamt gab es 50 Mause (1.
Versuch: 15 Mause, 2. Versuch: 35 Mause).

2.3.2 Seiltest

Der Seiltest wurde durchgefiihrt, um die motorischen Fahigkeiten der Versuchstiere zu
testen (Ebert et al. 2010a; Wellmer et al. 2000). Das Seil war 60 cm lang und wurde 60 cm
uber dem Boden zwischen zwei Plattformen aufgespannt. Die Mduse wurden mit ihren
Vorderpfoten in die Mitte des Seils gehangt und sollten dann eine der beiden Plattformen
erreichen. Die Zeit, die die Maus zum Erreichen der Plattform bendtigte bzw. die sich die
Maus am Seil halten konnte ohne herunter zu fallen, wurde gestoppt und anschlieend in
einen Score umgewandelt. Der niedrigste Score war Score 0, der hdchste Score 20. Er-
reichte die Maus die Plattform in weniger als 6 Sekunden, so erhielt sie Score 0. Fir weite-
re 6 Sekunden, die die Maus langer brauchte, erhielt sie einen zusatzlichen Punkt. Hing die
Maus 60 Sekunden an dem Seil, aber erreichte keine Plattform, bekam sie Score 10. Fielen
die Méuse vor Erreichen der 60 Sekunden von dem Seil, bekamen sie fur je 6 Sekunden,
die sie eher als 60 Sekunden von dem Seil fielen, einen zusétzlichen Punkt.
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2.3.3 Follistatin-Gabe

Die Follistatin-Gabe in der Interventionsgruppe erfolgte bezlglich des Zeitpunkts und der
Konzentration wie von Jones et al. beschrieben (Jones et al. 2007). Im ersten Versuch be-
kamen sieben Mause eine halbe Stunde vor Infektion 10 pg Follistatin in 100 ul NaCl
0,9% gelost intraperitoneal gespritzt. Im 2. Versuch waren es 17 Méuse. Der Kontrollgrup-
pe (1. Versuch: 8 Mause, 2. Versuch: 18 Mause) wurde eine halbe Stunde vor Infektion
100 ul NaCl 0,9% intraperitoneal gespritzt (s. Abb. 6).

2.3.4 Infektion und Versuchsablauf

Die systemische Infektion wurde durch eine intraperitoneale Injektion von 500 ul NaCl
0,9% mit E. coli K1 2 x 10° CFU/ml induziert. Die M&use wurden nicht antibiotisch be-
handelt. Nach der Infektion wurde zunéchst alle 12 Stunden ein Seiltest und eine Ge-
wichtskontrolle durchgefiihrt. Nach 72 Stunden wurden die Kontrollen nur noch alle 24
Stunden durchgefiihrt. Konnte eine Maus nicht mehr laufen, wurde sie aus ethischen Griin-
den getOtet. Nach 7 Tagen wurde der Versuch beendet und die Gberlebenden Méause getotet
(s. Abb. 6).

. 168 h p.i.
12 hp.i. .

| | 30 Min. ' | 72fllp-l- '

| | l | | |
Gewicht  I-P--Injektion i.p- Gewicht Gewicht /1 chs.
und von Follistatin  Injektion und Seiltest und Seiltest ende
Seiltest bzw. NaCl von E. alle 12 h alle 24 h

0,9% coli K1

Abb. 6: Dargestellt ist der Ablauf des In-vivo-Versuches. Nach der Infektion wurden die Mause
zunéchst alle 12 Stunden kontrolliert. Konnten sie nicht mehr laufen, wurden sie aus ethischen
Grinden getttet. Nach 3 Tagen wurden die Mé&use nur noch alle 24 Stunden kontrolliert. 168 Stun-
den nach Infektion wurde der Versuch beendet und die berlebenden Tiere getttet. Das Gewebe
der gestorbenen/ getdteten Mause wurde anschlieBend prépariert (s.u.). h = Stunde; p.i. = post in-
fektionem; i.p. = intraperitoneal.
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2.3.5 Gewebepraparation und Bearbeitung

Die Mé&use wurden durch Genickbruch getotet. Anschliellend wurde beim Abtrennen des
Kopfes versucht, moglichst viel Blut zu gewinnen. Das Blut wurde in 1,5-ml-GefaRen ge-
sammelt und Uber Nacht bei 4°C aufbewahrt. Das Blut wurde dann bei 250 x g fur 20 Mi-
nuten bei Raumtemperatur abzentrifugiert und das Serum anschlielend in einem neuen

Eppendorf-Cup bei —20°C eingefroren (Jones et al. 2007).

Das Gehirn wurde aus der Schadelkalotte herauspraperiert und die beiden Hemisphdaren
voneinander getrennt. Die rechte Hemisphére inklusive Cerebellum wurde in 10 ml
4%igem Formalin fixiert. Das linke Kleinhirn wurde in 500 ul NaCl 0,9% gegeben, mit
einem Homogenisator zerkleinert, geschdittelt und verdunnt auf Blutagar-Platten ausplat-
tiert. Die Verdunnung erfolge im Verhaltnis 1:10 mit NaCl 0,9% in 8 Schritten. VVon jeder
Verdiunnungsstufe wurden jeweils 10 ul auf Blutagarplatten auspipettiert. Die Agarplatten
wurden Uber Nacht inkubiert und die Bakterienzahlen ausgezéhlt, um den Bakterientiter im
Kleinhirn der gestorbenen Mause zu bestimmen. Die linke GroRhirnhemisphére wurde
getrennt: das frontale Cerebrum in ein Eppendorf-Cup und das okzipitale Cerebrum kam in
ein weiteres Eppendorf-Cup. Diese wurden zundchst im flussigen Stickstoff gefroren und
anschlieRend bei —20°C gelagert.

Die Milz wurde herausprapariert und halbiert. Eine Milzhélfte wurde in einem leeren Ep-
pendorf-Cup im fliissigen Stickstoff gefroren und bei —20°C gelagert. Die andere Halfte
wurde in 500 ul NaCl 0,9% zerkleinert und verdinnt auf Blutagar-Platten ausplattiert
(Verdunnung s. S. 30). Die Platten wurden (ber Nacht inkubiert. Durch Auszé&hlen wurde

die Bakterienanzahl in der Milz ermittelt.

Das Kleinhirn- und Milz-Homogenat wurde anschliefend ebenfalls bei —20°C eingefroren.

2.3.6 Gewebefixation und Anfertigen histologischer Schnitte

Die rechte Hemisphéare des Cerebrums wurde nach der Entnahme fur 24 Stunden in
4%igem Formalin fixiert. Das Formalin wurde anschlieBend durch zweistiindiges Waschen
mit H,O entfernt. Die Einbettung in Paraffinharz erfolgte vollautomatisch Gber 16 Stunden
in einem Einbettautomaten. Die Gewebestiicke wurden dazu an der Eingiel3station in Giel3-
schalchen gelegt und mit heilRem Paraffin tbergossen. Im ndchsten Schritt wurde das mit

Paraffin Ubergossene Gewebe zu einem Paraffinblock verarbeitet, wobei die Einbettkasset-
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te den Blocktrager gebildet hat. Nach dem Abkulhlen des Paraffinblocks wurden mit einem
Schlittenmikrotom 3 um diinne Schnitte angefertigt. Diese Schnitte wurden in 40°C war-

mem Wasser gestreckt und auf Objekttrager Ubertragen.

2.3.7 H. E.-Farbung des Cerebrums

Die Hamatoxylin-Eosin (H. E.) -Farbung basiert auf dem Zusammenspiel des natirlichen
Farbstoffs Hamatoxylin und des synthetischen Farbstoffs Eosin. H&matoxylin muss in
Hémalaun aufbereitet werden, um farbende Eigenschaften zu erhalten. Hamalaun farbt
basophile Strukturen der Zellen (z.B. Zellkern, endoplasmatisches Retikulum) blau, wéh-

rend Eosin sauer ist und eosinophile Strukturen wie Zellplasmaproteine rot farbt.

Vor der H. E.-Farbung mussten die Schnitte des Cerebrums entparaffiniert und rehydriert
werden. Zundchst wurden die Schnitte dreimal zehn Minuten lang mit Xylol behandelt.
AnschlieBend wurden die Schnitte mit Ethanol 100% dreimal 3 Minuten lang bearbeitet.
Danach wurden die Schnitte mit Ethanol 90% und 80% flr jeweils zweimal 3 Minuten
behandelt. Als Nachstes wurden die Schnitte mit Ethanol 70% und 50% jeweils einmal 3
Minuten lang bearbeitet. Zum Schluss wurden die Praparate mit Aqua dest. zweimal 3 Mi-
nuten und anschlieend fir 5-10 Minuten mit Hamalaun behandelt, kurz in Aqua dest.
gespult und anschlielend in Salzsaure (HCI)-Alkohol differenziert. Der HCI-Alkohol be-
stand aus 175 ml Isopropanol, 75 ml Aqua dest. und 2,5 ml Salzséure 25%. Im nachsten
Schritt wurden die Schnitte 10 Minuten unter flieBendem Leitungswasser gebldut. An-
schlielend wurden die Schnitte fir 5 Minuten mit Eosin unter Zugabe von Eisessig gegen-
gefarbt. Die Schnitte wurden in eine aufsteigende Alkoholreihe getaucht. Jedoch sollten
die Schnitte nur ein paar Mal in die niedrig konzentrierten Alkohole getaucht werden, da
Eosin mit Wasser herausgewaschen wurde. Zum Schluss wurden die Gehirnschnitte 5 Mi-
nuten lang in Ethanol 100% getaucht. Im Anschluss wurden sie dreimal 3 Minuten lang

mit Xylol behandelt. Zum Schluss wurden die Schnitte mit DePeX eingedeckelt.
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2.4 Statistik

Die statistischen Analysen sowie grafischen Darstellungen der in-vivo- und in-vitro-
Versuche wurden mit Hilfe der GraphPad Prism 4.0 Software erstellt.

Normalverteilte Daten wurden als Mittelwerte plus Standardabweichung dargestellt. Zwei
Gruppen normalverteilter Daten wurden mit dem Student’s t-Test verglichen. Mehrere
Gruppen normalverteilter Daten wurden mittels ANOVA, gefolgt von der Bonferroni-
Methode als Korrektur fir multiples Testen, auf statistisch signifikante Differenzen getes-
tet. Nicht normalverteilte Daten wurden als Mediane plus 25.-/75.-Perzentile dargestellt
und mit dem Mann-Whitney-U-Test geprift. Nicht normalverteilte Daten mit mehr als
zwei Gruppen wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test verglichen. Darauf folgte der Dunn’s
Test als Korrektur fur multiples Testen. Die Differenz zwischen zwei Kaplan-Meier-
Kurven wurde mittels Logrank-Test auf statistische Signifikanz gepruft. P-Werte < 0,05
galten als signifikant. P < 0,05 ist dargestellt als *, p < 0,01 entspricht ** und p < 0,001

entspricht ***,
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3. ERGEBNISSE

3.1 In-vitro-Versuche

3.1.1 Der Einfluss von Activin A auf die Phagozytose von E. coli K1 durch Mikroglia

Die mit Activin A 13 pg/ml stimulierten Mikroglia (n > 8) phagozytierten im Vergleich zu
den unstimulierten Zellen nur 56,25 (27,33/ 96,00) % der Bakterien (s. Abb. 7 [A]). Diese
Verminderung der Phagozytoserate war jedoch statistisch nicht signifikant (p > 0,05). Ac-
tivin A 13 ng/ml (218,2 [100,8/ 272,7] %) steigerte im Vergleich zu den unstimulierten
Mikroglia (99,83 [75,06/ 124,9] %) die Phagozytose von E. coli K1(s. Abb. 7 [B]). Die
Stimulation durch Activin A 13 ng/ml war statistisch nicht signifikant (p > 0,05). Activin
A 1,3 ng/ml (99,83 [55,49/ 109,1] %) sowie Activin A 0,13 ng/ml (99,83 [72,73/ 302,5] %)
ohne Kostimulation von TLR-Agonisten haben die Phagozytose im Vergleich zu unstimu-
lierten Zellen kaum beeinflusst. n war bei unstimulierten Mikroglia und bei mit Activin A

13 ng/ml, 1,3 ng/ml und 0,13 ng/ml stimulierten Zellen groRer als 11 pro Gruppe.

E. coli K1 intrazellulédr (% der Kontrolle)
E. coli K1 intrazellular (% der Kontrolle)

Abb. 7: Der Einfluss von Activin A auf die Phagozytose von Mikroglia. (A) Act A 13 pg/ml
ohne Kostimulation durch TLR-Agonisten hatte einen inhibitorischen, aber statistisch nicht signifi-
kanten Einfluss auf die Phagozytose im Vergleich zu den unstimulierten Zellen. (B) Act A 13
ng/ml stimulierte die Phagozytose von E. coli K1 statistisch nicht signifikant (p > 0,05) im Ver-
gleich zu unstimulierten Mikroglia. Act A 1,3 ng/ml und 0,13 ng/ml hatten kaum einen Effekt auf
die Phagozytose im Vergleich zu unstimulierten Zellen. Die Ergebnisse sind in Relation zu den
unstimulierten Zellen (der Kontrolle) in % angegeben. Die Daten sind als Mediane und 25.-/75.-
Perzentile dargestellt. Die n-Zahl bei Act A 13 pg/ml war n > 8. Bei den niedrigeren Activin A-
Konzentrationen war n > 11.
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Eine Prastimulation mit Activin A 13 ng/ml (s. Abb. 8), 1,3 ng/ml (s. Abb. 9) und 0,13
ng/ml (s. Abb. 10) und Kombination mit den TLR-Agonisten PsC, LPS oder CpG erhohte
die Phagozytose von E. coli K1 durch Mikroglia.

Die Kostimulation von Activin A 13 ng/ml mit P;C 0,1 pg/ml (1 480 [490,9/ 1 815] %)
erhohte die Phagozytose von E. coli K 1 im Vergleich zur alleinigen Stimulation von PsC
(209,9 [109,3/ 383,3] %) um das 7-fache. Die Differenz war statistisch signifikant (p <
0,001). In Kombination mit LPS 0,01 ug/ml erhohte Activin A 13 ng/ml (693,6 [363,6/ 1
734] %) die Phagozytose im Vergleich zu LPS 0,01 pg/ml (219 [99,83/ 466,7] %) um das
3-fache (p < 0,01). Die Kombination von Activin A 13 ng/ml mit CpG 1 pg/ml (548,5
[300,7/ 1 075] %) hatte ebenfalls einen stimulierenden Effekt auf die Phagozytose von E.
coli K1 im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit CpG 1 pg/ml (170,2 [100,3/ 407,3] %)
(p < 0,05) (s. Abb. 8). n war pro Gruppe jeweils groRer als 11.
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Abb. 8: Die Grafik zeigt die Stimulation der Phagozytose durch Act A 13 ng/ml in Kombina-
tion mit TLR-Agonisten. Act A 13 ng/ml + P;C 0,1 pg/ml stimulierte im Vergleich zu PsC 0,1
pg/ml die Phagozytose signifikant (p < 0,001). Gleiches galt fir Act A 13 ng/ml + LPS 0,01 pug/ml
im Vergleich zu LPS 0,01 pg/ml (p < 0,01) und Act A 13 ng/ml + CpG 1ug/ml im Vergleich zu
CpG 1 pg/ml (p < 0,05). Die Ergebnisse sind in Relation zu den unstimulierten Zellen (nicht abge-
bildet) in % abgebildet. Die Daten sind als Median plus 25.-/75.-Perzentile dargestellt. n war je-
weils grofRer als 11. * = p < 0,05, ** =p < 0,01, *** =p < 0,001.
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Activin A 1,3 ng/ml kombiniert mit PsC 0,1 ug/ml stimulierte die Phagozytoseaktivitat der
Mikrogliazellen im Vergleich zu PsC alleine statistisch signifikant (p < 0,05). Activin A
1,3 ng/ml plus PsC 0,1 pg/ml (927,3 [403,3/ 1503] %) erhohte die Phagozytose im Ver-
gleich zur alleinigen Stimulation durch PsC um das 4-fache. Die Kostimualtion von Ac-
tivin A 1,3 ng/ml mit LPS 0,01 pg/ml (693,6 [302,5/ 1734] %) erhohte die Phagozytose im
Vergleich zu LPS 0,01 pg/ml um das 3-fache. Der Unterschied war statistisch signifikant
(p < 0,05). Die Kombination von CpG 1 pg/ml mit Activin A 1,3 ng/ml (436 [252,1/
655,6] %) hatte im Vergleich zur alleinigen Stimulation durch CpG 1 pg/ml einen stimulie-
renden, aber statistisch nicht signifikanten (p > 0,05) Effekt auf die Phagozytose der

Mikrogliazellen. n war pro Gruppe jeweils groRer als 11.

:

:
]

E. coli K1 intrazelluldr (% der Kontrolle)

Abb. 9: Abgebildet ist der Einfluss von Act A 1,3 ng/ml in Kombination mit den TLR-
Agonisten P3sC, LPS oder CpG auf die Phagozytoseaktivitat der Mikroglia. Act A 1,3 ng/ml +
PsC 0,1 pg/ml erhohte die Phagozytose im Vergleich zur alleinigen Stimulation durch P;C statis-
tisch signifikant (p < 0,05). Die Kombination von Act A 1,3 ng/ml und LPS 0,01 pg/ml stimulierte
die Phagozytose im Vergleich zur alleinigen Stimulation durch LPS statistisch signifikant (p <
0,05). Die Erhohung der Phagozytoseaktivitat von Act A 1,3 ng/ml + CpG 1ug/ml war statistisch
nicht signfikant. Die Daten sind im Vergleich zu den unstimulierten Zellen in % dargestellt. Es sind
Mediane und 25.-/75.-Perzentile dargestellt. n war jeweils groRer als 11. * = p < 0,05.
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Activin A in einer Konzentration von 0,13 ng/ml wurde im Durchschnitt bei Patienten mit
Meningitis im Liquor gefunden (Ebert et al. 2006) und erhohte in Kombination mit PsC 0,1
ug/ml (403,4 [345,5/ 705,9] %) die Phagozytose im Vergleich zu P;C 0,1 pug/ml um das 2-
fache. Dieser Effekt war allerdings statistisch nicht signifikant (p > 0,05). Activin A 0,13
ng/ml in Kombination mit LPS 0,01 pg/ml wirkte im Vergleich zu LPS 0,01 pg/ml Pha-
gozytose induzierend. Die Phagozytose wurde durch die Stimulation mit Activin A 0,13
ng/ml und LPS 0,01 (705,9 [363,9/ 1 387] %) um das 3-fache im Vergleich zur alleinigen
Stimulation durch LPS 0,01 pug/ml erhoht. Dieser Unterschied war statistisch signifikant (p
< 0,01). Activin A 0,13 ng/ml plus CpG 1ug/ml (453,1 [252,1/ 684,4] %) erhohte die Pha-
gozytose von E. coli K1 durch Mikroglia um das 2,6-fache im Vergleich zur alleinigen
Stimulation durch CpG. Der Effekt war statistisch nicht signifikant (p > 0,05). n war pro
Gruppe jeweils grofer als 11.
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Abb. 10: Dargestellt ist der Einfluss von Act A 0,13 ng/ml in Kombination mit verschiedenen
TLR-Agonisten auf die Phagozytose von Mikroglia. Act A 0,13 ng/ml + P;C 0,1 pg/ml hatte
einen stimulatorischen, statistisch nicht signifikanten Einfluss auf die Phagozytose im Vergleich
zur alleinigen Stimulation durch PsC (p > 0,05). Act A 0,13 ng/ml + LPS 0,01 pg/ml erhdhte im
Vergleich zu LPS 0,01 pg/ml (p < 0,01) die Phagozytose von Mikroglia statistisch signifikant. Act
0,13 ng/ml + CpG 1 pg/ml erhohte die Phagozytose durch Mikroglia im Vergleich zur Stimulation
durch CpG 1pg/ml statistisch nicht signifikant. n war groRer als 11. Die Daten sind in Prozent zu
den unstimulierten Zellen angegeben. Die Darstellung zeigt Mediane plus 25.-/75.-Perzentile. ** =
p <0,01.
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Die Kostimulation von Activin A 13 pg/ml mit den TLR-Agonisten PsC 0,1 pug/ml (374
[218,9/ 583,4] %) beeinflusste die Phagozytose im Vergleich zur alleinigen Stimulation
durch PsC (412,6 [243,8/ 672,7] %) kaum (s. Abb. 11). Kombinierte man Activin A 13
pg/ml mit LPS 0,01 ug/ml (275,7 [203,1/ 924] %), wurde die Phagozytose durch Mikroglia
im Vergleich zur alleinigen Stimulation durch LPS (493,2 [287,8/ 1 307] %) inhibiert. Die
Verminderung der Phagozytoserate war jedoch statistisch nicht signifikant (p > 0,05). Die
Kombination von Activin A 13 ug/ml und CpG 1 ug/ml (750 [182,4/ 914,2] %) hingegen
stimulierte die Phagozytose im Vergleich zur alleinigen Phagozytoseaktivierung durch
CpG (493,2 [182,4/ 914,2] %) nur geringfligig. Dieser stimulatorische Effekt war aller-
dings statistisch nicht signifikant (p > 0,05). Die Kombinationen von Activin A 13 pg/ml
mit den TLR-Agonisten PsC, LPS oder CpG hatten also keinen eindeutigen Effekt im Ver-
gleich zur alleinigen Stimulation der Phagozytose von Mikroglia durch die verschiedenen

TLR-Agonisten. n war pro Gruppe 6.

:

:

2

°

4

FEH
- HH

27

E. coli K1 intrazelluldr (% der Kontrolle)

Abb. 11: Dargestellt ist der Einfluss von Act A 13 pg/ml in Kombination mit verschiedenen
TLR-Agonisten auf die Phagozytose von Mikroglia. Act A 13 pg/ml hatte in Kombination mit
den TLR-Agonisten PsC 0,1 pg/ml, LPS 0,01 pg/ml oder CpG 1ug/ml im Vergleich zur alleinigen
Stimulation durch die TLR-Agonisten keinen eindeutigen Effekt auf die Phagozytose von Mikrog-
lia. Die Ergebnisse sind im Vergleich zu den unstimulierten Zellen in % dargestellt und als Media-
ne plus 25.-/75.-Perzentile abgebildet. n war 6.
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Zusammenfassend erhohte die Kostimulation von Activin A mit verschiedenen TLR-
Agonisten die Phagozytose von E. coli K1 durch Mikrogliazellen in verschiedenen Kon-
zentrationen (0,13 ng/ml bis 13 ng/ml). Auch die bei Meningitis-Patienten gefundene mitt-
lere Konzentration im Liquor (0,13 ng/ml) erhohte die Phagozytoseaktivitat von Mikrogli-
azellen. Nur die sehr hohe Konzentration von Activin A 13 pg/ml in Kombination mit den
TLR-Agonisten hatte keinen eindeutigen Effekt auf die Phagozytose von Mikroglia im
Vergleich zu der alleinigen Wirkung der TLR-Agonisten.

3.1.2 Untersuchung der Beteiligung von MyD88 am Activin-A-Signalweg

Activin A 13 ng/ml hatte von allen verwendeten Activin-A-Konzentrationen den groften
Einfluss auf die Phagozytose von E. coli K 1 durch Mikroglia (s. S. 39). In dieser Arbeit
wurde der Frage nachgegangen, ob Activin A die Phagozytose wéhrend einer Inflammati-
on Uber MyD88 erhoht. Stimulierte man MyD88-defiziente (-/-) Mikroglia mit Activin A
13 ng/ml, so anderte sich die Phagozytoserate im Vergleich zu mit Activin A 13 ng/ml
stimulierten Wildtypmikroglia kaum. Im Vergleich zu unstimulierten Wildtypzellen (101
[59,09/ 145,5] %) phagozytierten die mit Activin A 13 ng/ml stimulierten Wildtypzellen
181 (105,1/ 235,4) % der Bakterien. Verglichen mit unstimulierten MyD88-/- -Zellen (101
[36,36/ 218,2] %) haben mit Activin A 13 ng/ml stimulierte MyD88-/- -Zellen 151,5
(109,1/ 218,2) % der Bakterien phagozytiert. Sowohl die Phagozytose von unstimulierten
Wildtypmikroglia verglichen mit unstimulierten MyD88-/- - Mikroglia (p > 0,05) als auch
die Phagozytose von mit Activin A 13 ng/ml stimulierten Wildtypzellen verglichen mit
Activin A stimulierten MyD88-/- - Zellen (p > 0,05) unterschieden sich nicht. Die Pha-
gozytoserate von mit Activin A 1,3 ng/ml stimulierten Wildtypzellen (101 [54,55/ 155,6]
%) unterschied sich ebenfalls nicht von der Phagozytoserate von mit Activin A 1,3 ng/ml
stimulierten MyD88-/- - Mikroglia (101 [36,36/ 252,5] %) (p > 0,05).

Als Kontrolle diente bei diesen Experimenten PsC 0,1 pug/ml. PsC ist ein TLR 2-Agonist
und vermittelt seine Wirkung MyD88-abhéngig. Die Phagozytose von PsC stimulierten
Wildtypzellen betrug im Schnitt 505,1 (272,7/ 2 273) % im Vergleich zu unstimulierten
Zellen vom Wildtyp. Die mit PsC 0,1 pg/ml stimulierten MyD88-/- -Zellen phagozytierten
106,1 (50,51/ 181,8) % der Bakterien im Vergleich zu unstimulierten Wildtypmikroglia. Es
war ein deutlicher und statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,01) zwischen den ver-

schiedenen Zelltypen zu sehen. Dies zeigte, dass PsC MyD88-abhédngig arbeitet. Eine wei-
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tere Kontrolle neben P;C war Poly (I:C), welches nicht den MyD88-Signalweg benutzt.
Die Phagozytose von Bakterien nach Stimulation mit Poly (I:C) unterschied sich zwischen
Wildtypzellen (252,1 [119,2/ 505,1] %) und MyD88-/- - Mikroglia (202 [109,1/ 505,1] %)
nicht (p > 0,05). Die beiden Kontrollen wurden durchgefiihrt, um zu bestétigen, dass es

sich bei den benutzen Zellen um MyD88 -/- -Zellen handelt.

Diese Ergebnisse zeigen, dass Activin A die Erhohung der Phagozytoserate nicht tiber den
MyD88-Signalweg erzielte (s. Abb. 12). n war in den Gruppen der Wildtypmikroglia je-

weils grofer als 9 und in den Gruppen der defizienten Mikroglia jeweils gleich 11.

:

:

E.coli K1 intrazellular (% der Kontrolle)

Abb. 12: Dargestellt ist die Phagozytose von E. coli K1 durch Wildtyp- bzw. MyD88-/- -
Mikroglia, welche mit Act A 13 ng/ml oder Act A 1,3 ng/ml stimuliert wurden. Die Phagozyto-
seaktivitdt von mit Act A bzw. Poly (I:C) stimulierter Mikroglia unterschied sich zwischen Wild-
typ- und Knockoutzellen nicht signifikant (p > 0,05). Als Kontrollen dienten Poly (I1:C) 1 pg/ml
und PsC 0,1 pg/ml. Der Unterschied in der Phagozytoseaktivitat zwischen mit PsC stimulierten
Wildtyp- und Knockoutmikroglia war statistisch signifikant (p < 0,01). Die Ergebnisse sind im
Vergleich zu den unstimulierten Wildtypzellen in % dargestellt. Die Daten sind als Mediane und
25./.75. Perzentile abgebildet. Die n-Zahl betrug bei den Wildtypzellen in den Kontrollen 9, bei den
Activin A-stimulierten Zellen 10. Die n-Zahl bei den Knockoutzellen war jeweils 11. *** = p <
0,01.
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3.1.3 Einfluss von Activin A auf die TNF-a- und NO-Ausschittung

Activin A beeinflusste die TNF-a-Ausschittung der Mikrogliazellen kaum (s. Abb. 13).
Im Vergleich zur Stimulation der TNF-a-Sekretion durch die jeweiligen TLR-Agonisten,
hemmte die Kombination von Activin A 13 ug/ml mit den TLR-Agonisten (n > 6 pro
Gruppe) die Ausschittung. Die Verminderung der TNF-a-Ausschittung war am starksten
ausgepragt bei LPS 0,01 pg/ml plus Activin A 13 pug/ml (3 947 +/- 3 443 %) im Vergleich
zur LPS-stimulierten Freisetzung von TNF-a (7 505 +/- 3 315 %), aber statistisch nicht
signifikant (p > 0,05). Die Kombinationen Activin A 13 ug/ml plus PsC 0,1 pug/ml (4 770
+/- 5 134 %) und Activin A 13 pg/ml plus CpG 1 pug/ml (4 623 +/- 3 329 %) hemmten die
TNF-a-Sekretion im Vergleich zur Stimulation durch PsC 0,1 pug/ml (4 798 +/- 4 386 %)
bzw. CpG 1 pg/ml (5 246 +/- 4 207 %) kaum, und der Unterschied war statistisch nicht
signifikant (p > 0,05). Dagegen hatte Activin A 13 ng/ml kombiniert mit den TLR-
Agonisten (n > 11 pro Gruppe), im Vergleich zur alleinigen Stimulation durch TLR-
Agonisten kaum Einfluss (p > 0,05) auf die TNF-a-Ausschittung (Activin A 13 ng/ml +
PsC 0,1ug/ml: 5 443 +/- 4 606 %; Activin A 13 ng/ml + LPS 0,01 pg/ml: 8 298 +/- 2 426
%; Activin A 13 ng/ml + CpG 1 pg/ml: 5 821 +/- 3 948 %).
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Abb. 13: Die Abbildung zeigt die TNF-a-Freisetzung durch stimulierte Mikrogliazellen. Act
A 0,13 pg/ml bzw. 13 ng/ml hatten keinen signifikanten Effekt auf die Zytokin-Ausschittung im
Vergleich zur Stimulation der TNF-a-Sekretion durch die TLR-Agonisten. LPS 1 ug/ml diente als
positive Kontrolle. Die Ergebnisse sind im Vergleich zu der TNF-a-Freisetzung von unstimulierten
Zellen in % angegeben. Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte plus Standardabweichung. n war
bei den Kombinationen mit Act A 13 pg/ml > 6 und mit Act A 13 ng/ml > 11.

Mikroglia setzen durch inflammatorische Stimuli NO frei. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden die Zellen mit Activin A 13 pg/ml vorstimuliert und anschlieBend die TLR-
Agonisten P;C 0,01 pg/ml, LPS 0,0003 pug/ml und CpG 0,1 ug/ml in Anwesenheit von
IFN-y hinzugefiigt (s. Abb. 14). Als positive Kontrolle diente LPS 1ug/ml ohne
Kostimulation mit Activin A. In dieser Konzentration stimulierte LPS die NO-
Ausschiattung durch Mikroglia maximal. Als negative Kontrolle dienten unstimulierte
Zellen, welche nur mit IFN-y behandelt wurden. Activin A 13 pug/ml (n = 9) verénderte die
NO-Auschittung im Vergleich zu der negativen Kontrolle nicht. In Kombinationen mit
den TLR-Agonisten (n = 9 pro Gruppe) erhdhte Activin A jedoch die NO-Freisetzung im
Vergleich zur alleinigen NO-Ausschuttung signifkant. So erhéhte Activin A 13 pg/ml plus
PsC 0,01 pg/ml (76,48 +/- 5,58 %) die NO-Freisetzung im Vergleich zu P5C alleine (60,16
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+/- 4,542 %) signifikant (p < 0,001). Activin A 13 pg/ml in Kombination mit LPS 0,0003
ug/ml (64,15 +/- 11,07 %) erhohte auch die NO-Ausschittung im Vergleich zur alleinigen
Stimulation durch LPS 0,0003 pg/ml (50,6 +/- 4,542 %) statistisch signifikant (p < 0,001).
Eine signifikante Erhéhung der NO-Freisetzung durch Mikroglia wurde auch durch die
Kombination von Activin A 13 pg/ml und CpG 0,1 pg/ml (57,17 +/- 8,901 %) im
Vergleich zu CpG 0,1 pug/ml (44,48 +/- 4,144 %) erreicht (p < 0,001). Activin A 13 pug/ml

erhohte also in Kombination mit verschiedenen TLR-Agonisten die NO-Freisetzung durch

Mikroglia.
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Abb. 14: Dargestellt ist der Einfluss von Activin A 13 ug/ml auf die NO-Freisetzung von
Mikroglia in Kombination mit den TLR-Agonisten CpG 0,1 ug/ml, PsC 0,01 pg/ml und LPS
0,0003 pg/ml im Vergleich zu der alleinigen Stimulation der NO-Ausschittungen durch die
TLR-Agonisten. LPS 1 pg/ml diente als positive Kontrolle der Versuche und erreicht eine maxi-
male Ausschittung von NO. Die Daten sind in % zur maximalen NO-Freisetzung von LPS 1 ug/ml
dargestellt. Abgebildet sind die Mittelwerte +/- Standardabweichung. n = 9. *** = p < 0,001).

3.1.4 Einfluss von Activin A auf Morphologie, Dichte und Vitalitat von Mikroglia

Um den Einfluss von Activin A auf die Morphologie, Dichte und Vitalitat der Mikroglia-
zellen zu untersuchen, wurde nach Behandlung mit Activin die Zellkulturdoppelférbung
mit Isolektin und H&malaun durchgefihrt (s. Abb. 15 und 16).
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Abb. 15: Die Abbildung zeigt die Isolektin-Hamalaun-Farbung von Mikroglia. (A) zeigt un-
stimulierte Mikrogliazellen. Sie sind zu erkennen an ihren schmalen Zellkérpern mit langen Forts-
atzen. In (B) sind mit Activin A 13 ng/ml stimulierte Mikrogliazellen abgebildet. Die aktivierten
Mikroglia haben eher rundere Zellkorper und plumpe Fortsatze. Die Bilder sind bei einer 60-fachen
VergroRerung aufgenommen.

Unstimulierte Mikrogliazellen haben schmale Zellkérper und lange, verzweigte Fortsatze
(s. Abb. 15 [A]). Stimulierte und damit aktive Mikrogliazellen haben runde Zellkérper und
plumpe, kiirzere Fortsatze (Suzumura et al. 1991). Die Zugabe von Activin A 13 ng/ml
fuhrte bei Mikrogliazellen zur morphologischen Aktivierung (s. Abb. 15 [B]). Es gab keine
Hinweise auf Schadigung der Zellen durch Activin A 13 ng/ml. Activin A 13 ng/ml schien
somit nicht zelltoxisch zu sein. Ein weiterer Hinweis fir Zelltoxizitat ist die Dichte der
Zellen. Diese wurde weder durch Activin A 1,3 ng/ml (nicht abgebildet) noch durch hohe
Konzentrationen (13 pg/ml) beeinflusst (s. Abb. 16).
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Abb. 16: Dargestellt sind Mikrogliazellen, welche mit Isolektin und Hamalaun angefarbt
sind. (A) zeigt unstimulierte Zellen in einer 20-fachen VergroRerung. Im Vergleich dazu sind in

(B) mit Activin A 13 pg/ml stimulierte Mikroglia abgebildet.

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der histologischen Farbungen veranderte Activin A
13 ug/ml die Zellvitalitat von Mikroglia im Vergleich zu unbehandelten, unstimulierten
Zellen im Zellvitalitatstest WST nicht (n = 9 pro Gruppe) (s. Abb. 17). Activin A 13 pg/ml
(96,87 +/- 11,48 % der unstimulierten Zellen) hatte keinen signifikanten Einfluss auf die
Zellvitalitat von Mikroglia im Vergleich zu unstimulierten Mikrogliazellen (100 +/-11,01
%) (p > 0,05). Das bedeutet, dass die hochste verwendete Konzentration von Activin A in

dieser Arbeit keinen zelltoxischen Effekt hatte.
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Abb. 17: Dargestellt ist der Einfluss von Activin A 13 pg/ml auf die Zellvitalitat von Mikrog-
lia. Act A 13 pg/ml hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Zellvitalitdt von Mikroglia im Ver-
gleich zu unstimulierten Zellen, der Kontolle (p > 0,05). Die Ergebnisse sind in % im Vergleich zu
den unbehandelten Zellen als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt. n war 9.
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3.2 In-vivo-Versuche

3.2.1 Der Einfluss von Follistatin auf die Letalitat einer E. coli-K1-Sepsis im Maus-
modell

Die Mduse, welche vor der Infektion Follistatin injiziert bekommen hatten (n = 24), zeig-
ten keine Veranderung in der Uberlebensrate der systemischen Infektion mit E. coli K1 im
Vergleich zur Kontrollgruppe (n = 26) (s. Abb. 18). In beiden Gruppen starben jeweils 11
Méause. Die intraperitoneale Gabe von Follistatin beeinflusste den Verlauf und Ausgang
der Infektion nicht. Die mit Follistatin behandelten Mause zeigten weder einen signifikan-

ten Uberlebensvorteil noch eine erhéhte Letalitat (p = 0,7065 [Logrank-Test]).

Die Sterblichkeit war zwischen 36 und 48 Stunden nach der Infektion am hochsten. 77
Stunden nach Infektion starb keine Maus mehr. Die mit Follistatin behandelten Mduse und
die Kontrollméuse unterschieden sich auch hinsichtlich des Todeszeitpunktes nicht. Die
Kaplan-Meier-Kurven waren nahezu deckungsgleich (s. Abb. 18).
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Abb. 18: Die Kaplan-Meier-Kurven zeigen das Uberleben der Méause in der Kontroll- und
Follistatingruppe nach einer intraperitonealen Infektion mit E. coli K12 x 10 3 CFU/ml in
Prozent (%). Das Uberleben bzw. die Letalitat unterschieden sich zwischen beiden Gruppen nicht
(Logrank-Test p = 0,7065). In der Follistatingruppe war n = 24, in der Kontrollgruppe war n = 26.
p.i. = post infectionem.
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3.2.2 Gewichte und Seiltest

Das Ausgangsgewicht in der Kontrollgruppe betrug 26,34 +/- 2,163 g und in der Interven-
tionsgruppe 26,11 +/- 2,5 g. Der Gewichtsunterschied war statistisch nicht signifikant (p =
0,7305). 24 Stunden nach der Infektion war bereits eine Gewichtsabnahme zu erkennen (s.
Abb. 19 [A]; s. Tab. 1). Zu diesem Zeitpunkt unterschieden sich die Gewichte zwischen
Versuchs- und Kontrollgruppe nicht (p = 0,5456). Die Mduse in der Kontrollgruppe wogen
nach 24 Stunden 24,6 +/- 2,647 g und die mit Follistatin behandelten Méuse 24,18 +/-
2,195 g. Die Gewichtsabnahme zeigte, dass die Infektion erfolgreich war. Zum Zeitpunkt
der maximalen Gewichtsabnahme nach 48 Stunden waren die Unterschiede statistisch
ebenfalls nicht signifikant (p = 0,6672). 48 Stunden nach Infektion wogen die Kontroll-
mause 24,71 +/- 2,846 g und die mit Follistatin behandelten Méuse 24,28 +/- 2,422 g. 150
Stunden nach der Infektion hatte sich das Gewicht der tberlebenden Mdause fast wieder
normalisiert. Die Gewichtszunahme zeigte, dass diese Mé&use die systemische Infektion
Uberstanden hatten. Nach 168 Stunden wogen die Mduse aus der Kontrollgruppe 25,86 +/-
2,537 g und die mit Follistatin behandelten Méuse 25,87 +/- 2,239 g. Das Gewicht war in
den beiden Gruppen gleich (p = 0,9938).

Mit dem Seiltest wurde die Motorik der Versuchstiere getestet (s. Abb. 19 [B]; s. Tab.1).
Vor Beginn des Versuches erreichten die Mause der Kontrollgruppe einen Score von 2,0
(1,5/ 3,5) und die mit Follistatin behandelten Mé&use einen Score von 2,0 (1,5/ 3,0) (p =
0,8646). Die motorische Leistung der Mduse nahm nach der Infektion rapide ab, mit der
maximalen Abnahme 24 Stunden nach Infektion. Nach 24 Stunden unterschied sich die
Leistungsfahigkeit der beiden Gruppen im Seiltest nicht signifikant (p = 0,1924). Die mit
Follistatin therapierten M&use erreichten einen Score von 3,0 (1,0/ 8,5) und zeigten damit
eine etwas bessere motorische Leistungsfahigkeit als die Mé&use der Kontrollgruppe mit
einen Score von 4,5 (2,0/ 9,5) (p = 0,1924). Die Abnahme der Leistungsfahigkeit war
ebenfalls ein Zeichen fiir die erfolgreiche Infektion der Mause. Nach Uberwinden der In-
fektion begann sich die motorische Leistungsféhigkeit wieder zu verbessern, bis sie sich
168 Stunden nach Infektion ann&hernd wieder normalisiert hatten. 168 Stunden nach der
Infektion erreichten die Mause der Kontrollgruppe einen Score von 3,0 (1,5/ 5,0) und die
mit Follistatin behandelten M&usen einen Score von 2,0 (1,0/ 4,0). Die Interventionsgruppe
hatte damit ihren Ausgangsscore 168 Stunden nach Infektion wieder erreicht. Der Unter-
schied der motorischen F&higkeit nach 168 Stunden war allerdings mininmal und statis-
tisch nicht signifikant (p = 0,3323). Die Normalisierung der motorischen Fahigkeiten war

ebenfalls ein Hinweis darauf, dass die Infektion Uberwunden war.
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Messparameter | Zeitpunkt Mause der | Mause der | p-Werte
Kontrollgruppe | Follistatingruppe
Gewicht vor Infektion 26,34 +/- 2,163 | 26,11 +/-25¢g 0,7305
g
24 h nach Infektion | 24,60 +/- 2,647 | 24,18 +/-2,195¢g | 0,5456
g
168 h nach Infekti- | 25,86 +/- 2,537 | 25,87 +/-2,239g | 0,9938
on g
Seiltest vor Infektion Score 2,0 (1,5/ | Score 2,0 (1,5/ 3,0) | 0,8646
3,5)
24 h nach Infektion | Score 4,5 (2,0/ | Score 3,0 (1,0/8,5) | 0,1924
9,5)
168 h nach Infekti- | Score 3,0 (1,5/ | Score 2,0 (1,0/ 4,0) | 0,3323
on 5,0)

Tab. 1: Dargestellt sind die Gewichte der beiden Versuchsgruppen sowie die motorische Leis-
tungsfahigkeit im Seiltest zu verschiedenen Zeitpunkten des Versuches im Uberblick. Die
Gewichte sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt, der Score vom Seiltest als Me-
diane und 25.-/75.-Perzentile. h = Stunden; g = Gramm.
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Abb. 19: Dargestellt sind die Gewichte und die Ergebnisse im Seiltest. In (A) sind die Gewichte
(g9) der Uberlebenden und der gestorbenen Mause bis zum Todeszeitpunkt nach der Infektion als
Mittelwerte +/- Standardabweichung abgebildet. Die Gewichte in der Kontroll- und Follistatin-
gruppe unterschieden sich zu keinem Zeitpunkt signifikant (p > 0,05). In (B) sind die Leistungen
im Seiltest als Score der Uberlebenden und der gestorbenen Mause bis zum Todeszeitpunkt nach
der Infektion als Mediane und 25./75.-Perzentile abgebildet. Die motorischen Fahigkeiten unter-
schieden sich zu keinem Zeitpunkt signifikant (p > 0,05). p.i. = post infectionem.

3.2.3 Bakterienkonzentrationen in Milz- und Kleinhirn-Homogenat

Die nach der Infektion verstorbenen Méuse wiesen einen hohen Bakterientiter in der Milz
und im Kleinhirn auf (s. Abb. 20). In der Milz zeigten sowohl die mit Follistatin behandel-
ten Mause (4 x102 [3 x 10®/ 2 x10°] CFU/ml) als auch die Kontrollmause (4 x 108 [2 x 108/
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2 x 10°] CFU/mI) einen sehr hohen E. coli-K1-Titer. Der minimale Unterschied zwischen
den Bakterienkonzentration in den Milzen der mit Follistatin behandelten Mause und der
Kontrollmduse liegt im Bereich der Messungenauigkeit der Methode zur Bestimmung der
Bakterienkonzentration und war nicht signifikant (p = 0,87). Die mit Follistatin behandel-
ten Mé&use (2 x 10°® [900 000/ 2 x 107] CFU/mI) zeigten auch im Kleinhirn einen etwas
niedrigeren Titer als die Kontrollmduse (2 x 10° [1 000 000/ 4 x107] CFU/ml). Dieser sehr
kleine Unterschied war ebenfalls nicht signifikant (p = 0,95). Bei den lberlebenden Mé&u-
sen, die nach sieben Tagen getotet wurden, waren die Milz und das Kleinhirn Gberwiegend
steril. Mause, in deren Gewebehomogenaten keine Bakterien mehr nachweisbar waren
(Nachweisgrenze 1000 CFU/ml) wurden als steril angesehen. In der Kontrollgruppe waren
7 Mause steril und in der Follistatingruppe 9 Mause. Bei 2 Méausen der Kontrollgruppe
waren die Milzen steril, wéhrend sich im Kleinhirn ein Bakterientiter von 1 x 10* CFU/ml
fand. Geringe Bakterienkonzentrationen fanden sich sowohl im Kleinhirn als auch in der
Milz von 3 mit Follistatin behandelten Mausen und 2 Méusen aus der Kontrollgruppe. Die
Bakterientiter der Uberlebenden Mause in der Milz (Kontrollgruppe: 999 [999/ 999]
CFU/ml; Follistatingruppe: 999 [999/ 999,5] CFU/ml) (p = 0,90) und im Kleinhirn (Kon-
trollgruppe: 999 [999/ 10 000]; Follistatingruppe: 999 [999/ 5 000] CFU/ml) (p = 0,75)
unterschieden sich nicht signifikant. Die Agarplatten von 2 Follistatin- und 3 Kontrollméau-
sen waren mit Staphylococcus epidermidis kontaminiert und konnten daher nicht ausge-

wertet werden.
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Abb. 20: Die Bakterienkonzentrationen in Kleinhirn und Milz sind als CFU/mI (logarithmi-
sche Achse) aufgetragen. In (A) sind die Bakterientiter der nach der Infektion verstorbenen Mause
dargestellt. In (B) sind die Konzentrationen von E. coli K1 der Uberlebenden M&use nach 7 Tagen
zu sehen. Die Konzentrationen unterscheiden sich in keinem Fall signifikant (p > 0,05) und sind als
Mediane und 25./75. Perzentile dargestellt.
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Die Méuse, die einen erhdhten Bakterientiter im cerebellaren Homogenat aufwiesen, hatten
in der H. E.-Farbung intakte Meningen (s. Abb. 21), sodass eine Meningitis ausgeschlossen
wurde. Die Bakterientiter im Kleinhirn konnten somit durch Bakterien in den cerebell&ren
Blutgeféalen erklart werden.

(A)

(B)

Abb. 21: Abgebildet sind H. E.-Farbungen des GrofRhirns von zwei verschiedenen Mausen.
(A) zeigt die Meningen (->) einer mit Follistatin behandelten Maus, die im Kleinhirn keine Bakte-
rien aufwies. In (B) sind die Meningen (=) einer Kontrollmaus mit Bakterien im Kleinhirn darge-
stellt. In beiden Abbildungen sind die Meningen intakt und es gibt keine Hinweise flr eine Menin-
gitis. Die Bilder sind in einer 40-fachen VergrofRerung abgebildet.
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4. DISKUSSION

4.1 Der Einfluss von Activin A auf Mikroglia

4.1.1 Der Einfluss von Activin A auf die Phagozytose von Mikroglia

Die Ergebnisse im Rahmen dieser Arbeit (Diesselberg et al. 2010) zeigen, dass eine Prés-
timulation mit Activin A die Phagozytose von E.coli K1 durch mit TLR-Agonisten behan-
delte Mikrogliazellen signifikant erhdht. Dieser Effekt war konzentrationsabhangig. Der
beste Effekt wurde mit Activin A 13 ng/ml erreicht. Eine hohe Konzentration von Activin
A 13 pg/ml in Kombination mit den TLR-Agonisten hat hingegen die Phagozytoseféhig-
keit von Mikroglia im Vergleich zur Stimulaton durch die TLR-Agonisten tendentiell, aber
statistisch nicht signifkant, inhibiert. Das bedeutet, dass die Wirkung auf die Phagozytose
konzentrationsabhéangig war, wobei auch die durchschnittliche Konzentration aus dem
menschlichen Liquor bei Meningitis (0,13 ng/ml) (Ebert et al. 2006) in Kombination mit
den TLR-Agonisten die Phagozytose signifikant erhohte. In den Konzentrationen 13 ng/ml,
1,3 ng/ml und 0,13 ng/ml erhdhte Activin A in Kombination mit den verschiedenen TLR-
Agonisten also die Phagozytose von E. coli K1 durch Mikroglia. Damit wurden die Bakte-
rien aus dem extrazellularen Raum abgefangen. Die alleinige Stimulation von Mikroglia
durch Activin A hatte keinen signifikanten Effekt auf die Phagozytosefahigkeit, lediglich
die Konzentration von Activin A 13 ng/ml erhohte tendentiell die Phagozytoserate. Der
Effekt von Activin A auf die Phagozytose durch Monozyten und Makrophagen wurde in
der Vergangenheit bereits mit cRBC und 0,7% Natural red untersucht. Wang et al. zeigten
an ruhenden Maus-Peritonealmakrophagen, dass Activin A (2 ng/ml bis 5 ng/ml) die Pha-
gozytose von dem Antigen cRBC sowohl in vitro als auch in vivo erhéhte (Wang Y et al.
2009). Im Jahr zuvor wurde gezeigt, dass Activin A die Pinozytose von 0,7% Natural red
durch LPS-aktivierte RAW?264.7-Mausmakrophagen reduziert (Wang S et al. 2008). Die-
ses Ergebnis wurde 2009 auch an primaren Mausmakrophagen reproduziert: Zhou et al.
zeigten, dass Activin A die Pinozytose von 0,7% Natural red durch LPS-aktivierte Maus-
makrophagen in vitro vermindert. Sie untersuchten ebenfalls die Phagozytose von cRBC in
vitro und in vivo mit dem Ergebnis, dass die Phagozytose von LPS-aktivierten Makropha-
gen durch Activin A reduziert wurde (Zhou et al. 2009). Activin A hemmt auch die Pha-
gozytose von Latexpartikeln durch eine Monozytenzelllinie, welche mittels IL-6 aktiviert
wurden (Yu et al. 1998).

In dieser Arbeit wurde erstmals die Wirkung von Activin A auf die Phagozytose von akti-
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vierten und ruhenden Mikrogliazellen untersucht. Im Gegensatz zu den anderen Ergebnis-
sen mit aktivierten Zellen erhdhte Activin A bei den Versuchen mit Mikroglia die Pha-
gozytoseaktivitat von kostimulierten Zellen. Dies wurde zuvor nur an ruhenden Zellen
festgestellt. Es scheint daher Unterschiede in den Phagozytosefahigkeiten der verschiede-
nen immunkompetenten Zellen zu geben. Die vorher durchgefiihrten Versuche wurden mit
Mausmakrophagen oder Monozyten durchgefuhrt. Auch das Phagozytosematerial in den
unterschiedlichen Versuchen war sehr unterschiedlich. cRBC sind rote Blutkdrperchen von
Hihnern, welche eine Immunantwort auslésen kénnen. Natural red und Latexpartikel 16-
sen ebenfalls eine Immunantwort aus und induzieren die Phagozytose. In dieser Arbeit
wurden erstmals Phagozytoseversuche mit E. coli K1, einem Bakterium, durchgefiihrt. Der
Bakterienstamm wurde von G. Zysk aus dem Liquor eines Kindes mit E. coli-K1-
Meningitis isoliert und anschliefend nicht hitzeinaktiviert. Das bedeutet, dass dieser Bakte-
rienstamm virulent und in der Lage ist, eine starke Immunantwort auszulésen. Ein Bakteri-
um besitzt nicht nur ein einziges Antigen, sondern besteht aus mehreren, komplexen Anti-
genstrukturen. Es macht also wahrscheinlich einen Unterschied, ob man die Phagozytose-
fahigkeit mit cRBC, Latexpartikeln und Natural red oder einem ganzen Bakterium testet.
Zusammenfassend scheinen die Unterschiede in den Ergebnissen also von dem experimen-
tellen Ablauf (Art der Zellen, Phagozytosematerial, Activin-A-Konzentration) abzuhangen
(s. Tab. 2).

Activin A wird von Mikrogliazellen nach Aktivierung des TLR 4 ausgeschuttet. Dieser
Prozess lauft tiber das Signalprotein MyD88 (Jones et al. 2007). Die Mikrogliazellen sind
zum einen eine Quelle von Activin A (Ebert et al. 2007) und zum anderen auch eine Ziel-
zelle von Activin A. Mikroglia exprimieren Act-R1 und Act-RIl1 (Wilms et al. 2010), wel-
che als Signalproteine Smad 2, 3 und 4 nutzen (Shimizu et al. 1998; You und Kruse 2002).
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Frage nachgegangen, ob Activin A fir die Stimulation
der Phagozytose auch das Signalprotein MyD88 nutzt, welches eine wichtige Rolle bei der
Signaltransduktion von TLR spielt. In den Ergebnissen dieser Arbeit gab es hinsichtlich
der Stimulation durch Activin A keinen Unterschied zwischen Wildtyp- und MyD88-/- -
Mikroglia, sodass eine Transduktion von Activin A ber MyD88 ausgeschlossen werden
konnte. Ob Activin A einen MyD88-unabhangigen-Signalweg Uber das Protein TRIF nutzt

(s.0.), wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht.
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Zellen Stimu- | Activin-A- Phagozytose | Effekt | Autor
lation | Konzentration | mit... auf
mit... Phago-
zytose
Monozyten- IL-6 25-100 ng/ml Latexpartikel l Yuetal.
zelllinie 1998
RAW264.7- LPS 0,4-10 ng/ml Pinozytose ¢ Wang S et
Mausmakrophagen mit 0,7% al. 2008
Neutral red
Makrophagen LPS 2-5 ng/ml cRBC in vit- l Zhou et al.
ro und in vivo 2009
Makrophagen - 2-5 ng/ml cRBC in vivo T Wang Y et
und in vitro al. 2009
Mikroglia CpG, 0,13-13 ng/ml E. coli K1 T Diesselberg
LPS, et al. 2010
PsC

Tab. 2: Darstallung der unterschiedlichen Effekte auf die Phagozytose aus verschiedenen
Publikationen in einer Ubersicht (vgl. Ebert et al. 2010b). - = keine Stimulation, ¢= Erhéhung,
4 =1Inhibition.

4.1.2 Pro- und antiinflammatorische Wirkung von Activin A auf Mikroglia

Activin A wird unter anderem von immunkompetenten Zellen gebildet und freigesetzt,
wirkt aber Uber parakrine und endokrine Wege auch auf die Abwehrzellen. Die genaue
Wirkung von Activin A bei inflammatorischen Ereignissen ist noch Gegenstand der For-
schung. Die bislang veroffentlichen Ergebnisse wurden (berwiegend durch in-vitro-
Versuche erzielt.

An ruhenden Monozyten und Makrophagenzelllinien stimuliert Activin A die Freisetzung
der proinflammatorischen Zytokine IL-1p, IL-6 und TNF-a (Ndsing und Barsig 1999;
Yamashita et al. 1993). Activin A hat in LPS-stimulierten RAW264.7-Makrophagen je-
doch einen hemmenden Einfluss auf die Ausschiittung von IL-1p sowie die Expression von
CD 14 und TLR 4. In nicht-aktivierten, ruhenden Makrophagen erhoht Activin A die
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MRNA-Expression der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) sowie die Freisetzung von NO
(Wang S et al. 2008). In aktivierten Makrophagen ist dieser Effekt genau umgekehrt: Ac-
tivin A hemmt die Expression der iNOS und reduziert die NO-Ausschittung (Nising und
Barsig 1999; Sugama et al. 2007; Wang S et al. 2008; Zhang XJ et al. 2005). Dieser Effekt
wurde auch bei Mikrogliazellen gezeigt: Activin A reduziert bei LPS-stimulierten Mikrog-
lia die MRNA der iINOS (Sugama et al. 2007). Wilms et al. zeigten kirzlich aullerdem,
dass Activin A die NO-Synthese, das mRNA-Level der iNOS und die Menge des iNOS-
Proteins von LPS- oder IFN-y-aktivierten Mikrogliazellen reduziert. Sie fanden ebenfalls
heraus, dass Activin A die mRNA-Expression der proinflammatorischen Zytokine 1L-1p,
IL-6 und TNF-a reduziert (Wilms et al. 2010). Activin A hemmt die Ausschuttung von IL-
18 und IL-6 in LPS-aktivierten primaren Mikrogliazellen (Sugama et al. 2007).

Insgesamt betrachtet hat Activin A an ruhenden, immunkompetenten Zellen in Abwesen-
heit von inflammatorischen Stimuli einen proinflammatorischen Einfluss und erhoht die
Ausschittung von NO, IL-1B, IL-6 und TNF-a. An aktivierten Makrophagen und Mikrog-
lia hat Activin A eine antiinflammatorische Wirkung, indem es die Produktion der proin-
flammtorischen Zytokine reduziert. Activin A wirkt also in den frihen Stadien einer In-
flammation proinflammatorisch, in den spaten Stadien verhindert es eine Uberschief3ende
Immunantwort, indem es die proinflammatorischen Zytokine hemmt. In diesen Kontext
passen die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse der TNF-a- und NO-
Ausschittung nach Kostimulation von Activin A und TLR-Agonisten nicht vollstandig:
Die Ergebnisse zeigten keinen signifikanten Einfluss von Activin A auf die TNF-a-
Ausschittung durch ruhende Mikrogliazellen. Activin A 13 ng/ml hat die TNF-a-
Ausschuttung durch aktivierte Mikroglia stimuliert, allerdings statistisch nicht signifikant
im Vergleich zur Stimulation durch TLR-Agonisten. Dies steht im Gegensatz zu den bisher
gezeigten Einfllissen von Activin A auf stimulierte Zellen. Dort wurde immer eine Inhibi-
tion der proinflammatorischen Zytokine durch Activin A gezeigt. Activin A 13 pg/ml hatte
einen inhibitorischen, aber statistisch nicht signifikanten Effekt auf die TNF-a-
Ausschittung von aktivierten Mikrogliazellen und war damit antiinflammatorisch. Diese
Wirkung von Activin A auf die Zytokinfreisetzung stimmt mit den bisher verdffentlichten
Ergebnissen tberein. Ob Activin A nun pro- oder antiinflammatorisch wirkt, scheint also
nicht nur von dem Aktivierungszustand der Zellen, sondern auch von der verwendeten
Activin-A-Konzentration abzuhangen.

Im Gegensatz zu Wilms et al. (s.0.) erh6hte Activin A in Kombination mit TLR-Agonisten

die NO-Freisetzung durch Mikroglia im Vergleich zur alleinigen Stimulation durch TLR-
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Agonisten. Activin A ohne Kostimulation hatte in den Versuchen dieser Arbeit keinen Ein-
fluss auf die NO-Freisetzung im Vergleich zu unstimulierten Zellen. Die Ergebnisse dieser
Arbeit stehen beziiglich der NO-Freisetzung durch Mikroglia nach inflammatorischen Sti-
muli also im Gegensatz zu den bisher veroffentlichen Ergebnissen. Dies konnte an dem
unterschiedlichen Versuchsaufbauten liegen. Wilms et al. verwendeten entweder LPS oder
IFN-y als Stimulus und 200 000 Mikrogliazellen/Well. Des Weiteren verwendeten sie mit
Activin A 20 ng/ml eine wesentlich niedrigere Konzentration als 13 pg/ml. Die Inkubation
mit LPS oder IFN-y mit oder ohne Activin A betrug 24 Stunden (Wilms et al. 2010). In der
vorliegenden Arbeit wurde eine Kombination aus TLR-Agonisten und IFN-y als inflamma-
torischer Reiz verwendet, um die NO-Freisetzung zu messen. Aullerdem wurde eine hohe-
re Activin-A-Konzentration verwendet. Die Dauer der Stimulation war mit insgesamt 48
Stunden doppelt so lang wie bei Wilms et al. und die Zellzahl mit ungeféhr 50 000 Zel-
len/Well wesentlich niedriger. Die Versuchsaufbauten unterschieden sich also in mehreren
Punkten. Das jeweils erzielte Ergebnis scheint somit sehr von dem jeweiligen Versuchs-
aufbau abzuhéngen. Daher kann noch nicht abschlieBend gesagt werden, welchen Einfluss

Activin A tatsachlich auf die Ausschiuttung von TNF-a und NO hat.

4.1.3 Effekte von Activin A auf die Morphologie und Vitalitat von Mikroglia

Um den Effekt von Activin A auf die Morphologie der Mikroglia zu untersuchen, wurde
die Isolektin- und H&malaun-Doppelfarbung durchgefiihrt. Die Farbung zeigte, dass ru-
hende Mikroglia einen schmalen Zellkorper und lange, verzweigte Fortsatze haben. Mit
Activin A behandelte Mikroglia wiesen einen eher runden Zellleib mit plumpen Fortsatzen
auf. Ein runder Zellleib und abgeflachte Fortsatze sprechen bei Mikroglia fiir eine Aktivie-
rung (Suzumura et al. 1991). Activin A veranderte also die Morphologie der Mikroglia von
ruhenden zu aktivierten Zellen. In einem Kaninchenmodell einer S. pneumoniae-
Meningitis war die erhdhte Activin-A-Konzentration im Liquor mit einer Aktivierung von
Mikroglia assoziiert (Michel et al. 2003b). In vitro zeigten Sugama et al., dass Activin A
die Anzahl der Mikroglia dosisabhéngig reduziert. Wahrend Activin A 0,13 ng/ml (0,01
nM) keinen Einfluss auf die Zellzahl hatte, verminderten Konzentrationen von 13 ng/ml (1
nM) und 52 ng/ml (4 nM) die Anzahl der Mikroglia. Die Reduktion der Zellen war aller-
dings nicht auf einen Zelltod zuriickzufiihren, denn die LDH-Aktivitat war unveréndert,
sondern auf eine verminderte Proliferation der Zellen (Sugama et al. 2007). Die Versuche

der vorliegenden Arbeit wurden zum groRten Teil mit Activin A 13 ng/ml, welches Activin



63

A 1 nM entspricht, durchgefiihrt. Laut den Ergebnissen von Sugama et al. musste die An-
zahl der Mikroglia bei dieser Konzentration reduziert worden sein. Dies war in der Zellkul-
turfarbung jedoch nicht zu sehen. Eine quantiative Auswertung mittels WST-Test ergab
aber ebenfalls, dass die Anzahl der Mikroglia durch Activin A nicht reduziert wurde.
Sugama et al. inkubierten die Zellen 96 Stunden, wahrend die Mikroglia fiir die Morpho-
logiebeurteilung und die Phagozytoseversuche in dieser Arbeit fir 48 Stunden mit Activin
A inkubiert wurden. Womdglich hat auch die Dauer der Einwirkung von Activin A einen
Einfluss auf die Morphologie der Mikroglia. Diese Hypothese deckt sich mit den Ergebnis-
sen von Wilms et al.: sie inkubierten Mikrogliazellen mit Activin A 20 ng/ml fir 6 Stun-
den. lhre Ergebnisse zeigen, dass Activin A die Proliferation von Mikroglia verstarkt. Ac-
tivin A antagonisierte sogar die hemmende Wirkung von IFN-y auf die Mikroglia-
Proliferation (Wilms et al. 2010). In dem Zellstabilitatstest WST im Rahmen der vorlie-
genden Arbeit veranderte Activin A 13 pg/ml, also 1 uM, die Vitalitat von Mikroglia nicht.
Das bedeutet, dass Activin A auch in der hochsten Konzentration, in der es verwendet
wurde, nicht zelltoxisch war.

Zusammenfassend betrachtet aktivierte Activin A in der vorliegenden Arbeit Mikrogliazel-
len morphologisch. Es gibt keine Anhaltspunkte dafir, dass Activin A zelltoxisch war und

den Zelltod induzierte.

4.2 Der Einfluss von Follistatin auf die Mortalitit bei E. coli-K1-

Infektionen in vivo

Die Konzentration von Follistatin ist bei einer bakteriellen Sepsis im Blut erhéht (Michel
et al. 1998; Michel et al. 2003a). Eine intraperitoneale Gabe von Follistatin reduzierte die
Letalitat in einer LPS-induzierten Immunreaktion im Mausmodell (Jones et al. 2007). Im
hier verwendeten Mausmodell der E. coli-K1-Sepsis, in dem die Mause nicht antibiotisch
behandelt worden sind, veranderte die Gabe von Follistatin das Uberleben allerdings nicht.
Die Versuche zeigten weder eine erhohte noch eine reduzierte Letalitat. Daher hat die int-
raperitoneale Injektion von Follistatin die Infektionsresistenz der M&use nicht verandert.
Die intraperitoneale Infektion war erfolgreich, denn die Mduse verloren nach der Infektion
an Gewicht, was ein Zeichen fir Infektionen ist. Gleiches gilt fiir die motorische Leistung
im Seiltest, welche nach der E. coli-K1-Infektion ebenfalls abnahm. Doch auch der Ge-

wichtsverlust und die motorischen Fahigkeiten unterschieden sich nicht signifikant zwi-
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schen Kontroll- und Interventionsgruppe. Das Behandlungsergebnis unterschied sich also
nicht. Die verstorbenen M&use wiesen sowohl im Blut und Milz als auch im Kleinhirn E.
coli K1 auf. Das bedeutet, dass die intraperitoneale Infektion erfolgreich war und die To-
desursache eine E. coli-K1-Sepsis war.

Im Gegensatz dazu zeigten Jones et al., dass die intaperitoneale Gabe von Follistatin die
Letalitat von LPS-behandelten M&usen reduzierte (Jones et al. 2007). LPS ist ein Antigen
in der &ulReren Membran der Zellwand von gram-negativen Bakterien und damit auch von
E. coli K1. Die Zellwand von gram-negativen Bakterien besteht jedoch nicht nur aus LPS,
sondern zum Beispiel auch aus Peptidoglykanen. Peptidoglykane machen bei gramnegati-
ven Bakterien einen wesentlich geringen Anteil aus als bei gram-positiven Bakterien, aber
sie sind Bestandteil der Zellwand (Ghuysen 1968; Schleifer und Kandler 1972). Kirzlich
wurde beschrieben, dass verschiedene Serotypen von E. coli (0111:B4 und K 12) unter-
schiedliche Peptidoglykanstrukturen aufweisen und unterschiedliche Effekte auf Forellen-
makrophagen haben (Boltafia et al. 2011). Die Immunantwort hangt also nicht nur von
einem Antigen ab und Unterschiede im gleichen Protein in einem Bakterium der gleichen
Klasse machen sich in einer unterschiedlichen immunologischen Antwort bemerkbar. Die-
se These wird gestitzt von Sivagnanam et al., die sich die Frage stellten, ob LPS und E.
coli K12 die gleiche Immunantwort durch Rattenmikroglia hervorrufen. lhre Ergebnisse
zeigen, dass isoliertes LPS und das ganze Bakterium E. coli unterschiedliche Zytokin-
Profile stimulieren. Wahrend die TNF-a-Ausschittung durch LPS bzw. E. coli gleich war,
rief LPS eine wesentliche hohere I1L-10- und NO-Ausschittung hervor als E. coli. Sivag-
nanam et al.zeigten ebenfalls, dass die Dichte von Rezeptoren, welche flr die Antigener-
kennung und Phagozytose zustandig sind, von LPS und E. coli K 12 unterschiedlich regu-
liert wird (Sivagnanam et al. 2010). In ihrer Studie verwendeten sie zwei Serotypen von
LPS (0055:B5 und K-235) und fanden sogar kleine Unterschiede in der inflammatorischen
Antwort von Mikroglia auf die jeweiligen LPS-Serotypen. An menschlichen Makrophagen
wurde in einer Microarrey-Studie gezeigt, dass LPS und E. coli die gleichen Gene beein-
flussen, sich die Expressionen aber in Zeit und Stérke unterscheiden (Nau et al. 2003). Ins-
gesamt gesehen ist die Immunantwort eines Organismus sehr komplex und héngt von ver-
schiedenen PPRs und PAMPs ab. Daher ist es fraglich, wie gut ein isoliertes Antigen die
Immunantwort eines ganzen Bakteriums imitieren kann. Dies wird auch dadurch deutlich,
dass sich der Verlauf einer Entziindung durch eine LPS-Injektion vom Verlauf einer Infek-
tion durch Bakterien unterscheidet. LPS ist ein inflammatorischer Stimulus und in der La-

ge, eine Signalkaskade von immunkompetenten Zellen zu starten. Méchte man die in-
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flammatorische Reaktion stoppen, muss nur die Signalkaskade gestoppt werden. Bakterien
setzen die Signalkaskade von Immunzellen ebenfalls in Gang. Im Gegensatz zu LPS mis-
sen die Bakterien zusatzlich noch abgetotet werden, um unschéadlich gemacht zu werden.
Jones et al. zeigten die reduzierte Letalitat von erhdhten Follistatinkonzentration bei einer
LPS-induzierten Immunreaktion bei Mausen (Jones et al. 2007). Im Gegensatz zu Jones et
al. wurde in dieser Arbeit nicht nur eine Entziindungsreaktion, sondern eine ,,echte” Infek-
tion mit E. coli K1, welches von einem Kleinkind mit Meningitis aus dem Liquor isoliert
wurde und in der Lage ist eine starke Immunreaktion hervorzurufen, induziert. Ansonsten
wichen die beiden Versuchsablaufe nicht voneinander ab. In beiden Versuchen wurde die
gleiche Follistatinkonzentration (10 pg) eine halbe Stunde vor Injektion von LPS bzw.
Bakterium intraperitoneal verabreicht. Die Injektion von LPS und E. coli erfolgte ebenfalls
intraperitoneal. Die Versuchstiere waren jeweils ménnliche Mause. In beiden Versuchen
wurden die M&use nicht antibiotisch behandelt. Jones et al. untersuchten auch die Wirkung
von Follistatin auf die Zytokinfreisetzung. Sie zeigten, dass Follistatin die Ausschiittung
von seinem Bindungsprotein Activin A moduliert und damit das Zytokinprofil veréandert
(Jones et al. 2007). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Zytokinausschiittung nicht unter-
sucht.

Bei Patienten mit bakterieller Sepsis wurde im Serum sowohl eine erhéhte Follistatin- als
auch eine erhéhte Activin-A-Konzentration gefunden. In der Studie gab es jedoch keine
enge Korrelation zwischen der Hohe der Follistatin-Konzentration und dem Behandlungs-
ergebnis der Patienten. Gleiches gilt fir die HOhe der Activin-A-Konzentration und das
Behandlungsergebnis (Michel et al. 2003a). Jones et al. zeigten in ihren Versuchen 2007,
dass eine erhohte Activin-A-Konzentration mit einer erhohten Letalitdt von Mausen bei
einer LPS-induzierten Sepsis einhergeht (Jones et al. 2007). Dafiir gab es in der klinischen
Studie von 2003 jedoch keinen Anhaltspunkt.

Zusammenfassend beeinflusste eine intraperitoneale Follistatin-Injektion von 10 ug die
Infektionsresistenz und den Erkrankungsverlauf bei einer ,,echten” bakteriellen Sepsis im
Mausmodell nicht. Dies zeigt, dass eine Sepsis nicht durch die Injektion von LPS nachge-
ahmt werden kann. Im Rahmen einer Sepsis hat die Entziindungsreaktion nicht nur negati-
ve Folgen fir den Wirt, sondern ist zur Bek&mpfung bakterieller Erreger dringend erfor-
derlich.



66
4.3 Activin A und Follistatin als Therapie bei Sepsis oder Meningitis?

Therapeutisch kdnnte man die Konzentration von Activin A erh6hen oder erniedrigen. Ei-
ne Blockierung von Activin A kann zum Beispiel durch das Bindungsprotein Follistatin
erreicht werden. Follistatin bindet an Activin A und vermindert dadurch die physiologische
Wirkung von Activin A. Bei inflammatorischen, chronischen gastroenterologischen Er-
krankungen (z.B. Morbus Crohn, Colitis ulcerosa) wurde im Mausmodell die intraperi-
toneale Verabreichung von Follistatin getestet. Durch die Blockierung von Activin A wur-
den lokale Ulzerationen, Odeme, Zellinfiltrationen und die Ansammlung von neutrophilen
Granulozyten vermindert. Durch die Gabe von Follistatin wurde die entzlindliche Reaktion
also vermindert (Dohi et al. 2005). Bei einer allergischen Lungenentziindung reduzierte im
Mausmodell intranasal verabreichtes Follistatin die Activin-A-Konzentration in der bron-
choalveolédren Lavage und verminderte die Anzahl der Lymphozyten. Durch die Dysbalan-
ce zwischen der Activin-A- und Follistatin-Konzentration, bedingt durch die Follistatinga-
be, konnte im Modell die Schwere der Entziindung und die Entwicklung von Asthma redu-
ziert werden (Hardy et al. 2006). Die Ergebnisse der Arbeit einer australischen For-
schungsgruppe (Jones et al. 2007) lassen vermuten, dass durch die Verabreichung von
Follistatin und damit einer Blockierung von Activin A das Behandlungsergebnis einer sys-
temischen Infektion verbessert werden kénnte. Die intraperitoneale Gabe von Follistatin
bei einer E. coli-K1-Infektion im Rahmen dieser Arbeit war jedoch weniger erfolgsver-
sprechend, denn Follistatin hat die Uberlebensrate nicht verbessert und die Infektionsresis-
tenz der Mause nicht gesteigert. Ob die Gabe von Follistatin im Rahmen einer Sepsis pro-
tektiv ist, kdnnte man in einem weiteren in-vivo-Versuch mit hoheren Bakterienkonzentra-
tionen und antibiotischer Behandlung untersuchen.

Die Verabreichung von rekombinanten humanen Activin A, wodurch eine Erhéhung der
Activin-A-Konzentration erreicht wird, hat bei pulmonalen, allergischen Ereignissen einen
positiven Effekt. Durch die Gabe von Activin A wurde die Antwort der Th-2-Zellen abge-
schwacht und die Erkrankung der Luftwege durch Allergien reduziert (Semitekolou et al.
2009). Rekombinantes humanes Activin A wurde auch im Rattenmodell nach einem cereb-
ral hypoxisch-ischamischen Ereignis intracerebroventricular verabreicht. Durch die Ac-
tivin-A-Gabe wurde das Uberleben von hippocampalen und striatalen Neuronen verbessert
(Hughes PE et al. 1999). Dies zeigt den neuroprotektiven Effekt von Activin A.

Die Versuche dieser Arbeit zeigen, dass Activin A die Phagozytose von E. coli K1 durch

stimulierte Mikrogliazellen in vitro erhéht hat. Activin A sorgt also dafir, dass die Bakte-
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rien aus der Umgebung abgefangen und unschadlich gemacht werden. Bislang gibt es je-
doch lediglich in-vitro-Ergebnisse. Als néchsten Schritt misste man in vivo untersuchen,
ob die Gabe von Activin A einen Uberlebensvorteil bei bakterieller Meningitis bewirkt,
und so das pharmakotherapeutische Potential von Activin A evaluieren. In dem entspre-
chenden in-vivo-Versuch kdnnte man den Mdusen eine hohe Bakterienkonzentration inji-
zieren und sie zusatzlich antibiotisch behandeln, um zu prifen, ob eine adjuvante Therapie
mit Activin A protektiv ist.

Die therapeutische Gabe von Activin A oder Follistatin musste bei einer Sepsis oder Me-
ningitis systemisch erfolgen. Activin A ist jedoch ein multifaktorielles Zytokin und hat
Wechselwirkungen mit Follistatin und anderen Mitgliedern der TGF-B-Superfamilie, so-
dass bei der systemischen Verabreichung viele Nebenwirkungen zu erwarten sind. Grund-
satzlich muss erwéhnt werden, dass bei bakteriellen Infektionen ein effizientes Immunsys-
tem Voraussetzung ist, um die Pathogene zu bekampfen. Greift man nun in das Immunsys-
tem ein und blockiert die Abwehrreaktion des Kdrpers mit Follistatin oder Activin A,
konnte das Immunsystem zu sehr geschwéacht werden, um die Bakterien noch effektiv zu
bekdmpfen. Daher misste die Immuntherapie mit einem Antibiotikum kombiniert werden.
Des Weiteren msste bei der Activin-A-Gabe auf den exakten Zeitpunkt geachtet werden.
Activin A hat abh&ngig vom Zeitpunkt pro- oder antiinflammatorische Eigenschaften (s. S.
14). Daher ware der richtige Zeitpunkt wichtig fur die effektive Therapie (Ebert et al.
2010b).

Zusammenfassend betrachtet ist die therapeutische Nutzung von Follistatin und Activin A
derzeit Gegenstand der Forschung und es bleibt abzuwarten, ob sie bei systemischen und

ZNS-Infektionen als Immuntherapie effektiv einsetzbar sind.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Bei Patienten mit bakterieller Meningitis finden sich erhohte Activin-A- und Follistatin-
Konzentrationen im Liquor. Erhohte Activin-A- und Follistatin-Konzentrationen im Serum
finden sich bei Patienten mit Sepsis. Mikroglia sind zum einen in der Lage, Activin A
durch einen inflammatorischen Reiz freizusetzen, zum anderen besitzen sie aber auch Re-
zeptoren flr Activin A. Activin A verandert wahrend einer Entziindung das Zytokinfreiset-
zungsmuster von Mikroglia.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob Activin A die Phagozytose von E. coli K1
durch Mikroglia beeinflusst (Diesselberg et al. 2010). Primére Mikrogliazellen wurden mit
Activin A 13 pug/ml, 13 ng/ml, 1,3 ng/ml oder 0,13 ng/ml prastimuliert und mit den TLR-
Agonisten P;C 0,1 pg/ml, CpG 1 pg/ml oder LPS 0,01 pg/ml kostimuliert. Nach der Sti-
mulation wurde fur 90 Minuten E. coli K1, ein Meningitis-Erreger, in einer Konzentration
von 1x107 CFU/ml zu den Zellen gegeben. AnschlieBend wurden extrazellulér verbliebene
Bakterien mit Hilfe von Gentamicin abgetétet, die Zellen lysiert und die intrazellulére Bak-
terienanzahl mit quantitativem Ausplattieren auf Blutagar-Platten bestimmt. Activin A 13
ng/ml erh6hte in Kombination mit den TLR-Agonisten LPS, PsC und CpG die Phagozyto-
se durch Mikroglia im Vergleich zur alleinigen Stimulation durch die TLR-Agonisten sig-
nifikant. Activin A 1,3 ng/ml stimulierte in Kombination mit LPS sowie PsC die Phagozy-
tose signifikant, Activin A 0,13 ng/ml in Kombination mit den TLR-Agonisten LPS. Ac-
tivin A 13 pg/ml hatte einen inhibitorischen, aber im Vergleich zur Stimulation durch die
TLR-Agonisten nicht signifikanten Einfluss auf die Phagozytose. Activin A erhdhte also in
gewissen Konzentrationen in vitro die Elimination von E. coli K1. Damit kdnnte eine Gabe
von Activin A oder eines Analogons ein mdglicher neuer Therapieansatz in der Zukunft
sein. Die Messung der TNF-a-Freisetzung durch Mikroglia nach Stimulation mit Activin
A 13 ng/ml und 13 pg/ml mittels ELISA im Rahmen dieser Arbeit war wenig aussagekréaf-
tig. Die NO-Freisetzung durch Mikroglia wurde durch Activin A 13 pg/ml in Kombination
mit den TLR-Agonisten PsC 0,01 pg/ml, LPS 0,0003 pg/ml und CpG 0,1 pg/ml in Gegen-
wart von IFN-y 100 U/ml im Vergleich zur Stimulation mit den TLR-Agonisten und IFN-y
signifikant stimuliert. Die Zellkulturdoppelfarbung mit Isolektin und H&malaun zeigte,
dass Activin A die Morphologie von ruhenden Mikroglia zu aktivierten veranderte. Sowohl
in der Zellkulturfarbung als auch im Zellstabilitatstest WST gab es keine Anhaltspunkte
dafur, dass Activin A zelltoxisch war und die Vitalitt oder Dichte von Mikroglia veran-
derte.
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In einer Studie von Jones et al. wurde gezeigt, dass die intraperitoneale Gabe von Follista-
tin im Mausmodell nach intraperitonealer LPS-Injektion die Letalitdt senken kann. In der
vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die intraperitoneale Injektion von Follistatin den
gleichen Effekt auf den Verlauf einer E. coli-K1-Sepsis hat. Die Versuchstiere waren 50
méannliche, 3 Monate alte C57BL6-N-Mause. 26 Mdause waren in der Kontrollgruppe und
bekamen eine halbe Stunde vor Infektion 100 ul NaCl 0,9% intraperitoneal gespritzt. Den
Mausen der Interventionsgruppe (24 Mause) wurde zum gleichen Zeitpunkt 10 ug Follista-
tin, geldst in 100 pl NaCl 0,9 %, injiziert. Die Infektion erfolgte intraperitoneal mit E. coli
K1 2x10° CFU/ml. Die Mduse wurden bis zum 3. Tag alle 12 Stunden beobachtet, gewo-
gen und die motorische Leistungsfahigkeit im Seiltest beurteilt, anschlieBend alle 24 Stun-
den. Versuchstiere, die nicht mehr gehfahig waren, wurden aus ethischen Griinden getotet.
168 Stunden nach Infektion wurde der Versuch beendet. Post mortem wurde der Bakteri-
entiter in der Milz und im Kleinhirn mittels quantitativen Ausplattierens bestimmt sowie
eine H.E.-Farbung des Gehirns angefertigt. Eine intraperitoneale Injektion von Follistatin
hatte keinen Einfluss auf die Infektionsresistenz der Mause und das Uberleben der systemi-
schen E. coli-K1-Infektion. Auch die Gewichtsveranderung und die motorische Leistungs-
fahigkeit unterschieden sich wahrend der Infektion zwischen Versuchs- und Kontrollgrup-
pe nicht. Es ist also fraglich, ob die Gabe von Follistatin tatsachlich einen positiven Ein-
fluss auf den Verlauf von bakteriellen Infektionen hat und damit in Zukunft als Therapie-

option bei Sepsis in Frage kommt.
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6. VEROFFENTLICHUNGEN IM ZUSAMMENHANG MIT DER DIS-
SERTATION

Abstrakt und Poster:

Diesselberg C, Ribes S, Redlich S, Michel U, Nau R, Ebert S. Activin A increases phago-
cytosis of E. coli K1 by microglial cells activated by TLR-agonists. Abstract 10"
International Congress of Neuroimmunology in Sitges — Barcelona, Spain, 26. — 30. Okto-
ber 2010. J Neuroimmunol 2010, 228, 17 (Nr. 291)

Paper:
DieRelberg C, Ribes S, Michel U, Nau R, Schutze S. Follistatin does not reduce the mor-
tality of E.coli K1 - sepsis in @ mouse model. (in Vorbereitung)

DieRelberg C, Ribes S, Michel U, Nau R, Schiitze S. Activin A increases phagocytosis of
E. coli K1 by murine microglial cells activated by TLR-agonists. (in VVorbereitung)
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