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1 Einleitung

1.1 Erkrankungen durch Meningokokken

1.1.1 Erreger und Epidemiologie

Meningokokkenerkrankungen werden durch Bakterien der Art Neisseria meningitidis, synonym
Meningokokken, hervorgerufen. Es handelt sich um gramnegative Diplokokken, die sich auch bei
Teilen der gesunden Bevolkerung im Nasen-Rachen-Raum nachweisen lassen. Die Zahl der
gesunden Keimtrager nimmt unter den Heranwachsenden zu und erreicht im jungen Erwachsenen-
alter unter Studenten und Soldaten Anteile von bis tUber 30% (Robinson et al. 2002, Claus et al.
2005, Gardner 2006, Stephens et al. 2007). Die Ubertragung erfolgt als Tropfcheninfektion (Robert
Koch-Institut (RKI) 2009a). Aufgrund der Zusammensetzung der kapsuldren Polysaccharide
werden 12 bis 13 verschiedene Serogruppen unterschieden (Stephens et al. 2007, Caugant und
Maiden 2009, Sadarangani und Pollard 2010). Weltweit hauptverantwortlich fur invasive Meningo-
kokkenerkrankungen (IMD) sind die Serogruppen A, B, C, W 135 und Y (Caugant und Maiden
2009, Feavers und Pizza 2009). In Deutschland und Europa sind die Meningokokken der Sero-
gruppe B die mit Abstand haufigsten Erreger. In den vergangenen Jahren machten in Deutschland
die Serogruppe B etwa 70% und die Serogruppe C etwa 25% der Erkrankungen aus (EU-IBIS
2007, RKI 2009a). Dagegen findet sich weltweit die Serogruppe A als héaufigster Erreger. Sie ist
verantwortlich fiir wiederholt auftretende groRe Epidemien im sogenannten afrikanischen Menin-
gitisgurtel und in Asien (Stephens et al. 2007, Harrison et al. 2009). Die durchschnittliche Inzidenz
invasiver Erkrankungen (Erkr.) durch Meningokokken lag in Deutschland in den Jahren 1990 bis
2005 bei 0,9 Erkr./100 000 Einwohner (Einw.) (RKI 2006). In den Jahren 2006 und 2007 gab es
einen leichten Rickgang auf 0,67 und 0,53 Erkr./100 000 Einw. und im Jahr 2008 betrug die
Inzidenz nahezu unverandert 0,55 Erkr./100 000 Einw. (RKI 2009b). Erkrankungen durch Menin-
gokokken treten in jedem Lebensalter, ganz besonders hdufig aber in den ersten Lebensjahren auf.
Etwa ein Drittel aller IMD betrifft Kinder unter 5 Jahren (Harrison et al. 2009, RKI 2009a). Die
hdchste Inzidenz mit 10 Erkr./100 000 Einw. bzw. 15% der Erkrankungsfélle in Deutschland findet
sich in den ersten 12 Lebensmonaten. Die Letalitdt betrdgt in Deutschland knapp 10%. In
Abhangigkeit vom klinischen Bild schwankt die Letalitat zwischen 3% bei alleinigem Vorliegen

einer Meningitis bis Uber 30% beim Waterhouse-Friderichsen-Syndrom (RKI 2009a).



1.1.2 Klinisches Bild

Werden die Schleimhdute eines asymptomatischen Keimtragers von den Meningokokken durch-
brochen, so gelangen die Keime in die Blutbahn. Gelingt dort nicht die sofortige Abwehr, kann
eine schnelle Vermehrung der Bakterien mit schweren Erkrankungen die Folge sein (Caugant und
Maiden 2009, RKI 2009a). Haufigste Verlaufsform schwerer Meningokokkenerkrankungen ist mit
Uber der Halfte der Félle die eitrige Meningitis, gefolgt vom ausschlieflichen Vorliegen einer
Sepsis in etwa einem Viertel der Falle (Kaplan et al. 2006, RKI 2010). In 10-15% findet sich ein
Waterhouse-Friderichsen-Syndrom, die besonders fulminant verlaufende Form der Meningo-
kokkensepsis (RKI 2010). Als Symptome und Komplikationen einer IMD zeigen sich u.a. die
klassischen Klinischen Zeichen einer bakteriellen Meningitis, makulo-papulése oder petechiale
Exantheme oder eine Purpura fulminans, Krampfanfalle, Hirnddem, Verbrauchskoagulopathie mit
Nekrosen, Schock und Multiorganversagen (Mercier et al. 1988, Stephens et al. 2007, RKI 2010).
Dariiber hinaus haben Uberlebende haufig unter dauerhaften Folgen der Erkrankung zu leiden.
Nach einer Meningitis kommt es in Uber 10% der Falle zu Innenohrschadigungen mit Schwer-
horigkeit bis hin zur Taubheit. Weitere mdgliche Langzeitfolgen nach IMD sind u.a. Blindheit,
Transplantationen und Amputationen als Folge von Nekrosen und Gangrén, Knochenschéaden und
Storungen des Skelettwachstums, Krampfleiden sowie neuromotorische Behinderungen unter-
schiedlichsten Ausmalfies (Bedford et al. 2001, Kaplan et al. 2006, RKI 2006). Im S&uglingsalter an
einer Meningitis erkrankte Kinder und Jugendliche zeigen zudem signifikant hdaufiger VVerhaltens-
auffalligkeiten und Lernstérungen (Bedford et al. 2001, Halket et al. 2003, de Louvois et al. 2007).

1.1.3 Therapie

Invasive Erkrankungen durch Meningokokken gehen noch immer mit einer hohen Morbiditat und
Letalitat bei zuvor vollig gesunden Kindern einher. Die schnellstmdgliche kausale Therapie mit
Antibiotika ist entscheidend in der Behandlung der IMD. Zusatzlich ist die Gabe von Dexa-
methason heute in der Therapie der bakteriellen Meningitis vielerorts etabliert, dabei aber durchaus
umstritten (Greenwood 2007, Pollard et al. 2007, Siberry und McMillan 2008, Peltola und Roine
2009, Schroten et al. 2009). Der vielfach aufgefiihrte Nutzen von Dexamethason, insbesondere
hinsichtlich einer Senkung des Risikos schwerer Horschadigungen (van de Beek et al. 2007), muss
aufgrund widersprechender Studienergebnisse kritisch hinterfragt werden (Peltola et al. 2007,
Mongelluzzo et al. 2008, Peltola et al. 2010). Trotz grofRer medizinischer Fortschritte in den
vergangenen Jahrzehnten blieb die Letalitat der IMD in dieser Zeit nahezu unverandert (Havens et
al. 1989, RKI 2009a). Zahlreiche adjuvante Therapieversuche z.B. mit dem Endotoxin-bindenden
Protein rBPI,; (Levin et al. 2000), Antiseren gegen den mutierten Escherichia coli-Typen J5
(J5 Study Group 1992), humanem monoklonalen Endotoxin-(Lipid A-)Antikorper HA-1A
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(Derkx et al. 1999) oder Gewebe-Plasminogenaktivator t-PA (Zenz et al. 2004) konnten keine
Uberzeugende Reduktion von Morbiditat und Letalitat erreichen. Aktiviertes Protein C zeigt in der
Behandlung erwachsener Sepsispatienten positive Effekte (Bernard et al. 2001, Vincent et al.
2005). Es ist fur die Therapie im Kindesalter wegen fehlender Belege einer ausreichenden
Wirksamkeit sowie des Blutungsrisikos unter Therapie jedoch nicht empfohlen (Goldstein et al.
2006, Dellinger et al. 2008).

1.1.4 Impfung

Aufgrund der nach wie vor unzureichenden Behandlungserfolge kommt der Prophylaxe invasiver
Erkrankungen durch Meningokokken eine besonders wichtige Rolle zu. Impfungen gegen
Meningokokken der Serogruppen A, C, W 135 und Y mit einem Polysaccharidimpfstoff wurden in
Deutschland erstmals 1988 von der Standigen Impfkommission (STIKO) als Indikationsimpfungen
fur Risikopersonen empfohlen (RKI 2006). Die Polysaccharidimpfstoffe bieten der hauptséchlich
gefahrdeten Altersgruppe der S&uglinge und Kleinkinder jedoch keinen wirksamen Schutz vor
Meningokokkenerkrankungen. In diesem Alter haben die Polysaccharidimpfstoffe nur eine geringe
immunogene Wirkung und induzieren kein immunologisches Ged&chtnis. Zudem verursachen sie
ein sogenanntes hyporesponsiveness-Phdnomen, d.h. bei Wiederimpfung kommt es zu einer
verminderten Immunantwort (MacDonald et al. 1998, MacLennan et al. 1999, Borrow et al. 2000,
RKI 2006). Besser geeignet sind dagegen Konjugatimpfstoffe, die auch schon im friihen Kindes-
alter zu einem wirksamen Impfschutz fihren (MacDonald et al. 1998, RKI 2006, Snape et al. 2008,
Black et al. 2010). In Deutschland wird von der STIKO seit dem Jahr 2006 die einmalige Impfung
mit einem konjugierten Meningokokken-C-Impfstoff fiir alle Kinder im 2. Lebensjahr zum
frihestmdglichen Zeitpunkt empfohlen (RKI 2006). Daten aus GroRbritannien zeigen nach einer
dort bereits im Jahr 1999 eingefiihrten Impfung mit einem konjugierten Meningokokken-C-
Impfstoff einen deutlichen Riickgang der IMD durch diese Serogruppe sowohl bei geimpften als
auch bei nicht-geimpften Kindern und Jugendlichen (Miller et al. 2001, Ramsay et al. 2001 und
2003, Pollard et al. 2007, Campbell et al. 2009). Ursachlich fur den indirekten Schutz auch Nicht-
Geimpfter ist moglicherweise die nachgewiesene Reduktion der Anzahl asymptomatischer
Keimtrager nach Impfung (Maiden und Stuart 2002). Auch die Wirksamkeit eines tetravalenten
konjugierten Impfstoffs gegen die Serogruppen A, C, W 135 und Y konnte fiir das Sauglings- und
frihe Kindesalter nachgewiesen werden (Snape et al. 2008, Black et al. 2010). Schwierigkeiten
bereitet dagegen weiterhin die Entwicklung eines Impfstoffes gegen Meningokokken der
Serogruppe B, also den in Deutschland wie auch in vielen anderen Landern haufigsten IMD-
Erreger. Erschwert wird die Entwicklung einer B-Vakzine u.a. durch Ahnlichkeiten der

Polysaccharide der B-Kapsel mit Glykoproteinen des menschlichen Gehirns und durch die geringe



Immunogenitat der B-Polysaccharide (Finne et al. 1983). Die Entwicklung eines Impfstoffes
konzentriert sich daher stattdessen auf sogenannte outer membrane vesicles (OMV) und
Proteinantigene auf der Bakterienzelloberflache (Feavers und Pizza 2009, Holst et al. 20009,
Sadarangani und Pollard 2010). Erfolgreiche Anwendung fanden OMV-Impfstoffe, die zur
gezielten Einddmmung epidemisch auftretender IMD z.B. in Neuseeland speziell gegen einen
Meningokokkenklon entwickelt wurden. Aufgrund ihrer Stammspezifitat bieten diese darliber
hinaus aber keinen sicheren Schutz gegen andere B-Meningokokken (Bjune et al. 1991, Sexton et
al. 2004, Sandbu et al. 2007, Wong et al. 2007, O’Hallahan et al. 2009). Auf der Suche nach einer
geeigneten Impfung gegen verschiedene B-Meningokokken kénnte die Kombination von
Impfstoffen gegen einzelne Klone eine Option darstellen (Boutriau et al. 2007, Sandbu et al. 2007,
Holst et al. 2009). Doch trotz der Bemihungen in den vergangenen Jahrzehnten und zahlreichen
klinischen Studien gibt es noch immer keinen breit wirksamen, kommerziell zur Verfligung
stehenden Impfstoff gegen Meningokokken der Serogruppe B (Harrison 2008, Holst et al. 2009,
Sadarangani und Pollard 2010).

1.2 Zytokine

1.2.1 Definition, allgemeine Funktionen

Als Zytokine werden Uberbegrifflich eine Vielzahl von Mediatoren bezeichnet, mit deren Hilfe
Zellen miteinander kommunizieren. Dieses gilt insbesondere auch fur die Zellen des Immun-
systems. Zytokine regulieren u.a. das Wachstum, die Differenzierung und die Aktivierung dieser
Zellen und (Ubernehmen damit eine bedeutsame Rolle in der Vermittlung der angeborenen
Immunantwort. Darliber hinaus sind heute zahlreiche weitere physiologische Funktionen der
Zytokine u.a. fur die Hamatopoese und das Nervensystem bekannt. Zu den Zytokinen werden die
Interleukine, Interferone, koloniestimulierenden Faktoren, Wachstumsfaktoren, Chemokine und
Tumornekrosefaktoren gerechnet. Sie interagieren in einem komplizierten Netzwerk, in dem ein
einzelnes Zytokin mehrere verschiedene biologische Funktionen tbernimmt und einzelne
Funktionen wiederum von mehreren verschiedenen Zytokinen tbernommen werden. Grundsétzlich
lasst sich zwischen den vorwiegend proinflammatorisch und den vorwiegend antiinflammatorisch
wirkenden Zytokinen unterscheiden. Eine genaue Regulierung der Synthese und des komplexen
Zusammenspiels der Zytokine ist unabdingbar, da eine Stérung des Gleichgewichts zu schédlichen
Effekten auf den Organismus flhren kann. So ist die Bildung proinflammatorischer Zytokine
einerseits eine wichtige Komponente der physiologischen Immunabwehr, andererseits aber auch

mitbeteiligt an der Entstehung und Unterhaltung von Entzlindungsprozessen. Neben der



Mitverantwortung in der Pathogenese autoimmunologischer Erkrankungen ist als besonders
dramatisches Beispiel die Rolle der proinflammatorischen Zytokine in der Vermittlung des
septischen Schocks zu nennen (Strober und James 1988, Kishimoto et al. 1995, Rothwell 1999,
Hackett et al. 2001, Janeway und Medzhitov 2002, Blanco et al. 2008, de Araujo et al. 2009,
Deverman und Patterson 2009).

Im Folgenden werden kurz die in dieser Arbeit untersuchten proinflammatorischen Zytokine
Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-8 (IL-8) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-0) (Kap. 1.2.2) und

deren Zusammenhang mit Meningokokkenerkrankungen dargestellt (Kap. 1.2.3).

1.2.2 Die proinflammatorischen Zytokine IL-6, IL-8 und TNF-a

Interleukin-6 (IL-6) wird u.a. von Monozyten/Makrophagen, B- und T-Lymphozyten, Fibroblasten,
Endothelzellen, verschiedenen Tumorzellen sowie im zentralen Nervensystem (ZNS) von
Neuronen und Gliazellen gebildet. Es spielt sowohl fiir das Immunsystem, bei der Hdmatopoese als
auch im Nervensystem eine wichtige Rolle (Strober und James 1988, Gadient und Otten 1997,
Blanco et al. 2008, de Araujo et al. 2009). IL-6 induziert beispielsweise die Bildung von
hepatischen Akute-Phase-Proteinen (Gauldie et al. 1987, Kopf et al. 1994), fordert die Antikorper-
bildung in B-Zellen (Kopf et al. 1998, Dienz et al. 2009) und ist an der Differenzierung von
Monozyten (Chomarat et al. 2000, Mitani et al. 2000) und Nervenzellen beteiligt (Sterneck et al.
1996, Marz et al. 1997). Neben zahlreichen physiologischen Aufgaben ist IL-6 entscheidend an
Entziindungs- und Autoimmunprozessen beteiligt (Kishimoto 2006), wirkt pyrogen (Chai et al.
1996) und negativ inotrop (Kinugawa et al. 1994, Pathan et al. 2004). Induktoren der IL-6-Synthese
sind bakterielle Endotoxine (Lipopolysaccharide) und andere Zytokine wie das TNF-o und
Interleukin-1p (Shalaby et al. 1989).

Das Zytokin Interleukin-8 (IL-8) gehért zur Untergruppe der proinflammatorischen Chemokine
(chemotaktische Zytokine) und wird als solches aufgrund struktureller Eigenschaften auch als
CXCL8 bezeichnet. Zu seinen wichtigsten Aufgaben gehért die Regulierung der Migration und
Aktivierung von Leukozyten und insbesondere von neutrophilen Granulozyten. Damit spielt IL-8
eine entscheidende Rolle im Immunsystem und bei Entziindungsreaktionen (Rollins 1997, Luster
1998, Laing und Secombes 2004, Sharma 2010). Zudem fordert IL-8 die Angiogenese (Koch et al.
1992, Strieter et al. 1995). Auch eine Bedeutung der Chemokine fiir neurophysiologische und
neuropathologische Abl&ufe ist in den vergangenen Jahren mehrfach belegt worden (Banisadr et
al. 2005, Ransohoff 2009). IL-8 kann durch eine Vielzahl von Zellen, darunter Monozyten,
T-Lymphozyten, Neutrophile, Fibroblasten, Endothel- und Epithelzellen, synthetisiert werden



(Baggiolini et al. 1989, Adams und Lloyd 1997, Rollins 1997). Bakterielle Endotoxine und die
proinflammatorischen Zytokine Interleukin-1 und TNF-a induzieren die IL-8-Bildung (Thornton et
al. 1990, Martich et al. 1991, Yasumoto et al. 1992, Xing und Remick 2003).

Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a), frither auch als Cachectin bezeichnet, erfiillt ebenfalls wichtige
physiologische Funktionen der Immunabwehr. TNF-a dient u.a. als Mediator bei der Induktion des
programmierten Zelltods und der Angiogenese, wirkt pyrogen, steigert die Phagozytenaktivitat,
bewirkt entzlindliche Veradnderungen am GeféRendothel und induziert die Bildung anderer
proinflammatorischer Zytokine (Sherry und Cerami 1988, Dinarello 2004, Bradley 2008, Kruglov
et al. 2008). Gleichzeitig gilt es als entscheidendes Zytokin in der Vermittlung des septischen
Schocks. Hohe TNF-a-Konzentrationen im Organismus rufen die klassischen Kklinischen
Komponenten des septischen Schocks hervor, wie er auch bei invasiven Meningokokken-
erkrankungen auftritt. Es kommt zu Gerinnungsstérungen, metabolischen Verdnderungen,
Blutdruckabfall und Stérungen der Zelladhasion, der Chemotaxis und der vaskulédren Integritat bis
hin zum Organversagen und Tod (Beutler et al. 1985, Tracey et al. 1986 und 1987, Mathison et al.
1988, Brett et al. 1989, Salyer et al. 1990). Daneben spielt TNF-a auch in der Pathogenese
chronisch-entziindlicher Erkrankungen eine bedeutende Rolle. Therapeutisch werden TNF-o-
Inhibitoren erfolgreich bei Erkrankungen wie der Rheumatoiden Arthritis, Ankylosierenden
Spondylitis, dem Morbus Crohn oder der Psoriasis eingesetzt (Chang und Girgis 2007, Bradley
2008). Bakterielle Endotoxine (Lipopolysaccharide) sind als besonders potente Induktoren der
TNF-a-Synthese bekannt. Auch Viren, Tumorzellen und Zytokine, u.a. Interferon-y und TNF-a
selbst, stimulieren dessen Bildung. Hauptquelle des TNF-a sind Monozyten/Makrophagen, aber
auch Lymphozyten, natiirliche Killerzellen, Mastzellen, Endothelzellen, Herzmuskel- und glatte
Muskelzellen, Fibroblasten, Osteoklasten und Zellen des ZNS kénnen TNF-a bilden (Tracey und
Cerami 1993, Mirlashari und Lyberg 2003, Bradley 2008, Chen et al. 2008).

1.2.3 IL-6, IL-8 und TNF-a bei Erkrankungen durch Meningokokken

Infektionen durch Meningokokken gehen mit einer starken Bildung proinflammatorischer Zytokine
wie des IL-6, IL-8 und TNF-a und den entsprechenden klinischen Folgen einher. Entscheidende
bakterielle Faktoren in der Pathogenese systemischer Meningokokkenerkrankungen sind die
Endotoxine der Meningokokken mit ihren Lipopolysaccharid-Bestandteilen (LPS). LPS ist eine
Komponente der Zellwand von Meningokokken und anderer gramnegativer Bakterien und fuhrt
insbesondere in Monozyten/Makrophagen und dendritischen Zellen zur Zytokinbildung (Kang et
al. 1992, van Deuren et al. 2000, Hackett et al. 2001, de Souza und Seguro 2008). LPS vermittelt

seine Wirkung groBtenteils Uber das LPS-bindende Protein (LBP) und einen Rezeptorkomplex, der



sich aus dem Oberflachenmolekil CD14, dem Transmembranrezeptor Toll-like-Rezeptor (TLR)4
und dem extrazellularen Adapterprotein MD-2 zusammensetzt (Schumann et al. 1990, Wright et al.
1990, Shimazu et al. 1999, Pridmore et al. 2001, Zughaier et al. 2004). Folge der TLR-Aktivierung
ist u.a. die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB und daraus folgend die Induktion der
Synthese proinflammatorischer Zytokine (Palsson-McDermott und O’Neill 2004, Bryant et al.
2010). Meningokokken kdnnen daneben die Zytokinsynthese zu einem kleineren Teil auch LPS-
unabhéngig anregen. Dieses erfolgt mindestens teilweise Uber den Rezeptor TLR2 und erfordert
ebenfalls das Vorhandensein des Membranproteins CD14 (Uronen et al. 2000, Ingalls et al. 2001,
Pridmore et al. 2001, Sprong et al. 2001, Mirlashari und Lyberg 2003, Mgller et al. 2005). Daneben
wird auch dem TLR9 eine wichtige Rolle bei der Erkennung der Meningokokken zugeschrieben
(Mogensen et al. 2006, Sjolinder et al. 2008).

Schwere und Letalitat invasiver Meningokokkenerkrankungen korrelieren mit der Konzentration
der Zytokine 1L-6 (van Deuren et al. 1995, Riordan et al. 1996, Pathan et al. 2004), IL-8 (van
Deuren et al. 1995, Mgller et al. 2005, Vermont et al. 2006) und TNF-a (Waage et al. 1987, van
Deuren et al. 1995, Riordan et al. 1996).

1.3 Erythropoietin

1.3.1 Gewebeprotektive Eigenschaften

Erythropoietin (Epo) ist ein Glykoprotein, das durch seine namensgebende Hamatopoese-
stimulierende Wirkung bekannt wurde. Es wird hauptsdchlich in der Niere, dartiber hinaus aber
auch in kleinen Mengen u.a. in der Leber, dem Gehirn, der Lunge, der Gebarmutter, dem Hoden
und der Milz gebildet. Erst in den vergangenen Jahren wurde erkannt, dass sich die Funktionen von
Epo keineswegs auf das Knochenmark und die Blutbildung beschranken. Epo spielt auch als
Wachstums- und Schutzfaktor diverser nicht-hdmatopoetischer Gewebe eine bedeutende Rolle
(Jelkmann 1992 und 2004, Brines und Cerami 2005, Zoubek 2007, Arcasoy 2008). Besonderes
Interesse weckte hierbei ein fur Epo nachgewiesener neuroprotektiver Effekt. Epo und der Epo-
spezifische Rezeptor (Epo-R) sind fiir die normale Entwicklung des Gehirns von Bedeutung (Yu et
al. 2002, Tsai et al. 2006, Chen et al. 2007). Im gesunden Gehirn des Erwachsenen werden Epo und
Epo-R nur noch in geringen Mengen exprimiert. Unter anderem bei hypoxisch-ischdmischen
Schadigungen kommt es jedoch zu einer verstérkten Expression im Nervensystem (Juul et al. 1999,
Chikuma et al. 2000, Sirén et al. 2001a). Ein neuroprotektiver Effekt durch Epo zeigte sich in

praklinischen Studien sowohl bei hypoxisch-ischdmischen, toxischen, inflammatorischen als auch



bei traumatischen Hirn- und Riickenmarksschédigungen (Sakanaka et al. 1998, Brines et al. 2000,
Sirén et al. 2001b, Celik et al. 2002, Gorio et al. 2002, Li et al. 2004, Chang et al. 2005, Demers et
al. 2005), so dass die Steigerung der Epo-Synthese z.B. unter ischdmischen Bedingungen als
endogener Schutzmechanismus betrachtet werden kann. Epo hat mehrere Eigenschaften, die bei der
Vermittlung der gewebeschutzenden Effekte eine Rolle spielen. Eine entscheidende Komponente
hierbei ist die antiapoptotische Wirkung im geschédigten bzw. im angrenzenden Gewebe
(Digicaylioglu und Lipton 2001, Sirén et al. 2001b, Celik et al. 2002, Kumral et al. 2006). Zudem
wirkt es antiinflammatorisch und hemmt die Einwanderung inflammatorischer Zellen und die
Bildung proinflammatorischer Zytokine (Agnello et al. 2002, Villa et al. 2003, Sun et al. 2005,
Strunk et al. 2008). Daneben werden seine antioxidative Wirkung (Chattopadhyay et al. 2000,
Kumral et al. 2005), die Modulation der Stickstoffmonoxidsynthese (Calapai et al. 2000, Genc et
al. 2006, Santhanam et al. 2006) und die Fahigkeit zur Stimulation der Angio- und Neurogenese
(Wang et al. 2004a, Gonzalez et al. 2007) ebenfalls als mitverantwortlich fir die neuroprotektiven
Wirkungen diskutiert. Die genannten Eigenschaften tragen auch zu den weiteren nicht-
hamatopoetischen Wirkungen von Epo bei, die unter anderem kardioprotektive Effekte (van der
Meer et al. 2005, Rui et al. 2005, Li et al. 2006) und eine fordernde Wirkung auf die Wund- und
Knochenheilung beinhalten (Haroon et al. 2003, Galeano et al. 2004, Holstein et al. 2007).

1.3.2 Erythropoietin als Therapeutikum

Rekombinantes Erythropoietin wird mit seinen erythropoetischen Eigenschaften seit tiber 20 Jahren
fur die Therapie von renalen und chemotherapieassoziierten Anamien genutzt und ist mit Ein-
schrankungen auch fiir die Behandlung im Kindesalter zugelassen (Jelkmann 2007, Mache et al.
2007, Witt und Zoubek 2007). Aktuell sind in Deutschland verschiedene Epoetin alfa-, beta- und
zeta- und Darbepoetin alfa-Praparate auf dem Markt, von denen NeoRecormon® (Epoetin beta)
eine Zulassung fiir die vorbeugende Behandlung der Frilhgeborenenandmie hat (Rote Liste®
Online). Eine therapeutische Nutzung der gewebeprotektiven Effekte von Epo steht noch am
Anfang ihrer Entwicklung, erbrachte aber in einzelnen klinischen Studien vielversprechende
Ergebnisse. Ehrenreich et al. (2002) fanden eine Verbesserung des Klinisch-neurologischen
Outcomes durch Epo nach ischdmischen Insulten bei Erwachsenen. Der daraufhin von 2003 bis
2008 durchgefiihrte German Multicenter EPO Stroke Trial (Phase I11/111) konnte die rundum
positiven Ergebnisse der Pilotstudie hingegen nicht bestétigen. Patienten, die eine systemische
Lyse mit rekombinantem Gewebe-Plasminogenaktivator (t-PA) erhalten hatten, zeigten nicht nur
keine Verbesserung des Outcomes nach Epo, sondern auch ein héheres Risiko fur gravierende
Komplikationen (Ehrenreich et al. 2009, Epo-study.de). Patienten mit Schizophrenie und Multipler

Sklerose profitierten in ersten klinischen Studien von einer Behandlung mit Epo (Ehrenreich et al.



2007a und 2007b). Klinische Studien mit Epo als Therapeutikum bei hypoxisch-ischdmischen
Hirnschadigungen bei reifen Neugeborenen, intrakraniellen Blutungen bei Frihgeborenen,
Sepsis/septischem Schock, Myokardischamie/-infarkt, Schlaganfall, Depression, Amyotropher
Lateralsklerose, Hirntrauma, spinalem Schock, Friedreich-Ataxie, Parkinson-Erkrankung u.a.
laufen derzeit bzw. sind bereits abgeschlossen, so dass in den kommenden Jahren diverse
Ergebnisse in diesem Bereich zu erwarten sind (ClinicalTrials.gov).

Epo zeichnet sich insgesamt durch eine gute Vertraglichkeit nicht nur bei Erwachsenen, sondern
auch bei Kindern einschlieflich Neu- und Frihgeborenen aus (Maier et al. 2002, Razzouk et al.
2006, Fauchére et al. 2008, Juul et al. 2008). Zu den mdglichen Nebenwirkungen gehoéren die
Erhéhung des Blutdrucks, grippedhnliche Symptome, ein Anstieg der Thrombozytenzahl,
thrombembolische Ereignisse, Hautreaktionen und sehr selten die Bildung neutralisierender Epo-
Antikorper (Rote Liste®Online). Ein Teil der Nebenwirkungen ist direkt auf die Stimulation der
Hématopoese zurlckfiihren. Daher kénnten mittlerweile entwickelte Epo-Varianten mit weiterhin
neuroprotektiver, aber ohne hématopoetische Aktivitat, zukiinftig eine Option fur einen noch
nebenwirkungsarmeren und gezielteren Einsatz zur Neuroprotektion darstellen (Erbayraktar et al.
2003, Leist et al. 2004, Wang et al. 2004b).



2 Fragestellung

Durch Meningokokken hervorgerufene Meningitiden und Septitiden gehen auch heute noch mit
einer hohen Morbiditat und Letalitat einher. Weiterhin versterben zuvor gesunde S&uglinge und
Kleinkinder innerhalb kiirzester Zeit oder haben ein Leben lang unter Folgeschadigungen zu leiden.
Die Suche nach zusatzlichen therapeutischen Mdglichkeiten fir die Behandlung der IMD ist daher
dringend erforderlich. Erkrankungen durch Meningokokken fiihren zu einem Anstieg der pro-
inflammatorischen Zytokine IL-6, 1L-8 und TNF-a, deren Konzentration mit der Schwere der
Erkrankung Korreliert. Aufgrund der herausragenden pathophysiologischen Bedeutung dieser
Zytokine bei invasiven Meningokokkenerkrankungen soll in der vorliegenden Arbeit deren
Synthese in Monozyten im Vollblut gesunder Probanden nach Stimulation mit Meningokokken

unter den im Folgenden dargestellten Aspekten ex vivo untersucht werden.

Die Zellwand gramnegativer Bakterien beinhaltet LPS, das als entscheidendes Stimulans der
Synthese der proinflammatorischen Zytokine IL-6, IL-8 und TNF-o gilt. Zudem beinhalten
Meningokokken aber auch non-LPS-Anteile, die in geringerem Male ebenfalls in der Lage sind,
die Zytokinbildung zu stimulieren. In der vorliegenden Studie soll daher ermittelt werden,
inwiefern sich das AusmaR der Bildung von IL-6, IL-8 und TNF-o in Monozyten im Vollblut
gesunder Probanden nach Stimulation mit reinem LPS im Vergleich zur Stimulation mit

Meningokokken unterscheidet.

Unterschiede zwischen den einzelnen Serogruppen der Meningokokken betreffen u.a. die globale
Verteilung und den epidemiologischen Verlauf. Erkrankungen durch Meningokokken der
Serogruppe A weisen weltweit die hdchste Inzidenz auf und verursachen wiederholt Epidemien in
Afrika und Asien. In Deutschland und Europa treten Meningokokkenerkrankungen dagegen in den
allermeisten Féllen sporadisch und ausgel6st durch Bakterien der Serogruppe B auf. Voraus-
sichtlich wird die Bedeutung der Serogruppe B in den kommenden Jahren weiter zunehmen, da
gerade gegen sie ein wirksamer Impfschutz weiterhin fehlt. Aufgrund der besonderen Bedeutung
dieser beider Serogruppen sollen eventuelle quantitative Unterschiede in der Stimulationsfahigkeit

der IL-6-, IL-8- und TNF-a-Bildung zwischen ihnen ermittelt werden.
Invasive Meningokokkenerkrankungen kdnnen in jedem Lebensalter auftreten, zeigen die weitaus
hdchste Inzidenz jedoch im frihen Kindesalter und vor allem im Sduglingsalter. Es ist zudem

bekannt, dass das Ausmall der Zytokinbildung im Rahmen der Immunantwort altersabhangig
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variieren kann. Vor diesem Hintergrund wird diese Arbeit sich mit der Frage nach moglicherweise
bestehenden altersabhangigen Unterschieden der durch Meningokokken angeregten Zytokin-
bildung beschéftigen. Hierfir werden Untersuchungen der IL-6-, IL-8- und TNF-a-Bildung nach
LPS- und Meningokokken-Stimulation an Vollblut von Probanden im Neugeborenen-, Sauglings-
und Kleinkind- sowie Erwachsenenalter durchgefuhrt und verglichen.

In den vergangenen Jahren konnten fir Epo nicht-hdmatopoetische und insbesondere
neuroprotektive Effekte nachgewiesen werden. Diese werden unter anderem durch antiinflam-
matorische Eigenschaften von Epo erklért. Tatsachlich hat sich gezeigt, dass Epo die Bildung
proinflammatorischer Zytokine hemmen kann. Da die proinflammatorischen Zytokine 1L-6, I1L-8
und TNF-a von erheblicher pathophysiologischer Relevanz bei Erkrankungen durch Meningo-
kokken sind und deren Konzentration mit der Schwere und Letalitat der IMD korreliert, stellt im
Umkehrschluss deren Synthesehemmung einen méglichen Ansatzpunkt auf der Suche nach einer
zusétzlichen Therapie dar. Daher soll untersucht werden, inwiefern Epo in der Lage ist, die durch

Meningokokken angeregte IL-6-, IL-8- und TNF-a-Bildung zu beeinflussen.

Zusammengefasst beschéftigt sich die vorliegende Arbeit mit folgenden Themen:

» Untersuchung der Bildung proinflammatorischer Zytokine nach Stimulation mit Meningokokken
im Vergleich zur Stimulation mit LPS

» Untersuchung der Bildung proinflammatorischer Zytokine nach Stimulation mit Meningokokken
der Serogruppe A im Vergleich zur Stimulation mit Meningokokken der Serogruppe B

» Untersuchung der Bildung proinflammatorischer Zytokine nach Stimulation mit LPS bzw.
Meningokokken in Abhéngigkeit vom Alter

= Untersuchung des Einflusses von Epo auf die Bildung proinflammatorischer Zytokine nach

Stimulation mit Meningokokken
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3 Probanden

3.1 Zusammensetzung des Probandenkollektivs

Die Untersuchungen wurden mit Lithium-heparinisiertem Vollblut von 20 reifen Neugeborenen,
29 Kindern im Alter von 1 Monat bis 3 Jahren und 21 erwachsenen Spendern durchgefiihrt. Das
Material der Neugeborenen stammte von 11 weiblichen und 9 mannlichen Reifgeborenen aus der
Klinik fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein
(UKSH), Campus Libeck, und wurde unmittelbar postnatal aus dem plazentaren Anteil der Nabel-
schnur entnommen. Die Gewinnung der Blutproben der S&uglinge (n=12) und Kleinkinder
(n = 17) erfolgte im Rahmen von medizinisch erforderlichen vendsen Punktionen bei 14 weiblichen
und 15 mannlichen Patienten (Alter: 1 bis 34 Monate, Mittelwert: 15,8 Monate; Abb. 1) aus der
Klinik fir Kinder- und Jugendmedizin des UKSH, Campus Lubeck. Bei den erwachsenen
Probanden handelte es sich um 5 weibliche und 15 méannliche Blutspender (Alter: 23 bis 57 Jahre;
Mittelwert: 34,9 Jahre) des Instituts fur Immunologie und Transfusionsmedizin des UKSH,
Campus Lubeck.

Anzahl , | _
der N Abb. 1 Altersverteilung der Pro-
K'Fn?ef banden im Kindesalter

3 M Dargestellt ist die Verteilung der

Probanden im Kindesalter (n = 29)
auf die zu untersuchende Alters-
spanne von 1 bis 36 Monaten.

5 10 15 20 25 30 35
Alter [Monate]
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3.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Bei den Neugeborenen galten Frihgeburtlichkeit (< 37. SSW), ein Geburtsgewicht von unter
2500 g, Anpassungsstérungen mit Apgar-Werten unter 8 Punkten oder ein Nabelarterien-pH unter
7,2 sowie klinische oder laborchemische Hinweise auf eine Infektion als Ausschlusskriterien. Fir
das Kollektiv der Kinder wurden Patienten im Alter von 1 bis 36 Monaten beriicksichtigt. Die
Gewinnung von Probenmaterial von gesunden Kindern hétte eine eigens dafur durchgefiihrte
vendse Punktion erfordert und ware ethisch nicht vertretbar gewesen. Die Probengewinnung fur
diese Studie erfolgte daher im Rahmen medizinisch indizierter vendser Punktionen, denen sich die
Kinder zu diagnostischen Zwecken oder im Zusammenhang mit operativen Eingriffen unterziehen
mussten. Voraussetzung fur alle an dieser Studie teilnehmenden Probanden war, dass zum
Zeitpunkt der Blutentnahme keine Anzeichen einer Infektion bestanden und keine bekannten
immunologischen Erkrankungen vorlagen. Ebenso schloss die Einnahme immunsuppressiver
Medikamente eine Teilnahme als Proband aus. Samtliche Blutentnahmen erfolgten nach
Aufklarung tber den Zweck der geplanten Untersuchung und Einholen des Einverstidndnisses der
Eltern bzw. der erwachsenen Spender.

Eine positive Stellungnahme der zustandigen Ethikkommission liegt vor (Az. 04-164).

13



4 Materialien

4.1 Gerate und Computerprogramme

= FACSCanto (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland)

* FACSDiva Software Version 4.0 (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland)
= SPSS 13.0 und 15.0, Statistik Software (SPSS Inc. Chicago, USA)

= SigmaPlot 2001, Graphik Software (SPSS Inc. Chicago, USA)

4.2 Reagenzien

» HEPES Puffer (1M) (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

» Lipopolysaccharide, Escherichia coli 0127:B8 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

= Magermilchpulver, spriihgetrocknet (Spinnrad, Norderstedt, Deutschland)

» Meningokokken der Serogruppe A (ATCC 13077) und der Serogruppe B (Isolat eines 6 Monate
alten Meningitis-Patienten der hiesigen Kinderklinik), hitzeinaktiviert, 1,2x10° Keime/ml
(entsprechend McFarland 4) (Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene, UKSH,
Campus Lubeck, Deutschland)

= Monensin sodium salt 90-95% (TLC) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

= L-Alanyl-L-Glutamin 200 mM (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

= Natriumpyruvat 100 mM (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

= NeoRecormon® Injektionslésung in Fertigspritzen (Epoetin beta) (Roche, Hertfordshire, GroR-
britannien)

= Nicht-essentielle Aminoséuren (100x) (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

= Paraformaldehyd (Riedel de Haen, Seelze, Deutschland)

= Penicillin/Streptomycin 10 000 Einheiten/10 000 pg/ml (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

= PBS-Puffer pH 7,2 (Apotheke UKSH, Campus Libeck, Deutschland)

» RPMI 1640 mit 2,0 g/l NaHCOs, ohne L-Glutamin (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

= Saponin (Riedel de Haen, Seelze, Deutschland)
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4.3 Monoklonale Antikorper

= Anti-human CD14-PC5 (Klon RMO52, Maus 1gG2a) (Beckman Coulter, Marseille, Frankreich)
= Anti-human CD14-PE (Klon M5E2, Maus 19gG2a) (Beckman Coulter, Marseille, Frankreich)
= Anti-human IL-6-FITC (Klon MQ2-13A5, Ratte 1gG1)
= Anti-human IL-8-FITC (Klon G265-8, Maus 1gG2b)
= Anti-human IL-8-PE (Klon G265-8, Maus 1gG2b)
= Anti-human TNF-a-FITC (Klon Mab11, Maus 1gG1)
= Purified anti-human 1L-6 (Klon MQ2-13A5, Ratte IgG1)
= Purified anti-human IL-8 (Klon G265-8, Maus 1gG2b)
= Purified anti-human TNF-a (Klon Mab11, Maus IgG1)
(alle Zytokinantikorper wurden von BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland bezogen)
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5 Methode

Kapitel 5.1 beschreibt die flir die spatere durchflusszytometrische Messung durchgefiihrten
Vorbereitungen des Vollbluts von der Stimulation der Zellen bis zur Farbung der Zytokine. In
Kapitel 5.2 sind die einzelnen Arbeitsschritte in einem Versuchsprotokoll zusammengefasst.
Kapitel 5.3 stellt kurz die durchflusszytometrische Messung und Kapitel 5.4 die statistische

Auswertung der Ergebnisse dar.

Das heparinisierte Vollblut der Probanden wurde jeweils innerhalb von 24 Stunden nach Entnahme
verwertet. Angaben zu Zusammensetzung und Konzentration der im Folgenden genannten

Reagenzien finden sich in Tabelle 1.

5.1 Vorbereitung der Zellen fiir die Messung

5.1.1 Ansatz der Zellkultur und Stimulation

Zunéchst wurde die Anzahl der weiBen Blutkdrperchen in den Vollblutproben ermittelt. Zur
Schaffung einheitlicherer Ausgangsbedingungen wurde ein Blutvolumen mit 5x10° Leukozyten pro
Ansatz verwendet. Im Falle nicht ausreichenden Probenmaterials bei Sauglingen oder Kleinkindern
wurde die Leukozytenzahl auf 2x10° pro Ansatz reduziert. Die eingesetzte Menge Blut wurde mit
Né&hrmedium auf 1500 ul Zellsuspension verdlnnt. Pro Proband wurden zwei Ansédtze mit 100 IE
Epo und zwei weitere mit 500 IE Epo versetzt. Das Material wurde fur eine Stunde bei 37°C und
5% CO, vorinkubiert, bevor die Stimulation mit LPS und Meningokokken erfolgte.

Die Meningokokken wurden vom Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene des
UKSH, Campus Lubeck zur Verflgung gestellt. Bei den verwendeten Bakterien der
Serogruppe A (MenA) handelte es sich um den Stamm 13077 der American Type Culture
Collection (ATCC), der aus dem Liquor eines an einer Meningokokkenmeningitis ver-
storbenen Patienten isoliert worden war. Die Meningokokken der Serogruppe B (MenB)
waren ein Isolat aus dem Liquor einer im Jahr 2004 an einer Meningokokkenmeningitis
erkrankten, 6 Monate alten Patientin aus der hiesigen Kinderklinik. Diese Bakterien waren
auf eine Keimzahl von 1,2x10%/ml eingestellt und fiir eine Stunde bei 56°C hitzeinaktiviert

worden. Zur Absicherung der Sterilitit der Proben war nach dem Auftauen der bei —70°C
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gelagerten Aliquots eine 48-stiindige Inkubation auf Blut- und Schoko-Agar bei 36°C und
5% CO, erfolgt, bei der sich kein Wachstum der Meningokokken nachweisen liel3.

Die Stimulation der Monozyten erfolgte mit 150 pl der beschriebenen Meningokokkensuspen-
sionen, entsprechend 1,8x10° Keime/Ansatz bzw. 1,2x10° Keime/ml, oder mit 50 pl 0,1%igem
Lipopolysaccharid (LPS), entsprechend 30 ng LPS/ml Zellsuspension. Bei nicht ausreichendem
Probenmaterial entfiel die Stimulation mit LPS bzw. der mit Meningokokken stimulierte Ansatz
mit 100 IE Epo. Als Akkumulationsreagenz wurde nach Stimulation der Monozyten Monensin
hinzugefugt, das den intrazellularen Transport zwischen endoplasmatischem Retikulum und
Golgiapparat blockiert (Luttmann et al. 2004) und so eine Ausschleusung der Zytokine aus den
Zellen verhindert. Es folgte eine vierstindige Inkubation bei 37°C und 5% CO,. Die bis hier

dargestellten Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt.

Tabelle 1: Reagenzien

Nahrmedium 19,2 ml RPMI 1640 mit 2,0 g/l NaHCO3, ohne L-Glutamin,
versetzt mit
- 200 pl Penicillin/Streptomycin
- 200 pl N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin 200 mM
- 200 pl nicht-essentiellen Aminosauren
- 200 pl Natriumpyruvat 100 mM

Epo 1000 IE entspr. 8,3 ug rekombinantes humanes Erythropoietin beta
LPS Stocklésung: 10 mg LPS + 10 ml PBS
0,1% Arbeitsverdinnung: 0,1% der Stocklésung, Verdiinnung mit Nahrmedium

Meningokokken Hitzeinaktiviert, 1,2x10° Keime/ml in der Ursprungslésung

Monensin Molekulargewicht 692,9 g/l

1% Stocklésung: 69,29 mg + 10 ml Ethanol
Arbeitsverdinnung: 1% der Stocklosung (100 uM), Verdinnung mit
Nahrmedium

PFA-LGsung 1gPFA + 25 ml PBS

4%

PBS pH 7,2

Magermilch 2,5 g Magermilchpulver + 50 ml PBS

5%

Saponinpuffer Stocklésung: 1 g + 10 ml PBS

Arbeitsverdinnung: 0,1%; 1 ml der Stocklésung mit
- 1 ml HEPES Puffer
- 98 mlPBS
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5.1.2 Fixation der Zellen

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Probenmaterial durch Aufnahme in phosphatgepufferte
Salzlésung (PBS) und anschlieBender 10-minutiger Zentrifugation bei 1200 Umdrehungen/min
(U/min) gewaschen. Darauf folgten eine 10-minutige Inkubation bei 4°C in Paraformaldehydlo-
sung (PFA) zur Fixierung der Zellen und ein erneuter Waschvorgang mit PBS. Zum Abfangen un-

spezifischer Bindungen wurden die Zellen Uber 16 Stunden bei 4°C in Magermilch resuspendiert.

5.1.3 Farbung der Zytokine

Zur Vorbereitung der Farbung der intrazelluldren Zytokine wurde die Zellsuspension mit 0,1%igem
Saponinpuffer gewaschen, wobei das Saponin durch Reaktion mit dem Cholesterol der Zell-
membran eine reversible Permeabilisierung verursacht (Luttmann et al. 2004). Mit Hilfe von
spezifisch an Oberflachenantigene von Zellen bindenden fluoreszenzmarkierten Antikérpern gegen
CD14 wurde die Population der Monozyten angeféarbt. Gleichzeitig wurden die durch Permeabili-
sierung fr eine Farbung zugénglich gemachten, nach Stimulation mit LPS oder Meningokokken
synthetisierten intrazelluldren Zytokine mit fluorochrommarkierten anti-humanen Antikorpern

gegen IL-6, IL-8 und TNF-a gekennzeichnet.

Fur jeden Probanden wurden Probenrdhrchen mit den in Tabelle 2a dargestellten

Fluoreszenzmarkierungen der Antikdrper angesetzt.

Tabelle 2a: Fluoreszenzmarkierung der
Antikorper (1)
Antikorper 1 Antikorper 2

1. CD14-PE IL-6-FITC
2. CD14-PE IL-8-FITC
3. CD14-PE TNF-a-FITC

Da der zunéchst verwendete IL-8-Fluorescein-Isothiocyanat (FITC)-Antikdrper im Verlauf
nicht mehr erhéltlich war, wurde fiir weitere Farbungen der Phycoerythrin (PE)-markierte
Antikorper desselben Klons gegen IL-8 und ein Phycoerythrin-Cyanin 5.1 (PC5)-
markierter Antikdrper gegen CD14 verwendet (Tabelle 2b).
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Tabelle 2b: Fluoreszenzmarkierung der
Antikorper (11)
Antikorper 1 Antikorper 2

1. CD14-PE IL-6-FITC
2. CD14-PC5 IL-8-PE
3. CD14-PE TNF-o-FITC

Der Inkubation fiir 20 min bei 4°C im Dunkeln folgte eine erneute Permeabilisierung mit Saponin
und nach Abzentrifugation die Resuspension in PBS und Lagerung bei 4°C bis zur Messung. Als
Negativkontrolle der intrazellularen Markierung diente ein Ansatz mit vor der Farbung im Uber-
schuss eingesetzten, nicht-fluorenszenzmarkierten Zytokinantikérpern (Schultz et al. 2002a). Die
Negativkontrollen inkubierten vor Resuspension in PBS fur weitere 20 Minuten bei 4°C im

Dunkeln mit den jeweiligen fluoreszenzmarkierten Antikdrpern.
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5.2 Versuchsprotokoll

Einstellen der Zellzahl und Vorinkubation mit Epo (steril):

Bestimmung der Anzahl der Leukozyten im Vollblut

7 sterile Ansdtze mit der auf die gewinschte Zellzahl eingestellten Menge Vollblut (bei
ausreichendem  Probenmaterial  5x10° Leukozyten, sonst 2x10° Leukozyten) —mit
Né&hrmedium auf je 1500 pl verdiinnen

Zugabe von 100 IE Epo und 500 IE Epo in je zwei Ansatze

Inkubation bei 37°C und 5% CO, fiir eine Stunde

Zellstimulation (steril):

Zugabe der Stimulanzien gemaR Tabelle 3

Tabelle 3: Ubersicht Epo und Stimulation

Epo Stimulans

- 50 pl LPS 0,1%

- 150 ul MenA 1,2x10%/ml
- 150 ul MenB 1,2x10%/ml
100 IE | 150 pl MenA 1,2x10%/ml
100 IE | 150 pl MenB 1,2x10%ml
500 IE | 150 ul MenA 1,2x10%ml
500 IE | 150 ul MenB 1,2x10%ml

~N o o A W DN B

nach Ablauf einer Minute Zugabe von je 50 pl Monensinverdinnung 100 uM
Inkubation bei 37°C und 5% CO, fir vier Stunden

Fixieren der Zellen und Abfangen unspezifischer Bindungen:

Uberfiihren der Zellsuspensionen in Spitzbodenréhrchen und Verdiinnung mit PBS
Zentrifugieren mit 1200 U/min fiir 10 min, Uberstand verwerfen

Zugabe von je 2 ml PFA 4%

Inkubation bei 4°C fir 10 min

Zentrifugieren mit 1200 U/min fir 10 min, Uberstand verwerfen

Resuspension in je 1 ml Magermilch 5% bei 4°C fir 16 Stunden
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Permeabilisation der Zellmembranen:

Zentrifugieren mit 1200 U/min fiir 10 min, Uberstand verwerfen

Zugabe von je 1 ml Saponinpuffer 0,1%

bei Bedarf (groRes eingesetztes Blutvolumen) Inkubation bei Raumtemperatur fur 10 min
und anschlieRendes Zentrifugieren mit 1200 U/min fir 10 min, Uberstand verwerfen,
Resuspension in je 1 ml Saponinpuffer 0,1%

Farben der Monozyten und der intrazellularen Zytokine:

Vorlegen von je 10 pl der unverdinnten fluorochrommarkierten Antikérper gegen CD14-
Antigen in 30 Durchflusszytometer(FACS)-Réhrchen (10 pro Zytokin)

Zugabe von 5 pl der unverdiinnten nicht-fluoreszenzmarkierten Antikorper gegen IL-6,
IL-8 bzw. TNF-a als Negativkontrolle in je 3 der FACS-Réhrchen

Zugabe von 10 ul der mit PBS 1:20 verdiinnten fluoreszenzmarkierten Antikdrper gegen
IL-6, IL-8 bzw. TNF-a in die verbliebenen FACS-R6hrchen (7 Réhrchen pro Zytokin)
Uberfiihren von 200 pl Zellsuspension in die entsprechenden FACS-Réhrchen (Tabelle 4)

Tabelle 4: Ubersicht FACS-R6hrchen (pro Zytokin)

Oberflachen- | Zytokinantikorper Zellsuspension /
antikorper Stimulation
1 | CD14 nicht-fluoreszenzmarkiert LPS
2 | CD14 nicht-fluoreszenzmarkiert MenA
3 | CD14 nicht-fluoreszenzmarkiert MenB
4 | CD14 fluoreszenzmarkiert LPS
5 | CD14 fluoreszenzmarkiert MenA
6 | CD14 fluoreszenzmarkiert MenB
7 | CD14 fluoreszenzmarkiert MenA und 100 IE Epo
8 | CD14 fluoreszenzmarkiert MenB und 100 IE Epo
9 | CDh14 fluoreszenzmarkiert MenA und 500 IE Epo
10 | CD14 fluoreszenzmarkiert MenB und 500 IE Epo

Inkubation bei 4°C fir 20 min

Zugabe von je 1 ml Saponinpuffer 0,1%

Zentrifugieren mit 1000 U/min fiir 5 min, Uberstand verwerfen

Zugabe von je 500 pl PBS in die Réhrchen mit den fluoreszenzmarkierten Antikorpern und

Lagerung bei 4°C in Dunkelheit bis zur Messung

21



Negativkontrollen:

- einen Tropfen Saponin zum Volumenausgleich in die Roéhrchen mit den nicht-
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern geben

- Zugabe von 10 pl der entsprechenden 1:20 verdiinnten fluoreszenzmarkierten Antikdrper
zu den Rohrchen mit den nicht-markierten Antikorpern

- Inkubation bei 4°C fir 20 min

- Zugabe von je 1 ml Saponinpuffer 0,1%

- Zentrifugieren mit 12000 U/min fiir 5 min, Uberstand verwerfen

- Zugabe von je 500 ul PBS und Lagerung bei 4°C in Dunkelheit bis zur Messung

5.3 Durchflusszytometrische Messung

Die durchflusszytometrische Messung wurde mit dem FACSCanto (BD Biosciences) und der
FACSDiva Software Version 4.0 durchgefihrt.

Uber das Vorwarts- und Seitwartsstreulicht (Abb. 2a) und die Markierung der Oberflichenantigene
(nicht abgebildet) wurden die CD14-positiven Monozyten bestimmt. Die zu messende Anzahl an
CD14-positiven Monozyten war auf 2000 Zellen eingestellt. Die gleichzeitige Fluorochrom-
markierung der intrazelluldren Zytokine IL-6, IL-8 und TNF-a ermoglichte die Bestimmung des
prozentualen Anteils der zytokinpositiven Zellen an der gesamten beobachteten CD14-positiven
Monozytenpopulation (Abb. 2b). Anhand der Negativkontrollen wurde zuvor eine Schwelle < 2%
zur Unterscheidung zwischen falsch und richtig positiven Ereignissen festgelegt (nicht abgebildet).

C138/ KK13-+Sero B 500E IL6

§ §— R Abb.2a  Durchflusszytometrische
> n Bestimmung der Population der
g~ Monozyten (Beispielabbildung)
& Mit Hilfe des Vorwdrtsstreulichts
- (FSC-H) und des Seitwartsstreulichts
" (SSC-A) lassen sich die Monozyten
< 27 (gelb) von den Lymphozyten (Zell-
8 ] population links unten) und den
U)g_: Granulozyten (Zellpopulation ober-
. halb der Monozyten) abgrenzen. Fir
] die weitere Untersuchung der Mono-
o zyten wird um diese ein mit P1
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5.4 Statistik

Fur die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde die SPSS 13.0 Statistik Software und deren
aktualisierte Version 15.0 verwendet. Die graphische Darstellung erfolgte mit SigmaPlot 2001.

Verbundene Stichproben, d.h. innerhalb einer Altersgruppe auftretende Unterschiede hinsichtlich
der Zytokinbildung nach Stimulation mit verschiedenen Substanzen, wurden mit Hilfe des nicht-
parametrischen Wilcoxon-Tests untersucht. Unverbundene Stichproben, also die Unterschiede in
der Zytokinproduktion zwischen verschiedenen Altersgruppen, wurden mit dem Mann-Whitney-U-
Test analysiert. Die Tests wurden zweiseitig angewendet. Mdgliche Korrelationen zwischen der
Zytokinbildung und dem Alter der Kinder wurden mit dem Pearson-Test gepriift. Das Signifikanz-
niveau wurde als p < 0,05 definiert. Als bedeutende Korrelation wurden Werte <-0,7 bzw. > 0,7
festgelegt. Zur Beschreibung der Ergebnisse werden, soweit nicht anders angegeben, der Median

und Interquartilbereich (25. bis 75. Perzentile) verwendet.
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6 Ergebnisse

Im Folgenden wird bei der Darstellung der Untersuchungsergebnisse wiederholt von der Alters-
gruppe der ,,Kinder die Rede sein. Hierunter sind die Kinder im Alter von 1 bis 36 Monaten
zusammengefasst, nicht jedoch die Neugeborenen, die getrennt davon betrachtet werden. Werden
die Kinder unterteilt in ,,Sduglinge* und ,Kleinkinder ndher beschrieben, so sind unter den
Sduglingen die 1 bis 12 Monate alten und unter den Kleinkindern die 13 bis 36 Monate alten

Probanden zu verstehen.

6.1 Zytokinbildung in Abhangigkeit vom eingesetzten Stimulans

Bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) spielen eine Schllsselrolle im Rahmen septischer
Erkrankungen und werden hdufig experimentell zur ex vivo-Simulation einer Sepsis eingesetzt.
LPS ist Bestandteil der Zellwand gramnegativer Bakterien, zu denen auch die Meningokokken
gehdéren. In den hier durchgefiihrten Messungen wurde Vollblut verschiedener Altersgruppen ver-
gleichend sowohl mit purem LPS als auch mit LPS-enthaltenden Meningokokken der Serogruppen
A und B versetzt. Die quantitative Untersuchung der dadurch angeregten Zytokinbildung erfolgte
mittels durchflusszytometrischer Bestimmung des IL-6-, IL-8- und TNF-a-positiven Anteils der
Monozyten. Ziel der Untersuchung war die Ermittlung mdglicher Unterschiede in der stimula-

torischen Potenz der Substanzen im Hinblick auf die genannten proinflammatorischen Zytokine.

6.1.1 IL-6-Bildung

6.1.1.1 LPS versus Meningokokken

Die in diesem Abschnitt vorgestellten Ergebnisse finden sich graphisch dargestellt in Abbildung 3.
Der IL-6-produzierende Anteil der Monozyten ist bei den Neugeborenen nach Stimulation mit LPS
signifikant hoher als nach Stimulation mit Meningokokken der Serogruppe B (.ps58,8% (48,9-
66,8%) versus g52,3% (47,5-63,1%); p = 0,021). Zwischen LPS und der Serogruppe A ist dagegen
kein eindeutiger Unterschied festzustellen (1ps58,8% (48,9-66,8%) versus A55,4% (44,2-69,5%);
p =0,279). In der Gruppe der Kinder zeigt sich eine deutlich starker stimulierende Wirkung des
LPS im Vergleich zu den Meningokokken beider Serogruppen (.ps68,8% (61,5-74,9%) versus
ab6,7% (47,0-65,4%) bzw. versus g55,2% (45,9-60,0%); p < 0,001). Ahnliche Unterschiede
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zwischen LPS und Meningokokken zeigen sich bei getrennter Betrachtung von Séauglingen und
Kleinkindern (nicht abgebildet), wobei sie sich bei den Kleinkindern (1rs69,6% (60,2-79,0%)
versus A54,0% (44,1-65,4%) bzw. versus g49,9% (41,3-61,1%); p =0,001) etwas ausgepragter
darstellen als bei den Sauglingen (Lps67,6% (62,8-71,8%) versus »58,8% (53,3-66,9%) bzw. versus
856,6% (51,7-60,0%); p=0,013). Der Anteil der IL-6-positiven Zellen ist auch bei den
Erwachsenen nach Stimulation mit LPS deutlich groRer als nach Stimulation mit Meningokokken
(Lps65,2% (54,1-73,0%) versus »49,0% (33,1-54,2%) bzw. versus g54,0% (37,3-63,5%); p < 0,001
bzw. p = 0,001).
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Abb. 3 IL-6-Bildung: Vergleich der Stimulation mit LPS, Meningokokken der Serogruppe A und
Meningokokken der Serogruppe B

Die Stimulation mit LPS fiihrt insbesondere bei Kindern und Erwachsenen zu einer starkeren IL-6-Bildung
als die Stimulation mit Meningokokken. Beim Vergleich der Meningokokken untereinander werden bei den
Kindern durch die Serogruppe A und bei den Erwachsenen durch die Serogruppe B mehr Monozyten zur
IL-6-Bildung angeregt. Dargestellt ist jeweils der I1L-6-positive Anteil der Monozyten anhand des Medians
und dem Interquartilbereich in der Box, der 10. und 90. Perzentile am Ende der Whiskers und der 5. und 95.
Perzentile in Form von Punkten. p < 0,05 (*), p < 0,001 (**)

6.1.1.2 Serogruppe A versus Serogruppe B

Bei den Neugeborenen zeigt der Vergleich der Stimulation mit Meningokokken der Serogruppe A
und der Serogruppe B bei der IL-6-Bildung keinen signifikanten Unterschied (a55,4% (44,2-
69,5%) versus g52,3% (47,5-63,1%); p = 0,179). Die Kinder reagieren mit einer geringeren IL-6-
Bildung auf die Stimulation mit B-Meningokokken als auf die Stimulation mit A-Meningokokken
(855,2% (45,9-60,0%) versus A56,7% (47,0-65,4%), p = 0,017), wobei sowohl die Gruppe der Ein-
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bis Dreijahrigen (549,9% (41,3-61,1%) versus A54,0% (44,1-65,4%); p = 0,072) als auch die der
Sauglinge (356,6% (51,7-60,0%) versus 558,8% (53,3-66,9%); p =0,091) fiir sich betrachtet je-
weils keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Serogruppen zeigt (nicht abgebildet).
Bei den Erwachsenen verursacht die Stimulation mit Meningokokken der Serogruppe B einen
signifikant hoheren Anteil 1L-6-positiver Monozyten als die Stimulation mit den A-Meningo-
kokken (54,0% (37,3-63,5%) versus 49,0% (33,1-54,2%), p = 0,025) (Abb. 3).

6.1.2 IL-8-Bildung

Die in diesem Kapitel beschriebenen Ergebnisse zur IL-8-Bildung sind in Abbildung 4 dargestellt.
Neugeborene zeigen nach Stimulation mit B-Meningokokken eine etwas geringer ausgepragte
IL-8-Produktion als nach LPS-Stimulation (g58,4% (33,8-94,4%) versus ps73,5% (48,2-93,1%);
p = 0,005). Darlber hinaus sind in dieser Altersgruppe keine signifkanten Unterschiede zwischen
den verschiedenen Stimulanzien festzustellen. Bei den Kindern fiihren A-Meningokokken sowohl
im Vergleich zum LPS als auch im Vergleich zu den B-Meningokokken zu einer stirkeren IL-8-
Bildung (a76,9% (61,7-84,7%) versus ps68,3% (56,1-78,6%) bzw. versus g67,3% (51,4-86,0%);
p =0,025 bzw. p =0,006). Der Vergleich zwischen LPS und der Serogruppe B zeigt keinen
signifikanten Unterschied (.ps68,3% (56,1-78,6%) versus g67,3% (51,4-86,0%); p =0,394). Bei
isolierter Betrachtung der Altersgruppe der Ein- bis Dreijéhrigen zeigt sich auch hier eine starkere
Zytokinbildung durch die Stimulation mit A-Meningokokken im Vergleich zum LPS und den
B-Meningokokken (a77,6% (59,0-84,8%) versus ps68,3% (54,7-76,9%) bzw. versus g67,7%
(51,9-82,2%); p = 0,022 bzw. 0,013) und kein Unterschied zwischen LPS und der Serogruppe B
(Lps68,3% (54,7-76,9%) versus g67,7% (51,9-82,2%); p = 0,433) (nicht abgebildet). Bei den Saug-
lingen gibt es hinsichtlich der Anzahl IL-8-produzierender Monozyten keine Unterschiede nach der
Stimulation mit LPS, Meningokokken der Serogruppe A und Meningokokken der Serogruppe B
(nicht abgebildet). Die Gruppe der Erwachsenen zeigt bei Stimulation durch A-Meningokokken
einen etwas geringeren Anteil IL-8-produzierender Monozyten als bei Stimulation mit LPS
(»89,8% (66,7-94,0%) versus ps91,1% (84,4-95,4%); p = 0,049). Der Vergleich von LPS und
B-Meningokokken sowie der beiden Serogruppen untereinander ergibt keine signifikanten Unter-
schiede (1ps91,1% (84,4-95,4%) bzw. 589,8% (66,7-94,0%) versus g90,0% (73,1-93,1%); p = 0,131
bzw. p =0,532).
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Abb. 4 1L-8-Bildung: Vergleich der Stimulation mit LPS, Meningokokken der Serogruppe A und
Meningokokken der Serogruppe B

Beim Vergleich des LPS und der beiden Bakterienstimme miteinander zeigen Neugeborene und Erwachsene
nach LPS-Stimulation und Kinder nach Stimulation mit Meningokokken der Serogruppe A den in ihrer
Altersgruppe héchsten Anteil IL-8-produzierender Monozyten. Dieser ist in Prozent der CD14-positiven
Monozytenpopulation dargestellt und jeweils durch die 5., 10., 25., 50., 75., 90. und 95. Perzentile be-
schrieben. Signifikante Unterschiede zwischen den Stimulanzien (p < 0,05) sind mit (*) gekennzeichnet.

6.1.3 TNF-a-Bildung

6.1.3.1 LPS versus Meningokokken

Neugeborene reagieren auf die Stimulation mit Meningokokken, insbesondere mit denen der Sero-
gruppe A, mit einer héheren TNF-a-Produktion als auf eine Stimulation mit LPS (.53,1% (17,4-
69,1%) bzw. 538,5% (15,0-66,8%) versus ps33,1% (11,9-46,7%); p =0,001 bzw. p =0,038)
(Abb. 5). Ausgeprégter noch als bei den Neugeborenen zeigt sich ein vergleichbares Ergebnis bei
der Betrachtung der Gruppe der Kinder. Bei ihnen ist der Anteil der TNF-a-produzierenden Mono-
zyten nach Stimulation mit Meningokokken verglichen mit der Stimulation durch LPS deutlich
grofer (A70,4% (60,3-78,8%) bzw. g64,3% (52,3-72,1%) versus ps44,6% (30,4-55,0%); p < 0,001)
(Abb. 5 und 6).
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Ein &hnliches Bild findet sich auch bei Betrachtung der Kleinkinder (.77,8% (65,8-79,2%) bzw.
864,3% (52,5-71,4%) versus ps47,8% (42,0-56,5%); p = 0,001). Die Sduglinge zeigen ebenfalls
eine starkere TNF-a-Stimulation durch Meningokokken als durch LPS (,64,9% (44,2-70,3%) bzw.
863,9% (49,5-76,2%) versus ps36,2% (21,9-53,5%); p = 0,028 bzw. p = 0,005), wobei der Unter-
schied in dieser Altersgruppe weniger ausgepragt ist als bei den Kleinkindern (Abb. 7). Im Gegen-
satz zu den Neugeborenen und zu den Kindern fiihrt die LPS-Stimulation bei den Erwachsenen,
verglichen mit der Stimulation durch Meningokokken, nicht zu signifikanten Unterschieden
beziiglich der Anteile der TNF-a-bildenden Zellen (1ps32,4% (12,4-60,6%) versus A27,7% (14,5-
52,7%) bzw. versus g32,0% (20,4-59,4%); p = 0,107, p = 0,778) (Abb. 5).
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Abb. 5 TNF-a-Bildung: Vergleich der Stimulation mit LPS, Meningokokken der Serogruppe A und
Meningokokken der Serogruppe B

Die Stimulation mit Meningokokken regt bei den Neugeborenen und noch deutlicher bei den Kindern mehr
Monozyten zur TNF-a-Bildung an als die Stimulation mit LPS. Besonders ausgepragt zeigt sich dieser
Unterschied nach Stimulation mit Meningokokken der Serogruppe A. Die Ergebnisse sind durch den Median
mit den unteren und oberen Quartilen sowie der 5., 10., 90. und 95. Perzentile abgebildet. p < 0,05 (*),
p <0,001 (**)
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6.1.3.2 Serogruppe A versus Serogruppe B

Abb. 6 TNF-a-Bildung bei Kindern:
Vergleich der Stimulation mit LPS,
Meningokokken der Serogruppe A
und Meningokokken der Serogruppe
B

Kindliches Vollblut reagiert auf die
Stimulation mit Meningokokken mit
einem deutlich gréReren Anteil TNF-a-
positiver Monozyten als auf die
Stimulation mit LPS. Die Abbildung
zeigt Mittelwerte und Standardfehler.

Bei den Neugeborenen ist kein signifikanter Unterschied zwischen der TNF-o-Stimulation mit

Meningokokken der Serogruppe A und der Serogruppe B festzustellen (,53,1% (17,4-69,1%)
versus g38,5% (15,0-66,8%); p = 0,145) (Abb. 5). Auch bei den S&uglingen zeigen beide Sero-
gruppen im Vergleich miteinander keinen Unterschied (,64,9% (44,2-70,3%) versus g63,9% (49,5-
76,2%); p=0,875). Die Kleinkinder reagieren dagegen mit einer deutlich stirkeren TNF-a-

Expression auf die Stimulation mit Bakterien der Serogruppe A als der Serogruppe B (a77,8%
(65,8-79,2%) versus g64,3% (52,5-71,4%); p = 0,001) (Abb. 7). Die Betrachtung der Sauglinge und
Kleinkinder zusammengefasst zeigt weiterhin eine groRere TNF-a-stimulierende Wirkung durch
die A- als durch die B-Meningokokken (.70,4% (60,3-78,8%) versus 64,3% (52,3-72,1%);
p = 0,008). Im Gegensatz dazu flihrt bei den Erwachsenen die Serogruppe B zu einer etwas hoheren
TNF-a-Bildung als die Serogruppe A (g32,0% (20,4-59,4%) versus A27,7% (14,5-52,7%);

p = 0,023) (Abb. 5).
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Abb.7 TNF-a-Bildung bei Sauglingen und Kleinkindern: Vergleich der Stimulation mit LPS,
Meningokokken der Serogruppe A und Meningokokken der Serogruppe B

Die TNF-a-Bildung wird bei Sauglingen und Kleinkindern starker durch Meningokokken als durch LPS an-
geregt. Meningokokken der Serogruppe A zeigen bei den Kleinkindern eine starker stimulatorische Wirkung
als Meningokokken der Serogruppe B. Der TNF-a-positive Anteil der Monozyten ist in der Abbildung durch
den Median, den Interquartilbereich sowie die 10. und 90. Perzentile dargestellt. p < 0,05 (*), p < 0,001 (**)

6.2 Zytokinbildung in Abhangigkeit vom Alter der Probanden

Proinflammatorische Zytokine spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese septischer Erkran-
kungen wie sie auch durch Meningokokken hervorgerufen werden. Erkrankungen durch Meningo-
kokken treten jedoch nicht gleichméRig Uber alle Altersschichten verteilt auf, sondern zeigen eine
Hé&ufung in den ersten Lebensjahren und insbesondere im Sduglingsalter. Um mdgliche alters-
abhangige Unterschiede im Ausmal} der Zytokinproduktion aufzuspiren, wurde Vollblut sowohl
von Neugeborenen, Kindern als auch Erwachsenen durch LPS und Meningokokken zur Zytokin-
bildung angeregt. Mittels Durchflusszytometrie wurde der IL-6-, IL-8- und TNF-a-positive Anteil
an den Monozyten bestimmt. Die Ergebnisse des Vergleichs zwischen Neugeborenen, Kindern und
Erwachsenen sind fur die einzelnen Zytokine in Kapitel 6.2.1 bis 6.2.3 dargestellt. Die Ergebnisse
der Untersuchung einer mdglichen Korrelation zwischen Kindesalter und Ausmal} der Zytokin-

produktion finden sich in Kapitel 6.2.4.
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6.2.1 IL-6-Bildung

6.2.1.1 LPS

Nach Stimulation mit LPS reagieren die Kinder (K) verglichen mit den Neugeborenen (NG) mit
einem hoheren Anteil IL-6-bildender Zellen (x68,8% (61,5-74,9%) versus ng58,8% (48,9-66,8%);
p =0,008). Im Vergleich mit den Erwachsenen (Erw) zeigen sich weder bei den Neugeborenen
noch bei den Kindern signifikante Unterschiede (g 65,2% (54,1-73,0%) versus ng58,8% (48,9-
66,8%) bzw. versus x68,8% (61,5-74,9%); p = 0,201 bzw. p = 0,148) (Abb. 8).
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Abb. 8 IL-6-Bildung: Vergleich zwischen Neugeborenen, Kindern und Erwachsenen

Nach LPS-Stimulation zeigen Kinder einen héheren Anteil IL-6-produzierender Monozyten als Neugebo-
rene. Nach Stimulation mit Meningokokken der Serogruppe A kommt es sowohl bei Neugeborenen als auch
Kindern zu einer stérkeren IL-6-Bildung als bei Erwachsenen. Die Reaktion auf Stimulation mit B-Meningo-
kokken unterscheidet sich nicht zwischen den verschiedenen Altersgruppen. In der Abbildung sind jeweils
die 5., 10., 25., 50., 75., 90. und 95. Perzentile dargestellt. Signifikante Unterschiede zwischen den Alters-
gruppen (p < 0,05) sind durch (*) gekennzeichnet.
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6.2.1.2 Meningokokken

Nach Stimulation mit Meningokokken der Serogruppe A fallt die 1L-6-Bildung sowohl bei den
Kindern als auch bei den Neugeborenen signifikant starker aus als bei den Erwachsenen (k56,7%
(47,0-65,4%) bzw. nc55,4% (44,2-69,5%) versus gw49,0% (33,1-54,2%); p=0,011 bzw.
p = 0,018) (Abb. 8). Bei Unterteilung des Kinderkollektivs in Ein- bis Dreijahrige und ein bis zwolf
Monate alte Kinder gibt es bei den Kleinkindern (KK) im Vergleich zu den Erwachsenen keine
signifikanten Unterschiede in der IL-6-Produktion, wohingegen die Séuglinge (Sgl) eine starkere
IL-6-Bildung zeigen als die Erwachsenen (xx54,0% (44,1-65,4%) bzw. 5;58,8% (53,3-66,9%)
versus gw49,0% (33,1-54,2%); p=0,121 bzw. p=0,004) (Abb.9). Die IL-6-Bildung nach
Stimulation mit A-Meningokokken unterscheidet sich bei den Neugeborenen nicht von derjenigen
der Kinder (p=0,863). Nach Stimulation mit B-Meningokokken ergeben sich zwischen den
einzelnen Altersgruppen keine signifikanten Unterschiede des IL-6-positiven Anteils der
Monozyten (Abb. 8).
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6.2.2 1L-8-Bildung

6.2.2.1 LPS

Bei den Erwachsenen fihrt die Stimulation mit LPS zu einem sehr hohen Anteil IL-8-positiver
Zellen (g 91,1% (84,4-95,4%)). Dieser ist signifikant héher als bei den Neugeborenen (g,91,1%
(84,4-95,4%) versus ng73,5% (48,2-93,1%); p =0,029) (Abb. 10). Ein noch deutlicherer Unter-
schied zeigt sich im Vergleich der Erwachsenen zu den Kindern (g91,1% (84,4-95,4%) versus
k68,3% (56,1-78,6%); p <0,001), wobei der Unterschied zu den 13 bis 36 Monate alten Klein-
kindern deutlicher ausfallt als zu den Sauglingen (g91,1% (84,4-95,4%) versus xx68,3% (54,7-
76,9%) bzw. versus s;67,5% (55,2-83,9%); p < 0,001 bzw. p =0,001) (Abb. 10 und 11). Kinder
und Neugeborene unterscheiden sich nicht in ihrer IL-8-Bildung nach LPS-Stimulation. Auffallig
ist die breite Streuung der ermittelten Daten der Neugeborenen insbesondere im Vergleich zu den
Erwachsenen. Wahrend sich der Interquartilbereich Is, bei den Neugeborenen iber 45 Prozent-
punkte erstreckt, zeigt sich bei den Erwachsenen eine Breite von s = 11% (Abb. 10).
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Abb. 10 IL-8-Bildung: Vergleich zwischen Neugeborenen, Kindern und Erwachsenen

Der héchste Anteil 1L-8-positiver Monozyten findet sich jeweils bei den Erwachsenen. Besonders eindeutig
ist die starker ausgeprégte IL-8-Bildung der Erwachsenen nach Stimulation mit LPS. Die Neugeborenen
zeigen eine auffallend breite Streuung mit Quartilsabstdanden von bis tber 60 Prozentpunkten. Es sind die
Mediane mit den Quartilen sowie die 5., 10., 90.und 95. Perzentile abgebildet. p < 0,05 (*), p <0,001 (**)
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6.2.2.2 Meningokokken

Ebenso wie LPS stimulieren bei den Erwachsenen auch Meningokokken eine grolRe Zahl der
Monozyten zur IL-8-Expression. Meningokokken fiihren bei Kindern zu einer geringeren IL-8-
Bildung als bei Erwachsenen, ein signifikanter Unterschied findet sich aber lediglich nach Stimu-
lation mit Bakterien der Serogruppe B (Serogruppe B: £90,0% (73,1-93,1%) versus «67,3% (51,4-
86,0%); p = 0,01; Serogruppe A: £89,8% (66,7-94,0%) versus «76,9% (61,7-84,7%); p = 0,056).
Neugeborene zeigen weder im Vergleich zu Erwachsenen noch im Vergleich zu Kindern
eindeutige Unterschiede. Auch bei den Meningokokken zeigen die Neugeborenen eine groRe
Streubreite der Messwerte (Serogruppe A: lso = 55%, Serogruppe B: lso = 61%). Demgegeniiber
betragen die Interquartilbereiche beispielsweise der Erwachsenen bei der Serogruppe A lso = 27%
und bei der Serogruppe B lsq = 20% (Abb. 10)

34



6.2.3 TNF-a-Bildung

6.2.3.1 LPS

LPS regt bei Kindern mehr Monozyten zur TNF-a-Bildung an als bei Neugeborenen (k44,6%
(30,4-55,0%) versus ng33,1% (11,9-46,7%); p = 0,032). Der Unterschied der Kinder gegeniiber den
Erwachsenen stellt sich nicht-signifikant dar (x44,6% (30,4-55,0%) versus gw32,4% (12,4-60,6%);
p =0,212). Die TNF-a-Expression der Erwachsenen unterscheidet sich nicht nennenswert von der
der Neugeborenen (gr,32,4% (12,4-60,6%) versus ng33,1% (11,9-46,7%); p = 0,593) (Abb. 12).
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Abb. 12 TNF-a-Bildung: Vergleich zwischen Neugeborenen, Kindern und Erwachsenen

Nach Stimulation mit LPS und Meningokokken kommt es bei den Kindern zur starksten TNF-o-Bildung.
Besonders deutlich zeigt sich der im Vergleich zu den Neugeborenen und Erwachsenen hoéhere Anteil
TNF-a-positiver Monozyten nach Stimulation mit Meningokokken. Median und Quartile sind jeweils durch
eine Box veranschaulicht. Die Whiskers stellen die 10. und 90., die Punkte die 5. und 95. Perzentile dar.
p <0,05 (*), p<0,001 (**)
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6.2.3.2 Meningokokken

Auf Stimulation mit Meningokokken reagieren Kinder im Alter von 1 bis 36 Monaten mit einer
starkeren TNF-a-Produktion als Neugeborene und Erwachsene. Vor allem gegenlber den Erwach-
senen ist der Anteil TNF-a-bildender Zellen stark erhéht (Serogruppe A: «70,4% (60,3-78,8%)
versus egw27,7% (14,5-52,7%); p <0,001; Serogruppe B: «64,3% (52,3-72,1%) versus g32,0%
(20,4-59,4%); p = 0,002), doch auch im Vergleich zu den Neugeborenen fallt die Zytokinbildung
deutlich starker aus (Serogruppe A: 70,4% (60,3-78,8%) versus ng53,1% (17,4-69,1%); p = 0,004;
Serogruppe B: 64,3% (52,3-72,1%) versus ng38,5% (15,0-66,8%); p = 0,016) (Abb. 12 und 13).
Erwachsene und Neugeborene zeigen keine signifikanten Unterschiede (Serogruppe A: p = 0,081;
Serogruppe B: p = 0,876) (Abb. 12). Beim Vergleich der Sduglinge mit den Kleinkindern fallen die
Kleinkinder durch eine starkere TNF-a-Bildung nach Stimulation mit Meningokokken der
Serogruppe A auf (77,8 (65,8-79,2%) versus s464,9 (44,2-70,3%); p = 0,046) (nicht abgebildet).
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6.2.4 Korrelation zwischen Kindesalter und Zytokinbildung

Es zeigen sich keine bedeutenden Korrelationen zwischen Kindesalter (1-36 Monate) und
Zytokinproduktion.

6.2.4.1 IL-6-Bildung

Das Alter der Kinder (1-36 Monate) und die IL-6-Produktion zeigen eine nicht-signifikante, sehr
geringe positive Korrelation (< 0,2) nach Stimulation mit LPS sowie nicht-signifikante, geringe
negative Korrelationen (> —0,5) nach Stimulation mit Meningokokken beider Stamme mit und ohne
Zusatz von Epo.

6.2.4.2 IL-8-Bildung

Alter der Kinder und IL-8-Bildung zeigen unabhangig von der Art der Stimulation keine
signifikanten Korrelationen. Nach Stimulation mit LPS zeigt sich eine sehr geringe negative
Korrelation, nach Stimulation mit Meningokokken mit und ohne Epo zeigen sich geringe oder sehr

geringe positive Korrelationen.

6.2.4.3 TNF-a-Bildung

Das Alter der Kinder und die TNF-a-Bildung zeigen bei Zusatz von 100 IE Epo bzw. 500 IE Epo
nach Stimulation mit B-Meningokokken eine signifikante, geringe positive Korrelation. Bei den
anderen Stimulationsansatzen gab es keine signifikanten Korrelationen zwischen der TNF-a-
Produktion und dem Alter der Kinder.
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6.3 Beeinflussung der Zytokinbildung durch Erythropoietin

Zur Klarung, inwieweit Epo eine durch Meningokokken stimulierte Produktion der Zytokine IL-6,
IL-8 und TNF-o zu beeinflussen vermag, wurde Blut von Neugeborenen, Kindern und Erwachse-
nen mit Meningokokken der Serogruppen A und B stimuliert und ein Teil der Ansétze mit Epo in
zwei verschieden hohen Dosen versetzt. AnschlieRend wurde der zytokinpositive Anteil der Mono-
zyten durchflusszytometrisch bestimmt und zwischen den Ansétzen ohne und mit Epo verglichen.

6.3.1 Neugeborene

Der Zusatz von 500 IE Epo bewirkt bei Neugeborenen nach Stimulation mit Meningokokken im
Mittel eine Reduktion der IL-6- und TNF-a-synthetisierenden Monozyten um etwa 30%. IL-8 zeigt
sich durch 500 IE Epo weitgehend unbeeinflusst. 100 IE Epo fiihren dagegen zu einer ca. 10%igen
Steigerung des IL-8-positiven Anteils der Monozyten (Abb. 14a und 14b). Eine detailliertere
Darstellung des Verhaltens der einzelnen Zytokine unter dem Einfluss von Epo findet sich in den
Kapiteln 6.3.1.1 bis 6.3.1.3.
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Abb. 14a Neugeborene: Abb. 14b Neugeborene:
Serogruppe A und Epo Serogruppe B und Epo

Dargestellt sind prozentuale Verdnderungen in der Zytokinbildung nach Stimulation mit Meningokokken
durch Zusatz von Epo gegenuber der Stimulation ohne Zusatz von Epo (= 100%) bei Neugeborenen.
Wéhrend 100 IE Epo keine relevanten Veranderungen der IL-6- und TNF-a-Bildung bewirken, kommt es
unter dem Einfluss von 500 IE Epo zu einer Reduktion der Anzahl IL-6- und TNF-a-bildender Zellen um
etwa 25 bis 30%. Das IL-8 zeigt sich bei den Neugeborenen dagegen weitgehend unbeeinflusst durch Epo.
Abgebildet sind die Mittelwerte und Standardfehler.
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6.3.1.11L-6

Der Zusatz von 500 IE Epo zur Stimulation mit Meningokokken bewirkt bei Neugeborenen eine
deutliche Reduktion des Anteils IL-6-bildender Zellen im Vergleich zur Stimulation ohne Epo
(Serogruppe A: 55,4% (44,2-69,5%) versus 44,4% (31,1-56,1%); p < 0,001, Serogruppe B: 52,3%
(47,5-63,1%) versus 40,0% (27,2-51,7%); p < 0,001). Auch bei Zugabe von 100 IE Epo zeigt sich
bei der Serogruppe A eine signifikante, aber weniger ausgeprégte Verringerung der IL-6-
Expression (55,4% (44,2-69,5%) versus 53,7% (45,6-67,6%); p = 0,014) (Abb. 15).
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Abb. 15 Einfluss von Epo auf die IL-6-Bildung bei Neugeborenen nach Stimulation mit Meningo-
kokken

Epo zeigt bei den Neugeborenen, vor allem in héherer Dosierung eingesetzt, einen hemmenden Einfluss auf
die Bildung von IL-6 nach Stimulation mit Meningokokken. Dargestellt sind der Median mit den Quartilen
und die 5., 10., 90. und 95. Perzentile. Signifikante Unterschiede innerhalb einer Serogruppe sind gekenn-
zeichnet: p < 0,05 (*), p < 0,001 (**).

6.3.1.2 1L-8

Epo zeigt keine relevante Beeinflussung der durch Meningokokken angeregten IL-8-Bildung bei

Neugeborenen (nicht abgebildet).
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6.3.1.3 TNF-a

Die TNF-a-Expression der Neugeborenen bleibt durch die geringere Dosis Epo unbeeinflusst
(Serogruppe A: 53,1% (17,4-69,1%) versus 46,1% (20,6-68,0%); p = 0,695, Serogruppe B: 38,5%
(15,0-66,8%) versus 38,7% (13,1-65,9%); p = 0,856). Dagegen verursacht die héhere Dosis Epo
eine deutliche Reduktion der TNF-a-Produktion verglichen mit der Stimulation ohne Zusatz von
Epo (Serogruppe A: 53,1% (17,4-69,1%) versus 39,7% (13,1-49,7%); p < 0,001, Serogruppe B:
38,5% (15,0-66,8%) versus 28,1% (8,1-50,3%); p = 0,002) (Abb. 16).
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Abb. 16 Einfluss von Epo auf die TNF-a-Bildung bei Neugeborenen nach Stimulation mit Meningo-
kokken

Die hohere eingesetzte Menge Epo flhrt bei Stimulation von Vollblut Neugeborener mit Meningokokken zu
einer Reduktion des Anteils TNF-a-positiver Monozyten. Die Ergebnisse sind abgebildet durch die 5., 10.,
25.,50., 75., 90.und 95. Perzentile. p < 0,05 (*), p < 0,001 (**)
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6.3.2 Kinder

Kinder reagieren mit einer verminderten IL-6- und TNF-a-Produktion auf die Zugabe insbesondere

der hoheren eingesetzten Dosis Epo, wohingegen das IL-8 durch Epo nicht gehemmt wird

(Abb. 17a und 17b). Eine genauere Betrachtung des Verhaltens der einzelnen Zytokine unter dem
Einfluss von Epo bei Kindern findet sich in den Kapiteln 6.3.2.1 bis 6.3.2.3.
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Abb. 17a Kinder: Serogruppe A und Epo
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Abb. 17b Kinder: Serogruppe B und Epo

Abgebildet sind Verédnderungen der IL-6-, IL-8- und TNF-a-Bildung durch Epo ausgehend von der Zytokin-
bildung nach Stimulation mit Meningokken ohne Zusatz von Epo. Es zeigt sich ein hemmender Effekt auf
die IL-6- und TNF-o-Produktion insbesondere bei Zugabe von 500 IE Epo. Beim IL-8 l&sst sich dagegen
keine hemmende Wirkung durch Epo feststellen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler.
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6.3.2.11L-6

Bei Kindern stellt sich die durch Meningokokken angeregte Bildung von IL-6 unter dem Einfluss
von 500 IE Epo deutlich geringer dar als bei Stimulation mit Meningokokken ohne Zugabe von
Epo (Serogruppe A: 56,7% (47,0-65,4%) versus 49,2% (35,9-56,0%); p < 0,001; Serogruppe B:
55,2% (45,9-60,0%) versus 43,5% (32,0-56,0%); p < 0,001). Der Zusatz von 100 IE Epo bewirkt
keine relevante Beeinflussung der IL-6-Bildung bei Kindern (Abb. 18).
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Abb. 18 Einfluss von Epo auf die IL-6-Bildung bei Kindern nach Stimulation mit Meningokokken

Die durch Meningokokken angeregte IL-6-Bildung kindlicher Monozyten wird durch 500 IE Epo gehemmt.
Dargestellt sind die Mediane und Interquartilbereiche sowie die 5., 10., 90. und 95. Perzentile. Die Ergeb-
nisse sind signifikant auf einem Niveau von p < 0,001 (**).
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6.3.2.2 1L-8

Nach Stimulation mit Meningokokken der Serogruppe A zeigt sich unter Einwirkung von 500 IE
Epo ein geringerer Anteil IL-8-positiver Zellen als bei Stimulation ohne Epo (76,9% (61,7-84,7%)
versus 64,7% (54,4-82,8%); p =0,011). Dartiber hinaus stellt sich die IL-8-Bildung der Kinder
nicht in signifikantem Mafe durch Epo verandert dar (Abb. 19).
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Abb. 19 Einfluss von Epo auf die IL-8-Bildung bei Kindern nach Stimulation mit Meningokokken

Die IL-8-Bildung der Kinder bleibt, abgesehen von einer Reduktion der Zytokinbildung unter 500 IE Epo
nach Stimulation mit Meningokokken der Serogruppe A, durch das Epo weitgehend unbeeinflusst. Dar-
gestellt ist der Anteil IL-8-positiver Monozyten in Prozent der Gesamtmonozyten. Die Abbildung zeigt die
5.,10., 25., 50., 75., 90.und 95. Perzentile. p <0,05 (*)
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6.3.2.3 TNF-a

Der Zusatz von 500 IE Epo verringert die durch Meningokokken angeregte TNF-a-Bildung der
kindlichen Monozyten im Vergleich zur Stimulation ohne Zusatz von Epo (Serogruppe A: 70,4%
(60,3-78,8%) versus 56,2% (40,1-66,2%); p < 0,001, Serogruppe B: 64,3% (52,3-72,1%) versus
48,4% (38,7-58,6%); p < 0,001). Wéhrend die niedrigere Menge Epo (100 IE) bei den Meningo-
kokken der Serogruppe A ebenfalls zu einer merklichen Reduktion des TNF-a fiihrt (70,4% (60,3-
78,8%) versus 65,6% (52,1-75,2%); p = 0,003), zeigt sich ein solcher Effekt bei der Serogruppe B
nicht (64,3% (52,3-72,1%) versus 63,3% (55,2-70,8%); p = 0,28) (Abb. 20).

TN l.:'.(X- 100 A ‘47;{
positive %% %k
Monozyten ° )

[%]

[ ]
N 1 )

60 A

40 A

JLooD 2

Serogruppe A Serogruppe B

1 Meningokokken (ohne Epo)
I Meningokokken + 100 IE Epo
[ Meningokokken + 500 IE Epo

Abb. 20 Einfluss von Epo auf die TNF-a-Bildung bei Kindern nach Stimulation mit Meningokokken
Epo wirkt insbesondere in der Dosierung von 500 IE nach Stimulation mit Meningokokken hemmend auf
die monozytédre TNF-a-Bildung bei Kindern. Abgebildet sind die Mediane und der Interquartilbereich, die
10. und 90. Perzentile am Ende der Whiskers und die 5. und 95. Perzentile in Form von Punkten. Signifikante
Unterschiede innerhalb einer Serogruppe sind gekennzeichnet: p < 0,05 (*) bzw. p < 0,001 (**).
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6.3.3 Erwachsene

Abbildung 21a und 21b veranschaulichen die durch Epo bedingten prozentualen Veranderungen
des Anteils der IL-6-, IL-8- und TNF-a-bildenden Monozyten nach Stimulation mit Meningo-
kokken bei Erwachsenen. Die deutlichsten Effekte zeigen sich bei der héher gewéhlten Dosis von
500 IE Epo. Wahrend sie eine deutliche Verminderung der Produktion des IL-6 und TNF-o
bewirkt, steigert sie die 1L-8-Bildung im Mittel um etwa 10%. Eine weitergehende Betrachtung
des Verhaltens der einzelnen Zytokine unter dem Einfluss von Epo erfolgt in den Kapiteln 6.3.3.1
bis 6.3.3.3.

[%6] [%]
120 1 120
100 + 100
80 1 80 4
—— L6 —— L6
6 —o— |L-8 60 4 —o— |L-8
—¥— TNF-a ¥— TNF-
100 IE Epo 500 IE Epo 100 IE Epo 500 IE Epo
Abb. 21a Erwachsene: Serogruppe A und Epo Abb. 21b Erwachsene: Serogruppe B und Epo

Bei den Erwachsenen kommt es unter dem Einfluss von 500 IE Epo zu einer Verringerung der Produktion
von IL-6 und TNF-a nach Stimulation mit Meningokokken. Das IL-8 steigt dagegen um etwa 10 % an. Dar-
gestellt ist die prozentuale Verédnderung des Anteils der zytokinpositiven Monozyten an den Gesamtmono-
zyten unter dem Einfluss von 100 bzw. 500 IE Epo. Als Ausgangswert wird der Anteil IL-6-, IL-8- bzw.
TNF-a-exprimierender Monozyten nach Stimulation mit Meningokokken der Serogruppen A (Abb. 21a) und
B (Abb. 21b) ohne Zusatz von Epo betrachtet. Es sind die Mittelwerte und Standardfehler abgebildet.
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6.3.3.11L-6

Die mit 100 IE niedrig gewdahlte Dosis Epo fiihrt bei den Erwachsenen zu keiner bedeutsamen
Veranderung der IL-6-Expression nach Stimulation mit Meningokokken (Serogruppe A: p = 0,566,
Serogruppe B: p = 0,071). Beim Vergleich der Zytokinbildung ohne Zusatz von Epo mit derjenigen
unter einer héher gewahlten Dosis von Epo (500 IE) stellt sich der Anteil IL-6-positiver Zellen
unter dem Einfluss von Epo dagegen deutlich geringer dar (Serogruppe A: 49,0% (33,1-54,2%)
versus 37,4% (23,7-48,6%); p = 0,001, Serogruppe B: 54,0% (37,3-63,5%) versus 37,2% (22,9-
52,0%); p < 0,001) (Abb. 22).
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Abb. 22 Einfluss von Epo auf die IL-6-Bildung bei Erwachsenen nach Stimulation mit Meningokokken
Eine ausreichend hoch gewdhlte Dosis Epo fuhrt nach Stimulation mit Meningokokken sowohl der
Serogruppe A als auch B bei Erwachsenen zu einer deutlichen Reduktion des IL-6-positiven Anteils der
Monozyten. Die Ergebnisse sind durch Box-and-Whisker-Plots veranschaulicht. Eine Box beinhaltet jeweils
den Median und wird durch die 25. und 75. Perzentile begrenzt. Die Whisker beschreiben die 10. und 90. und
die Punkte die 5. und 95. Perzentile. p < 0,001 (**)
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6.3.3.2 1L-8

Bei den Erwachsenen verursacht Epo bei Verwendung von 100 IE bei der Serogruppe B (90,0%
(73,1-93,1) versus 93,2% (72,0-94,9); p =0,038) sowie bei 500 IE Epo bei der Serogruppe A
(89,8% (66,7-94,0) versus 92,5% (85,2-95,1); p = 0,012) eine leichte Erhéhung des Anteils IL-8-
positiver Zellen. Insgesamt zeigt sich die IL-8-Bildung der Erwachsenen kaum durch Epo
beeinflusst (Abb. 23).
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Abb. 23 Einfluss von Epo auf die IL-8-Bildung bei Erwachsenen nach Stimulation mit Meningokokken
Die IL-8-Produktion Erwachsener bleibt durch den Zusatz von Epo weitgehend unbeeinflusst. Es zeigt sich
lediglich bei den Meningokokken der Serogruppe A unter Zusatz von 500 IE Epo und bei den Meningo-
kokken der Serogruppe B unter Zusatz von 100 IE Epo eine geringfugige Erhéhung des Anteils IL-8-
bildender Monozyten. Dargestellt sind jeweils die 5., 10., 25., 50., 75., 90. und 95. Perzentile. Signifikante
Unterschiede (p < 0,05) sind mit (*) gekennzeichnet.
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6.3.3.3 TNF-a

Bei der Serogruppe A ist der Anteil TNF-a-produzierender Zellen nach Zusatz von 100 IE Epo
etwas grofer verglichen mit der bakteriellen Stimulation ohne Epo (27,7% (14,5-52,7%) versus
30,8% (10,5-59,3%); p =0,013). 500 IE Epo bewirken keinen Unterschied zur TNF-a-Bildung
ohne Epo. Nach Stimulation mit Meningokokken der Serogruppe B bleiben 100 IE ohne relevanten
Einfluss auf die TNF-a-Bildung der Erwachsenen. Die groRere eingesetzte Menge Epo fuhrt zu
einer Verringerung der Zytokinexpression (32,0% (20,4-59,4%) versus 26,8% (11,6-33,1%);
p <0,001) (Abb. 24).
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Abb. 24 Einfluss von Epo auf die TNF-a-Bildung bei Erwachsenen nach Stimulation mit Meningo-
kokken

Wéhrend die Erwachsenen bei der Serogruppe A unter Zugabe von 100 IE Epo eine leichte Erhdhung der
TNF-a-Produktion zeigen, kommt es bei der Serogruppe B und Zusatz von 500 IE Epo zu einer deutlichen
Reduktion der TNF-a-Bildung. Dargestellt sind die Ergebnisse in Form von Boxplots mit dem Median und
dem Interquartilbereich als Box, mit bis zur 10. und 90. Perzentile reichenden Whiskers und mit der als Punkt
beschriebenen 5. und 95. Perzentile. p < 0,05 (*), p < 0,001 (**)
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7 Diskussion

Invasive Erkrankungen durch Meningokokken gehen unveréndert mit einer hohen Morbiditét und
Letalitat einher. Am hdufigsten erkranken Sauglinge und Kleinkinder, die innerhalb von Stunden
versterben oder lebenslange Folgeschéden davontragen konnen. Der Anstieg der proinflamma-
torischen Zytokine IL-6, IL-8 und TNF-a. spielt flr die Pathophysiologie der IMD eine bedeutende
Rolle. Ihre Konzentrationen korrelieren mit der Erkrankungsschwere (Kap. 1.2). Gegenstand der
vorliegenden Arbeit ist daher die quantitative Untersuchung dieser inflammatorischen Zytokin-
reaktion auf Meningokokken sowie deren mogliche Beeinflussung durch Epo in einem ex vivo-
Sepsismodell. Vorteil eines ex vivo-Modells gegenlber der in vivo-Untersuchung von Zytokinen
bei IMD-Erkrankten ist die Durchfilhrung unter standardisierten Bedingungen, die eine bessere
Vergleichbarkeit der Daten gewahrleisten. Dagegen kommt es bei in vivo-Analysen unvermeidlich
zu Unterschieden u.a. des Zeitpunktes der Probenenthahme nach Erkrankungsbeginn und der
zugrundeliegenden Bakterienkonzentration. Dariiber hinaus kann in vivo im Verlauf einer schweren
Sepsis ein als Immunparalyse bezeichnetes Phdnomen auftreten, bei dem die Zytokinbildung
beeintrachtigt ist (Ertel et al. 1995, Astiz et al. 1996). Fur das hier verwendete ex vivo-Sepsismodell
wurde Vollblut gesunder Probanden verschiedener Altersgruppen verwendet. Besser als bei
gereinigten Zellen ermdglicht die Untersuchung an Vollblut, sich der physiologischen Situation mit
den wechselseitigen Beeinflussungen der Zellen und Zytokine anzundhern. Mittels Durchfluss-
zytometrie lassen sich die Monozyten im Vollblut einzeln auf ihre intrazelluldre Zytokinbildung
hin untersuchen (Maino und Picker 1998, Pala et al. 2000).

Das folgende Kapitel beschéftigt sich mit der untersuchten Bildung der proinflammatorischen
Zytokine IL-6, IL-8 und TNF-a nach Stimulation mit Meningokokken im Vergleich zur Stimula-
tion mit LPS und mdglichen Ursachen fiir die Unterschiede der stimulatorischen Potenz (Kap. 7.1).
Es folgt ein kurzer Blick auf den Vergleich der Zytokinbildung nach Stimulation mit zwei
verschiedenen Meningokokkenstammen (Kap. 7.2). In Kapitel 7.3 werden die wichtigsten Ergeb-
nisse der Untersuchung der altersabh&ngigen Unterschiede der Zytokinbildung nach LPS- bzw.
Meningokokkenstimulation dargestellt sowie mogliche Ursachen und Folgen dieser Unterschiede
besprochen. Das letzte Kapitel geht auf die Untersuchung des Einflusses von Epo auf die Bildung
proinflammatorischer Zytokine nach Stimulation mit Meningokokken ein und diskutiert die

Madglichkeit eines therapeutischen Einsatzes von Epo bei IMD (Kap. 7.4).
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7.1 Untersuchung der Bildung proinflammatorischer Zytokine nach
Stimulation mit Meningokokken im Vergleich zur Stimulation mit LPS

LPS ist als wichtiger Bestandteil gramnegativer Bakterien bekannt, der sehr sensitiv vom
Wirtsorganismus erkannt wird und dadurch die angeborene Immunabwehr des Wirts aktiviert. Zur
angeborenen Immunabwehr gehoren u.a. die Komplementaktivierung, Phagozytose, Aktivierung
von Immunzellen und Bildung von Zytokinen. LPS ruft also u.a. durch die Induktion der Bildung
proinflammatorischer Zytokine wichtige Schutzmechanismen des Organismus gegen ,,angreifende
Bakterien hervor. Gleichzeitig gilt es aber auch als wichtigster Faktor in der Pathogenese
gramnegativer Infektionen. Die durch LPS hervorgerufenen Mechanismen des natiirlichen Schutzes
kehren sich bei UbermaRiger Aktivierung in schadliche Effekte gegen den Wirtsorganismus um
(Cross und Opal 1995, Munford 2008, Mogensen 2009). LPS setzt sich aus Polysacchariden und
einer Lipid A-Komponente zusammen. Das LPS verschiedener gramnegativer Bakterien variiert
deutlich im Aufbau der Polysaccharidanteile. So fehlt beispielsweise den Meningokokken das sich
wiederholende O-Antigen der enterischen Lipopolysaccharide, weshalb bei den Meningokokken
héufig exakter von LOS (Lipooligosaccharide) statt von LPS die Rede ist (Plant et al. 20086,
Munford 2008). Hier soll vereinfachend jedoch auch im Folgenden die Bezeichnung LPS

verwendet werden.

Meningokokken tragen eine vom Wirtsorganismus besonders gut zu detektierende Form des LPS
(Munford 2008). Die genaue Struktur des LPS ist bereits bei der Entscheidung von Bedeutung, ob
eine Meningokokkenbesiedelung der Schleimhéute asymptomatisch bleibt oder zu einer invasiven
Meningokokkenerkrankung flhrt. Verdnderungen spezifischer LPS-Strukturen beeinflussen aber
nicht nur die Adhésions- bzw. Invasionsfahigkeit der Meningokokken an bzw. durch die
Schleimhdute, sondern auch das Ausmal der inflammatorischen Reaktion nach Invasion der
Bakterien (Plant et al. 2006, John et al. 2009). Eine entscheidende Rolle bei der Vermittlung der
biologischen Aktivitdt des Meningokokken-LPS spielen das Lipid A und der LPS-spezifische
2-Keto-3-desoxyoctonat (KDO)-Anteil (Zughaier et al. 2004 und 2007, Zhang et al. 2008). Anders
als zunéchst angenommen (Kirsch et al. 1996, van Deuren et al. 2000) ist das LPS allerdings nicht
der einzige Aktivator der angeborenen Immunabwehr gegen Meningokokken. Die Komplement-
aktivierung erfolgt LPS-unabhéngig (Sprong et al. 2004a) und auch die Bildung proinflammato-
rischer Zytokine kann durch non-LPS-Bestandteile der Meningokokken angeregt werden. Welche
non-LPS-Komponenten dabei im Einzelnen fir die Zytokinsynthese ursdchlich sind, ist bislang
noch ungeklart. Membrangebundene Faktoren, z.B. Proteine, Lipoproteine, Porine oder Phospho-
lipide, werden ebenso als mogliche Verantwortliche angesehen wie auch die chromosomale DNA
(Ingalls et al. 2001, Sprong et al. 2001). In bisherigen Studien zeigten sich non-LPS-Meningo-

kokken im Vergleich zum Wildtyp als schwécheres, aber dennoch potentes Stimulans der Bildung
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von IL-6 (Uronen et al. 2000), IL-8 (Sprong et al. 2004a) und TNF-a (Ingalls et al. 2001, Pridmore
et al. 2001, Sprong et al. 2001 und 20044, Uronen et al. 2000). Bei hohen Bakterienkonzentrationen
fanden Uronen et al. (2000) fur Wildtyp- und non-LPS-Meningokokken sogar ein aquivalentes
Stimulationspotential fur die IL-6 und TNF-a-Bildung. Es stellt sich daher die Frage, welche Rolle
die non-LPS-Anteile in der Pathogenese der IMD spielen. LPS ist zweifellos ein potentes
Stimulans der Zytokinsynthese und damit ein entscheidender pathogenetischer Faktor bei IMD.
Einerseits ware es denkbar, dass die inflammationsstimulatorische Potenz der non-LPS-Anteile im
Vergleich zum LPS vernachlassigbar klein ist und bei intakten, LPS-beinhaltenden Keimen nicht
zum Tragen kommt. Andererseits ware es ebenso mdglich, dass LPS und non-LPS-Anteile
synergistisch zusammenwirken. Wahrend Ingalls et al. (2001) keine eindeutigen synergistischen
Effekte von LPS und den LPS-freien Membranbestandteilen bei der TNF-o-Bildung fanden,
beschreiben Sprong et al. (2001) bei Konzentrationen ab 10’ Bakterien/ml eine starkere TNF-a-
Bildung durch intakte, ganze Bakterien als durch aquivalente Mengen von isoliertem, reinem LPS
und einen additiven Effekt der LPS- und non-LPS-induzierten TNF-a-Synthese. Uronen et al.
(2000) fanden ebenfalls ab einer Konzentration von 10’ Bakterien/ml eine relevante LPS-
unabhéngige TNF-o-Synthese und bei 10° Bakterien/ml &quivalente TNF-a- und 1L-6-Mengen
durch non-LPS-Meningokokken und den Wildtyp. Sie vermuten synergistische Effekte von LPS
und non-LPS-Bestandteilen als Ursache fur ihre Beobachtung, dass Wildtyp-Meningokokken
h&ufig hohere TNF-a-Spiegel verursachen als hohe LPS-Konzentrationen. Bei einer Keim-
konzentrationen von 10%/ml zeigte sich weder bei Sprong et al. (2001) noch bei Uronen et al.
(2000) eine LPS-unabhdngige Zytokinbildung. Eine vergleichbare Dosisabhangigkeit zeigte sich
fur die LPS-unabhangige TNF-a-Bildung bei Pridmore et al. (2001). Magller et al. (2005) schlossen
aus den von ihnen gemessenen vernachléssigbar niedrigen IL-8-Konzentrationen nach Stimulation
mit non-LPS-Meningokokken, dass LPS die Hauptrolle als IL-8-Induktor bei Meningokokken-
erkrankungen spiele. Bei der Einordnung ihrer Ergebnisse muss allerdings beachtet werden, dass in
den Versuchen eine bakterielle Konzentration von 10%ml eingesetzt wurde. Sie lag damit unter
derjenigen, die in anderen Untersuchungen als notwendig fiir die LPS-unabhéngige Zytokinbildung
beobachtet wurde. Die Bakterienlast ist bei Meningokokkenerkrankungen umso héher, je schwerer
die Erkrankung ausfallt. Bei IMD finden sich Konzentrationen von etwa 10* bis 10" Bakterien/ml,
bei schweren Verlaufen bis 10° Bakterien/ml (Hackett et al. 2002, @vstebg et al. 2004). Unter der
Annahme, dass sich die beschriebenen ex vivo-Untersuchungsergebnisse auf die Situation in vivo
tibertragen lassen, werden also teilweise Meningokokkenkonzentrationen errreicht, bei denen eine

LPS-unabhangige Zytokinstimulation von Relevanz sein kdnnte.

LPS wurde fiir die vorliegende Studie in einer Konzentration von 30 ng/ml verwendet. Etwa 7x10°
bis 1x10° Meningokokken enthalten 1 ng LPS (Uronen et al. 2000, Sprong et al. 2001), so dass

30 ng Meningokokken-LPS/ml einer Bakterienkonzentration von etwa 2 bis 3x107/ml entsprechen.
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Fur die vorliegende Arbeit wurde jedoch E.coli-LPS verwendet, das sich in seinem Molekular-
gewicht vom Meningokokken-LPS unterscheidet. Schatzungen des LPS-Gehalts von E.coli gehen
von etwa 1 ng LPS in 10° Bakterien aus (Sprong et al. 2001). Die fiir die in dieser Arbeit durch-
gefiihrten Untersuchungen gewahlte LPS-Konzentration entspricht daher einer hohen bakteriellen
Konzentration um > 10° bis 107/ml, wie sie auch bei Meningokokkenerkrankungen zu finden ist.

Die in Kapitel 6 vorgestellten Untersuchungsergebnisse zeigten Unterschiede in der Zytokin-
bildung nach der Stimulation mit LPS im Vergleich zu der Stimulation mit Meningokokken. Diese
Unterschiede stellten sich in den verschiedenen Altersgruppen allerdings nicht einheitlich dar.
Wihrend die 1L-6-Bildung sowohl bei den Kindern als auch bei den Erwachsenen nach reiner LPS-
Stimulation eindeutig hoher ausfiel als nach Stimulation mit Meningokokken, lag ein solches
Muster bei den Neugeborenen allenfalls angedeutet vor (Kap. 6.1.1, Abb. 3). Bei Betrachtung der
TNF-a-Bildung zeigte sich dagegen bei den Erwachsenen kein Unterschied der TNF-a-
stimulierenden Potenz zwischen LPS und Meningokokken. Bei den Neugeborenen und Kindern
flhrten Meningokokken und insbesondere Meningokokken der Serogruppe A zu einer deutlich
starkeren TNF-a-Bildung als reines LPS (Kap. 6.1.3, Abb.5). Dieses stellte sich besonders
eindriicklich bei den Kindern dar (Kap. 6.1.3, Abb. 6). Die beriicksichtigte Altersspanne der
untersuchten Kinder schlieft unmittelbar an das Neugeborenenalter an und umfasst die ersten drei
Lebensjahre, in denen wichtige Schritte in der Entwicklung des Immunsystems stattfinden. Vor
diesem Hintergrund erfolgte fur eine genauere Betrachtung die weitere Unterteilung der Gruppe der
Kinder in S&uglinge und Kleinkinder. Hierbei wurde erkennbar, dass sich die beschriebenen
Unterschiede bei den Kleinkindern erheblich ausgeprégter darstellten als bei den Sauglingen
(Kap. 6.1.3, Abb. 7). Die IL-8-Bildung zeigte keine bedeutsamen Unterschiede zwischen den

einzelnen Stimulanzien (Kap. 6.1.2).

Die starke IL-6-Bildung bei Kindern und Erwachsenen nach LPS-Stimulation passt zu der
Annahme, dass LPS zu einer maximalen inflammatorischen Reaktion mit entsprechend
ausgepragter Zytokinbildung flhrt (Strunk et al. 2008). Aufféllig ist dagegen die ausgepragtere
TNF-a-Bildung nach Stimulation mit Meningokokken im Vergleich zur Stimulation mit LPS bei
Neugeborenen und Kindern. Es wurde bereits dargestellt, dass bei entsprechender Konzentration
der Meningokokken eine LPS-unabhéngige Zytokininduktion beobachtbar ist. In der vorliegenden
Arbeit wurde eine hohe Konzentration von 1,2x 10° Meningokokken/ml zur Stimulation der
Zytokinbildung eingesetzt. Sie lag somit in einem Bereich, in dem neben dem LPS eine synergis-
tische non-LPS-Komponente als Ausloser der inflammatorischen Antwort von Bedeutung sein
kénnte. Diese stellt eine potentielle Ursache fur den starkeren TNF-a-Anstieg durch Meningo-
kokken als durch LPS dar. Es ist aber zu berticksichtigen, dass es sich um Untersuchungsergebnisse

zum einen nach Stimulation mit Meningokokken und zum anderen nach Stimulation mit reinem
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LPS von E.coli, nicht von Meningokokken, handelte. Mdéglicherweise war der stdrkere TNF-a-
Anstieg durch Meningokokken also auch Ausdruck einer unterschiedlich ausgepréagten stimula-
torischen Potenz zwischen dem LPS der Meningokokken und dem der E.coli-Bakterien. In diesem
Fall wirde eine Messung nach Stimulation mit reinem Meningokokken-LPS und E.coli-LPS ein
vergleichbares Ergebnis liefern wie in den hier durchgefuhrten Untersuchungen. Laut Munford
(2008) rufen das Lipid A von Meningokokken und von E.coli eine inflammatorische Antwort mit
vergleichbarer Potenz hervor. Zhang et al. (2008) beobachteten dagegen an murinen Zellen eine
stirkere Induktion der TNF-a-Synthese durch Lipid A von Meningokokken als von E.coli.
Allerdings haben sich flr verschiedene gramnegative Bakterien Unterschiede in der LPS-
Erkennung zwischen menschlichen und murinen Zellen gezeigt, so dass sich tierexperimentell
erworbene Erkenntnisse nur bedingt auf die Situation beim Menschen Ubertragen lassen (Munford
2008). Auch koénnen Ergebnisse fur das Lipid A ohne Beriicksichtigung des KDO-Anteils nur
bedingt auf die immunstimulatorische Potenz des gesamten LPS ausgeweitet werden (Zughaier et
al. 2004 und 2007, Zhang et al. 2008). LPS von Meningokokken ist beim Menschen in sehr
niedrigen aquimolaren Konzentrationen bis 1 pmol/ml ein potenterer TNF-a-Induktor als E.coli-
LPS (Sprong et al. 2004b). Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden jedoch mit hohen
LPS-Konzentrationen durchgefiihrt. Zusétzlich ist zu beachten, dass das Untersuchungsmaterial der
genannten Autoren von Erwachsenen stammte, wahrend die starke TNF-a-Expression hier bei den
Neugeborenen und Kileinkindern auftrat. Sowohl eine zusétzliche LPS-unabhdngige Zytokin-
bildung durch Meningokokken als auch eine hoéhere TNF-a-stimulatorische Potenz des in
Meningokokken enthaltenen LPS bleiben als Ursache der beobachteten Unterschiede der TNF-a-
Bildung denkbar.

Fur einen aussagekréftigeren Vergleich der stimulatorischen Potenz von LPS und Meningokokken
misste die Untersuchung mit vom verwendeten Meningokokkenklon isoliertem LPS durchgefiihrt
werden. Eine solche Untersuchung wiirde auch indirekte Aussagen uber mdgliche synergistische
Effekte von LPS und non-LPS-Komponenten zulassen. Die Verwendung eines beliebigen anderen
Meningokokken-LPS ist weniger geeignet, da das LPS verschiedener Meningokokkenstamme
ebenfalls eine unterschiedliche zytokinstimulatorische Potenz aufweisen kann (Prins et al. 1998).
Fur einen Vergleich der stimulatorischen Potenz von Meningokokken und E.coli wére der Einsatz
hitzeinaktivierter E.coli anstelle von E.coli-LPS erforderlich. Zusammenfassend ist zu sagen, dass
der in der vorliegenden Studie durchgefiihrte Vergleich zwischen E.coli-LPS und Meningokokken
eindeutige Unterschiede im Ausmal der Zytokinbildung zeigt und sich dabei das Reaktionsmuster
fir die einzelnen Zytokine altersabhéngig unterscheidet, es sich aber keine sicheren Aussagen Uber

die Ursachen machen lassen.

53



7.2 Untersuchung der Bildung proinflammatorischer Zytokine nach
Stimulation mit Meningokokken der Serogruppe A im Vergleich zur
Stimulation mit Meningokokken der Serogruppe B

Fur die vergleichende Untersuchung mdglicher Unterschiede der zytokinstimulatorischen Potenz
zweier Meningokokkenstdmme verschiedener Serogruppen wurden Meningokokken der Sero-
gruppen A und B verwendet. Bei beiden gewahlten Stimmen handelte es sich um Isolate von an
Meningitis erkrankten Patienten. Die Serogruppen A und B sind von besonderer Relevanz, da es
sich bei ihnen um die haufigsten IMD-Erreger weltweit (Serogruppe A) bzw. in Deutschland und
Europa (Serogruppe B) handelt (Kap. 1.1.1). Ein besonderes Problem im Hinblick auf die Sero-
gruppe B stellt zudem das Fehlen einer allgemein anwendbaren Impfung dar (Kap. 1.1.4).

Keiner der untersuchten Meningokokkenstamme fuhrte zu einer generell starkeren Zytokinbildung
als der andere. Bei den Kindern fiel jedoch eine signifikant héhere Bildung der drei untersuchten
Zytokine nach Stimulation mit A-Meningokokken gegenuiber der Stimulation mit B-Meningo-
kokken auf. Die Erwachsenen zeigten annahernd umgekehrte Verhaltnisse mit einer héheren IL-6-
und TNF-a-Bildung durch Meningokokken der Serogruppe B als durch Meningokokken der
Serogruppe A (Kap. 6.1). Derartige Unterschiede der Zytokinbildung konnten auf eine
differierende Reagibilitat der verschiedenen Altersgruppen auf bestimmte Serogruppen hinweisen.
Allerdings waren die hier auftgetretenen Unterschiede nicht sehr ausgepréagt. Zudem lasst sich von
jeweils nur einem betrachteten Meningokokkenstamm zweier verschiedener Serogruppen nicht
zwangslaufig auf eine unterschiedliche zytokinstimulierende Potenz ganzer Serogruppen schlie3en.
Dennoch wdére an dieser Stelle ein Abgleich der hier gewonnenen Daten mit dem klinischen
Verlauf beider Serogruppen von Interesse, da Schwere und Letalitdt invasiver Meningokokken-
erkrankungen mit der Konzentration der untersuchten proinflammatorischen Zytokine IL-6, I1L-8
und TNF-a korrelieren (Kap. 1.2.3). Geht eine Serogruppe also mit einer starkeren Zytokinbildung
einher als eine andere, so ware gleichzeitig auch ein schwereres Krankheitsbild zu erwarten. Die
Ergebnisse dieser Arbeit wirden demnach vermuten lassen, dass der Stamm der Serogruppe A im
Kindesalter zu einem schwereren klinischen Bild der IMD fihrt als im Erwachsenenalter bzw.
umgekehrt bei der Serogruppe B. Miteinander vergleichbare Datensatze zum klinischen Verlauf der
IMD durch die Serogruppen A und B sind aufgrund der weltweit unterschiedlichen Verteilung
jedoch schwierig zu erheben. In unseren Breiten treten Erkrankungen durch die Serogruppe A
selten auf, so dass hier keine zuverldssigen Aussagen zur Letalitat vorliegen (Kaplan et al. 2006,
RKI1 2009a). Ein Vergleich der hiesigen Letalitatsdaten der Serogruppe B mit den Letalitatsdaten
der Serogruppe A beispielsweise aus dem afrikanischen Meningitisgirtel ist ebenfalls ungeeignet,
da eine erhebliche Beeinflussung der Daten durch die Unterschiede in der medizinischen
Versorgung zu vermuten ist. Unter identischen Bedingungen erhobene und damit fiir einen

Vergleich geeignetere Daten liegen insbesondere fir die Serogruppen B und C vor. Wahrend
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Kaplan et al. (2006) keine Assoziation von Serogruppe und Letalitdt feststellen konnten,
beobachtete das Robert Koch-Institut (RKI 2009a) iber mehrere Jahre hinweg eine etwas hthere
Letalitat bei der Serogruppe C. Auch Levy et al. (2010) fanden in Frankreich eine signifikant
hohere Letalitat bei Erkrankungen durch die Serogruppe C im Vergleich zur Serogruppe B.
Vergleichende Untersuchungen der Zytokinbildung bei Stimulation mit Meningokokken der
Serogruppen B und C wirden folglich eine verstarkte Zytokinbildung durch die Serogruppe C
vermuten lassen. Im Falle der Durchfiihrung einer solchen Untersuchung sollte zur Vermeidung
von Verzerrungen immer die Herkunft der verschiedenen Meningokokken beriicksichtigt werden,
so dass die verwendeten Stamme beispielsweise alle von invasiv Erkrankten oder alle von Tragern

ohne ernsthafte Erkrankungszeichen stammen (Prins et al. 1998).

Der Vergleich der Zytokinbildung nach Stimulation mit Meningokokkenstammen der Serogruppen
A und B erbrachte keine relevanten Unterschiede. Obwohl es sich bei der Serogruppe A um die
weltweit bedeutsamste Serogruppe handelt, wére fiir eine bessere Vergleichbarkeit der erhobenen
Daten der Zytokinbildung mit dem klinischen Verlauf die Verwendung von Meningokokken der

Serogruppen B und C sinnvoll.

7.3 Untersuchung der Bildung proinflammatorischer Zytokine nach
Stimulation mit LPS bzw. Meningokokken in Abhangigkeit vom Alter

In Kapitel 7.1 und 7.2 wurde beim Vergleich der Zytokinantwort auf Meningokokken und LPS
bereits ersichtlich, dass sich das Reaktionsmuster in den verschiedenen Altersgruppen z.T. deutlich
voneinander unterscheidet. Eine ausfiihrliche Beschaftigung mit diesen altersabhangigen Unter-

schieden erfolgt in den nun folgenden Abschnitten.

Das Immunsystem des menschlichen Organismus muss in den ersten Lebenstagen mit den Heraus-
forderungen einer vollstandig neuen Umgebung mit zahllosen Fremdantigenen und mikrobiellen
Pathogenen zurechtkommen. Sduglinge und Neugeborene und unter ihnen ganz besonders die
Frihgeborenen sind u.a. wegen der noch unzureichend schiitzenden adaptiven Immunitét in
besonderem MaRe durch Infektionen gefahrdet. Doch auch das angeborene Immunsystem und die
inflammatorischen Reaktionen des Neugeborenen unterscheiden sich erheblich von der Situation
beim Erwachsenen. Die bestehenden Unterschiede wurden friiher als generelle Unreife angesehen,
die mit einer allgemein verminderten Zytokinbildungsfahigkeit einhergingen (Levy 2007, Philbin
und Levy 2009). Dieses hat sich mittlerweile als falsch herausgestellt. Wahrend bei Friihgeborenen

und reifen Neugeborenen das antiinflammatorische IL-10 zwar vermindert gebildet wird
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(Kotiranta-Ainamo et al. 2004, Schultz et al. 2004), fallt die Bildung proinflammatorischer
Zytokine nicht generell schwécher, sondern teilweise sogar starker aus als bei Erwachsenen
(Schultz et al. 2002b, Kotiranta-Ainamo et al. 2004, Mohamed et al. 2007, Yerkovich et al. 2007).
Die noch nicht ausgereifte Immunantwort manifestiert sich demnach offenbar weniger in einer
verminderten Zytokinbildungféhigkeit als vielmehr in einer mangelhaften Regulation der
Zytokinbildung und einer damit einhergehenden ubersteigerten proinflammatorischen Reaktion.
Wie bereits in Kapitel 1.2 beschrieben ist aber gerade die exakte Regulation der inflammatorischen
Antwort entscheidend bei der Gratwanderung zwischen einer addaquaten Abwehrreaktion und den
fur den Wirtsorganismus schadlichen bis hin zu tédlichen Auswirkungen. Zusatzlich zu dem noch
unzureichenden adaptiven Immunschutz ist ein Zusammenhang zwischen der unausgereiften
Regulation der angeborenen Immunantwort und der besonderen Anfélligkeit flir schwere
Infektionen bei Neugeborenen denkbar. Nach der Neugeborenenzeit durchlauft das Muster der
Zytokinbildung gravierende, aber bislang im Einzelnen nur wenig bekannte Verdnderungen. Im
Sauglingsalter und in den ersten Lebensjahren féllt die Bildung einiger proinflammatorischer
Zytokine nach LPS-Stimulation deutlich niedriger aus als bei Neugeborenen und nimmt bis zum
Erwachsenenalter wieder zu (Hartel et al. 2005, Yerkovich et al. 2007). Das Ausmal} der Bildung
der einzelnen Zytokine ist jedoch nicht nur vom Entwicklungsstand des Immunsystems abhdangig,
sondern unterscheidet sich auch je nach Art des Pathogens. Verschiedene Bakterien fiihren zu
verschiedenen Mustern der Zytokinbildung (Mohamed et al. 2007, Tatad et al. 2008).

Fur die vorliegende Arbeit erfolgte die Untersuchung und der Vergleich der Bildung der
proinflammatorischen Zytokine IL-6, 1L-8 und TNF-a nach Stimulation mit reinem LPS bzw.
Meningokokken in verschiedenen Altersgruppen: (1) bei den besonders infektionsgefdhrdeten
Neugeborenen, deren Immunsystem nach den sterilen intrauterinen Bedingungen postnatal
plétzlich einer Umgebung voller Fremdantigene ausgesetzt ist, (2) bei Sauglingen und Kindern bis

zu 3 Jahren, der am héufigsten von IMD betroffenen Altersgruppe und (3) bei Erwachsenen.

Wahrend die IL-6-Bildung nach Stimulation mit LPS bei den Kindern starker ausfiel als bei den
Neugeborenen, unterschied sie sich bei den Erwachsenen nicht von den anderen Altersgruppen.
Dagegen reagierten die Neugeborenen und Kinder nach Stimulation mit Meningokokken der
Serogruppe A mit einem hoheren Anteil 1L-6-bildender Monozyten als Erwachsene (Kap. 6.2.1,
Abb. 8). Die detailliertere Betrachtung des Kinderkollektivs zeigte eine im Vergleich zu den
Erwachsenen signifikant starkere 1L-6-Bildung bei den Sauglingen, nicht aber bei den Kleinkindern
(Kap. 6.2.1, Abb. 9). Auffallendes Merkmal bei der Betrachtung der I1L-8-Bildung war der generell
hohe Anteil IL-8-positiver Monozyten nach Stimulation. In allen Altersgruppen fanden sich
einzelne Probanden, bei denen er anndhernd 100% erreichte. Die Neugeborenen zeigten eine groRe

interindividuelle Variabilitat mit einer breiten Streuung der Ergebnisse. Insgesamt zeigte sich die
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starkste 1L-8-Bildung bei den Erwachsenen und nicht wie beim IL-6 und v.a. beim TNF-a bei den
Kindern. Besonders markant stellte sich der Unterschied zwischen den Erwachsenen und den
anderen Altersgruppen nach Stimulation mit LPS dar (Kap. 6.2.2, Abb. 10), wobei er von den
Neugeborenen uber die Sauglinge zu den Kleinkindern hin zunahm (Kap. 6.2.2, Abb. 11). Nach
Stimulation mit Meningokokken relativierten sich die beschriebenen Unterschiede zwischen den
Erwachsenen und den Neugeborenen bzw. Kindern, wenngleich ein vergleichbares Muster weiter-
hin erkennbar blieb (Kap. 6.2.2, Abb. 10). Dagegen stellten sich die altersabhangigen Unterschiede
der TNF-o-Produktion nach Stimulation mit Meningokokken besonders deutlich dar. Beide
Serogruppen riefen bei den Kindern eine sehr ausgepragte TNF-a-Bildung im Vergleich zu den
Neugeborenen und besonders im Vergleich zu den Erwachsenen hervor. Auch nach Stimulation
mit LPS fand sich zwar der héchste Anteil TNF-a-positiver Monozyten bei den Kindern, doch
gerade der bei den Meningokokken so ausgepragte Unterschied zu den Erwachsenen zeigte sich
hier nicht (Kap. 6.2.3, Abb. 12).

Bei Betrachtung dieser Ergebnisse féllt auf, dass die am héaufigsten von IMD betroffene
Altersgruppe der Séuglinge und Kleinkinder mit einer starkeren Zytokinbildung auf
Meningokokken reagierte als die der Erwachsenen. Die starkere 1L-6- und v.a. TNF-a-Produktion
der Kinder konnte Ausdruck einer generell h6heren Zytokinbildung in dieser Altersgruppe sein. In
diesem Fall ware aber auch nach Stimulation mit reinem LPS bei den Kindern ein entsprechend
hoherer Anteil IL-6- und TNF-a-positiver Monozyten als bei den Erwachsenen zu erwarten,
unabhéngig davon, ob es sich um Meningokokken-LPS oder, wie in der vorliegenden Unter-
suchung, um E.coli-LPS handelt. Ein derartiger Unterschied zwischen Kindern und Erwachsenen
war nach LPS-Stimulation jedoch nicht beobachtbar. Auch Yerkovich et al. (2007) fanden bei
Einjéhrigen nach LPS/IFNy-Stimulation vielmehr eine niedrigere proinflammatorische IL-6- und
TNF-a-Bildung als bei Erwachsenen. Die in der vorliegenden Arbeit zu beobachtende markante
Zytokinantwort der Kinder stellt daher mdglicherweise eine fiir Meningokokken spezifische
Besonderheit dar. Eine Ursache hierfur kénnte in der Verteilung der TL-Rezeptoren liegen.
Verschiedene Bakterien aktivieren die Bildung proinflammatorischer Zytokine tber verschiedene
TLR-Muster. Im Falle der Meningokokken sind es die Rezeptoren TLR4, TLR2 und TLR9, Uber
die die inflammatorische Antwort des Wirts durch Bakterienanteile aktiviert wird (Mogensen et al.
2006). Doch auch die TLR-Expression durchlauft vermutlich vor allem in den ersten Lebensjahren,
aber auch noch im spéten Erwachsenenalter, altersabhdngige Veranderungen (van Duin und Shaw
2007, Yerkovich et al. 2007). Yerkovich et al. (2007) fanden bei einjahrigen Kindern eine niedrige-
re TLR4-Expression auf CD14-positiven Zellen nach LPS/IFNy-Stimulation als bei Erwachsenen.
TLR4 ist bekannt als entscheidender Rezeptor fur die durch LPS induzierte proinflammatorische
Zytokinsynthese. Eine reduzierte TLR4-Expression bei einjahrigen Kindern wirde folglich nach

LPS-Stimulation auch eine im Vergleich zu Erwachsenen verminderte Zytokinbildung erwarten
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lassen, so wie es auch von Yerkovich et al. (2007) gezeigt wurde. Die einjahrigen Kinder entfallen
in der vorliegenden Arbeit auf die Gruppe der Kinder mit einer deutlich breiteren Altersspanne von
1 bis 36 Monaten. In dieser weiter gefassten Altersgruppe fiel die TNF-a-Bildung nach LPS-
Stimulation im Kindesalter ahnlich aus wie bei den Erwachsenen. Ganz anders stellte sich die
Situation dagegen bei den Meningokokken dar. Der Anteil der TNF-a bildenden Monozyten lag
nach Stimulation mit Meningokokken bei den Kindern deutlich héher als bei den Erwachsenen.
Unter der friher vorherrschenden Annahme, dass Meningokokken die inflammatorische Reaktion
des Wirtsorganismus nur Uber LPS und seinen Rezeptor TLR4 hervorrufen wirden, stiinde diese
hohere TNF-a-Bildung im Widerspruch zur verminderten TLR4-Expression bei Kindern. Mit der
Entdeckung einer zusétzlichen, LPS-unabhangigen Aktivierung der inflammatorischen Antwort
durch Meningokokken hebt sich dieser Widerspruch auf. Wenn Kinder eine verminderte TLR4-
Expression haben, aber gleichzeitig auf Stimulation mit Meningokokken mit einer deutlich
starkeren TNF-a-Bildung reagierten als nach Stimulation mit LPS (Kap. 6.1.3) und als Erwachsene
nach Stimulation mit Meningokokken (Kap. 6.2.3), so lasst sich spekulieren, dass die non-LPS-
Anteile der Meningokokken fiir die immunologische Antwort im Kindesalter von besonderer
Bedeutung sein konnten. Ob die hierfiir bendtigten Rezeptoren TLR2 und TLR9 im Kindesalter
verglichen mit dem Erwachsenenalter moglicherweise verstarkt exprimiert werden, ist nicht
bekannt. Van Duin et al. (2007) beobachteten allerdings bei tber 65-J&hrigen im Vergleich zu
jungen Erwachsenen einen funktionellen Defekt der TLR1/2-Funktion mit einer verminderten
TNF-0- und IL-6-Bildung, wohingegen die TLR4-Funktion in den beiden Altersgruppen keinen
Unterschied aufwies. Moglicherweise wird also die inflammatorische Reaktion auf Meningo-
kokken mit zunehmendem Alter vorwiegend tiber LPS/TLR4 vermittelt, wahrend in jungen Jahren
die uber TLR2 (und TLR9) tbermittelten Signale der non-LPS-Komponenten noch einen bedeuten-
deren Anteil beitragen. Dieses konnte mit erkldren, wieso sich in den hier durchgefiihrten Unter-
suchungen das Ausmall der TNF-a-Bildung bei Erwachsenen nach Stimulation mit LPS und
Meningokokken glich, wéhrend es sich bei den Kindern nach Stimulation mit Meningokokken so
viel ausgepréagter darstellte als nach Stimulation mit LPS (Kap. 6.1.3). Beim IL-8 hingegen zeigten
sich in keiner der Altersgruppen gravierende Unterschiede zwischen den einzelnen Stimulanzien
(Kap. 6.1.2). Die Erwachsenen préasentierten sich durchgehend als Altersgruppe mit dem héchsten
Anteil IL-8-positiver Monozyten. Eine derartige Altersverteilung kénnte die Folge einer mdglicher-

weise vorrangig LPS- und TLR-4-vermittelten IL-8-Synthese sein.

Es ist sicherlich ein Zusammenspiel vieler Faktoren, welches dariiber entscheidet, ob und wie
schwer eine mit Meningokokken kolonisierte Person bzw. eine Person nach Kontakt zu einem
IMD-Patienten tatsachlich erkrankt. Neben Eigenschaften des Bakteriums selbst spielen hierbei
individuelle Merkmale im Immunsystem des Wirts eine Rolle (Kvalsvig und Unsworth 2003).

Dazu gehdren z.B. bestimmte genetische Polymorphismen des angeborenen Immunsystems
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einschliellich der TL-Rezeptoren, die mit einer erhéhten IMD-Anfélligkeit und Letalitét
einhergehen (Smirnova et al. 2003, Brouwer et al. 2009 und 2010). Neben Komplementdefekten
als bekanntem Risikofaktor fur IMD werden auch eine geschddigte Mukosabarriere und eine
generalisierte Immundefizienz als IMD-begtinstigende Faktoren vermutet. Der Grof3teil der IMD
trifft dennoch vor allem Sduglinge und Kinder ohne bekannte zugrundeliegende Stérungen des
Komplementsystems oder sonstige Vorerkrankungen. Die erhdhte IMD-Anfalligkeit im friihen
Kindesalter wird u.a. mit dem Abfall des mutterlichen Nestschutzes und damit der adaptiven
Immunitét in Verbindung gebracht (Kvalsvig und Unsworth 2003). Oben wurde bereits dargestellt,
dass ein Zusammenhang zwischen der allgemeinen Infektionsanfalligkeit Neugeborener und der
mangelhaften Regulation der Zytokinbildung mdglich ist. Entsprechend ist auch ein urséchlicher
Zusammenhang der hohen Inzidenz invasiver Meningokokkenerkrankungen in den ersten
Lebensjahren mit der hier ex vivo beobachteten besonderen inflammatorischen Reagibilitat des
kindlichen Bluts auf Meningokokken denkbar. Die im Vergleich zu Erwachsenen Ubersteigerte
proinflammatorische Reaktion der Kinder, mdglicherweise durch ein fur das Alter spezifisches
TLR-Muster bedingt, kénnte dabei zu dem bedrohlichen Ubergang von gesunder Abwehr zu

schwerer Erkrankung beitragen.

Fur die durchgefihrten Untersuchungen wurden Kinder im Alter von ein bis 36 Monaten zu einer
Gruppe zusammengefasst. Unter der Annahme, dass ein Zusammenhang zwischen der IMD-
Inzidenz und einer besonders ausgeprdagten Bildung proinflammatorischer Zytokine besteht,
erfolgte eine weitere Unterteilung in S&uglinge und Kleinkinder. IMD zeigen die héchste Inzidenz
im S&uglingsalter (Kap. 1.1.1). Demzufolge wére in diesem Alter eine noch starkere TNF-a- und
IL-6-Bildung zu erwarten als bei den Kleinkindern. Derartige relevante Unterschiede waren aber
fir keines der Zytokine zwischen Sauglingen und Kleinkindern nachweisbar. Lediglich nach
Stimulation mit Meningokokken der Serogruppe A zeigten die Sauglinge eine nicht-signifikant
hohere IL-6-Bildung als Kleinkinder (Kap. 6.2.1, Abb. 9). Ebenso ergaben sich in der vorliegenden
Arbeit keine bedeutenden Korrelationen zwischen Kindesalter und Zytokinsynthese (Kap. 6.2.4).
Einschrankend muss hierbei angemerkt werden, dass die Unterteilung der Kinder in Sauglinge und
Kleinkinder zu einer die Aussagekraft mindernden Verkleinerung der Fallzahlen der Subgruppen
fuhrte. Eventuell bestehende geringe Unterschiede wurden mdglicherweise aufgrund einer zu
kleinen Fallzahl nicht dargestellt. Vergleichbares gilt fir eine potentielle Korrelation zwischen

Kindesalter und Zytokinsynthese.

Als bemerkenswertestes Ergebnis dieses Teils der durchgefuhrten Studie ist die im Vergleich zu
den Erwachsenen Ubersteigerte TNF-a-Bildung der hauptséchlich von IMD betroffenen Alters-
gruppe der Sauglinge und Kleinkinder nach Stimulation mit Meningokokken hervorzuheben, die

sich entsprechend auch fiir das IL-6 nach Stimulation mit Meningokokken der Serogruppe A
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darstellte. Ein Uberblick iiber die physiologische und pathophysiologische Bedeutung dieser
Zytokine findet sich in Kapitel 1.2. Im Hinblick auf die modgliche Bedeutung der besonders
ausgepragten TNF-a- und IL-6-Bildung im Kindesalter nach Stimulation mit Meningokokken
sollen an dieser Stelle zwei gravierende Aspekte der IMD herausgehoben werden, die auf eben
diese Zytokine zuriickgefuhrt werden: der septische Schock und kardiale Funktionsstérungen im
Rahmen der Meningokokkensepsis. Erkrankungen durch Meningokokken verlaufen in der Regel
als Meningitis, Sepsis oder als Mischform aus beidem (Rosenstein et al. 2001, RKI 2010). Als
IMD-Form mit der hochsten Letalitdt sind die Sepsis und ganz besonders das fulminant
verlaufende Waterhouse-Friderichsen-Syndrom gefiirchtet (RKI 2009a). Dabei kommt dem als
Hauptvermittler des septischen Schocks geltenden TNF-o unter den Zytokinen eine herausragende
Bedeutung zu (Kap. 1.2.2). Ein groRer Teil der schwerwiegenden gesundheitlichen Folgen der
Meningokokkensepsis sowie der septische Schock lassen sich auf kardiovaskulare Stérungen und
eine pathologische intravaskuldre Gerinnung zuriickfihren (Pathan et al. 2003). Kardiale
Funktionsstdrungen stellen eine bedeutende Komponente und haufige Todesursache des septischen
Schocks insbesondere auch bei der Sepsis durch Meningokokken dar (Boucek et al. 1984,
Monsalve et al. 1984, Mercier et al. 1988, Krishnagopalan et al. 2002, Makwana und Baines 2005).
Das Versagen der Herzfunktion ist hierbei teilweise als sekundarer Effekt bei Hypovoldmie
aufgrund eines Kapillarlecks zu sehen (Pathan et al. 2003). Seit langerem wird aber auch eine
direkte negativ inotrope Wirkung verschiedener proinflammatorischer Zytokine diskutiert
(Krishnagopalan et al. 2002, Hunter und Doddi 2010). VVor wenigen Jahren konnte das IL-6 als
wichtiger verantwortlicher Mediator der myokardialen Dysfunktion bei IMD identifiziert werden
(Pathan et al. 2002 und 2004). Die Beispiele des septischen Schocks und der kardialen
Funktionsstorungen verdeutlichen die aulerordentliche Rolle der proinflammatorischen Zytokine
IL-6 und TNF-a fur den Krankheitsverlauf der IMD. Die bei Kindern beobachtete (bersteigerte
Synthese dieser Zytokine konnte folglich neben dem oben beschriebenen mdglichen
Zusammenhang mit der Erkrankungsanfélligkeit auch negative Folgen flr den Verlauf einer

Erkrankung haben.

Das zunehmende Wissen der vergangenen zwei Jahrzehnte um die Bedeutung der Zytokine legt die
Hoffnung nahe, den Krankheitsverlauf der Sepsis durch eine Hemmung der Zytokinsynthese
positiv beeinflussen zu konnen. Wéhrend Versuche bei Tieren erfolgversprechend ausfielen
(Tracey et al. 1987, Nassif et al. 1992), erbrachten adjuvante Therapieversuche der Sepsis beim
Menschen z.B. mit einer gezielten TNF-a-Blockade (Grau und Maennel 1997, Kox et al. 2000)
oder mit anti-LPS-Antikérpern bislang enttduschende Ergebnisse (Opal und Glick 2003;
Kap. 1.1.3). Eine mogliche Ursache fir die fehlenden Erfolge mag in einem zu spéten Zeitpunkt
des Therapiebeginns liegen. Darliber hinaus ist das TNF-a zwar ein Zytokin von immenser

Bedeutung bei der Sepsis, aber dennoch nicht das einzige, das zu gravierenden Schéadigungen des
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Organismus fiihren kann. Eine gezielte Blockade des TNF-a greift daher moglicherweise zu kurz,
weil es das restliche Netzwerk der Zytokine unbeeinflusst I&sst. Anti-LPS-AntikGrper hemmen
dagegen die Synthese eines breiteren Spektrums von Zytokinen. Wie bereits dargelegt sind aber
u.a. Meningokokken zu einer LPS-unabhdngigen Zytokinstimulation in der Lage. Ex vivo-
Experimente zeigen bei hohen Meningokokkenkonzentrationen einen relevanten Beitrag der
non-LPS-Anteile an der Zytokinbildung (Kap. 7.1). Auf die Situation in vivo Ubertragen kénnte
dieses bedeuten, dass gerade bei den Schwerstkranken die LPS-unabhéngige Zytokinbildung von
Bedeutung ist, da die Bakterienlast mit der Erkrankungsschwere korreliert (Hackett et al. 2002).
Eben diese bilden aber die Patientengruppe, fur die dringend verbesserte Therapiemdglichkeiten
benodtigt werden und die als Patientenstamm fur viele der Therapiestudien mit anti-LPS-
Antikdrpern dienten (J5 Study Group 1992, Derkx et al. 1999, Levin et al. 2000), was ebenfalls

eine Ursache fir die bislang ausgebliebenen Erfolge darstellen kdnnte.

7.4 Untersuchung des Einflusses von Erythropoietin auf die Bildung
proinflammatorischer Zytokine nach Stimulation mit Meningokokken

Der therapeutische Ansatz einer Beeinflussung der Zytokinkonzentration ist aufgrund der
immensen pathophysiologischen Bedeutung der proinflammatorischen Zytokine fir die IMD trotz
der bisherigen Misserfolge vielversprechend. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit
die Mdoglichkeit einer medikamentdsen Beeinflussung der durch Meningokokken angeregten
Synthese proinflammatorischer Zytokine mittels Epo untersucht.

Epo hemmt die Bildung proinflammatorischer Zytokine nach Stimulation mit LPS (Kumral et al.
2007, Strunk et al. 2008) ebenso wie die Zytokinsynthese nach traumatischen und ischdmischen
Schédigungen des Gehirns (Villa et al. 2003, Gorio et al. 2005) und nach ischdmischen Schédi-
gungen des Herzens (Li et al. 2006). In der vorliegenden Studie wurde ex vivo die Hypothese
untersucht, dass Epo die Bildung der proinflammatorischen Zytokine IL-6-, IL-8- und TNF-a nach
Stimulation mit Meningokokken beeinflusst. Hierfur wurde mit Meningokokken versetztes
Vollblut zun&chst fir eine Stunde mit Epo vorinkubiert. Epo wurde in zwei verschiedenen
Dosierungen eingesetzt, um mdgliche dosisabhdngige Unterschiede darzustellen. Die héhere
Dosierung (500 IE) bewirkte dabei in allen untersuchten Altersgruppen eine deutlich hemmende
Wirkung auf die IL-6-Bildung (Kap. 6.3, Abb. 15, 18 und 22). Ahnlich wie die IL-6-Bildung
verhielt sich auch die TNF-a-Bildung unter dem Einfluss von Epo. Mit Ausnahme der Erwach-
senen bei Stimulation mit Meningokokken der Serogruppe A (bte die hohere Dosis Epo in allen

Versuchsgruppen einen hemmenden Effekt auf die TNF-a-Bildung aus, der sich in geringerem
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Ausmal bei den Kindern nach Stimulation mit Meningokokken der Serogruppe A auch bei der
niedrigen Dosis Epo zeigte (Kap. 6.3, Abb. 16, 20 und 24). Anders als das I1L-6 und TNF-a wurde
das IL-8 durch Epo kaum beeinflusst. Eine leichte Reduktion der IL-8-Bildung durch Epo fand sich
lediglich bei den Kindern nach Stimulation mit Meningokokken der Serogruppe A. Bei den
Erwachsenen bewirkte Epo dagegen einen geringen Anstieg des Anteils der IL-8-bildenden
Monozyten (Kap. 6.3, Abb. 19 und 23).

Epo zeigte im durchgefiihrten ex vivo-Versuch die Fahigkeit, die Bildung proinflammatorischer
Zytokine nach Stimulation mit Meningokokken zu reduzieren. Die hohere der verwendeten
Dosierungen (500 IE) fuhrte in allen Altersgruppen zu einer eindeutigen Hemmung der IL-6- und
TNF-a-Bildung. Epo bewirkte keine relevante Beeinflussung der IL-8-Synthese. Die pro-
inflammatorischen Zytokine und unter ihnen insbesondere das IL-6 und TNF-a spielen eine
wichtige krankheitsvermittelnde Rolle bei IMD (Kap. 1.2 und 7.3). Folglich kénnte die Reduktion
der Synthese dieser pathophysiologisch bedeutsamen und mit der Krankheitsschwere der
IMD korrelierenden Zytokine durch Epo den Krankheitsverlauf ginstig beeinflussen. Die
folgenden Abschnitte beschaftigen sich daher mit einem potentiellen therapeutischen Einsatz von
Epo bei Erkrankungen durch Meningokokken. Dabei wird zunéchst kurz auf die neuroprotektiven
und kardioprotektiven Eigenschaften von Epo und auf deren mdgliche Bedeutung bei IMD
eingegangen. Anschlieend erfolgt ein Blick auf die bisherige Datenlage des experimentellen
Einsatzes von Epo im Sepsismodell. Danach werden einzelne praktische Aspekte wie die Art der
Verabreichung, die Dosierung und mdgliche Nebenwirkungen und Wechselwirkungen mit

Glukokortikoiden angesprochen.

Erst vor gut zehn Jahren wurde erkannt, dass die Aufgaben von Epo sich nicht auf die
Hématopoese beschranken. Nach Entdeckung von Epo und seinem Rezeptor (Epo-R) im Gehirn
und Liquor (Liu. et al. 1994, Masuda et al. 1994, Juul et al. 1997) folgten zahlreiche experimentelle
Belege fir die neuroprotektiven Eigenschaften Epos (Kap. 1.3.1). Wéhrend sich der GroRteil der
bisherigen Forschung in diesem Bereich auf hypoxisch-ischamische oder traumatische
Schédigungen konzentriert, gibt es Uber die Wirkung von Epo bei infektiésen Erkrankungen kaum
Daten. Epo erfiillt durch seine antiinflammatorischen und neuroprotektiven Eigenschaften die
theoretischen Voraussetzungen, sowohl den akuten Verlauf einer Meningokokkenerkrankung als
auch neurologische Beeintrachtigungen nach IMD giinstig beeinflussen zu kdnnen. Auf den
vorangegangenen Seiten wurden insbesondere die Rolle der Zytokine und auf deren Hemmung
abzielende Therapieversuche bei der Sepsis thematisiert. Ein weit h&ufigeres Erscheinungsbild der
IMD als die Sepsis ist allerdings die Meningitis. Sie findet sich, isoliert oder als Mischform

zusammen mit einer Sepsis auftretend, in fast drei Viertel aller invasiven Erkrankungsfélle durch
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Meningokokken (Kaplan et al. 2006, RKI 2010). Uberlebende einer Meningitis leiden haufig ihr
Leben lang unter neurologischen Folgeschéden der Erkrankung (Kap. 1.1.2).

Bei der Meningitis treten die Meningokokken auf den Subarachnoidalraum konzentriert auf und
verursachen intrakranial eine akute inflammatorische Reaktion (Brandtzaeg et al. 1992, Waage et
al. 1993). Die Invasion von Bakterien in den Liquor wird vom angeborenen Immunsystem mit
einer Aktivierung ansassiger immunkompetenter Zellen (z.B. Mikroglia), der Einwanderung von
Leukozyten und der Bildung von Zytokinen beantwortet. Auch im ZNS sind es die TL-Rezeptoren,
die der Erkennung von Bakterien dienen und dartiber zur Bildung proinflammatorischer Zytokine
flhren (Gerber und Nau 2010, Koedel et al. 2010, Lehnardt 2010). Letztere erfolgt im ZNS u.a.
durch Mikroglia, Astrozyten und eingewanderte mononukleare Zellen (Wang und Shuaib 2002).
Agonisten der an der immunologischen Erkennung von Meningokokken beteiligten Rezeptoren
TLR2, TLR4 und TLR9 kdnnen im ZNS unter anderem 0ber die Bildung proinflammatorischer
Zytokine zu neuronalen Schadigungen und Zelltod durch Apoptose fiihren (Lehnardt et al. 2003,
lliev et al. 2004, Hoffmann et al. 2007). Hua et al. (2007) zeigten, dass eine Ischdmie-bedingte
Aktivierung von TLR4 zu den neuronalen Schadigungen im Hippocampus beitragt. Schadigungen
der Hippocampusformation durch neuronale Apoptose sind auch eine charakteristische Folge
bakterieller Meningitiden und kénnen den hohen Anteil kognitiver Defizite bei Uberlebenden mit
erklaren. Im Rahmen der Meningitis kann zudem ein Hirnédem mit Einklemmung und ausgedehn-
ten nekrotischen La&sionen auftreten. Dieses stellt eine haufige Ursache todlicher Verldufe bzw.
bleibender, schwerer neurologischer Schadigungen der Meningitis dar. Fir sekundére hypoxisch-
ischamische Schédigungen bei der bakteriellen Meningitis werden neben dem Hirnédem auch eine
Vaskulitis und eine gestorte zerebrale Autoregulation verantwortlich gemacht (Nau und Brick
2002, Gerber und Nau 2010). Das Gehirn stellt damit ein hochst gefédhrdetes Organ bei der durch
Meningokokken verursachten Meningitis dar, das daneben aber auch bei einer Sepsis ohne

Meningitis geschadigt werden kann (Sharshar et al. 2005).

Epo hat sich bei verschiedenen Schadigungsformen als neuroprotektiv erwiesen (Kap. 1.3). Es
wirkt antiinflammatorisch und fiihrte in den hier durchgefiihrten Untersuchungen zu einer
deutlichen Reduktion der durch Meningokokken induzierten proinflammatorischen Zytokin-
synthese. Gemeinsam mit seinen antiapoptotischen und weiteren zum Gewebeschutz beitragenden
Eigenschaften kdnnte Epo damit den oben beschriebenen Schadigungsmechanismen im ZNS bei
der Meningitis entgegenwirken. Zusatzlich weisen die Ergebnisse von Gunnarson et al. (2009) auf
eine Beteiligung an der Wasserhomoostase im Gehirn und eine Senkung des Risikos fir ein

Hirnddem durch Epo hin.
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Nach Entdeckung der neuroprotektiven Effekte wurden 2003 erste Studien verdffentlicht, die auf
schiitzende Effekte auf das Herz durch Epo hinwiesen (Cai et al. 2003, Calvillo et al. 2003, Moon
et al. 2003, Parsa et al. 2003). In den darauf folgenden Jahren wurden die kardioprotektiven
Eigenschaften in zahlreichen experimentellen Studien insbesondere an hypoxisch-ischdmisch
geschidigten Herzen bestitigt (LipSic et al. 2006a, Riksen et al. 2008), in denen Epo unter anderem
eine Reduktion der InfarktgroRe bewirkte (Parsa et al. 2003, Tamareille et al. 2009, Treguer et al.
2010). Nach den vielversprechenden experimentellen Ergebnissen erfolgte bereits die Umsetzung
in erste klinische Studien, die sich auf den Einsatz Epos nach akuten Myokardinfarkten
konzentrieren (Lipsic et al. 2006b, Ferrario et al. 2009, Liem et al. 2009, Ozawa et al. 2010, Suh et
al. 2010). Als Mechanismen der Kardioprotektion werden die antiapoptotischen und anti-
inflammatorischen Eigenschaften von Epo sowie eine Modulation der Neovaskularisation und des
Remodellings angesehen (Riksen et al. 2008). Die genannten Mechanismen machen eine kardio-
protektive Wirkung von Epo auch im Rahmen anderer Krankheitsentitaten denkbar. Die bei IMD
auftretenden myokardialen Funktionsstorungen sind mindestens in Teilen Folge der durch
Meningokokken induzierten ausgepragten proinflammatorischen Zytokinsynthese. Die besondere
Rolle des IL-6 hierbei wurde in Kapitel 7.3 dargelegt. Die antiinflammatorische, in der vorliegen-
den Studie gezeigte hemmende Wirkung von Epo auf die durch Meningokokken induzierte 1L-6-
Synthese kdnnte somit zum Schutz des Herzens bei der Meningokokkensepsis beitragen.

In ersten tierexperimentellen Studien zur Wirkung von Epo bei Endotoxamie und im Sepsismodell
bewirkte Epo schiitzende Effekte auf verschiedenste Organsysteme (Koroglu et al. 2006, Kao et al.
2007, Le Minh et al. 2007, Mitra et al. 2007, Aoshiba et al. 2009, Shang et al. 2009a). Aoshiba et
al. (2009) beobachteten an Mdusen nach LPS-Injektion eine Reduktion der Mortalitit durch Epo.
Epo fihrt bei Mausen im experimentellen Sepsismodell nach Zdkalligatur und -punktion zu einer
verlangerten Uberlebensdauer sowie zu einer Verbesserung der muskuliaren Mikrozirkulation und
des zellularen Energiestoffwechsels (Kao et al. 2007, Aoshiba et al. 2009). Auch diese positiven
Effekte werden u.a. auf die antiapoptotische Wirkung und die Reduktion der Konzentration
proinflammatorischer Zytokine zuriickgefiihrt (Le Minh et al. 2007, Aoshiba et al. 2009, Shang et
al. 2009b).

Gemeinsam mit der hier ex vivo gezeigten Reduktion der durch Meningokokken induzierten IL-6-
und TNF-a-Bildung stimmen die bekannten neuroprotektiven und kardioprotektiven Eigenschaften
hoffnungsvoll, mit Epo eine wirkungsvolle Substanz fiir die adjuvante IMD-Therapie zur Verfu-
gung zu haben. Fur die sinnvolle Anwendung und Zulassung eines Medikaments sind neben einer
nachgewiesenen Wirksamkeit aber auch die Unbedenklichkeit (Sicherheit) und ein glnstiges
Nutzen-Risiko-Verhaltnis erforderlich (Arzneimittelgesetz, Stand 2009). Zugleich ist bei der Suche

nach unterstiitzenden Therapeutika fir die IMD zu bericksichtigen, dass das Haupterkrankungs-
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alter in den ersten Lebensjahren liegt. Klinische Studien gerade in dieser Altersgruppe sind
schwierig durchzufihren und unterliegen besonders strengen Richtlinien, so dass nur wenige
Arzneimittel fir das Kindesalter erprobt und zugelassen sind. Dieses hat zur Folge, dass die
Anwendung von Medikamenten auRerhalb ihrer hdufig nur fir das Erwachsenenalter zugelassenen
Indikation Teil des padiatrischen Alltags ist (Off-Label-Use) und dabei am hdufigsten die Neu-
geborenen und Sduglinge betrifft (Lehmann et al. 2009, Lindell-Osuagwu et al. 2009, Mihlbauer et
al. 2009). Im Hinblick auf die fur die IMD-Therapie relevante Frage der sicheren Anwendbarkeit
schon ab dem S&uglingsalter bietet Epo den grofien Vorteil, dass es sich nicht um eine neue und
unbekannte Substanz handelt. Vielmehr ist Epo bereits in allen Altersgruppen, bis hin zu den Neu-
und Friihgeborenen, fiir die nebenwirkungsarme und sichere Behandlung von Andmien zugelassen
(Kap. 1.3.2). Erste klinische Studien beschéftigten sich mit einer mdglichen Erweiterung des
therapeutischen Spektrums von Epo zur Verbesserung des neurologischen Outcomes bei
hypoxisch-ischdmischer Enzephalopathie (Zhu et al. 2009, Elmahdy et al. 2010) und zur Pra-
vention typischer Komplikationen der Friihgeburtlichkeit (Faucheére et al. 2008, Juul et al. 2008).

Die Verabreichung von Epo erfolgt in der Regel subkutan oder intravends. Als Applikationsform
bei IMD wére die intraventse Gabe vorzuziehen, um schnellstméglich die maximale Verfugbarkeit
im Blutkreislauf zu gewahrleisten. Allerdings sind bei der Meningitis das ZNS und der Liquorraum
als angestrebte Wirkorte durch die Blut-Hirn-Schranke vom Blutkreislauf getrennt. Soll systemisch
verabreichtes Epo protektiv auf das zentrale Nervensystem einwirken, so muss es als Grundvoraus-
setzung die Blut-Hirn-Schranke passieren kénnen. Die ersten Studien, die die neuroprotektiven
Effekte Epos untersuchten, verabreichten das Epo direkt intraventrikuldr (Sadamoto et al. 1998,
Sakanaka et al. 1998) und lieRen die Frage der Uberwindbarkeit der Blut-Hirn-Schranke damit
zunéchst offen. Zwei Jahre spéter wurde von Brines et al. (2000) erstmalig gezeigt, dass peripher
verabreichtes Epo die Blut-Hirn-Schranke passiert. Intravends verabreichtes Epo gelangt sowohl
unter pathologischen Bedingungen als auch bei intakter Blut-Hirn-Schranke, vermutlich Gber einen
aktiven Transportmechanismus, in den Liquorraum (Ehrenreich et al. 2002 und 2004, Brines und
Cerami 2005). Die Maoglichkeit der peripheren Verabreichung als Voraussetzung fur einen im
Alltag praktikablen Einsatz von Epo zur Neuroprotektion bei IMD ist somit gegeben. Daneben
konnte eine intranasale Applikation unter Umgehung der Blut-Hirn-Schranke eine attraktive
Alternative darstellen, um Epo bei einer Meningitis einfach und schnell im ZNS zur Verfligung zu

stellen (Hanson und Frey 2008, Garcia Rodriguez und Sosa Teste 2009).

Die fur die IMD-Therapie interessanten Wirkungen von Epo erfordern hohere Dosierungen als die
hamatopoetischen Effekte. Tierexperimentelle Studien zur Neuroprotektion durch Epo verwenden
daher meist hohe Dosen bis 5000 IE/kg (Strunk et al. 2004, McPherson und Juul 2010). Wahrend

Kinder mit Andmien bzw. Fruhgeborene zur Vorbeugung von Andmien Epo in einer GroRen-
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ordnung von etwa 150 bis 250 IE/kg 3x wochentlich erhalten (Witt und Zoubek 2007, Fachinfo-
Service), verwenden klinische Studien mit nicht-hamatopoetischen Fragestellungen bei S&uglingen
und Kindern meist Dosierungen um 500 bis 3000 IE/kg taglich iber 3 oder mehr Tage (Faucheére et
al. 2008, Juul et al. 2008, Elmahdy et al. 2010, ClinicalTrials.gov). McPherson und Juul (2010)
verglichen Literaturangaben zur Plasmakonzentration von Epo bei Ratten und S&uglingen. Dabei
fanden sie bei Ratten nach einmaliger Injektion einer bekanntermal’en neuroprotektiv wirkenden
Dosis von 5000 IE/kg vergleichbare Epo-Konzentrationen wie bei Sduglingen nach Gabe von 500
oder 1000 IE/Kg. Sie schlussfolgerten daraus, dass 500 bis 1000 IE/kg Epo eine geeignete Dosis zur
Neuroprotektion bei Sauglingen darstellen (McPherson und Juul 2010). Fur die in dieser Studie
durchgefuhrten ex vivo-Untersuchungen wurde dem Erfordernis hdherer Konzentrationen fiir nicht-
hédmatopoetische Wirkungen entsprochen, indem die mit Nahrmedium auf ein Gesamtvolumen von
1500 ul verdiinnten Ansatze mit 100 bzw. 500 IE Epo versetzt wurden (Strunk et al. 2008). Hierbei
zeigte sich ein dosisabhangiger Unterschied mit einer deutlich wirksamen Reduktion proinflam-
matorischer Zytokine nur bei der héheren Dosierung. Fir eine mdgliche erfolgreiche therapeutische
Nutzung von Epo bei IMD wird der Einsatz der richtigen Dosierung von entscheidender Bedeutung
sein. Eine zu niedrige Dosierung kann wirkungslos bleiben oder gar wie von Wu et al. (2010) an
Ratten und von Hojmann et al. (2009) an Menschen beobachtet, einen zusétzlichen Anstieg LPS-
induzierter proinflammatorischer Zytokine bewirken und so moglicherweise schadigend wirken.
Eine Uber das Erforderliche hinausgehende Dosis wiederum erbringt keinen zusatzlichen Nutzen
(Kellert et al. 2007), kann aber das Risiko von Nebenwirkungen erhéhen.

Insgesamt zeichnet sich Epo durch ein gunstiges Nebenwirkungsprofil in allen Altersgruppen aus
(Kap. 1.3.2). Allerdings entstammen die meisten Kenntnisse tiber Art und Haufigkeit von Neben-
wirkungen den Erfahrungen mit Epo aus der Andmiebehandlung mit entsprechend niedrigeren
Dosierungen. Die hochdosierte Gabe von Epo bei Frithgeborenen und reifen Neugeborenen erwies
sich in ersten klinischen Studien aber ebenfalls als sicher (Fauchére et al. 2008, Juul et al. 2008,
Elmahdy et al. 2010). Auch bei Erwachsenen zeigte die hochdosierte Therapie in Pilotstudien zur
gewebeprotektiven Wirkung eine gute Vertraglichkeit (Ehrenreich et al. 2002, Ferrario et al. 2009,
Martinez et al. 2010). Obwohl keine Daten zur hochdosierten Therapie fur die Altersgruppe der
Sauglinge und Kleinkinder vorliegen, lassen die Erfahrungen in anderen Altersgruppen auch bei
ihnen mit einer guten Vertraglichkeit rechnen. Allerdings sollte eine Anwendung gerade bei der
Meningokokkensepsis mit besonderer Vorsicht erfolgen, da diese mit einer gestorten Mikro-
zirkulation und einer Aktivierung der intravasalen Gerinnung einhergehen kann (Pathan et al.
2003), so dass Interaktionen mit prothrombotischen Nebenwirkungen von Epo denkbar sind.
Mindestens ein Teil der Nebenwirkungen von Epo sind auf die gesteigerte Hamatopoese
zuruckzufiihren. In den vergangenen Jahren entwickelte Varianten von Epo ohne hdmatopoetische

Aktivitdt konnten zukinftig eine elegante Moglichkeit fir einen noch nebenwirkungsarmeren
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gewebeprotektiven Einsatz bieten (Kap. 1.3.2). Hermann (2009) gibt jedoch zu bedenken, dass das
»klassische* Epo u.a. auch gefaRstabilisierende Effekte hat, Schadigungen der Blut-Hirn-Schranke
vermindert und die Angiogenese fordert und vermutlich auch Uber diese Eigenschaften gewebe-
schiitzend wirkt, die aber bei den genannten Epo-Varianten fehlen kdnnten. Allerdings wurden fur
einige dieser Varianten vergleichbar gute neuroprotektive Wirkungen nachgewiesen wie fiir Epo
selbst (Sirén et al. 2009).

Die aktuelle Therapie der bakteriellen Meningitis beinhaltet neben der schnellstmdglichen
antibiotischen Behandlung hdufig auch die Gabe des Glukokortikoids Dexamethason (Kap. 1.1.3).
Bei der Erythropoese interagiert Dexamethason mit Epo und antagonisiert Effekte von Epo auf die
Zellreifung (Stellacci et al. 2009). Dagegen erbrachte im Modell einer experimentellen Auto-
immunenzephalomyelitis eine kombinierte Gabe von Epo und einem Glukokortikoid (Methyl-
prednisolon) ein funktionell besseres Ergebnis als die Monotherapie mit einer der Substanzen
(Diem et al. 2005). Beim Krankheitsmodell der Autoimmunenzephalomyelitis kommt dem
Funktionsverlust der Nervenzellfortsitze eine besondere Rolle zu (Trepel 1999). Die Monotherapie
mit Epo bewirkte aber keinen Schutz der Axone. Im Hinblick auf den Schutz der neuronalen
Zellkorper zeigte sich Epo der Kombinationstherapie jedoch tiberlegen (Diem et al. 2005). Gorio et
al. (2005) beobachteten bei experimentellen Riickenmarksverletzungen, dass die positiven Effekte
von Epo auf die motorische Funktion durch eine kombinierte Gabe mit Methylprednisolon
neutralisiert wurden. Fr eine klinische Studie mit Epo bei IMD sollte daher beriicksichtigt werden,
dass es bei einer gleichzeitigen Gabe mit Glukokortikoiden moglicherweise zu Wechselwirkungen

mit einer Neutralisierung erwiinschter Wirkungen von Epo kommen kénnte.

Ein sich grundsétzlich stellendes Problem bei der Therapie der IMD ist der haufig sehr schnelle
Verlauf der Erkrankung. Dieser hat zur Folge, dass die Patienten beim Eintreffen im Krankenhaus
héaufig bereits schwerstkrank sind, so dass es zum Zeitpunkt des Therapiebeginns womdglich
bereits zu irreparablen Schadigungen des Organismus gekommen ist. Tatsachlich basieren die
meisten der experimentell gewonnenen Erkenntnisse Uber Epos gewebeprotektive Effekte auf
Versuchsaufbauten, in denen Epo vor bzw. kurz nach einer Schadigung verabreicht wurde. Auch in
der hier vorgestellten Arbeit wurden die Vollblutanséatze vor Zugabe der Meningokokken mit Epo
inkubiert, um die grundsétzliche Fahigkeit von Epo zur Beeinflussung der Zytokinbildung zu
untersuchen. Brines et al. (2000) zeigten nach hypoxisch-ischdmischer Schédigung eine deutliche
Abnahme der neuroprotektiven Wirkung von Epo bei Gabe nach sechs Stunden im Vergleich zur
Gabe nach drei Stunden und ein Ausbleiben der Wirkung bei Verabreichung nach neun Stunden.
Spreer et al. (2007) verabreichten Epo im Tiermodell einer E.coli-Meningitis gemeinsam mit einem
Antibiotikum erst 12 Stunden nach Beginn der Erkrankung, um sich den Bedingungen einer realen

Behandlungssituation anzundhern, und konnten keine neuroprotektiven Effekte von Epo feststellen.
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Der Verlauf einer Infektion unterscheidet sich von Patient zu Patient, so dass die Angabe eines
genauen Zeitfensters fur eine sinnvolle Gabe von Epo nicht mdglich ist. Wie auch die antibiotische
Therapie der IMD musste die Gabe von Epo schnellstmdglich erfolgen.

Aus den beschriebenen Kenntnissen tber die nicht-hd&matopoetischen Eigenschaften von Epo, den
in der vorliegenden Arbeit gezeigten Ergebnissen zur Hemmung der durch Meningokokken ange-
regten Bildung proinflammatorischer Zytokine in Monozyten sowie den bisherigen Erfahrungen
mit Epo als sicherem Medikament in allen Altersgruppen folgt die Hypothese, dass es sich bei Epo
um eine vielversprechende, auch im Sauglings- und Kleinkindalter gut geeignete Substanz fiir die
unterstiitzende Therapie der IMD handelt. Unter Beriicksichtigung der in den vorangegangenen
Abschnitten dargestellten Aspekte hinsichtlich Dosierung, Nebenwirkungen und Wechsel-
wirkungen ist daher eine klinische Studie wiinschenswert, die diese Hypothese Uberprift und

hoffentlich bald dazu fiihren wird, die unzureichenden Therapieerfolge der IMD zu verbessern.

68



8 Zusammenfassung

Aufgrund der anhaltend hohen Letalitdt und (Langzeit-)Morbiditat invasiver Erkrankungen durch
Meningokokken insbesondere bei zuvor gesunden S&uglingen und Kleinkindern werden zusatz-
liche Therapiemdglichkeiten dringend benétigt. Die proinflammatorischen Zytokine IL-6, 1L-8 und
TNF-o spielen bei Meningokokkenerkrankungen pathophysiologisch eine wichtige Rolle. lhre
Konzentration korreliert mit der Erkrankungsschwere. Eine Modulation der angeborenen Immun-
antwort durch Beeinflussung der Zytokinsynthese konnte einen wirkungsvollen therapeutischen
Ansatz darstellen. Die vorliegende Arbeit analysierte die altersabhéngige Bildung der genannten
Zytokine nach Stimulation mit Meningokokken und Lipopolysaccharid (LPS) sowie deren Beein-
flussung durch Epo nach Stimulation mit Meningokokken. Der Anteil zytokinpositiver Monozyten
wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Die Untersuchungen wurden ex vivo mit Vollblut immu-
nologisch gesunder Probanden durchgefiihrt. Die Probanden setzten sich aus 20 reifen Neuge-
borenen, 29 Kindern im Alter bis drei Jahren und 20 Erwachsenen zusammen.

Die am haufigsten von Meningokokkenerkrankungen betroffene Altersgruppe der Kinder zeigte in
den durchgefiihrten Untersuchungen einige Besonderheiten. Anders als die Erwachsenen préasen-
tierten sie eine starkere TNF-a-Bildung nach Stimulation mit Meningokokken als nach Stimulation
mit LPS. Im Vergleich der Altersgruppen fand sich der hochste Anteil IL-6- und TNF-a-positiver
Monozyten bei den Kindern. Am deutlichsten zeigte sich dieses bei der TNF-a-Synthese nach
Stimulation mit Meningokokken. Eine ausreichend hohe Dosis Epo bewirkte in allen Altersgruppen
eine Reduktion der IL-6- und TNF-a-Bildung nach Meningokokkenstimulation.

Ein Zusammenhang zwischen der besonders ausgepréagten Zytokinbildung im Kindesalter und dem
Inzidenzgipfel in eben diesem Alter ist vorstellbar. Die hemmende Wirkung von Epo auf die durch
Meningokokken induzierte IL-6- und TNF-a-Synthese macht einen positiven Einfluss auf den
Verlauf von Meningokokkenerkrankungen denkbar. Zusétzlich zu der hier ex vivo nachgewiesenen
zytokinhemmenden Wirkung besitzt Epo u.a. neuroprotektive und kardioprotektive Eigenschaften,
die sich bei Meningokokkenerkrankungen ebenfalls giinstig auswirken kdnnten. Zudem handelt es
sich bei Epo um ein fur andere Indikationen auch im S&duglings- und Kindesalter bereits sicher
angewendetes Medikament. Zusammengenommen folgt hieraus die Hypothese, dass Epo ein
geeigneter Kandidat zur unterstiitzenden Therapie von Meningokokkenerkrankungen ist. Eine
klinische Studie zur Uberpriifung dieser Hypothese ist nun wiinschenswert, um so hoffentlich bald
ein wirksames Mittel zur Senkung der hohen Morbiditat und Letalitdt von Erkrankungen durch

Meningokokken zur Verfligung zu haben.
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