Aus dem Institut fir Neuropathologie
(Prof. Dr. med. W. Briick)
im Zentrum Pathologie und Rechtsmedizin
der Medizinischen Fakultat der Universitat Gottingen

Die Rolle verschiedener Virulenzfaktoren
von Streptococcus pneumoniae bei der Meningitis:
Untersuchung am Mausmodell

INAUGURAL - DISSERTATION
zur Erlangung des Doktorgrades

der Medizinischen Fakultat der
Georg-August-Universitat zu Gottingen

vorgelegt von
Tammo Helmut Kunst
aus

Oldenburg

Gottingen 2014



Dekan:

|. Berichterstatter/in:

[l. Berichterstatter/in:

[1l. Berichterstatter/in:

Tag der mundlichen Prifung:

Prof. Dr. rer. nat. H. K. Kroemer

Prof. Dr. med. R. Nau

PD Dr. rer. nat. F. Lihder

Prof. Dr. rer. nat. C. Luder

15.09.2015



Inhaltsverzeichnis

1 EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG .....ccttiiiiiiiiiiiiieee ettt 1
1.1 EINIGE HISTORISCHE ANMERKUNGEN ZU STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE .........cuvveieeeeeiniiiinneens 1
1.2 AUFBAU VON STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE .....ccttieeiiiunrtenteeassaaassrneeeeeesssannsnseesesesssnnnnneeesess 2
1.3 VIRULENZFAKTOREN VON STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE .......uuuuuuuunununnnnnnnnn s 5
1.3.1  Zytosolische ViruleNZfakKtoren..........oooeiiiiiiiie e 6
1.3.2  ODberflAChENPIOtEINE ....coiii e e e ee e 9

S 20 R N =W = g 11 o F= E = PR 10
G P A o V7= 1[0 (o] o[ T RO PRSP 11

S P B U 1o V£ | RO EERT PR 13
1.3.2.4 Cholin-bindendes Protein A (CHPA) ..o e e 15
1.3.2.5 Pneumococcal surface Protein A (PSPA) .....cocuuiiiiiieeiiciiiiee et et a e s 16
1.3.2.6 Pneumococcal adherence and virulence factor A (PavA) .........cccouieeiieeiiiiiiiieiee e 17

1.4  PROBLEMSTELLUNG ...uuutttiitttees ittt tteee s e aaiibste ittt e e e s e aassbe e et e e e e e s aaasb e et e e e e e e s bbbt e e e e e e e e e sannrnreeeeens 18
2 MATERIAL UND METHODEN ....coiiiittiitiie ettt e e e 19
2.1 ARTDER STUDIE ..iiiiiieiee e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaeens 19
2.2 TIERE oo 19
2.3 BAKTERIEN ..ot 19
2.4 MENINGITISMODELL tettetiiiuttttetetaeeaaattbteeteee e e s asbebe e et e e e s s aasbe e e e e e e e s e ssn e se e e e e e e s e annbbneeeeeeeesannnnees 20
241 KINISCREE SCOME ...ttt e et e e e e e e s et e e e e e e e e e abnaeeeaaaeeeanns 22
242 SEIIESE ... e e e e e e e e e ebeeeaaaaeaaaa 22
2.4.3  GEWIChESVEITUST ...t e e e e 24
A o V1= (] (o T 1= PSSR 25
2.4.4.1 Haematoxylin-Eosin (HE)-/Chloracetatesterasefarbung..........c.ccccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiie s 25
2.4.4.2  ENEZUNAUNGSSCOIE. ....ueeeiiieeeeiieiteetee e e et ettt e e e e e e et aeeeeeae e e aasaeaeeaaaeeaaannsbeeeaaeeaaansbeeeeaaeaaaanees 28
2.4.4.3  Neuronaler SCRAOEN ........ooi ettt e e e e e et e e e e e e e anees 29

2 D ST ATISTIK ettt ettt 29
3 ERGEBNISSE ...ttt e e e e e 30
3.1 INVITRO-WACHSTUM DER PNEUMOLYSIN-DEFIZIENTEN D39-MUTANTE .....ccvieiiiiiiiiiiieeeee s 30
3.2 KLINISCHER VERLAUF DER MENINGITIS IM MAUSMODELL ......uvtvitieeeiiiiirieeeeeeessasinreeeeeeesesannnes 30
3.2. 1 GEWICHESVEITUST ..o e e e e e e e e e e 30
3.2.2  KIINISCNEI SCOME ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e abnbeeeeaaeeeanas 32

IR T T =1 || (=1 AR 35



3.3 BAKTERIENTITER 36 STUNDEN NACH INFEKTION ...utuuuiiiiiiiiiiiiiiiineseesseesssinnieeesssesssnnnnsesesesssnes 37
3.4 LEUKOZYTENINFILTRATION tttttttutuuteettetststunssesesssesssnsnnnaeesesessssssseeesessssssnneneeesesssnnsnnaeeeeeennn 39
3.5 NEURONENSCHADEN .....ciiitttttiuttsseesteettstuaeseaeseessssaaeesaseastsss s aaetesssstsnnaaeassessssssanneeeaeeennns 50
3.6 UBERLEBENSZEIT VON MIT PNEUMOLYSIN-DEFIZIENTEN PNEUMOKOKKEN INFIZIERTEN MAUSEN51

4 DISKUSSION ..., 53
5 ZUSAMMENFASSUNG ... .o 61
B ANHAN G .. 62
6.1  ABKURZUNGSVERZEICHNIS ....cettiiiiiiitrieeieeeseisaiiraeeteaesssarsnnseteeesesiirsseeeneessesnnneseeeneessanennnees 62
6.2 VERZEICHNIS DER TABELLEN UND ABBILDUNGEN .....cciiiiiiiiiirriiiiieeeiniiirneinesessssnnneseneeesssainnns 63

7 LITERATURVERZEICHNIS. ... ..ooiiiiiie et 65



Einleitung und Problemstellung -1-

1 Einleitung und Problemstellung

1.1 Einige historische Anmerkungen zu Streptococcus
pneumoniae

Im Jahre 1881 wurde Streptococcus pneumoniae unabhéngig voneinander von Louis
Pasteur in Frankreich und George M. Sternberg in den USA in menschlichem Speichel
beschrieben (Pasteur 1881; Pasteur et al. 1881; Sternberg 1881). Beide konnten durch
Injektion des Speichels in Kaninchen diese Erreger vermehren und im Blut der Tiere
isolieren. Auch beschrieben beide Forscher Paare von kokkoiden Bakterien. Die Rolle
dieses Erregers als Verursacher der Pneumonie wurde von Friedlander (1883), Talamon
(1883) und Fraenkel (1884) erkannt. Fraenkel nannte ihn darum Pneumococcus (1886).
Dass derselbe Erreger eine Meningitis verursachen kann, wurde von Netter (1887) und
Weichselbaum (1887) gezeigt. 1920 wurde der Pneumococcus in Diplococcus pneumo-
niae umbenannt (Winslow et al. 1920). Erst 1974 erhielt er den jetzigen Namen Strep-
tococcus pneumoniae (Deibel und Seeley 1974). Zu Beginn des 20. Jahrhunderts waren
alle Therapieversuche, unter anderem wiederholte Liquorpunktionen, bei Patienten mit
einer Pneumokokken-Meningitis erfolglos, die Prognose galt als infaust. Frihe Versu-
che der Behandlung mit chemotherapeutischen Substanzen und spéter Sulfonamiden
fuhrten zwar zu einer gewissen Verbesserung der Prognose, waren aber — auch wegen
Resistenzentwicklungen — ohne durchschlagenden Erfolg (Morgenroth und Levy 1911;
Moore und Chesney 1917; Evans und Gaisford 1938; Whitby 1938; Tillett et al. 1943).
Daneben gab es Versuche, die Infektion mit Antiseren zu behandeln (Felton 1924),
ebenfalls ohne nachhaltiges Ergebnis. In den 40er Jahren konnte Penicillin erstmals in
genugender Menge produziert werden, um dann mit durchschlagendem Erfolg gegen
Pneumokokken angewendet zu werden (Abraham et al. 1941; Keefer et al. 1943).

In den vergangenen 40 Jahren wurden hochwirksame Antibiotikatherapien, die auch
gegen penicillinresistente Pneumokokken wirksam sind, eingefuhrt, und auch intensiv-
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medizinische MaRnahmen und die Frihdiagnostik wurden entscheidend ausgebaut;
trotz der verbesserten Therapieansétze ist die Prognose bei einer Pneumokokken-
Meningitis aber weiterhin ernst: Die Letalitat betrégt bei Erwachsenen bis in die jlngste
Zeit immer noch 20-30 %, und bei Gber 30 % der Uberlebenden finden sich Horscha-
den, kognitive Beeintrdchtigungen, Epilepsien und Paresen (Bohr et al. 1984; Swartz
1984; Quagliarello und Scheld 1992; Durand et al. 1993; Pfister et al. 1993; Davis und
Mclintyre 1995; van de Beek et al. 2004; Schmidt et al. 2006; Arda et al. 2008)

Die morphologischen Ursachen fir diese Langzeit-Defizite liegen in Neuronenschaden
im neokortikalen und hippokampalen Bereich (Zysk et al. 1996; Nau et al. 1999;
Wellmer et al. 2000; Meli et al. 2002; Focke et al. 2012). Nau et al. (2004) zeigten zu-
dem, dass ein Teil der neurologischen Spéatfolgen auf axonalen Schadigungen beruht.

1.2 Aufbau von Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae ist nach Einfiihrung von Impfungen gegen Haemophilus
influenzae zum haufigsten Erreger von bakteriellen Meningitiden geworden. Durch die
Lagerung der Pneumokokken zu Diplokokken, die Zusammensetzung des C-
Polysaccharids und ihre Empfindlichkeit gegen Optochin unterscheiden sie sich von
anderen a-hédmolysierenden Streptokokken (Whiley und Beighton 1998). Neben einer
Meningitis verursachen sie beim Menschen vor allem Lobér- und Bronchopneumonien,
Septitiden sowie Infektionen im Hals-Nasen-Ohrenbereich (Otitis media, Mastoiditis
und Sinusitis) (z. B. (ACIP 2000; Hirst et al. 2004; Toltzis und Jacobs 2005; CDC
2008; Meyer et al. 2008).

Der Durchmesser der rundlichen Pneumokokken (Abbildung 1) betragt ca. 1,5 um, va-
rilert jedoch in Abhédngigkeit von den jeweiligen Wachstumsbedingungen. Die Zell-
wand selbst ist etwa 150 nm dick und weist in ihrer duBeren Schicht Peptidoglykane
(Murein) und Teichon- und Lipoteichonsduren auf, eine typische Zusammensetzung
grampositiver Bakterien (Tomasz 1981; Wartha et al. 2007). Die Zellwandbestandteile
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sind in der Lage, an Oberflachenepithelien anzuhaften und damit eine Infektion zu er-
maoglichen, andererseits provozieren sie eine Immunantwort vom Korper.

Abbildung 1: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Streptococcus pneu-

moniaeZ

Der Pneumokokkus besitzt eine dicke, komplex gebaute Polysaccharid-Kapsel. Die
Kapsel stellt generell einen wichtigen Virulenzfaktor dar (lannelli et al. 1999), doch der
genaue Mechanismus, wie die Kapsel die Infektion unterstltzt, ist noch nicht vollstan-
dig bekannt. Die Kapsel an sich wirkt nicht inflammatorisch (Tuomanen et al. 1987).
Wahrscheinlich fordert sie die Ausbreitung des Erregers im Organismus, indem sie die
Phagozytose durch Granulozyten und Monozyten tber Opsonierung mit spezifischen

1 Copyrightfreie Abbildung (Quelle: Dr. Richard Facklam - CDC-Public Health Image Library
[http://phil.cdc.gov/phill])
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Antikdrpern, die sich kaum gegen die unterhalb der Kapsel gelegenen antigenen Struk-
turen bilden kénnen, behindert (Lee et al. 1991).

Die Zellwandbestandteile der Pneumokokken verursachen eine Entziindungsreaktion,
die zur Pneumokokkeninfektion beitrdgt (Nau und Eiffert 2002). Sie haben eine Schlis-
selrolle bei der Aktivierung der Entziindungskaskade (als potenter Stimulator des alter-
nativen Komplementsystems) in der Lunge und im Subarachnoidalraum (Tuomanen et
al. 1985; 1987), bei der Stimulation der Zytokinproduktion (Heumann et al. 1994), bei
der Zunahme der Permeabilitat des Epithels (Tuomanen et al. 1985; 1987) und der Pro-
duktion des ,platelet activating factor’ (PAF) (Cabellos et al. 1992). Desweiteren tragen
die Zellwandbestandteile — z. B. LTA (Lipoteichonséure) wahrscheinlich auch durch
direkte Schadigung von Neuronen (Kim et al. 1995; Nau und Briick 2002; Neher und
Brown 2007) zur Entstehung von Folgeschaden der Meningitis mit bei.

Das VVorkommen von Teichonsauren in der Pneumokokkenzellwand verstarkt die Ent-
ziindungsreaktion (Mitchell et al. 1997).

Um in den Subarachnoidalraum zu gelangen, missen die Bakterien zuerst das Muko-
saepithel des Nasopharynx besiedeln. Die Kolonisation wird durch bakterielle IgA-
Proteasen erleichtert (Quagliarello und Scheld 1992; Tzanakaki und Mastrantonio
2007). Die Anheftung an das Mucosaepithel erfolgt tber adhéasive Pili. Nach Erreichen
des intravaskuldren Raumes verhindert die Polysaccharid-Kapsel des Erregers die Pha-
gozytose sowie die Aktivierung des Komplementsystems. Die Dauer der Bakteridmie
und die Konzentration der Bakterien im Blut spielen fiir die Wahrscheinlichkeit eines
Eindringens in den Liquorraum eine entscheidende Rolle.

Zum Schluss muss der Erreger die Blut-Hirn-Schranke berwinden. Dazu heften sich
die Pneumokokken mittels adhdsiver Mechanismen an die zerebralen Endothelzellen
und verursachen ein Auseinanderweichen der Zellen. Somit wird eine Penetration der
Blut-Hirn-Schranke mdglich  (Quagliarello und Scheld 1992; Tzanakaki und
Mastrantonio 2007). In diesem Zusammenhang spielt auch der PAF eine Rolle: Ring et
al. (1998) demonstrierten eine Interaktion zwischen Pneumokokken und PAF-Rezeptor
als aktiven Transportmechanismus. Teilweise gelangen die Bakterien auch mdglicher-
weise Uber einen aktiven Transport in den Filiae olfactoriae in das Gehirn (van Ginkel
et al. 2003).
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Da das Gehirn bei der korpereigenen Abwehr eine gesonderte Rolle spielt und aufgrund
der Blut-Hirn-Schranke ein besonderer Schutz des Hirngewebes vor exogenen Noxen
besteht, verfiigt es nur Gber eine verminderte Immunitat. So besitzt es kein effektives
Komplementsystem. Auch wurde ein verzogertes Einwandern von Immunzellen aus
dem Blut (wie Makrophagen und Granulozyten), die die Phagozytose und Abtétung von
Erregern bewirken, beobachtet (Quagliarello und Scheld 1992). Die residenten Immun-
zellen (Mikroglia und Monozyten/Makrophagen) initiieren wahrscheinlich diese Ein-
wanderung, spielen jedoch bei der Phagozytose von Bakterien selbst nur eine geringe
Rolle. Andererseits kommt es im Rahmen der subarachnoidalen Entziindung im Verlauf
auch zu einer erhéhten Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke (Sharief et al. 1992).

1.3 Virulenzfaktoren von Streptococcus pneumoniae

Lange glaubte man, dass die Polysaccharid-Kapsel des Streptococcus pneumoniae al-
lein flr die Virulenz verantwortlich wére, weil Stimme mit einer solchen Kapsel, ver-
glichen mit unbekapselten Stdmmen, erheblich virulenter waren. Neuere Untersuchun-
gen brachten aber die Erkenntnis, dass auch Pneumokokkenproteine wichtig fur die
Infektion durch den Erreger sind. Diese Proteine wirken entweder durch entziindungs-
foérdernde Mallnahmen oder direkten Angriff auf die Wirtsmembran. Zu diesen Protei-
nen gehdren Pneumolysin, Neuraminidase, Autolysin, Hyaluronidase, Pneumococcal
Surface Protein A und Cholin-bindendes Protein A.

Grundsatzlich unterscheidet man zunéchst den zytosolischen Virulenzfaktor Pneumoly-
sin von den Glycom- bzw. Proteom-basierte Faktoren; diese lassen sich auch als extra-
zellulére Faktoren zusammenfassen. Unter den Oberflachenproteinen wiederum lassen
sich die an Peptidoglykane gebundenen von den an Cholinreste und den an Lipide ge-
bundenen Proteinen unterscheiden (Jedrzejas 2004; Garcia-Suarez et al. 2006)
(Tabelle 1).
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Tabelle 1: Virulenzfaktoren von Streptococcus pneumoniae

Zytosolische Virulenz- | Pneumolysin (Ply)

faktoren

Glykom-basierte VF Kapsel
Teichonsauren

Lipoteichonsauren

Oberflachenproteine Neuraminidase A und B (NanA und NanB)
(Proteom-basierte VF) | Autolysin (LytA)

Hyaluronidase (Hyl)

Pneumococcal Surface Protein A (PspA)
Cholin-bindendes Protein A (CbpA)

Pneumococcal adherence and virulence factor A (PavA)

In der Forschungspraxis richtet sich das Interesse im Hinblick auf eine mogliche Ent-
wicklung von Vakzinen und optimierten Pharmaka in erster Linie auf das Pneumolysin
und die Oberflachenproteine (Garcia-Suarez et al. 2006), die im Folgenden néher erlau-
tert werden.

1.3.1 Zytosolische Virulenzfaktoren

Pneumolysin (Ply) spielt fiir viele Pneumokokkenerkrankungen eine Rolle und wird bei
allen Klinisch isolierten Pneumokokkenstammen gefunden (Paton 1996; Winter et al.
1997; Hirst et al. 2004; Garcia-Suarez et al. 2006).

Pneumolysin gehort zu den Cholesterol-abhdngigen Zytolysinen (CDC = cholesterol-
dependent cytolysins). Aufgrund einer bestimmten Aminosauresequenz im Undecapep-
tid, einer homologen Kette aus 11 Aminoséuren, konnen die CDC durch die Thiolgrup-
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pen der Aminosdure Cystein-Disulfidbriicken bilden. Dies flihrt zu einer Aktivierung
der Toxine. Diese Toxine wurden friher als Thiol-aktivierende Zytolysine (TACs) be-
zeichnet. Da man bei Pneumolysin jedoch kein Cystein in der Undecapeptidkette ge-
funden hatte, wurde die Nomenklatur in CDC geandert (Alouf 2000; Shepard et al.
2000; Palmer 2001).

Cholesterol-abhdngige Toxine zahlen zu der Stoffklasse membranschadigender Toxine.
Sie werden von einer Vielzahl von grampositiven Bakterien gebildet (friher TAC -
(Berry et al. 1995; Paton 1996; Rossjohn et al. 1998).

Das besondere an Pneumolysin ist, dass es zytosolisch vorkommt und erst durch Auto-
lyse des Bakteriums freigesetzt wird. Derzeit werden aber auch noch einige Autolyse-
unabhé&ngige Ausschittungen diskutiert, wie z. B. das Vorkommen von extrazytoplas-
matisch lokalisiertem Pneumolysin (Rossjohn et al. 1998; Balachandran et al. 2001;
Hirst et al. 2004). Die Virulenz dieses Pneumolysins ergibt sich zum einen aus der zyto-
lytischen Fahigkeit, aber auch aus der Komplementaktivierung (Rossjohn et al. 1998).

Das Pneumolysin verfligt Uber unterschiedliche Wirkmechanismen. Zum einen hat es
eine zytotoxische und zum anderen eine komplementaktivierende Wirkung.

Bei der zytotoxischen Wirkung bindet das Pneumolysin tber einen Cholesterolrezeptor
an die Wirtszellmembran. Das fuhrt zu einer transmembranésen Porenbildung, was
wiederum zur Lyse der Zelle flihrt (Berry et al. 1995; Tweten 1995; Andrew et al. 1997;
Rossjohn et al. 1998; Berry et al. 1999; Gilbert et al. 1999; Tilley et al. 2005). Die Ak-
tivitat von Pneumolysin ist in vitro durch Zugabe von Cholesterol hemmbar (Andrew et
al. 1997; Gilbert et al. 1999; Hirst et al. 2004), und das stochiometrische Verhaltnis des
Pneumolysin-Cholesterol-Komplexes betragt nach einer Untersuchung von Nollmann et
al. (2004) 1: 1.

Die komplementaktivierende Wirkung entfaltet das Toxin durch seine Bindung an die
Fc-Region des menschlichen Immunglobulin G (IgG) (Mitchell et al. 1991; Paton et al.
1993; Alexander et al. 1998; Berry et al. 1999; Hirst et al. 2004; Tilley et al. 2005). So
aktiviert Pneumolysin den klassischen Komplementweg (Paton et al. 1984; Berry et al.
1999). Die vermehrte Aktivierung des Komplementsystems bewirkt einen erhohten
Verbrauch an Komplementfaktoren im Serum. Da Komplement essentiell fir die Opso-
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nierungsfahigkeit von Granulozyten ist (Paton et al. 1984; Alcantara et al. 1999; Casal
und Tarrago 2003), wird die Phagozytosefahigkeit vermindert.

Einen anderen Effekt hat Pneumolysin in nicht zytotoxischer Konzentration; so werden
die Chemotaxis und die bakterizide Wirkung der neurophilen Granulozyten verhindert
(Paton und Ferrante 1983).

Die Ziliarbewegung ist ein wichtiger Bestandteil der nicht spezifischen Immunabwehr
im Respirationstrakt (Boulnois et al. 1991). Pneumolysin ist daftir bekannt, dass es die
Ziliarbewegung der Epithelzellen im menschlichen Respirationstrakt hemmt und durch
Schéadigung des GefélRendothels eine erhdhte vaskuldre Permeabilitdt hervorruft
(Feldman et al. 1990). Pneumolysin ist somit in der Lage, diese Gewebsbarrieren zu
zerstoren und eine Kolonisation in diesem Bereich zu bewirken sowie eine weitere Ver-
breitung des Bakteriums zu erleichtern (Rubins und Janoff 1998). Der Effekt von
Pneumolysin bei der Schadigung der Blut-Hirn-Schranke und Penetration ins zerebrale
System sowie die Entwicklung des Hirnddems konnten experimentell nachgewiesen
werden (Zysk et al. 2001; Nau und Eiffert 2002). Nach Beurg et al. (2005) schadigt das
Pneumolysin spezifisch die cochledren Haarzellen und durfte damit malRgeblich fur die
Horstérungen als haufiges Residuum der Pneumokokkenmeningitis verantwortlich sein.

Pharmakologisch kdnnen diese Prozesse derzeit klinisch noch nicht beeinflusst werden.
So beobachteten Nau und Eiffert (2002), dass Antibiotika zwar antiinfektios — im ideal-
fall — hoch wirksam sind, aber nur einen geringen antiinflammatorischen Effekt ausi-
ben. Das hangt damit zusammen, dass es nach der antibiotisch bedingten Zelllyse von
Pneumokokken zu einer massiven Ausschattung von intrazelluldren Toxinen (u. a.
Pneumolysin) kommt. In vitro gelingt mit subinhibitorischen Konzentrationen von An-
tibiotika, die die Proteinsynthese hemmen (Clindamycin, Erythromycin, Rifampicin),
eine Unterdiickung der Pneumolysin-Synthese; die praktische Relevanz dieser Be-
obachtung schatzen Spreer et al. (2007) allerdings vor allem wegen des Risikos einer
Resistenzentwicklung eher skeptisch ein.

Pneumolysin ist neben H,O, der Haupttrigger der Pneumokokken-induzierten neurona-
len Apoptose. Diese Apoptose ist nur zum Teil Kaspasen-abhangig. Hauptsachlich geht
es auf einen raschen intrazelluldren Anstieg von Kalzium und reaktiven Sauerstoffradi-
kalen sowie eine frihe Mitochondrienschadigung zurtick, die tber den TLR4 vermittelt
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wird (Srivastava et al. 2005). Die geschadigten Mitochondrien produzieren AIlF
(Apoptose-induzierender-Faktor), was zur Apoptose fuhrt (Braun et al. 2002).

Pneumolysin verursacht einen raschen Anstieg von intrazellularem Kalzium durch seine
transmembrandse Porenbildung, was wiederum zu einer raschen Zerstérung von Mito-
chondrien und somit zu der damit einhergehenden Freisetzung von AIF flhrt. Therapie-
ansétze hinsichtlich einer Stabilisierung der Membran sowie einer Neutralisierung des
einstromenden Kalziums sind in Erprobung (Braun et al. 2001; 2002; Stringaris et al.
2002).

Das 53 kDa groRe Protein besteht aus 471 Aminoséuren (Walker et al. 1987; Paton et
al. 1993; Rossjohn et al. 1998; Jedrzejas 2001). Die Strukturanalyse von Pneumolysin
zeigt, dass ein Bereich in der Nahe des c-Terminus des Toxins, ein besonderer Cystin-
rest (Aminosaure 427 bis 437), vornehmlich flr die Zytotoxizitat bedeutsam ist. Eine
Substitution von einigen Aminosauren in diesem Bereich reduziert die Zytotoxizitat von
Pneumolysin um bis zu 99,9 % (Saunders et al. 1989; Tweten 1995; Berry et al. 1999).

1.3.2 Oberflachenproteine

Der Streptococcus pneumoniae besitzt eine Reihe von Proteinen, die mit der Zellober-
flache verbunden sind und als Virulenzfaktoren bezeichnet werden. Sie sind mit der
Zellwand entweder durch LPXTG (grampositive attachment motif) oder eine nicht
kovalente Cholinbindung verbunden. Zu den grampositiven Anheftungs-Motiven zéh-
len die Neuraminidase und Hyaluronidase. Pneumococcal Surface Protein A, Autolysin
und Cholin-bindendes Protein A gehdren zu den Cholin-bindenden Proteinen (Jedrzejas
2004).
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1.3.2.1 Neuraminidase

Das Enzym Neuraminidase spaltet die N-Acetylneuraminséuren (Sialinséuren) von
Oberflachenglykanen wie von Muzin, Glykolipiden und Glykoproteinen der Wirtszelle
(Kelly und Greiff 1970; Winter et al. 1997). Diese Veranderung der Zellstruktur fihrt
wahrscheinlich zu einer vergroRRerten Wirtszelloberflache, wobei jetzt mehr Rezeptoren
fur eine Interaktion mit den Pneumokokken zur Verfiigung stehen (Berry et al. 1996;
Tong et al. 2000). Somit konnte die Neuraminidase zu einer schnelleren und effektive-
ren Adhérenz des Erregers an der Wirtszelle fihren (Williamson et al. 2008).

Auch diskutiert man, ob die Neuraminidase die Viskositat des Mukus reduziert und
damit die Kolonisation des umliegenden Gewebes durch Pneumokokken erleichtert
(Krivan et al. 1988; Scanlon et al. 1989). Diskutiert wird zudem eine Freisetzung von
Einfachzuckern aus Glykokonjugaten der Wirtszelloberflache als schnell und einfach
verfligbare Energiequelle der Pneumokokken (Burnaugh et al. 2008): die genaue Rolle
der Neuraminidase bei der Pneumokokken-Meningitis ist allerdings derzeit noch unklar.

Bei allen Klinisch isolierten Streptococcus pneumoniae-Stdmmen fand man Neurami-
nidase an der Zelloberflache exprimiert (Kelly und Greiff 1970; O'Toole et al. 1971;
Berry et al. 1996).

Der Erreger verfligt mindestens uber zwei, wahrscheinlich jedoch drei Enzyme mit
Neuraminidaseaktivitdt (NanA/NanB/NanC) (Camara et al. 1994; Berry et al. 1996),
wobei die Bedeutung der Neuraminidasen noch nicht geklart ist. Die Neuraminidasen
unterscheiden sich hinsichtlich ihres strukturellen Aufbaus und ihrer pH-Aktivitat.

Die NanA hat eine Molekularmasse von ca. 110-140 kDa (Camara et al. 1994) und das
pH-Optimum von NanA liegt bei ~ 5 (Jedrzejas 2001). Die NanB hat eine ungefdhre
Molekilmasse von 75 kDa (Berry et al. 1996) und ein pH-Optimum von ~ 7 (Berry et
al. 1996). NanB verflgt Gber eine ungefahr 100-mal schwdachere Aktivitat als NanA
(Lock et al. 1988; Berry et al. 1996). Durch die Kenntnis der Gensequenz der Neurami-
nidasen konnte eine NanA-defiziente Mutante hergestellt werden (Camara et al. 1994),
die in einem Versuch mit ihrem Wildtyp verglichen wurde. Die NanA-defiziente Mu-
tante wies eine verminderte Virulenz auf (Mitchell 2000), was die Virulenz der NanA
belegt.
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In den Tiermodellen zeigten sich speziesabhéngige Unterschiede bei der Beimpfung mit
gereinigter Neuraminidase. Intrazerebral inokulierte Mé&use litten an neurologischen
Schéden und in einigen Féllen kam es zum Exitus (Kelly und Greiff 1970); im Gegen-
satz dazu fanden sich im Hundeversuch bei ahnlicher Inokulation keinerlei Symptome
(O'Toole und Stahl 1975).

Auch zeigte eine erhohte Konzentration von N-Acetylneuraminsauren in der zerebro-
spinalen Flussigkeit eine Haufung von Bakteridmie und Koma bei Patienten mit einer
bakteriellen Meningitis (O'Toole et al. 1971).

Die Neuraminidase ist an sich nicht entziindungsférdernd, und auch eine Assoziation
mit einem Horverlust konnte im Tiermodell nicht nachgewiesen werden (Winter et al.
1997). Sie ermdglicht aber den Streptokokken eine langere Uberlebensdauer und eine
bessere Replikationsmdglichkeit in der Lunge (Mitchell 2000).

1.3.2.2 Hyaluronidase

Die Hyaluronidase wird von fast allen grampositiven Bakterien produziert und bei 99 %
aller klinisch isolierten Streptokokken gefunden (Paton et al. 1993; Berry et al. 1994).
Sie ist ein wichtiges Oberflachenprotein und dient der Spaltung von Hyaluron. Beim
Hyaluron handelt es sich um ein Makropolysaccharid. Es besteht aus Wiederholungen
von d-Glukuronsaure(1-3-3) N-acetyl-D-Glucosamid(1-R-4)-Ketten (Qiu et al. 1996).
Dieses Polysaccharid dient nicht nur der Vernetzung von Zellen, sondern besitzt auch
zahlreiche andere Funktionen, z. B. bei der Unterstlitzung der Korperabwehr (Jedrzejas
2001). Es ist sehr verbreitet in der extrazellularen Matrix und fur eine Reihe biologi-
scher Funktionen mit verantwortlich, wie z. B. Zellmigration und —differenzierung,
Zell-Zell-Vernetzung, Embryonalentwicklung sowie Wachstum und Metastasierung
von Tumorzellen (Miyake et al. 1990).

Da das Hyaluron sich tber einen CD44-Rezeptor an andere Zellen bindet, liegt der
Schluss nahe, dass Hyaluron fir die Immunantwort wichtig ist, da auch Immunzellen
diesen Rezeptor exprimieren (wie z. B. Neurophile, Makrophagen und T- bzw. B-
Zellen) (Haynes et al. 1989; Miyake et al. 1990).
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In welcher Weise die Hyaluronidase die Infektion von Streptococcus pneumoniae be-
glnstigt, ist noch nicht geklart.

Man weil aber, dass die Hyaluronidase (Hyl) die Infektion insoweit férdert, dass sie das
extrazellulare Gewebe (Matrix) zerstort (Pritchard et al. 1994). Das geschieht durch die
Trennung der 1,4-glykosidischen Verbindung von Hyaluron. Als Endprodukte von Hya-
luron bleiben ungeséttigte Polysaccharide mit einer Doppelsaccharideinheit Gbrig
(Pritchard et al. 1994).

Die mit der Zerstérung einhergehende zunehmende Durchléssigkeit des Gewebes er-
leichtert den Pneumokokken die Translokation (z. B. vom Lungengewebe ins Blut).

Das konnte auch in einem Pneumonie-Modell von Mitchell (2000) beobachtet werden.
Durch Insertions-Duplikation wurde eine Hyl-defiziente Mutante hergestellt, die die
verminderte Virulenz des Mutanten belegte. Bei Beimpfung mit Hyl-defizienten Mutan-
ten und Wildtyp wéhrend einer Pneumonie erreichten beide Erreger zwar zur gleichen
Zeit die Blutbahn, aber in unterschiedlichen Konzentrationen. Die Konzentration an
Hyl-defizienten Mutanten betrug 10°/ml, wohingegen die Konzentration des Wildtyps
im Blut bei 10%/ml lag. Bei direkter Gabe in die Blutbahn wurden keine Unterschiede
hinsichtlich der Uberlebensrate der Mause festgestellt. Das belegt, dass Hyaluronidase
bei der Penetration durch das Gewebe zur Blutbahn wichtig ist (Mitchell 2000).

Dies wird unter anderem auch fir ein Meningitismodell nach intranasaler Infektion zu
Hilfe genommen. Durch die gleichzeitige intranasale Gabe von Hyaluronidase kann die
natlrliche Ausbreitung der Pneumokokken ins ZNS nachgeahmt werden, was mit der
alleinigen intranasalen Infektion mit Pneumokokken selten gelingt (Zwijnenburg et al.
2001). Die Zunahme der Gewebsdurchléssigkeit spielt eine wichtige Rolle auch bei
Wundinfektionen, Pneumonie und anderen Septitiden (Jedrzejas 2001).

In Streptokokkenkulturen wurde das Enzym sowohl als Oberflachenprotein, aber auch
als Enzym im Medium gefunden. Das legt den Schluss nahe, dass zumindest ein Teil
der Hyaluronidase ins umliegende Wirtsgewebe abgegeben wird, um die Ausbreitung
einer Infektion zu beschleunigen (Berry et al. 1994).
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1.3.2.3 Autolysin

Autolysin zahlt zu den Mureinhydrolasen, die bei allen Mikroorganismen vorkommen.
Mureinhydrolasen dienen der Zelle fir viele physiologische Funktionen, wie z. B. zum
Wachstum oder zur Querteilung, indem sie Licken im Mureinsakkulus entstehen las-
sen, in das sich wiederum neues Murein einlagern kann (Tomasz 1981).

Dieses Enzym kann auch die Lyse der Bakterienzelle hervorrufen, was unweigerlich
zum Zelltod fiihrt (Rogers et al. 1980; Mitchell et al. 1997; Tai 2006).

Die LytA-Amidase, eine N-acetylmuramoyl-L-alanin Amidase, ist die wichtigste Mur-
ein-Hydrolase des Streptococcus pneumoniae (Mosser und Tomasz 1970; Romero et al.
2007). Dieses Enzym kommt in der Zellwand des Erregers vor. Hierbei handelt es sich
um ein 36 kDa groRes Enzym, das zwei Funktionsregionen besitzt. Die eine Doméne
wird als C-terminales Teil bezeichnet, wo die Bindung zu Teichon- bzw. Lipoteichon-
sauren der Pneumokokken-Zelloberflache stattfindet (dient der Verankerung). Dem N-
terminalen Bereich wird die lytische Aktivitat beziglich der Pneumokokkenpeptidstruk-
turen zugesprochen (lytische Funktion) (Romero et al. 2007).

Man nimmt an, dass die Verbindung mit der Lipoteichonsdure in vivo einen entschei-
denden Einfluss auf die Regulation der potentiellen Lyseaktivitat von Autolysin hat. In
dieser Verbindung befindet sich dieses Enzym in einem inaktiven Zustand (vielleicht
durch einen mangelnden Zugang zu Substraten). Wird unter bestimmten Vorrausset-
zungen, wie zum Beispiel durch Biosynthesestop (z. B. bei Nahrstoffentzug) oder bei
einer Penizillintherapie, diese Verbindung unterbrochen, wird das Enzym aktiv und
trennt die kovalenten Bindungen der cholinhaltigen Zellbestandteile. Dies fuhrt zur Au-
tolyse der Bakterienzelle (Paton et al. 1993).

Andere Autoren gehen davon aus, dass das Enzym in zwei Formen vorkommt. Zum
einen in einer zytoplasmatischen inaktiven Form und zum anderen in einer membranas-
soziierten aktiven Form (Briese und Hakenbeck 1985; Romero et al. 2007). Im Versuch
zeigte sich, dass das inaktive Enzym gehauft in Zellen, die auf Ethanolaminen wachsen,
vorkommt. Hingegen wurde eine Akkumulation des aktiven Enzyms in Kulturen, die
auf cholinhaltigen Medien wachsen, beobachtet (Briese und Hakenbeck 1985). Nach
Isolierung und Reinigung und durch Gabe von Cholin wurde das inaktive Enzym in
eine aktive Form Uberfuhrt (Holtje und Tomasz 1975b; Romero et al. 2007). Somit stellt
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Cholin einen Co-Faktor bei der Umwandlung dar (Giudicelli und Tomasz 1984), und
man nimmt an, dass LytA durch Cholin einen Konformationswechsel erféhrt und daraus
seine Enzymaktivitat erhalt (Holtje und Tomasz 1975a, b; Sanchez-Puelles et al. 1987,
Romero et al. 2007).

Autolysin fordert auf zwei Wegen die Pneumokokkenerkrankung. Zum einen entfaltet
es seine lytische Wirkung durch Bindung an das Cholin der Teichonséure der Pneumo-
kokkenzellwand (Jedrzejas 2001), wo es proinflammatorisch wirksame Zellbestandteile,
wie z. B. Peptidoglykane und Teichonséuren, freisetzt (Tuomanen et al. 1985; Berry et
al. 1989; Mitchell et al. 1997; Balachandran et al. 2001; Romero et al. 2007)..

Zum anderen wirkt es auch indirekt Uber die Freisetzung von zytoplasmatischen Protei-
nen. Sie werden durch die Lyse der Bakterienzelle aus dem Zytoplasma ins Gewebe
abgegeben. Zu diesen Proteinen zahlt zum Beispiel das Pneumolysin, das oben schon
erwéhnt wurde (Johnson 1977; Mitchell et al. 1997; Sicard et al. 2000).

Im Mausmodell mit einem Autolysin-defizienten Mutanten konnte der Virulenz-
steigernde Effekt von Autolysin eindeutig belegt werden (Berry et al. 1989; 1992). Die
Autolysin-defizienten Erreger, die in Mduselungen bei einem Pneumoniemodell inji-
ziert wurden, l6sten keine Entziindungsreaktion in der Lunge aus und waren nicht im
Blut nachweisbar (Canvin et al. 1995). Es wurde beobachtet, dass Autolysin auch bei
anderen Pneumokokkenerkrankungen entscheidend mitwirkt, so z. B. bei der Autolysin-
vermittelten Freisetzung von Zellwandbestandteilen bei der Mittelohrinfektion im
Chinchilla-Modell bei Otitis media (Sato et al. 1996).

Die Immunisierung mit Autolysin bei Mdausen bewirkt einen entscheidenden Schutz
gegen Pneumokokken (Lock et al. 1988). Durch die Beimpfung der Méause mit
Pneumolysin oder mit beiden Enzymen konnte aber keine entscheidende Zunahme des
protektiven Effekts, sondern eher ein annéhernd gleicher Schutz festgestellt werden
(Lock et al. 1988). Auch war in einem Mausmodell die Uberlebensrate von Méausen, die
mit Autolysin immunisiert und dann mit einem Pneumolysin-defizienten Mutanten infi-
ziert wurden, nicht erhéht (Lock et al. 1988).
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1.3.2.4 Cholin-bindendes Protein A (CbpA)

Pneumokokken verftigen Gber Oberflachenproteine, die es dem Bakterium erlauben, an
die Zelle anzudocken. Hierzu gehdren neben der LytA und dem PspA auch das Cholin-
bindende Protein A (CbpA). Pneumokokken besitzen mehrere Cholin-bindende Protei-
ne, wobei CbpA das am besten untersuchte ist und bei allen untersuchten Pneumokok-
ken vorkommt (Rosenow et al. 1997). Das Enzym besteht aus 663 Aminoséauren, und
sein Molekulargewicht liegt bei 75 kDa (Wren 1991).

Ebenso wie die anderen Oberflachenproteine verfiigt das CbpA Uber zwei Funktionsbe-
reiche: zum einen tber den C-terminalen Teil, der zur Verankerung dient (wie oben
beim autolytischen Enzym beschrieben), und zum anderen tber einen funktionellen N-
terminalen Bereich.

Die Aufgabe von CbpA bei der Adhédrenz an die Wirtszelle und die Rolle bei der Ver-
breitung der Infektion konnte durch Studien belegt werden. CbpA-defiziente Mutanten
wurden mit ihren Wildtypen verglichen. Den Mutanten fehlte die Fahigkeit, sich an die
Zytokin-aktivierten Wirtszellen zu binden. Das CbpA scheint eine Art ,,Bindeglied*
zwischen dem Cholin der Lipoteichonsdure/Teichonséure der Pneumokokken und der
Wirtszelle zu sein und bewirkt eine prolongierte nasopharyngeale Kolonisation
(Orihuela et al. 2004). Somit scheint CbpA das erste bekannte Adhasionsprotein der
Pneumokokken zu sein (Rosenow et al. 1997). Es ist daher auch wahrscheinlich, dass
CbpA unter anderem auch fir einen Wechsel von der Kolonisation zur Invasion der
Pneumokokkenerkrankung verantwortlich ist (Jedrzejas 2001).

Es wird auch dartber diskutiert, ob CbpA und andere Cholin-bindende Proteine die
Cholinzellwandreste blockieren und somit eine Interaktion des Erregers mit der Wirts-
zelle verhindern. Zytokinaktivierte Wirtszellen exprimieren an ihrer Zelloberflache
PAF-Rezeptoren, die die F&higkeit haben, das Cholin der Pneumokokkenzellwand zu
binden und durch diese Bindung die Immunantwort aktivieren. Somit konnten die CBPs
diese Verbindung verhindern (Cundell et al. 1995).

Beide Moglichkeiten, sowohl die Pneumokokken-Adhasion als auch die Pneumokok-
ken-Cholin-Blockierung, sind wahrscheinlich (Jedrzejas 2001).
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1.3.2.5 Pneumococcal surface Protein A (PspA)

PspA st Bestandteil der Zellwand von Pneumokokken und zahlt ebenfalls zu den
Oberflachenproteinen (McDaniel et al. 1984). Auch dieses Protein wurde bei allen Kli-
nisch isolierten Pneumokokkenstdammen gefunden (Crain et al. 1990). Die Molekulmas-
se von PspA variiert zwischen 67 bis 99 kDa (Jedrzejas 2001).

Das PspA zahlt zu den Cholin-bindenden Proteinen. Es besteht aus einem C-terminalen
Bereich, der mit dem Erreger verbunden ist, und einem N-terminalen Bereich, der als
funktioneller Bereich dient und an Laktoferrin bindet (Hammerschmidt et al. 1999;
Hakansson et al. 2001).

PspA bindet sich tber die C-terminale Region an das Cholin der Lipoteichon- bzw.
Teichonsauren der Pneumokokken (nicht-kovalente Bindung). Der C-terminale Bereich
wird auch Cholin-bindende Region genannt.

Die Cholin-bindenden Regionen wurden auch noch auf Oberflachen anderer Bakterien
gefunden, wie z. B. Clostridium acetobutylicum, Clostridium difficile, Streptococcus
mutants und Streptococcus downei.

Inaktivierung des PspA-Gens fuhrt zu einer verminderten Virulenz gegeniber dem je-
weiligen Wildtyp-Stamm (Briles et al. 1988). Die Funktion von PspA besteht darin,
dass es die Pneumokokken vor dem Komplementsystem des Wirts schiitzt (Cundell et
al. 1995; Ren et al. 2004) und die Phagozytose reduziert (Briles et al. 1997).

Genau gesagt, handelt es sich bei PspA um einen Inhibitor der Faktor-B-getriggerten
Komplementaktivierung (Tu et al. 1999), und es reduziert bzw. verhindert die Anlage-
rung von Komplement C3b, woraus sich eine Verringerung der Aktivierung des alterna-
tiven Komplementweges ergibt. Dadurch wird die komplementvermittelte Phagozytose
reduziert (Briles et al. 1997; Li et al. 2007).

Die Strukturanalyse des PspA zeigte eine hohe elektrostatische Spannung, die die Kap-
sel der Pneumokokken stabilisiert und durch ihre elektronegative Eigenschaft eine
Komplementaktivierung verhindert (Jedrzejas 2001).
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1.3.2.6 Pneumococcal adherence and virulence factor A (PavA)

Pneumokokken konnen sich an Glykosidrezeptoren von Epithelzellen und an Fibro-
nektin anheften und somit zu Mittelohrinfektionen bis hin zu Meningitis oder Pneumo-
kokken-Pneumonien fiihren. Ein Virulenzfaktor, der eine wichtige Rolle diesbeziiglich
zu spielen scheint, ist das PavA (Pneumococcal adherence and virulence factor A).

Es handelt sich um ein 551 Aminoséuren grolies Polypeptid, welches zu den Oberfla-
chenproteinen gezahlt wird. PavA wirkt als Bindeglied zwischen dem Erreger und dem
Fibronectin. PavA ist in der Lage, sich an Fibronectin sowohl in seiner fliissigen als
auch in seiner nicht mobilen Phase zu binden. Anhand einer Studie von Holmes et al.
konnte dies bewiesen werden. Hierbei wurden zwei Pneumokokkenstamme (Wildtypen
vs. PavA-/-Mutant) miteinander verglichen, wobei der Wildtyp eine 10-fach hohere
Bindung zu Fibronectin aufwies (Holmes et al. 2001). Diese Beobachtung machten
auch van der Flier et al. (1995).

Man geht davon aus, dass Fibronectin-bindende Proteine eine wichtige Rolle bei der
Erreger-Wirts-Beziehung spielen, wobei sie die Aufnahme von Bakterien oder bakteri-
ellen Produkten stimulieren (Holmes et al. 2001).

Es gibt eine Reihe von Fibronectin-bindenden Proteinen, welche aber von PavA abge-
grenzt werden missen. PavA weist in seiner primaren Sequenz nicht das charakteristi-
sche N-terminale Polypeptid auf (Izard und Kendall 1994). Dariber hinaus fehlt die
typische C-terminale Doméne, die der Verankerung an den gram-positiven Bakterien-
zellen dient (Navarre und Schneewind 1994), auch fehlt eine Cholin-bindende Sequenz
bei diesem Polypeptid. Daruber hinaus zeigt PavA unterschiedliche Sequenzen im Fib-
ronectin-bindenden Bereich. Deshalb ist es in der Lage, an immobilisiertem Fibronectin
zu binden, auch bei einem hohen Uberschuss an Fibronectin in fliissiger Phase. Man
nimmt an, dass anhand dieser unterschiedlichen Sequenzen das Polypeptid die Konfor-
mation des an der Oberfldche gebundenen Fibronectin erkennt.

PavA ist in der Lage, die Komplementaktivitat zu vermindern, indem es die Bindung
zwischen Komplement C3b zu den Zellen hemmt (Hammerschmidt et al. 1999; Tu et al.
1999; Pracht et al. 2005). Die Fibronectin-bindende Wirkung von PavA ist durch Hepa-
rin hemmbar (van der Flier et al. 1995), inwieweit sich therapeutische Ansatze daraus
ergeben, ist bisher nicht weiter untersucht worden.
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1.4 Problemstellung

Die klinische Relevanz der unterschiedlichen putativen bzw. nachgewiesenen Virulenz-
faktoren von Streptococcus pneumoniae fir die Therapie der bakteriellen Meningitis
sowie fur die Entwicklung proteinbasierter Impfstoffe ist noch unzureichend geklart.
Um weitere Aufschliisse ber die pathogenetische Bedeutung der unterschiedlichen
Virulenzfaktoren zu gewinnen, wurde in der vorliegenden Untersuchung an einem
Mausmodell mit intrazerebraler Infektion (Wellmer et al. 2000; Gerber et al. 2001) die
Virulenz eines Wildtyps von Streptococcus pneumoniae (D39) mit anderweitig isogeni-
schen Derivaten mit Defektmutationen der Gene zur Kodierung von Neuraminidase A
und B, Hyaluronidase und Pneumolysin verglichen. Als Zielparameter kamen neben der
Vigilanz und der motorischen Funktion auch das Korpergewicht sowie das morphologi-
sche Bild der Entziindung zur Anwendung.
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2 Material und Methoden

2.1 Artder Studie

In der vorliegenden Arbeit wurde am Tiermodell versucht, die Funktion und Auswir-
kungen der Virulenzfaktoren von Pneumokokken zu bestimmen. Die Tierversuche wur-
den durch die Bezirksregierung Braunschweig (AZ 604.42502/01-20.97) genehmigt.

2.2 Tiere

In dem Tiermodell wurden flinf bis acht Monate alte mannliche M&use des Stammes
C57BI6 verwendet. Die Tiere wurden in Kollektiven von maximal 10 M&usen gehalten.
Sie erhielten ,,Haltungsfutter fir M&use* (Altromin, Lage) und Wasser ad libitum. Die
Versuchstierzahl in den verschiedenen Versuchsgruppen betrug 11.

2.3 Bakterien

Die verwendeten Bakterien wurden durch Dr. med. Gregor Zysk, Abteilung Mikrobio-
logie, Universitat Dusseldorf, generiert und fir diese Versuche freundlicherweise be-
reitgestellt. Als Wildtyp-Stamm fiir die Infektionsversuche diente ein allgemein be-
kannter Laborstamm von Streptococcus pneumoniae: D39, der auch Grundlage der ge-
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nerierten Stamme war. Bei diesem Stamm handelt es sich um einen Streptococcus
pneumoniae Typ 2. Fir den jeweiligen Virulenzfaktor inaktive Mutanten des Strep-
tococcus pneumoniae-Stamms D39 wurden durch Insertions-Duplikations-Mutagenese
hergestellt. Dabei wurden interne Genfragmente, die aus chromosomaler DNA amplifi-
ziert wurden, mit dem Insertionsvektor pJDC9 mittels Standard-DNA-Technik ligiert
(Chen und Morrison 1988). Die Insertion erfolgte an der Position 547 des 1416 bp lan-
gen Ply-Gen; an der Position 605 des 3108 bp langen NanA-Gen, an Position 735 des
2094 bp langen NanB-Gen und an Position 534 des 2850 bp langen Hyl-Gen.

Die entstandenen Erythromycin-resistenten Mutanten wurden auf 1 pg/ml Erythromy-
cin enthaltendem Luria-Bertani- (LB-) Agar, welcher 5 % Schafblut enthielt, selektio-
niert. Der funktionelle Verlust von Pneumolysin wurde durch einen Hamolyse-Assay
Uberprift. Die Stabilitdt der Mutanten wurde durch PCR-Analyse und DNA-
Sequenzierung in nach Infektion aus der Milz isolierten Pneumokokken Uberpruft. Das
Wachstumsverhalten der Pneumolysin-defizienten Pneumokokken wurde in Todd-
Hewitt-Bouillon mit Hefeextrakt tberpruft.

Die Inokula wurden folgendermalien hergestellt: Der entsprechende Stamm oder die
Mutanten wurden in der mittleren exponentiellen Wachstumsphase durch Zentrifugati-
on gewonnen, danach mit einer phosphatgepufferten 0,9 %-Kochsalzldsung gewaschen,
resuspendiert, aliquotiert und bei —70 °C aufbewahrt. Die Bakterientiter im Inokulum
wurden mittels Verdiinnungsreihen auf Blutagarplatten bestimmt und vor Infektion auf
die gewiinschte Menge durch entsprechende Verdinnung (10* Bakterien/25 pl) ge-
bracht. Die Konzentration im Inokulum wurde erneut mittels Verdinnungsreihe nach
der Verdiinnung nach Inokulation kontrolliert.

2.4 Meningitismodell

Die Tiere wurden durch intraperitoneale Injektion von Ketamin (100 mg/kg) und Xyla-
zin (10 mg/kg) anasthesiert. Danach wurden 25 pl einer 0,9 % NaCl-Ldsung mit 10*
CFU (colony-forming units = koloniebildende Einheiten) des entsprechenden Stammes
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(Wildtyp oder Mutante) in den rechten Frontallappen mit einer 27 G-Einwegnadel inji-
ziert. Mittels Applikationshilfe wurde garantiert, dass die Einstichtiefe 2-3 mm betrug.
Dadurch wurde erreicht, dass der Hauptteil des Inokulum Uber den Schragschliff der
Nadel6ffnung in den Subarachnoidalraum und nur ein Teil in die oberflachliche Hirnre-
gion gelangte.

Alle Tiere erwachten ohne offensichtliche Defizite oder Krankheitszeichen aus der
Narkose.

Der Gesundheitszustand der Mause wurde 12, 24, 32 und 36 Stunden nach der Infektion
durch einen klinischen Score, Gewicht und Seiltest erfasst. 36 Stunden nach der Infek-
tion wurden die Tiere getotet (Dekapitation) und das Blut enthommen. Gehirn, Leber
und Milz wurden entfernt.

Das Zerebellum und die ventrale Hélfte der Milz wurden in einer 0,9 %igen Kochsalz-
Losung (1/20 w/w) homogenisiert. Bakterien-Titer im Blut und in homogenisierter Milz
und Zerebellum wurden mittels Verdiunnungsreihen auf Schafblut-Agarplatten be-
stimmt.

Der Rest des Gehirns und die Leber wurden in 4 %igem Paraformaldehyd fixiert und in
Paraffin eingebettet.

Um den Neuronenschaden zu quantifizieren, wurde sowohl eine Gruppe von Méausen
mit dem Streptococcus pneumoniae D39-Wildtyp als auch eine Gruppe mit Pneumoly-
sin-defizienten S. pneumoniae (jeweils n=10) infiziert. Nach 36 Stunden wurden die
Méuse mit Xylazine und Ketamin anasthesiert, mittels zervikaler Dislokation getotet
und danach die GefaRe mit einer phosphatgepufferten Salzlésung sowie anschlielend
mit ca. 50 ml 4 % Paraformaldehyd perfundiert. Das Gehirn wurde daraufhin entnom-
men, weitere 2 Tage in 4 % Paraformaldehyd eingelegt und dann in Paraffin eingebet-
tet.

In speziellen Experimenten wurde die Uberlebensdauer von mit D39-Wildtyp- und
Pneumolysin-defizienten Pneumokokken infizierten Mausen bestimmt. Dafuir wurden in
gleicher Weise 12 Méause pro Gruppe infiziert und die Zeit bis zum Tode bzw. bis zur
Tétung bei einem klinischen Score von 3 (prafinaler Zustand) bestimmt.
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2.4.1 Klinischer Score

Der Kklinische Score wurde wie folgt ermittelt:

Tabelle 2: Klinischer Score

0 Punkte |gesund (keine offensichtlichen Verhaltensveranderungen)

1 Punkt leicht lethargisch

2 Punkte |mittelmafig lethargisch (offensichtliche Verminderung spontaner Aktivitéat)

3 Punkte |schwer lethargisch, gehunfahig (seltene spontane Aktivitat, aber Bewe-
gung nach externer Stimulation)

4 Punkte |Tod

Tiere mit einem Score von 3 wurden aus ethischen Griinden getotet.

2.4.2 Seiltest

Ein 60 cm langes Seil wurde in einer Héhe von 60 cm lber dem Boden befestigt. Man
setzte die Maus in die Mitte des Seiles. Eine gepolsterte Kiste wurde unter das Seil ge-
stellt, damit herunterfallende Méuse sich nicht verletzen konnten (Abbildung 2).




Material und Methoden -23-

Abbildung 2: Versuchsaufbau fur den Seiltest

Die Zeit zum Erreichen eines Endes wurde gemessen. Sowohl das Erreichen eines En-
des als auch die bendtigte Zeit wurden in einem Score zusammengefasst. M&use, die in
weniger als 7 Sekunden das Ende erreichten, erhielten einen Score von 1. Alle folgen-
den 6 Sekunden wurden mit einem zusétzlichen Punkt bewertet. Méuse, die langer als
60 Sekunden am Seil hingen, ohne ein Ende zu erreichen, erhielten 11 Punkte. Mause,
die vom Seil fielen, bevor 60 Sekunden erreicht waren, erhielten zu den 11 Punkten pro
6 Sekunden, die zu 60 Sekunden fehlten, einen extra Punkt. Die hdchste Punktzahl (20
Punkte) erhielten M&use, die innerhalb der ersten 6 Sekunden vom Seil fielen (Wellmer
et al. 2000) [Tabelle 3].
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Tabelle 3: Punktwertung beim Seiltest
Zeit (Sekunden) Ende erreicht Ende nicht erreicht

0-6 1 20
7-12 2 19
13-18 3 18
19-24 4 17
25-30 5 16
31-36 6 15
37-42 7 14
43-48 8 13
49-54 9 12
55-60 10 11
>60 11

2.4.3 Gewichtsverlust

Die Gewichtsbestimmung erfolgte mit einer herkémmlichen Waage auf 0,5 g genau.
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2.4.4 Histologie

Es wurden 1 um dinne Schnitte von der Leber und koronare Schnitte des Gehirns ange-
fertigt, mit Haematoxylin/Eosin bzw. Chloracetatesterase angeféarbt und mittels Licht-
mikroskop untersucht. Die Gehirnregionen wurden semi-quantitativ nach Entziindungen
und Neuronenschaden ausgewertet.

2.4.4.1 Haematoxylin-Eosin (HE)-/Chloracetatesterasefarbung
HE-Farbung:

Bei der HE-Féarbung wird zundchst das Objekt in Xylol (3 x 3 min.) und dann in einer
absteigenden Alkoholreihe flr je 2 min. entparaffiniert. Die Férbung erfolgt dann in
folgenden Schritten:

1. 3-8 min. Kernfarbung mit H&malaun nach Mayer

2. Differenzieren in HCI-Alkohol (1750 ml Iso-alk/750ml Aqua dest./25ml HCI 25%)
3. 10 min. Blduen in flieBendem Leitungswasser

4. Farben in Eosin 5-15 min. (0,1% in Aqua dest.). Es soll m&Rig uberfarbt werden.

5. Auswaschen in Wasser, 1-5 min.

6. Aufsteigende Alkoholreihe (in die niedrigen Alkohole nur kurz eintauchen, da Eosin
mit H,O ausgewaschen wird)

7. Xylol (3x3 min.)

8. Eindecken mit DePex
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Verwendete Ldsungen:

e Hamalaun nach Mayer: gebrauchsfertig nach Filtrieren (Merck, Bestellnr.
1.09249.0500 [500 ml])

e Eosin: 1% Stammldsung (Eosin G, Merck, Bestellnr. 1.15935.0025 [25¢])
0,1% Gebrauchslésung: 10 ml Stammilsg., 90ml Aqua dest.
1 Tropfen konz. Essigséure
oder
Stammlésung aus 2 g Eosin, 40 ml Aqua dest., 160 ml 95% AlKk.
Gebrauchslésung: 1 Teil Stammlsg. + 3 Teile 80 % Alk., auf 200ml Lsg.
0,5 ml Eisessig

Die Farbung zeigt Zellkerne, Kalk, sauren Schleim und grampositive Bakterien blau,
alles Ubrige in verschiedenen Tonabstufungen rot.

Die Dauer der Farbezeit mit Eosin hangt von der Konzentration der Farbstofflosung ab,
aber auch von der Fixierung der Praparate. Die Farbung wird durch einen Zusatz von
1 Tropfen Essigsdure auf 100 ml Eosinlésung verbessert.

Die Chloracetatesterasefarbung erfolgte in folgenden Schritten:
1. Entparaffinierung:
3x Xylol (insg. 30 min.)
3x 100% Ethanol
1x 90% jeweils 3-5 min.
70%
50%
1x E-Wasser (entmineralisiert; 3 min.)

1Ix PBS
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2. Féarbung:

A)

B)

50mg Pararosanilin (Merck Nr. 7601) 3 ml HCI (1M) l6sen und abkihlen
lassen

ca. 2ml (etwas mehr) ausgekihlte 1M NaNitrit (0,09g NaNitrit + 10ml A.
dest.) unter stdndigem Schdtteln langsam tropfenweise zu i. geben, bis ein
Farbumschlag von braun zu gelb erfolgt. 5 min. bei RT reagieren lassen.

0,9 mg Naphthol-AS-D-Chloracetat (Sigma N 0758) + 500 pul Dimethyl-
formamid 16sen

Zu A) dazugeben.
Zugabe von 250 pl Pararosanilin-Losung (A) - wird rot
Mit PBS auf 50 ml aufftllen

Den entstandenen flockigen Niederschlag abfiltrieren

30-40 min. Inkubationszeit bei RT
10 min. mit Leitungswasser spiilen, eventuell mit Hamalaun gegenfarben

Hé&malaun: 3 x kurz eintauchen und dann mit Leitungswasser spilen (ca. 4
min.)

Mit Aquamont eindeckeln
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2.4.4.2 Entzindungsscore

Die Schwere der meningealen Entziindung wurde durch die Anzahl der Granulozyten in
Hirnarealen unter einem Mikroskop mit high-power field (x 40 Objektiv) eingeschatzt.
Dabei wurden drei meningeale Abschnitte (oberflachliche Neocortexbereiche), beide
Hippocampusfissuren, der frontale Interhemisphérenspalt und der dritte Ventrikel unter-
sucht (Abbildung 3).

Abbildung 3: Lichtmikroskopisches Bild, HE-Farbung. Links stellen sich im Bereich

der Meningen >50 Granulozyten dar, rechts keine Granulozyten sichtbar

Der Score wurde folgendermal3en ermittelt:

Tabelle 4: Bewertung der granulozytaren Infiltration
Keine Granulozyten 0 Punkte

Granulozyten 1 Punkt

11-50 Granulozyten 2 Punkte

> 50 Granulozyten 3 Punkte

Der Score der einzelnen Areale wurde addiert. Somit war ein maximaler Score von 21
Punkten maglich (Gerber et al. 2001).
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2.4.4.3 Neuronaler Schaden

Der Neuronenschaden wurde anhand von HE-Schnitten semiquantitativ ausgewertet.
Dabei wurden vier Areale des Gehirns (Neocortex, Striatum, Hippocampus, Gyrus den-
tatus) auf die Dichte von nekrotischen oder apoptotischen Neuronen untersucht, wobeli
aufgrund visueller Einschatzung ein Score nach folgenden Kriterien ermittelt wurde:

» <10 % aller Neuronen geschadigt = 1 Punkt
> 10-30 % der Neuronen = 2 Punkte
> >30 % der Neuronen = 3 Punkte.

Der Score der individuellen Bereiche wurde pro Tier zu einem Gesamtscore addiert, als
Maximum ergaben sich hier 12 Punkte.

2.5 Statistik

Die erhobenen Ergebnisse wurden, sofern es sich um parametrische normalverteilte
Daten (z. B. Bakterientiter nch logarithmischer Transformation) handelte, als Mittelwert
+ Standardabweichung angegeben. Gruppenunterschiede wurden statistisch mittels t-
Test (bei 2 Gruppen) oder ANOVA (bei mehr als 2 Gruppen) ermittelt. Zur Korrektur
fir wiederholtes Testen wurde der Dunnett Test verwendet. Bei nicht-parametrischen
Daten (verschiedene Scores) wurden die Ergebnisse deskriptiv mit Median und 25er
sowie 75er Perzentile angegeben. Der Gruppenvergleich erfolgte mittels Mann-
Whitney-U Test (2 Gruppen) oder Kruskall-Wallis-Test (mehr als 2 Gruppen). Als post
hoc-Analyse wurde der Dunn’s-Test verwendet. P-Werte von < 0,05 wurden als statis-
tisch signifikant gewertet. Die Uberlebenszeiten in mit ply-/-Mutanten und D39-
Wildtyp-Stamm infizierten Mausen wurden mittels Kaplan-Meier-Kurven dargestellt,
die Uberlebenszeiten wurden mit dem log rank-Test statistisch verglichen.
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3 Ergebnisse

3.1 Invitro-Wachstum der Pneumolysin-defizienten D39-Mutante

Das in vitro-Wachstum der Pneumolysin-defizienten Mutante war gleich dem des D39-
Wildtyp-Stammes.

3.2 Klinischer Verlauf der Meningitis im Mausmodell

3.2.1 Gewichtsverlust

Im Verlauf des Mausmodells verloren alle Méuse infektionsbedingt an Gewicht. Ob-
wohl der Gewichtsverlust bei Mé&usen, die mit Pneumolysin-defizienten Stdmmen
(ply-/-) infiziert wurden, etwas geringer ausfiel, konnten keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Gruppen nachgewiesen werden; der Gewichtsverlust bei den mit
den anderen modifizierten Stdmmen infizierten Mdusen war eher hoher als beim D39-
Wildtyp (Abbildung 4, Tabelle 5).
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Abbildung 4: Graphische Darstellung des Gewichtsverlustes (Mittelwert + Standard-
abweichung) im Mausmodell im Vergleich mit allen infizierten M&usen.
Zur Legende (vgl. Wellmer et al. 2002):
ply=Pneumolysin, nanA=Neuraminidase A, nanB=Neuraminidase B,
hyl=Hyaluronidase
Tabelle 5: Gewichtsverlust im Mausmodell bei allen infizierten Mausen. Zur Legen-
de siehe Abbildung 4
S. pneumoniae-Stamm
D39 ply-/- nanA-/- nanB-/- hyl-/- p
> 12h [-1,46+0,82]-1,18+0,87|-1,27+1,49-1,00+0,77 | -1,64+0,67 | 0,59
§ 24h |-2,09+£158|-1,36+1,21|-227+1,27|-264+136]-2,18+154| 0,32
o
T |32h |-291+145|-191+158|-254+151|-327+1,19|-281+2,14| 0,36
=
Q
O |36h |-309+1,76]-2,18+1,60|-3,09+1,45|-4,00+1,26 | -3,46+1,57 | 0,10
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3.2.2 Klinischer Score

Im klinischen Score zeigte sich bei 3 Mausen, die mit D39-Wildtyp-Stdmmen infiziert
waren, 24 Stunden nach der Infektion eine zunehmende Lethargie (3 Tiere betroffen mit
Score zwischen 0,5-1). Im Verlauf erhohte sich die Zahl nach 32 Stunden auf 7 und
nach 36 Stunden auf 8 von 11 Tieren (3 Tiere waren gehunfahig).

Im Gegensatz dazu war die Gruppe der mit ply-/-Mutanten D39 behandelten Mause
sowohl nach 24 als auch nach 32 h nach Infektion klinisch unbeeintrachtigt. Lediglich
eins der Tiere war nach 36 h leicht lethargisch.

Die anderen Gruppen verzeichneten ebenfalls eine zunehmende Lethargie bei andau-
ernder Infektionsexposition. Tiere, die mit nanA-/-Mutanten infiziert wurden, waren
bereits nach 32 h leicht lethargisch (4 Tiere betroffen). Nach 36 h waren 10 Tiere leicht
bis schwer lethargisch oder gehunfahig (2 davon mussten aus ethischen Grinden getotet
werden).

In der nanB-/-Gruppe waren 7 Tiere nach 32 h und 6 Tiere nach 36 h betroffen (da ein
Tier aus ethischen Grinden getotet wurde).

Bei Tieren, die mit hyl-/-Mutanten infiziert wurden, waren nach 32 h 5 Tiere leicht le-
thargisch, nach 36 h 7 Tiere leicht bis maRig lethargisch.

Im Klinischen Score fanden sich lediglich signifikante Unterschiede zwischen der
Gruppe, die mit ply-/-Pneumokokken infiziert wurde, und der mit dem D39-Wildtyp-
Stamm infizierten Gruppe. Dabei waren die mit ply-/-Pneumokokken infizierten Mé&use
zum Zeitpunkt 32 h und 36 h jeweils statistisch signifikant weniger krank als die mit
dem D39-Wildtyp-Stamm infizierten Mé&use.
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Tabelle 6: Klinischer Score (dargestellt sind jeweils Median [25er/75er Perzentil]; *
bedeutet statistisch signifikanten Unterschied zum Wildtyp). Zur Legen-
de siehe Abbildung 4 (Seite 31)
S. pneumoniae Stamm
D39 ply-/- | nanA-/- nanB-/- hyl-/- p
< 24 h 0 [0/0,375] 0[0/0] |0 [0/0] 0 [0/0] 0 [0/0] n.s.
2 % 32h 0.5 [0/2] 0 [0/0]* |0[0/0,875] |0.5[0/1]  |0,5[0/1] 0,02
= 7 36 h 1[0,25/2,75] |o[o/0)" |1[0/1] 1[0,125/1] |0,75[0,5/2] | 0,005

Abbildung 5 zeigt die graphische Darstellung des klinischen Scores aller Mutanten-
stimme im Vergleich mit D39-Wildtyp und im direkten Vergleich zwischen Wildtyp
und mit ply-/-Stdmmen infizierten Mausen.
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—+ D39

Abbildung 5: Graphische Darstellung des klinischen Scores (Mittelwert + Standard-
abweichung) im Mausmodell im Vergleich mit allen infizierten Mausen

(*=p<0,05 #=p<0,01)
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Im Folgenden werden die Mutantenstdmme nach 32 Stunden und 36 Stunden unterei-
nander verglichen.

32 Stunden
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D39 ply-/-  nanA-/~- nanB-/- hyl-/-
Mutantenstamm
Abbildung 6: Graphische Darstellung des klinischen Scores nach 32 Stunden (Ein-

zelwerte und Median) im Mausmodell im Vergleich mit allen infizierten
Méausen (* = p < 0,05). Zur Legende siehe Abbildung 4 (Seite 31)
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Abbildung 7: Graphische Darstellung des klinischen Scores nach 36 Stunden (Ein-

3.2.3 Seiltest

zelwerte und Median) im Mausmodell im Vergleich mit allen infizierten
Méausen (* = p < 0,05). Zur Legende siehe Abbildung 4 (Seite 31)

Entsprechend dem klinischen Score waren auch die Ergebnisse des Seiltestes der M&u-
se, die mit ply-/-Mutanten infiziert wurden, besser als die der mit D39-Wildtyp infizier-
ten Mause (p=0,05 im Dunne-Test). Die Infektion mit allen anderen Mutanten beein-
flusste die Ergebnisse des Seiltestes nicht (Tabelle 7).
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Tabelle 7: Punktzahl im Seiltest (Median [25er/75er Perzentil]). Zur Legende siehe
Abbildung 4 (Seite 31)

S. pneumoniae Stamm

D39 ply-/- nanA-/- nanB-/- hyl-/- p

24 h |4[2/6,25] 2[1,25/5,5] |3[2/9,5] 3[2,25/11,25] |4[2,25/6,5] |0,66

32h [10[3,25/19,75] |3[2/5,75] |81[4,25/17] |11[2,25/16,75] |11 [4/19] 0,32

Seiltest

36 h [18[2,25/19,75] |2 [2/8,5] 19[4/20] |11 [6/19] 13,5 [10/17] |0,05

Die graphische Darstellung der im Seiltest erreichten Punktzahl zeigt Abbildung 8:

7 3 —¥— nanB-/-
2 ~ —e— hyl-/-
8 —&— nanA-/-
£ —=— ply-/-
= Y —— D39
(©
N
x
c
>
a

24 32 36

Zeit [h]

Abbildung 8: Graphische Darstellung der Punktzahl im Seiltest (Mittelwert + Standard-
abweichung) im Mausmaodell im Vergleich mit allen infizierten Mausen.
Zur Legende siehe Abbildung 4 (Seite 31)
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3.3 Bakterientiter 36 Stunden nach Infektion

Die Bakterientiter im Blut nach logarithmischer Transformation waren lediglich in der
mit ply-/-Mutanten infizierten Gruppe signifikant geringer als in der Kontrollgruppe.
Die Kontrollgruppe wies nach 36 h einen fast 100-fach héheren Blut-Titerwert auf als
die ply-/-Gruppe. Der Bakterien-Titer im Cerebellum und in der Milz war in der ply-/-
Mutanten Gruppe ebenfalls im Mittel um eine Zehnerpotenz, jedoch aufgrund der ho-
hen interindividuellen Streuung nicht statistisch signifikant, niedriger. Der direkte Ver-
gleich zwischen den cerebelldren Titern beider Gruppen (D39 vs. ply-/-) war im t-Test
signifikant.

Tabelle 8: Bakterientiter nach logarithmischer Transformation nach 36 Stunden.
Zur Legende siehe Abbildung 4 (Seite 31); Vergleich mit allen infizierten
Mausen (* = p < 0,05)
S. pneumoniae Stamm
D39 ply-/- nanA-/- nanB-/- hyl-/- p
5 = Blut 7,23+1,67|5,25+1,39*|6,50+1,82 (6,47+1,60 |7,72+2,11 |0,02
= E
S E Cere- 7,21+0,70 (6,36 +0,81 |6,99+1,04 (6,89+0,92 7,57 +1,00 |0,04
o) ‘; bellum
T O
Q= 1Milz 6,71+1,85(565+1,12 |6,88+1,56 |6,40+1,59 |7,34+1,90 (0,18
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Abbildung 9: Bakterientiter nach 36 Stunden im Blut. Zur Legende siehe Abbildung 4
(Seite 31); Vergleich mit allen infizierten Mausen (* = p < 0,05)
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Abbildung 10: Bakterientiter nach 36 Stunden im Cerebellum. Zur Legende siehe Ab-
bildung 4 (Seite 31)
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Abbildung 11: Bakterientiter nach 36 Stunden in der Milz. Zur Legende siehe Abbil-
dung 4 (Seite 31)

3.4 Leukozyteninfiltration

Die Méuse entwickelten alle eine Meningitis mit deutlicher subarachnoidaler Leukozy-
teninfiltration. Die vorwiegend granulozytaren Infiltrate fanden sich vor allem im Sub-
arachnoidalraum, aber auch in den Ventrikeln. Die leukozytére Infiltration im Sub-
arachnoidalraum war in der mit ply-defizienten Mutanten infizierten Gruppe ebenfalls
tendenziell geringer (s. folgende Abbildungen), obwohl die Differenzen im Leukozyten-
Infiltrations-Score nicht statistisch signifikant waren. Die ubrigen Infektionsgruppen
unterschieden sich nicht von der mit D39-Wildtyp-Pneumokokken infizierten Gruppe.
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Abbildung 12: Granulozytéare Infiltrate des Ill. Ventrikels (10x VergroRerung) bei ply-/-
Mutanten-Infektion

Abbildung 13: Sparliche granulozytare Infiltrate des Ill. Ventrikels (40x VergrofRerung)
bei ply-/-Mutanten-Infektion
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Abbildung 14: Reichlich granulozytare Infiltrate des Ill. Ventrikels (40x Vergrof3erung)
bei D39-Wildtyp-Infektion

Abbildung 15: Plexus choroideus mit wenigen granulozytaren Infiltraten des
. Ventrikels (40x VergrofRerung) bei hyl-/-Mutanten-Infektion
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Abbildung 16: Plexus choroideus und einige granulozytére Infiltrate des Ill. Ventrikels

(40x VergroRRerung) bei nanA-/-Mutanten-Infektion

Der Entziindungsscore unterschied sich nicht signifikant, war aber nach Infektion mit
ply-/-Mutanten deutlich niedriger als in den anderen Gruppen (Tabelle 9, Abbildung

17).

Tabelle 9: Entzindungsscore (Median [25er/75er Perzentil]). Zur Legende siehe

Abbildung 4 (Seite 31)

S. pneumoniae Stamm

D39 ply-/-

nanA-/-

nanB-/-

hyl-/-

Entziindungsscore |12[6/17] |6 [4/11]

11 [8/17,5]

12 [8,8/15,5]

9[3,5/15,5]

0,16
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Abbildung 17: Graphische Darstellung des Entziindungsscores nach 36 Stunden
(Einzelwerte und Median) im Mausmodell im Vergleich mit allen infizier-
ten Mausen. Zur Legende siehe Abbildung 4 (Seite 31)

Die beschriebenen Unterschiede bestatigen sich histologisch fir den Interhemispha-
renspalt (Abbildung 18 bis Abbildung 22) sowie die Neocortexoberflache (Abbildung
23 und Abbildung 24).
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Abbildung 18: Granulozytére Infiltrate des interhemisphéren Spaltes
(20x VergroRRerung) bei ply-/-Mutanten-Infektion
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Abbildung 19: Wenig granulozytére Infiltrate des interhemisphéaren Spaltes
(40x VergréRRerung) bei ply-/-Mutanten-Infektion
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Abbildung 20: Reichlich granulozytare Infiltrate des Interhemisphérenspaltes

-Infektion

-Wildtyp

(40x VergroRRerung) bei D39
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Abbildung 21: MaRig granulozytare Infiltrate des Interhemispharenspaltes
(40 x VergréRRerung) bei hyl-/-Mutanten-Infektion
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Abbildung 22: Reichlich granulozytéare Infiltrate des Interhemispharenspaltes

Infektion

(40x VergrélRerung) bei nanB-/-Mutanten
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Abbildung 23: Reichlich granulozytare Infiltrate im Bereich der Neocortexoberflache
(40x VergroRRerung) bei D39-Wildtyp-Infektion

Abbildung 24: Wenig granulozytére Infiltrate im Bereich der Neocortexoberflache
(40x VergroRRerung) bei ply-/-Mutanten-Infektion
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3.5 Neuronenschaden

In den Hirnschnitten zeigte sich, dass der Neuronenschaden vorwiegend im Bereich der
Hippocampusformation und im Neocortex vorlag. Morphologisch entsprach der Neuro-
nenschaden vor allem einer Nekrose (Abbildung 25). Der Neuronenschadenscore trat
unabhéngig vom Vorhandensein oder Fehlen von Pneumolysin auf (Tabelle 10).

Tabelle 10:  Neuronenschaden in Abhangigkeit von der Region, Vergleich D39 und
ply-/- (Median [25er/75er Perzentil]). Zur Legende siehe Abbildung 4

(Seite 31)
S. pneumoniae Stamm
D39 ply-/- p
< Hippocampus 2[1/2] 1,5[1/1,5] [0,74
-g Neocortex 2[1/2] 15121 |0,35
% Basalganglien 1[0/1] 1[0,5/1] 0,74
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Abbildung 25: Neuronenschaden im Bereich des Hippocampus (40x Vergrof3erung) bei
D39-Wildtyp-Infektion

3.6 Uberlebenszeit von mit Pneumolysin-defizienten
Pneumokokken infizierten Mausen

Die mit ply-/-Pneumokokken infizierten Mause zeigten eine deutlich langere Uberle-
benszeit als die mit D39-Wildtyp infizierten M&use. Unterschiede manifestierten sich
deutlich ab ca. 2 Tagen nach Infektion; die 5-Tages-Uberlebenszeit lag nach Wildtypin-
fektion lediglich bei 10 % vs. 50 % nach Infektion mit ply-/-Mutanten, und auch nach
10 Tagen war der Unterschied mit 20 % vs. 0 % Uberlebenden deutlich (log rank-Test:
p<0,001; Abbildung 26).
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Abbildung 26: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Tiere im Vergleich zwischen D39-

und ply-/-Stdammen. Zur Legende siehe Abbildung 4 (Seite 31)
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass Pneumolysin als Virulenzfaktor fur die
Schwere und den Verlauf einer experimentellen Pneumokokken-Meningitis und —Sepsis
von erheblicher Bedeutung ist, wéhrend die tbrigen untersuchten Virulenzfaktoren im
verwendeten Modell keine wesentliche Rolle spielten. In unserem Mausmodell zeigte
sich, dass ply-/-Pneumokokken bei gleich hohem Inokulum und bei anndhernd gleich
hohen Bakterientitern im Zerebellum signifikant geringere Bakterientiter im Blut auf-
wiesen. Dies ging einher mit einer geringeren klinischen Krankheitsauspragung nach
36 Stunden.

Trotz erwéhnter vergleichbarer Bakterientiter im Zerebellum war die Entziindungsreak-
tion, gemessen mit dem histologisch bestimmten meningealen Inflammationsscore,
ebenfalls etwas, jedoch nicht statistisch signifikant, geringer als bei Mé&usen, die mit den
Wildtyp-(D39)-Pneumokokken infiziert wurden. Die Ubrigen Knockout-Varianten der
Pneumokokken fiihrten zu einer mit durch den Wildtyp verursachten Meningitis ver-
gleichbaren Krankheitsauspragung, mit nicht signifikant unterschiedlichen klinischen
und histologischen Veranderungen.

Diese Erkenntnis bestétigt zunéchst, dass Pneumolysin einer der wichtigsten Virulenz-
faktoren von S. pneumoniae fur invasive Infektionen ist. Gleichzeitig zeigt sich, dass
die anderen untersuchten Virulenzfaktoren, d. h. die Oberflachenproteine, ungeachtet
ihrer ausfuhrlich untersuchten Eigenschaften im Rahmen der Pathogenese von S. pneu-
moniae-Infektionen (siehe Kapitel 1.3.2, Seite 9ff) als Kandidaten fir eine Vakzinent-
wicklung speziell fiir die Pneumokokkenmeningitis eher wenig Erfolg versprechen. Die
Madglichkeit der Verbesserung der mukosalen Immunitét durch Impfstoffe, die auf den
Oberflachenproteinen beruhen (Di Guilmi und Dessen 2002; Cao et al. 2007; Ogunniyi
et al. 2007a; Giefing et al. 2008; Morsczeck et al. 2008), kann aber naturgemal trotz-
dem auch einen malgeblichen protektiven Einfluss bezlglich der Entwicklung einer
Meningitis, die nur eine Manifestation der invasiven S. pneumoniae-Infektion ist, ausu-
ben.
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Diese steht aber klinisch-epidemiologisch weit im Vordergrund, verursacht sie doch
weltweit und insbesondere in den Entwicklungslandern — vor allem bei Kleinkindern —
zahlreiche Todesfalle und bleibende Behinderungen (Di Guilmi und Dessen 2002; van
de Beek et al. 2004; Galiza und Heath 2007; Maestro und Sanz 2007; Arda et al. 2008).
Zudem dréngt das Auftreten von multipel resistenten Stammen von Pneumokokokken,
die den Therapieerfolg bei einmal eingetretener manifester Meningitis limitieren, zur
Entwicklung effektiver Impfstoffe (Tai 2006; Maestro und Sanz 2007).

Die derzeit verfugbaren Impfstoffe basieren auf dem Polysaccharidanteil der Zellwand
und sind daher gegentber der grofien genetischen Diversitat der Pneumokokkenstamme
anfallig, so dass ihre Wirksamkeit begrenzt und nicht zuverlassig vorhersagbar ist
(Kirkham et al. 2006b; Maestro und Sanz 2007).

Daher kommt dem Pneumolysin als Zielsubstanz fir die Entwicklung von Impfstoffen
nach den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung eine besondere Bedeutung zu,
was in anderen Tiermodellen bestatigt wird (z. B. (Berry et al. 1989; Orihuela et al.
2004; Ogunniyi et al. 2007a; Dessing et al. 2008).

Die ply-/-Stamme wurden durch verschiedene Verfahren hergestellt. Berry et al. (1989)
generierten durch Insertions-Duplikation einen Pneumokokkenstamm, der die Fahigkeit
verloren hatte, Pneumolysin zu produzieren. Es zeigte sich, dass nach intranasaler Ap-
plikation die Mause, die mit diesen ply-/-Stammen infiziert wurden, eine hohere Uber-
lebensrate hatten; die LD50-Dosis (=50 % lethal dose) bei intraperitonealer Infektion
war zudem deutlich héher, und die Entfernung der Pneumolyin-defizienten Erreger aus
dem Blut in einem dritten Studienteil ging rascher vonstatten.

Durch Insertions-Duplikation wurden sowohl ply-/- als auch fiir andere mégliche Viru-
lenzfaktoren defiziente Pneumokokkenstamme hergestellt, unter anderem fir Autolysin
(LytA) und das Oberflachenprotein A (PspA). Berry und Paton fanden heraus, dass bei
intraperitonealer Applikation nicht nur ply-/-, sondern auch IytA-/- und pspA-/-
Pneumokokkenstdmme eine geringere Virulenz hatten. Anders verhielten sich CbpA-,
NanA- oder Hyl-defiziente Stdimme. Hier wurde keine Virulenzabschwachung beobach-
tet (Berry und Paton 2000).

Orihuela et al. (2004) stellten ebenfalls durch Insertions-Duplikations-Mutagenese
Stamme her, die bezlglich CbpA, Ply, SpxB, LytA, NanA oder PspA defizient waren
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und fanden am Mausmodell deutliche Unterschiede der Bedeutung dieser Faktoren in
Abhangigkeit von der Inokulation:

e NanA, SpxB und weniger ausgepragt CbpA flihrten zu einer Verlangerung der
nasopharyngealen Kolonisierung.

e CbpA und NanA forderten die Ausbreitung in die tiefen Atemwege.

e Nach Etablierung einer pulmonalen Infektion férderten Ply, SpxB und LytA die
bakterielle Replikation in der Lunge und die Invasion in die Blutbahn.

e In der Blutbahn waren lediglich Ply und LytA erforderlich, um die Replikation
in hohen Titern zu ermdglichen, und ausschlieBlich CbpA war zur Invasion in
den Liquor erforderlich.

Ergénzend zu diesen Befunden ergaben unsere Versuche, dass nach Invasion der zere-
brospinalen Flissigkeit Pneumolysin als einziger der Virulenzfaktoren die Schwere der
resultierenden Infektion der Meningen bestimmt; zusammengenommen kommt dem
Pneumolysin damit vom Stadium der Pneumonie an eine Schlisselfunktion in der Pa-
thogenese zu.

Ogunniyi et al. (2007b) erzeugten auf dieselbe Weise Ply-, PspA- und PspC-defiziente
D39-Mutanten und fanden, dass die nasopharyngeale Besiedlung durch PspA starker
gefdrdert wurde als durch die beiden anderen Faktoren; die Entstehung von Pneumonie
und Sepsis wurde einzig durch PspA begunstigt.

In der vorliegenden Arbeit wurden solche Stamme erstmals in einem Meningitismodell
an der Maus (vorgestellt von (Gerber et al. 2001) angewendet; eine &hnliche aktuelle
Studie von Hirst et al. (2008) bestétigt unsere Befunde in Bezug auf das Pneumolysin
weitgehend: In dieser Untersuchung wurde bei Ratten durch einen zisternalen Katheter
eine Meningitis durch unterschiedliche Pneumokokkenstdmme induziert. Wahrend nach
Zufuhr des D39-Wildtyps alle Versuchstiere innerhalb von 26 Stunden eine Meningitis
entwickelten, verursachten isogenetische ply-/- bzw. lytA-/-Mutanten keine oder nur
eine milde Infektion.

Einschrankend muss berticksichtigt werden, dass in der vorliegenden Arbeit nicht alle
potentiellen Virulenzfaktoren untersucht wurden; etwa dem hier nicht bertuicksichtigten
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PavA attestierten Pracht et al. (2005) in einem methodisch der vorliegenden Arbeit
weitgehend entsprechenden Meningitismodell neben einem Einfluss auf die Adhérenz
und Invasion auch einen fordernden Effekt der meningealen Inflammmation.

Die Virulenz von Pneumolysin wird zum einen durch die zytolytische Fahigkeit erklart,
so dass Pneumolysin zu den membranschédigenden Toxinen gezéhlt wird (Rossjohn et
al. 1998). Zum anderen besitzt es, wie bereits oben erwéhnt, eine komplementaktivie-
rende Wirkung. In unserem Modell haben wir den Mechanismus, tber welchen sich die
Virulenz von Pneumolysin erklart, nicht untersucht. Allerdings gehen wir davon aus,
dass es sich um entsprechende Mechanismen handelt, wie sie in der Literatur beschrie-
ben wurden. Im Einzelnen sind dies folgende:

e Porenbildung und Zytolyse durch Bindung an den Cholesterolrezeptor (Berry et
al. 1995; Tweten 1995; Andrew et al. 1997; Rossjohn et al. 1998; Berry et al.
1999; Gilbert et al. 1999; Tilley et al. 2005);

e Aktivierung von Komplement nach Bindung an die Fc-Region des menschlichen
Immunglobulin G (IgG) und daraus resultierende Hemmung der Opsonisie-
rungskompetenz der Granulozyten (Mitchell et al. 1991; Paton et al. 1993,
Alexander et al. 1998; Berry et al. 1999; Hirst et al. 2004; Tilley et al. 2005);

e Verhinderung der Chemotaxis und der bakteriziden Wirkung der neutrophilen
Granulozyten in nicht zytotoxischer Konzentration (Paton und Ferrante 1983).

Berry et al. (1995) stellten in ihrem Mausmodell fest, dass die verminderte Virulenz bei
Pneumokokkenstdammen eher mit zytotoxischen als mit der komplementaktivierenden
Féahigkeit zu tun hat. Hierzu stellten sie Pneumolysin-Mutanten her, die gezielt eine der
oben erwéhnten F&higkeiten verloren hatten. Durch Punktmutation entstanden ply-
defiziente Mutanten, deren Pneumolysin gezielt entweder keine lytische Aktivitat auf-
wies oder aber das Komplementsystem nicht aktivieren konnte (Berry et al. 1999). Es
zeigte sich, dass die Méuse, die mit Pneumokokken beimpft wurden und ein nicht zyto-
toxisches Pneumolysin exprimierten, eine hohere Uberlebensrate hatten.

In einem weiteren Versuch wurden solche Mutanten mit ply-/-Mutanten, die kein
Pneumolysin produzierten, verglichen. Es zeigte sich, dass die Virulenz der durch
Punktmutation generierten, ein defektes Pneumolysin produzierenden Mutanten immer
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noch héher war als die der ply-/-Mutanten (Berry et al. 1999). Dies legt nahe, dass es
noch eine andere Aktivitat des Toxins gibt, welche zur Virulenz beisteuert (Berry et al.
1999; Mitchell 2000). Alcantara et al. (1999; 2001) stellten dagegen fest, dass die kom-
plementaktivierende Wirkung auch eine entscheidende Rolle bei der Virulenz spielt,
indem durch die vermehrte und ungezielte Aktivierung der Komplementkaskade eine
geringere Konzentration an bindungsfahigem Komplement im Serum zur Verflgung
steht.

Somit tragt die Reduktion an Komplementfaktoren (wie bereits oben beschrieben) zur
verminderten Opsonierung und Schwachung der allgemeinen Korperabwehr bei.

Stringaris et al. (2002) beschrieben in ihren Versuchen, dass Pneumolysin ebenfalls fur
die Aktivierung der p38 MAPK-Signalkaskade und die Apoptose in Zielzellen verant-
wortlich ist.

Kombinationen einzelner Virulenzfaktoren zeigten, dass nur teilweise mit einer zusatz-
lichen Verminderung der Virulenz zu rechnen ist. Eine Reduktion der Virulenz wurde
durch die Doppelmutationen von ply-/- und pspA-/-, ply-/- und hyl-/- sowie ply-/- und
cbpA-/- erreicht. Neuraminidase- und Autolysindefizienz fihrten in Kombination mit
Pneumolysindefizienz zu keiner weiteren Virulenzabschwéchung.

Zusétzlich verfugt Pneumolysin anscheinend ber die Féahigkeit, die unspezifische Im-
munabwehr durch Bindung an die Fc-Region von IgG in frihen Infektionsphasen zu
umgehen (Berry et al. 1999) und die Immunabwehr durch Zerstérung von neutrophilen
Granulozyten zu schwéchen und somit die Infektion zu beschleunigen (Zysk et al.
2000).

Im aktuellen Experiment konnten sich ply-/-Pneumokokken, die intrazerebral appliziert
wurden, systemisch vermindert verbreiten, was fur eine verstarkte Clearance aus der
Blutbahn sprechen und Folge der verminderten Toxizitat (Zysk et al. 2001) und damit
einer Verzogerung der Ausbreitung sein kann.

Ahnliches konnten Musher et al. (2001) auf andere Weise zeigen. In ihrem Mausmodell
wurden Mause nach intraperitonealer Infektion mit Streptokokken Typ 1 oder 4 zusatz-
lich mit Anti-Ply-IgG beimpft. Bei den behandelten Tieren fanden sich sowohl eine
hohere Uberlebensrate als auch negative Blutkulturen. Da Pneumolysin die Epithelzel-
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len der Lungenalveolen zerstort und die Phagozytoseféhigkeit der polymorphkernigen
Leukozyten vermindert, konnen in der friihen Infektionsphase somit durch IgG-
Antipneumolysin-Antikorper die Pneumolysineffekte verhindert werden (Musher et al.
2001).

Pneumolysin wirkt entziindungsfordernd, indem es die Aktivitit von Neutrophilen sti-
muliert (Cockeran et al. 2001). In unserem Mausmodell stellten wir eine geringe Ab-
nahme des meningealen Inflammationsscores nach Infektion mit der ply-defizienten
Mutante fest, die moglicherweise bei einer héheren Versuchstierzahl statistische Signi-
fikanz erreicht hétte.

Weder die Hyaluronidase noch die Neuraminidase hatten in unserem Mausmodell einen
Effekt auf den klinischen Verlauf oder auf die Bakterientiterzahl im Blut (Verbreitung
im Blut oder Keimwachstum bei Infektion) unserer Versuchstiere. Zu dhnlichen Ergeb-
nissen kamen Berry und Paton (2000) in ihren Experimenten. Weiterhin scheint die
Neuraminidase A in Untersuchungen mit entsprechenden defizienten Pneumokokken an
Meerschweinchen keine Rolle beim Horverlust bzw. den Innenohrschéden zu spielen
(Winter et al. 1997). Die Beobachtung, dass Neuraminidase A-defiziente Stdimme kei-
nen Effekt auf eine Minderung des Horverlustes haben, erklaren Berry und Paton
(2000) damit, dass ein Fehlen von NanA durch die Aktivitdt von NanB und NanC kom-
pensiert wird. Bei NanB-Defizienz verhielt es sich ebenso.

Fur die Ausbreitung von Pneumokokken vom Lungengewebe in die Blutbahn kommt
der Hyaluronidase eine entscheidende Bedeutung zu (Kostyukova et al. 1995;
Zwijnenburg et al. 2001). Die intrazerebrale Beimpfung ist daher eine eher ungeeignete
Methode, um die Rolle dieses Enzyms hinsichtlich seiner Pathogenitat zu bestimmen
(Koedel und Pfister 1999). Da — wie bei anderen Studien vorher (Berry und Paton 2000)
- eine intrazerebrale Beimpfung in unserem Mausmodell angewendet wurde, fand sich
nicht unerwartet kein Effekt der Hyaluronidasedefizienz auf die Virulenz.

Pneumolysin als membranschédigendes Zytotoxin bewirkt die Zytolyse der Wirtszelle.
Ein derartiger Effekt mag auch eine Rolle bei der Zerstérung der mikrovaskuléren En-
dothelzellen der Blut-Hirn-Schranke spielen. Daneben kommt es durch die Aktivierung
der Tyrosinkinase und von Caspasen zur Schédigung der Neuronen (Zysk et al. 2001).
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Aus diesem Grund erwarteten wir einen geringeren Neuronenschaden im Mausmodell
bei den ply-/-Pneumokokkenstammen im Vergleich zu den Wildtypen. Es zeigte sich
jedoch kein Unterschied im Neuronenschaden zwischen den ply-/- und Wildtyp-
Stammen. Dies kdnnte mit der geringen Selektivitit des verwendeten Scores oder tat-
séchlich nicht vorhandenen Unterschieden zusammenhéangen.

Madoglicherweise ist der verwendete semiquantitative histologische Score zu ungenau,
um geringe Unterschiede nachzuweisen. Auch konnten einige der Tiere nicht krank
genug gewesen sein, damit ein ausreichender Neuronenschaden auftritt. Der mediane
klinische Score der Kontrolltiere nach 36 Stunden zeigte einen Score von 1 (leicht le-
thargisch). Daruiber hinausgehend mag auch das Modell nur zum Teil die Mechanismen
beim Menschen in Bezug auf den Neuronenschaden reflektieren. Wir beobachteten so
zum Beispiel vor allem einen nekrotischen Neuronenschaden, wahrend im Obduktions-
gut beim Menschen der apoptotische Zelltod eine nicht unerhebliche Rolle spielte (Nau
et al. 1999). Die Infektion verlauft in unserem Modell perakut, so dass vermutlich die
Zeit zur Entwicklung entsprechender pathologischer Veranderungen zu kurz war. Al-
ternativ mag die antibiotische Behandlung beim Menschen eine Rolle spielen. Durch
Antibiotikagabe kommt es zum einen zu einem langeren Verlauf und andererseits zur
zusétzlichen Freisetzung bakterieller Bestandteile, insbesondere zytosolischer Proteine
wie des Pneumolysins (Spreer et al. 2003).

Zusammenfassend konnten wir mit unseren Untersuchungen zeigen, dass Pneumolysin
einer der wichtigsten Virulenzfaktoren von Streptococcus pneumoniae ist. Sowohl der
klinische Score als auch Wachstum und systemische Ausbreitung der Bakterien im Blut
werden als Folge einer Infektion mit defizienten Pneumokokken beeinflusst. Defizienz
einzelner Neuraminidasen oder der Hyaluronidase zeigten in unserem Modell keine
Auswirkungen in Bezug auf die gemessenen klinischen und paraklinischen Parameter.
Weitere Studien sind notwendig, um den Effekt von Pneumolysin auf meningeale Ent-
ziindung sowie Neuronenschaden zu beurteilen. Andere Modelle, die mit intranasaler
Infektion arbeiten, sind zudem notwendig, um den Effekt von Hyaluronidase auf die
Entwicklung der experimentellen Meningitis zu beurteilen.

Insgesamt erweist sich aber das Pneumolysin in der vorliegenden Untersuchung in
Ubereinstimmung mit der umfangreichen Literatur (z. B. Cockeran et al. (2005)) als
vielversprechende Target-Substanz fur die Impfstoffentwicklung; eine nicht-toxische,
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fur die Impfung im Prinzip geeignete Variante entwickelten z. B. Kirkham et al.
(2006a) durch Deletion einer einzelnen Aminosaure, die die Porenbildung verhindert.
Interessant ist ferner die von Roche et al. (2007) demonstrierte Mdglichkeit, mit ent-
sprechend verénderten und damit virulenzgeschwachten Bakterienstdmmen eine Leben-
dimpfung durchzufuhren; auch in dieser Untersuchung an M&usen erwies sich ein Ply-
und PspA-Doppel-Knockout-Stamm als effektiv und sicher.

Nach Infektion der Mutter mit dem Wildtyp von S. pneumoniae zeigen Sauglinge mit
hohen Anti-Ply-Antikorpertitern eine reduzierte Pneumokokkenbesiedlung (Holmlund
et al. 2006); auch die erfolgreiche Passivimmunisierung mit einem Pneumolysin-
Antiserum gegen eine Pneumokokken-Keratitis (Green et al. 2008) unterstreicht die
Bedeutung dieses Faktors und das Potential einer passiven oder aktiven Pneumolysin-
Impfung. Die protektive Wirksamkeit natiirlicher (Baxendale et al. 2008) und syntheti-
scher Antikorper gegen Pneumolysin (Garcia-Suarez et al. 2004) zur Verhitung einer
Pneumokokkeninfektion wurde gezeigt; dies ist aber auf die Meningitis so nicht Uber-
tragbar. Die Erprobung aktiver Pneumolysin-Vakzine hat bislang noch keine verwertba-
ren Erfolge gezeigt (Ferreira et al. 2006).

Nach der vorliegenden Untersuchung und dem Uberwiegenden Teil der Literatur ist
Pneumolysin speziell fur die Verhitung der Meningitis die am ehesten erfolgverspre-
chende Zielsubstanz fir die Entwicklung eines Impfstoffs; nach der Literatur (Berry
und Paton 2000; Orihuela et al. 2004; Hirst et al. 2008) sollte zudem wahrscheinlich
auch das — in der vorliegenden Untersuchung nicht geprufte — Autolysin beriicksichtigt
werden.



Zusammenfassung -61 -

5 Zusammenfassung

Die anhaltend hohe Letalitat der Pneumokokkenmeningitis und die Entstehung multipel
resistenter Stdimme sowie die begrenzte Wirksamkeit der verfligbaren Polysaccharid-
und Konjugat-Impfstoffe sind der Hintergrund intensiver Bemiihungen um die Entwick-
lung effizienter und sicherer Vakzine gegen S. pneumoniae. Entsprechende Untersu-
chungen sind in der Regel auf die Virulenzfaktoren der Pneumokokken fokussiert.

In der vorliegenden Untersuchung wurde in einem Meningitismodell mit intrazerebraler
Infektion die Virulenz des D39-Wildtyps von S. pneumoniae mit anderweitig isogeneti-
schen Varianten verglichen, bei denen die Gene fir die Bildung von Pneumolysin, Neu-
raminidase A und B bzw. Hyaluronidase durch Insertions-Duplikation ausgeschaltet
worden waren. Die Untersuchung erfolgte an je 11 Mé&usen pro Gruppe, denen jeweils
10* CFU des entsprechenden Stammes in den rechten Frontallappen verabreicht wur-
den. Der Gesundheitszustand der Mause wurde 12, 24, 32 und 36 Stunden nach der In-
fektion durch einen klinischen Score, Gewicht und Seiltest erfasst. 36 Stunden nach der
Infektion wurden die Tiere getttet (Dekapitation) und das Gehirn flr die histologische
Untersuchung aufbereitet.

Das Korpergewicht nahm in allen Gruppen ab; die Unterschiede waren nicht signifi-
kant, aber der Gewichtsverlust in der ply-/-Gruppe lag deutlich niedriger als in den an-
deren Gruppen. Der klinische Score war in dieser Gruppe 32 und 36 Stunden nach In-
fektion statistisch signifikant niedriger, d. h. die Tiere waren gestinder als nach Infekti-
on mit dem Wildtyp, und ein entsprechendes Ergebnis zeigte der Seiltest. Die anderen
Knockout-Varianten unterschieden sich weder untereinander noch vom Wildtyp in rele-
vanter Weise. Diese klinischen Ergebnisse lieBen sich sowohl in Bezug auf die Uberle-
benszeit als auch auf den Bakterientiter nach 36 Stunden und den histologischen Befund
reproduzieren.

Zusammenfassend ist das Pneumolysin als vielversprechender Kandidat fir eine
Zielsubstanz fir die Entwicklung von Impfstoffen gegen die Pneumokokkenmeningitis
anzusehen; zusétzlich ist dies nach der aktuellen Literatur wahrscheinlich auch fir das
hier nicht untersuchte Autolysin der Fall, Neuraminidase A und B bzw. Hyaluronidase
dagegen scheinen eher ungeeignet zu sein.
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6 Anhang

6.1 Abklrzungsverzeichnis

CbpA
CDC
Hyl
hyl-/-
IgG
LPXTG
LytA
IytA-/-
MAPK
n.s.
NanA
nanA-/-
NanB
nanB-/-
NanC
nanC-/-
PAF
PavA
Ply
ply-/-
PspA
S. pneumoniae
SpxB
TAC

Cholin-bindendes Protein A
cholesterol-dependent cytolysins
Hyaluronidase
Hyaluronidase-defizient
Immunglobulin G

grampositive attachment motif
Autolysin

Autolysin-defizient
Mitogen-aktivierte Proteinkinase
nicht signifikant

Neuraminidase A
Neuraminidase A-defizient
Neuraminidase B
Neuraminidase B-defizient
Neuraminidase C
Neuraminidase C-defizient
platelet activating factor
pneumococcal adherence and virulence factor A
Pneumolysin
Pneumolysin-defizient
pneumococcal surface protein A
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pneumoniae expression of pyruvate oxidase
Thiol-aktivierende Zytolysine
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