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1 [Einleitung

1.1 Epidemiologie und Klinik der Pneumokokkenmeningitis

Die bakterielle Meningitis wurde aus klinischer und pathologischer Sicht erstmals zu Beginn
des 19.Jahrhunderts beschrieben. Uber ein Jahrhundert lang — vor der Einfilhrung der
Antibiotika — zeichnete sich die Erkrankung vor allem durch ihren liberwiegend tddlichen
Verlauf aus (Toomey und Roach, 1939). Mit dem Anbrechen des Zeitalters der Antibiose
sanken die Mortalititsraten von Patienten mit bakterieller Meningitis rapide, blieben aber
nichtsdestotrotz auf einem zu hohem Grad von 20-25% bestehen (Schuchat et al., 1997).
Folgende fiinf Erreger gelten als die Hauptverursacher der bakteriellen Meningitis:
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis , Streptococcus
Gruppe B und Listeria monocytogenes (Schuchat et al., 1997).
Uber viele Jahre hinweg war Haemophilus influenzae der Hauptverursacher dieser
Erkrankung, die vor allem Kinder im Alter zwischen 1 und 5 Jahren befiel. 70% aller
bakteriellen Meningitiden in diesem Lebensalter wurden Haemophilus zugeschrieben
(Schuchat et al., 1995). Mit Einfiihrung des Impfstoffes gegen Haemophilus influenzae Typ B
(HIB) 1989/1990 kam es zu einer dramatischen Reduktion der HIB-Meningitis-Fille bei
Kindern innerhalb der ersten fiinf Lebensjahre. Wéhrend 1991 98 Fille Haemophilus
influenzae bedingter Meningitiden bei Kindern von 0-5 Jahren in den neuen Bundesldndern
und Berlin registriert wurden, kamen 1999 im gleichen Gebiet nur noch vier Erkrankungsfille
zur Meldung (Robert Koch Institut, 2000). Mit der Elimination von Haemophilus influenzae
wandelte sich nicht nur das Erregerspektrum, sondern die Meningitis verlor auch ihren Ruf als
Erkrankung, die primér kleine Kinder befiel.
Streptococcus pneumoniae gilt als der zur Zeit haufigste Erreger der ambulant erworbenen
Meningitis. In einer Studie von Schuchat et al. 1995 betrug sein Anteil 47% bei einer
Gesamtzahl von 248 untersuchten Fillen bakterieller Meningitis.
Die jéhrliche Inzidenz der Pneumokokkenmeningitis in den USA schwankt zwischen 1,1 bis
1,5 Krankheitsfille pro 100.000 Einwohner. Betroffen sind vor allem Sduglinge im Alter von
1 bis 23 Monaten und Erwachsene jenseits des 29. Lebensjahres. Die allgemeine Letalitétsrate
liegt bei 20-25%, wobei Patienten iiber 60 Jahren eine deutlich hohere Sterblichkeit aufweisen
als Jingere (Durand et al., 1993; Schuchat et al., 1997). Zudem zeichnet sich ein

epidemiologischer Trend in der Zunahme antibiotika-resistenter Stimme von S. pneumoniae



ab, der immer hdufiger das Ausweichen auf Reserveantibiotika notwendig macht (Collignon
und Turnidge, 2000). Bis zu 30% der Uberlebenden erleiden schwere neurologische
Folgeschidden in Form von Horschdden, Visusminderung, Sprachstorungen, motorischen
Storungen, Krampfanfillen und intellektueller Leistungsminderung (Dodge et al., 1984;
Grimwood et al., 1995; Kirkpatrick et al., 1994).

1.1.1 Komplikationen der bakteriellen Meningitis

Nahezu 50% der Patienten mit Pneumokokkenmeningitis weisen einen ungiinstigen Verlauf
auf, 70% dieser Patienten versterben oder erleiden neurologische Folgeschdden (Pfister et al.,
1993).

Das Spektrum der Komplikationen umfat Stérungen des Zentralnervensystems (ZNS) und
systemische Komplikationen wie septischer Schock, disseminierte intravasale Gerinnung und
akutes Lungenversagen (Pfister et al., 1993).

Hauptverantwortlich fiir das Auftreten von Folgeschdden und die hohe Letalitit der
Pneumokokkenmeningitis sind vor allem ZNS-Komplikationen. Bei 24% der Patienten
kommt es zu Krampfanfillen im Verlaufe der Erkrankung, 4% entwickelten isolierte
Hirnnervenparesen (Durand et al., 1993). Von entscheidender Bedeutung fiir die Prognose der
Meningitis scheinen das Auftreten eines Hirnddems, eines Hydrozephalus, zerebrovaskulirer
Komplikationen und seltenerer Ereignisse wie HirnabszeB, subdurales Empyem und
Hématom zu sein (Swartz, 1984; Pfister, 1989; Pfister et al., 1993). Ein besonderes Gewicht
fallt dabei auf die Verdnderungen an den Hirngefaf3en.

Die von Pfister et al. im Jahre 1992 in Angiographien beschriebenen
Gefdlverdnderungen bei bakterieller Meningitis im Erwachsenenalter umfassen
WandunregelmaBigkeiten, Ektasien, Thrombosen, Verschliisse und Stenosierungen. Letztere
konnen durch Entziindungsgeschehen in der GefdBwand (Cairns und Russel, 1946; Doge und
Swartz ,1965) und Vasospasmen (Igarashi et al., 1984) verursacht werden. Zerebrovaskulére
Komplikationen dieser Art kdnnen Infarzierungen mit schweren irreversiblen Schiden wie
Hemiparesen, Spastik, Ataxie, Aphasie und fokale epileptische Anfdlle nach sich ziehen
(Cabral et al., 1987). Des Weiteren sind Herniationen und Ischdmien im Rahmen des hierbei
entstechenden vasogenen und zytotoxischen Hirnddems (Pfister, 1989) oder durch

hydrozephale Erweiterungen des Ventrikelsystems moglich (Pfister et al., 1993).



1.2 _Pathogenese der Pneumokokkenmeningitis

1.2.1 Das Konzept der Pathogenese

Das Eindringen der Bakterien in das Zentralnervensystem erfolgt vorwiegend auf zwei
Wegen:

1. Per continuitatem

Zu den Faktoren, die auf diesem Wege eine Meningitis auslosen kdnnen, zdhlen insbesondere
Otitis media, Sinusitis, Schéidel-Hirntraumata, neurochirurgische Eingriffe und
DurazerreiBung mit Liquoraustritt. In 19-22% aller Meningitisfille besteht eine Assoziation
mit akuter Otitis media (Durand et al., 1993; Friedel, 1998).

2. Auf himatogenem Weg

Hierfiir miissen die Erreger die Schleimhaut besiedeln, in den Blutkreislauf eindringen, sich
dabei den Abwehrmechanismen entziehen und schlieBlich die Blut-Hirnschranke iiberqueren.
Um sich auf der Schleimhaut ansiedeln zu kdnnen, setzen S. pneumoniae 1gA-Proteasen frei,
die das sekretorische IgA funktionslos machen und damit die Anbindung der Pathogene an
das Epithel erleichtern (Plaut, 1983). Zur Uberwindung des Mucosaepithels sind verschiedene
Mechanismen denkbar. Theoretisch konnten die Bakterien zwischen den Endothelzellen ins
Blut penetrieren oder mittels Transzytose iliber membrangebundene Vakuolen in die
Strombahn transferiert werden (Spellerberg und Tuomanen, 1994; Stephens und Farley,
1991). In vitro Studien von Cundell et al. (1995) ergaben, daBl Pneumokokken das
Gefidllendothel wie das der Lunge beispielsweise mittels rezeptor-gebundener Transzytose
tiberwinden konnen. Auf dem Weg zum ZNS dient den Pneumokokken ihre
Polysaccharidkapsel als Schutz gegen wirtsspezifische Abwehrfaktoren — insbesondere gegen
die Komplement-vermittelte Phagozytose durch Granulozyten (Brown et al., 1983).

Der Weg vom Blut iiber die Blut-Hirnschranke in den Subarachnoidalraum gilt immer noch
als wenig verstanden. Die Blut-Hirnschranke findet sich an drei Stellen: am Epithel des
Plexus choroideus, der Arachnoidmembran und v.a. am Endothel der Zerebralkapillaren. Der
Transit von Bakterien ist sowohl trans- als auch parazelluldr denkbar.

Ring et al. (1998) und Tuomanen (1996) verfolgten die Theorie der rezeptor-vermittelten
Transzytose als Moglichkeit der Penetration von Pneumokokken. Hierbei haften sich S.
pneumoniae zunichst an ruhende Epithelzellen {iiber Glykogenverbindungen. Eine
anschlieende Aktivierung der Zelle durch Thrombin oder Zytokine resultiert in der
Expression des Plittchen-aktivierenden Faktor(PAF)-Rezeptors. Von entscheidender

Bedeutung fiir die Invasion scheint eine Phasenvariation der Pneumokokken zu sein, die
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durch einen Wechsel ihrer Morphologie von undurchsichtig zu transparent gekennzeichnet ist.
Wihrend die undurchsichtige Variante besser im Blutstrom iiberleben kann, zeichnet sich die
transparente Form durch eine groBere Fiahigkeit zur Invasion aus. Sie besitzt weniger
Kapselproteine, mehr Phosphorylcholin, dem natiirlichen Liganden des PAF-Rezeptors, und
eine groBBere Menge des cholin-bindenden Proteins A (CbpA) — ein Protein, welches die
Bindung von Pneumokokken an aktivierte Zellen zu férdern scheint. Uber diese Kombination,
gelingt es wohl den Bakterien, sich an den Rezeptor zu binden. Die Pneumokokken kdnnten
daraufhin zusammen mit dem PAF-Rezeptor in die Zelle aufgenommen und im Inneren von
Vakuolen zur gegeniiberliegenden Seite transportiert werden.

Im Kontrast dazu stehen die von Zysk et al. (2001) kiirzlich erhobenen Daten. Zysk et al.
konnten nachweisen, dal das von Pneumokokken sezernierte Pneumolysin an der
Endothelzellschicht, gebildet aus menschlicher bzw. Rinderhirnsubstanz (bovine und human
brain microvascular endothelial cells; BBMEC/HBMEC) — in vitro Modelle der Blut-
Hirnschranke — zur Nekrose der Endothelzellen und Zerstorung der Zellschichtintegritit fiihrt,
wihrend Pneumolysin-defiziente Mutanten oder reine Zellwandbestandteile keine
Zellzerstorung verursachen. Damit stinde den Pneumokokken auch der Weg durch direkte
Schwichung der Blut-Hirnschranke mittels Pneumolysin zum Eintritt in den
Subarachnoidalraum offen.

Sind die Pneumokokken erst einmal in den Subarachnoidalraum eingedrungen, treffen sie auf
ideale Wachstumsbedingungen und konnen sich praktisch ungehindert vermehren, da
humorale und zelluldre Abwehrmechanismen im Liquor insuffizient zu sein scheinen. Ernst et
al. zeigten 1983 in einem Tiermodell der Pneumokokkenmeningitis an mit Zyklophosphamid
behandelten leukopenischen Kaninchen, dal das Wachstum der Bakterien im Liquor
unabhiingig von der Anwesenheit der Leukozyten stattfindet. Ahnliche Ergebnisse erzielten
Tuomanen et al. 1989 in ihrer Versuchsreihe. Eine funktionelle Neutropenie durch die
Blockade des CD18-Komplexes lie3 auch hierbei das Pneumokokkenwachstum im Liquor
unbeeinfluflt.

Uberschreitet das Bakterienwachstum im Liquorraum eine Grenze von mehr als 10° Kolonie
bildende Einheiten (KBE)/ml, wird eine von einem Leukozyteneinstrom gefolgte
Entziindungskaskade in Gang gesetzt (Tuomanen et al.,1985), die einen erheblichen Schaden

am Nervengewebe mit sich bringen kann.



1.2.2 Virulente mikrobielle Faktoren

Bei S. pneumoniae handelt es sich um einen Gram-positiven, nicht-sporenbildenden,
bekapselten Diplokokkus. Das Fehlen oder Vorhandensein der Bakterienkapsel beeinfluf3t
nicht die Stirke der Entziindungsreaktion. Die Injektion von kapsuldren Polysacchariden oder
bekapselten Hitze-abgetiteten Bakterien in den Liquor 16ste keine signifikante Immunantwort
aus (Tuomanen et al.,1985; Spellerberg und Tuomanen, 1994). Unbekapselte lebende, aber
auch Hitze-abgetotete Bakterien dagegen fiihren bei Applikation in angemessener Dosierung
zu einer bemerkenswerten Entziindungsantwort, was darauf schlieBen 146t, dal andere
Komponenten als Kapselbestandteile die Immunantwort provozieren (Tuomanen et al., 1985).
Die hochste spezifische Entziindungsaktivitdt im Liquor besitzt die Zellwand. Sie besteht aus
einem Netzwerk von Peptidoglykanen und Teichonsédure. B-Lactamantibiotika triggern die
Autolyse der Zellwand und verursachen damit die Freisetzung extrem hoher Konzentrationen
entziindlicher Zellwandkomponenten (Spellerberg und Tuomanen, 1994).

Ein bis drei Stunden nach Injektion von lebenden Bakterien oder Zellwandbestandteilen in
den Subarachnoidalraum wird eine Entziindungskaskade in Gang gesetzt, die iiber weiter
unten ausfiihrlich beschriebene Mechanismen zum Einstrom von Abwehrzellen aus dem Blut

fiihrt (s. Abschnitt 1.3).

1.3 _Pathophysiologie der Pneumokokkenmeningitis

1.3.1 Die Frithphase und die fortgeschrittene Phase der bakteriellen Meningitis

Versucht man die pathophysiologischen Verianderungen wihrend der
Pneumokokkenmeningitis in eine Friih- und fortgeschrittene Phase zu untergliedern, so gelten
als Charakteristika fiir die Friihphase die Hyperdmie, der Beginn des intrakraniellen
Druckanstieges und der Blut-Hirnschrankenstorung, sowie die Induktion der
Leukozytenrekrutierung (Pfister et al., 1990a, 1992b).

Unter der fortgeschrittenen Phase dagegen versteht man die etablierte meningeale
Inflammation bei erhdhtem intrakraniellen Druck und Hirnddem mit zusatzlicher Storung der
Autoregulation und der dadurch moglichen Gefahr der Hypo- oder Hyperperfusion (Tureen et
al., 1990; Koedel und Pfister, 1997).



1.3.2 Veridnderungen im intrakraniellen Druck und die Entstechung des
Hirnddems

Die Pathophysiologie der bakteriellen Meningitis und besonders die daraus resultierenden
Komplikationen sind insgesamt ein komplexer Mechanismus aus zahlreichen miteinander
verwobenen Aktionen und Reaktionen, von denen bis heute bei weitem noch nicht alle
vollstindig geklért sind.

Die folgenden Abbildungen 1.1 und 1.2 sollen einen groben Uberblick iiber die Mechanismen

der Entstehung zerebraler Sekundérschéden bei der eitrigen Meningitis geben:

Bakterien im Liquor
7
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Komplikationen und neurologische Folgeschdden

Abb.1.1: Hypothetische Kaskade der pathophysiologischen Abldufe, die zu neurologischem
Schaden als Folge der bakteriellen Meningitis fiihren (nach Quagliarello und Scheld,
1993; Leib und Tduber, 2000, modifiziert)




Die Offnung der tight junctions, der damit bedingte parazellulire Ubertritt des Albumin und
die Ausbildung des vasogenen Hirnddems konnten zum groBlen Teil durch die Freisetzung
schiddigender Produkte wie Proteasen, Sauerstoffradikale, Glutamat und Stickstoffmonoxid
(NO) aus eingewanderten Leukozyten bedingt sein (Fishman, 1975; Weiss, 1989; Koedel et
al., 1994; Dallegri und Ottonello, 1997). Die Entwicklung des Hirnddems kann aber auch auf
zytotoxischem (durch metabolische Storungen im Energiestoffwechsel oder durch Toxine von
Bakterien und Neutrophilen) und interstitiellem Weg (durch Schwichung der
Liquorresorption) zustande kommen. Alle drei Mechanismen konnen einen Anstieg des
intrakraniellen Druckes bewirken (Quagliarello und Scheld, 1993).

Neben dem Hirnédem sind auch Verdnderungen des zerebralen Blutvolumens verantwortlich
fiir die Steigerung des intrakraniellen Druckes im Verlaufe der Meningitis (Quagliarello und
Scheld, 1992, 1993; Tureen et al., 1990). Beim Gesunden sorgt eine Autoregulation durch
Dilatation und Konstriktion zerebraler Gefifle bei Schwankungen des systemischen
Blutdrucks fiir eine konstante zerebrale Perfusion. Tureen et al. (1990) beobachteten einen
Verlust der zerebrovaskuldren Autoregulation in der fortgeschrittenen Phase der
experimentellen Pneumokokkenmeningitis. Als Folge hiervon zeigten die Versuchstiere eine
direkte Fluktuation des zerebralen Blutflusses und intrakraniellen Druckes zum mittleren
systemischen Blutdruck — unabhéngig von der arteriellen CO,-Konzentration. Ein
Blutdruckanstieg kann hierbei iiber die Zunahme des zerebralen Blutvolumens zu einer
intrakraniellen Drucksteigerung und einer daraus folgenden Abnahme des Perfusionsdruckes
fiilhren. Eine Reduktion des Perfusionsdruckes kann bei fehlender Autoregulation jedoch
ebenso durch den Abfall des systemischen Blutdruckes mit parallelem Riickgang der
Hirndurchblutung gegeben sein (Pfister, 1989). Durch die Minderperfusion entsteht eine
Unterversorgung des Gehirns mit Sauerstoff und Glukose. Die daraus resultierende
metabolische Storung bewirkt eine weitere Zunahme des Odems und des zerebralen

Blutvolumens mit Gefahr der Ischimie (Baethmann et al., 1997) (s. Abb.1.2).
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Abb. 1.2: Mechanismen der Entstehung zerebraler Sekunddrschdden bei der bakteriellen
Meningitis. CBV: cerebrales Blutvolumen,; ICP: intrakranieller Druck
(auf der Grundlage von Pfister, 1989)

1.4 Regulierung der Leukozytenimmigration in den Liquorraum

Um den Korper effektiv nach Eindringlingen absuchen zu kénnen, miissen die Zellen des
Immunsystems nicht nur die Fahigkeit besitzen, im Blut zu zirkulieren, sondern auch Gewebe
penetrieren zu kdnnen, um an den Ort der Infektion zu gelangen. Die Lokalisation der Zellen
kann durch das Wechselspiel von Interaktionen mit Zelloberflichenmolekiilen, die die
Adhésion regulieren, und Chemokinen, die die Zellwanderung dirigieren, verdndert werden.
Die Akkumulation der Leukozyten im Liquor ist ein wichtiger Teil der Immunantwort auf die
Erreger. Das Zellbild im Liquor bei bakterieller Meningitis weist zu 90-95%
polymorphkernige Neutrophile (PMN) auf.



1.4.1 Chemokine und Chemotaxie

Chemokine gehoren einer groBen Familie chemotaktischer Zytokine an, die bei der
Rekrutierung und Aktivierung einer Vielzahl von Leukozyten eine bedeutende Rolle spielen.
Basierend auf der Position ihrer Cysteinbausteine werden sie in drei Familien unterteilt:

Die CXC-Familie enthélt vier Cysteine, wovon die ersten beiden durch eine Aminosdure
getrennt sind. Mitglieder sind u.a. Interleukin-8 (IL-8), GROa (growth related oncogene),
und IP-10 (interferon-y-inducible protein-10) (Lahrtz et al., 1998). IL-8 und GROa iiben ihre
chemotaktische Wirkung hauptsichlich auf Neutrophile aus (Spanaus et al., 1997).

In der CC-Familie sind die ersten zwei Cysteinsteine miteinander verbunden. Zu ihr zihlen
MCP-1 (monocyte chemoattractant protein), MIP-1a, MIP-1B (macrophage inflammatory
protein) und RANTES (regulated upon activation, normal T cell expressed and secreted).
CC-Chemokine ziehen vor allem mononukleédre Zellen an (Spanaus et al., 1997; Lahrtz et al.,
1998).

Eine kiirzlich neu identifizierte Gruppe ist die CX3C-Familie, in der die ersten beiden
Cysteine durch drei Aminosduren voneinander getrennt sind (Bazan et al., 1997).

Die stirkste chemotaktische Wirkung besitzen IL-8 und MCP-1. Stimulierend auf ihre
Produktion und Freisetzung wirken Zytokine wie IL-1 und Tumor Nekrose Faktor o (TNF-a)
(Spanaus et al., 1997) aber auch LPS (Baggiolini et al., 1995). Tabelle 1 und 2 zeigen eine

Ubersicht iiber verschiedene Chemokine, ihre Rezeptoren und Zielzellen.

Tabellel: CXC Chemokine, ihre Rezeptoren und Zielzellen
(nach Lahrtz et al., 1998)

Chemokine Rezeptoren Zielzellen

Mensch

IL-8 CXCR1,2 PMN

GRO a CXCR2 PMN

GRO B CXCR2 PMN

GRO vy CXCR2 PMN

ENA 78 CXCR2 PMN

IP-10 CXCR3 aktivierte T-Zellen
SDF-1 CXCR4 Neutrophile, Monozyten
NAP-2 CXCR2 PMN

Anmerkungen: IL-8, Interleukin-8; GRO, growth related oncogene; ENA, epithelial cell-derived neutrophil
activating peptide; IP-10, interferon-y-inducible protein-10; SDF-1, stromal cell-derived factor-1; NAP-2,
neutrophil activating peptide-2; PMN, polymorphkernige Granulozyten.



Tabelle2: CC Chemokine, ihre Rezeptoren und Zielzellen
(nach Lahrtz et al., 1998)

Chemokine Rezeptoren Zielzellen
Mensch

MCP-1 CCR2 aktivierte T-Zellen, Monozyten, Basophile
MCP-2 CCR1,2 aktivierte T-Zellen, Monozyten, Basophile
MCP-3 CCRI1,2,3 aktivierte T-Zellen, Monozyten, Basophile, Eosinophile
MCP-4 CCR2,3 aktivierte T-Zellen, Monozyten, Basophile, Eosinophile
MCP-5 CCR2 Monozyten, T-Zellen, Eosinophile

CCRI1, 3,4, 5 aktivierte T-Zellen, Monozyten, Basophile, Eosinophile

RANTES

MIP-1 a CCR1,4,5 aktivierte T-Zellen, Monozyten, Basophile
MIP-1 B CCRS5 aktivierte T-Zellen, Monozyten

MIP-3 a CCR6 dendritische Zellen

Eotaxin CCR3 Eosinophile, Basophile

TARC CCR4 T-Zellen

Anmerkungen: MCP, monocyte chemoattractant protein; RANTES, regulated upon activation in normal T cells
expressed and secreted; MIP, macrophage inflammatory protein; TARC, thymus and activation-regulated

chemokine.

Welche Zellen im Subarachnoidalraum fiir die Produktion von Chemokinen wéhrend der
Meningitis zustindig sind, ist nicht genau bekannt. Mononukleédre Zellen, die sich in geringer
Zahl im Liquor befinden, konnten MCP-1, IL-8 und IP-10 sezernieren (Lahrtz et al., 1998).
Mikroglia, gewebetypische Makrophagen, scheinen vor allem an der Produktion von IL-8
beteiligt zu sein (Ehrlich et al., 1998). Daneben stellen auch Endothelzellen (Sica et al., 1990)
und Astrozyten (Aloisi et al., 1992) eine mogliche Quelle fiir Chemokine dar.

Chemokine unterstiitzen auf zwei Arten die Leukozytenimmigration. Erstens binden sie von
der Endothelzellmembran aus an Rezeptoren auf der Oberfliche der Leukozyten und
aktivieren dadurch deren Integrine - Adhdsionsmolekiile, die es den Leukozyten ermoglichen,
eine feste Bindung mit der GefdBwand einzugehen. Zweitens nimmt man an, da3 Leukozyten
entlang eines Gradienten aus Chemokinen und anderen chemotaktischen Faktoren das
Endothel und die extrazelluldre Matrix durchwandern (Springer, 1994; Adams und Lloyd,
1997; Lahrtz et al., 1998).

Es ist davon auszugehen, dal Chemokine auch bei der bakteriellen Meningitis &hnliche
Funktionen ausiiben.

In Liquorproben von Patienten mit bakterieller Meningitis fanden sich erhohte
Konzentrationen an IL-8, GRO a, MCP-1, MIP-1a und . Die héchsten Werte wurden fiir IL-
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8 und MCP-1 festgestellt (Spanaus et al., 1997). IL-8 und GRO-a-Konzentrationen
korrelierten mit der Anzahl immigrierter Granulozyten im Liquor. Eine dhnliche Korrelation
fand sich auch zwischen MCP-1-Werten und der Zahl mononukledrer Zellen im Liquor
(Sprenger et al., 1996). Ostergaard et al. (2000a) entdeckten, dall durch Blockade von IL-8 die
Liquorpleozytose wihrend der experimentellen Pneumokokkenmeningitis deutlich reduziert
werden kann. Lopez-Cortes et al. (1995) stellten ebenfalls bei Patienten mit Meningitis eine
direkte Korrelation zwischen der IL-8-Konzentration und der Zahl granulozytirer Zellen im
Liquor fest.

Die Ergebnisse dieser Studien zeigen, dafl Chemokine ein bedeutende Rolle bei der

Rekrutierung von Leukozyten wihrend der bakteriellen Meningitis spielen.

1.4.2 Adhisionsmolekiile

Adhésionsmolekiile, die in den Entziindungsprozel3 involviert sind, gehoren insbesondere
folgenden Familien an:

- Selektine

- Integrine

- Immunglobulin-Superfamilie

Selektine sind spezialisiert auf die Errichtung von Zellkontakten. IThre Verteilung ist auf das

Leukozyten-GefaBBsystem beschrinkt. Die einzelnen Mitglieder der Selektinfamilie sind durch

Prifixe gekennzeichnet, die nach dem Zelltyp ausgewéhlt wurden, auf dem die Molekiile

urspriinglich identifiziert wurden.

L-Selektine: kontinuierlich exprimiert auf den meisten Leukozytenarten; nach Aktivierung
der Zelle kommt es zu einer Herabregulierung dieser Selektine (Jung et al.,
1988).

E-Selektine: finden sich auf Zytokin-aktiviertem Endothel (Bevilacqua et al., 1987)

P-Selektine: sie werden intrazellulir in Thrombozyten (platelets) und Endothelzellen
gespeichert und nach Aktivierung rasch an die Zelloberflache transportiert (Mc
Ever et al., 1989).

Aktivierung der genannten Zellen beispielsweise durch Zytokine, Chemokine oder LPS fiihrt

zu einer Zunahme der Expression von P- und E-Selektinen, aber zu einer Abnahme von L-

Selektinen auf der Zelloberflache (Carlos und Harlan, 1994).
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Der extrazelluldre Anteil der Selektine besteht aus drei verschiedenen Domidnen. Das &uf3ere
Ende bildet eine lectin-dhnliche Komponente aus 120 Aminoséduren und einem NH,-Terminus
(Drickamer, 1988). Dieser folgt eine dem epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) &@hnliche
Struktur (Graves et al., 1994) und schlieBlich die CB-Doméne (complement-binding) aus einer
variierenden Anzahl sich wiederholender Aminosdureketten (Bevilacqua und Nelson, 1993).
Zahlreiche Studien bekréftigen, daf alle drei Selektine von Bedeutung sind fiir das Rollen der
Leukozyten entlang der GefdBwand — einem ProzeB3, der essentiell ist fiir die feste Anbindung
der weillen Blutzellen an das Endothel und ihre Infiltration in entziindlich verdndertes
Gewebe (Lewinsohn et al., 1987; Lawrence und Springer, 1991). Um das Leukozytenrollen
zu ermoglichen, nimmt man an, dal wihrend des Rollens Bandverbindungen von
einzigartiger Dehnbarkeit am filhrenden Ende der rollenden Zelle ausgebildet und am
Schwanzende zerrissen werden (Hammer und Apte, 1992). Auch der Blutstrom ist notwendig,
um das Rollen voranzutreiben und zu erhalten (Lawrence et al., 1997).

Nach neueren Erkenntnissen konnten Selektine auch in Zusammenarbeit mit Chemokinen an
der Aktivierung von Integrinen beteiligt sein (Vestweber und Blanks, 1999).

Gegenrezeptoren der Selektine sind Kohlehydratverbindungen. Uber die genaue Struktur
dieser Liganden ist bisher wenig bekannt. Als Hauptgegenrezeptoren wurden GlyCAM-1
(glycosylation-dependent cell adhesion molecule 1), E-Selektin Ligand 1 (ESL-1) und P-
Selektin Glykoprotein Ligand 1 (PSGL-1) identifiziert. PSGL-1 konnte als Gegenrezeptor fiir
alle drei Selektine dienen (Vestweber und Blanks, 1999).

Integrine sind eine groBe Familie von Zelladhdsionsrezeptoren, die neben einer Vielzahl
zelluldrer Funktionen wie Wundheilung, Zelldifferenzierung und Apoptose eine bedeutende
Rolle bei Zell-Matrix und Zell-Zell Interaktionen spielen. Funktionelle Integrine bestehen aus
zwel transmembrandsen Glykoproteinuntereinheiten, genannt o und P, die nicht-kovalent
gebunden sind. Die Rezeptoren enthalten immer eine o und eine B-Kette. Bisher wurden 18a-
und 8B-Untereinheiten identifiziert. Die groBle extrazellulire Domine ist zustindig fiir die
Ligandenerkennung, wihrend der kurze zytoplasmatische Schwanz direkt oder indirekt mit
dem Zytoskelett-Signalnetzwerk verankert ist (Petit und Thiery, 2000).

Integrine, die in Leukozyten-Matrix Wechselbeziechungen und Entziindungsprozesse
involviert sind, gehoren hauptsédchlich der ;- und B,-Untereinheit an.

B1-Integrine finden sich in Rezeptoren, die an extrazellulire Matrixkomponenten wie

Fibronectin, Laminin und Kollagen binden. Sie dienen der Gewebeorganisation und werden
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auf vielen nicht hamatopoetischen Zellen und Leukozyten exprimiert (Ruoslahti und
Pierschbacher, 1987; Hynes, 1987).

Die bekanntesten Mitglieder der B2-Integrinfamilie sind MAC-1 (Macrophage antigen 1 oder
CD11b/CD18) und LFA-1 (leukocyte function-associated antigen 1 oder CD11a/CD18). Thre
Expression ist auf weile Blutzellen beschrinkt (Springer, 1990).

MAC-1, das an ICAM-1 (intercellular adhesion molecule) bindet, wird in intrazelluldren
Granulas von PMN gelagert und nach Aktivierung an die Oberfldche transportiert. LFA-1 ist
auf allen Leukozyten exprimiert und interagiert mit ICAM-1, -2 und -3 (Corbi, 1996). Im
ruhenden Zustand ist LFA-1 an das Zytoskelett gebunden. Durch so genannte inside-out
Signale, die extern durch Zytokine, Chemokine und T-Zellrezeptoren stimuliert werden, wird
LFA-1 aktiviert (Kooyk et al.,, 1989). Bei diesen Signalen handelt es sich u.a. um die
Aktivierung von Proteinkinase C, Phosphatidylinositol-3-OH Kinase und GTPase Rapl
(Katagiri et al., 2000) und den Anstieg des intrazelluliren Calciums. Uber sie kommt es zur
Freigabe LFA-1 vom Zytoskelett. Die Dissoziation vom Zytoskelett erlaubt LFA-1, sich zu
vervielfachen, auf der Zellmembran neu zu verteilen und extrem kontaktfreudige Biindel
auszubilden, die notwendig sind, um die Bindung an seinen Liganden ICAM-1 zu verstirken
(Kooyk und Figdor, 2000). Durch diese Bindung kommt es zu einer festen Adhésion
zwischen Leukozyt und Endothel (Adams und Lloyd, 1997), ein Vorgang, der fiir die
nachfolgende Migration notwendig ist.

Die Bedeutsamkeit der Integrine wird an Personen mit einem angeborenen Leukozyten-
adhésionsdefizit sichtbar. Sie unterliegen wiederholt infektiosen Erkrankungen mit zum Teil
todlichem Verlauf im Kindesalter. Ihre Neutrophilen sind unfdhig, an Endothel zu binden und
auf die Seite der Entziindung zu gelangen (Anderson und Springer, 1987).

Die Gegenrezeptoren der Integrine werden von der Immunglobulin-Familie gebildet. Sie
werden entweder auf Endothelzellen (vascular cell adhesion molecule-1; VCAM-1) oder auf
Endothelzellen und Leukozyten (ICAM) exprimiert. ICAM-1 und VCAM-1 finden sich nur
auf aktiviertem Endothel, wihrend ICAM-2 von ruhendem als auch aktiviertem Endothel

exprimiert wird (Carlos und Harlan, 1994).

Einzelne Studien in den letzten Jahren versuchten die Bedeutung der Adhédsionsmolekiile in
Bezug auf die bakterielle Meningitis zu charakterisieren. Die Blockade von Integrinen
(Tuomanen et al., 1989), ICAM-1 (Weber et al., 1995) und Selectinen (Angstwurm et al.,
1995) im Rahmen tierexperimenteller Untersuchungen brachten nicht nur eine Reduktion des
Leukozyteneinstroms in den Liquor, sondern auch massive Verbesserungen der
pathophysiologischen Verdnderungen wahrend der bakteriellen Meningitis mit sich.
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Diese Studien gaben somit einen Hinweis auf eine moglicherweise wichtige Rolle von
Leukozyten bei der Entstehung der Meningitis-assoziierten ZNS-Komplikationen.

Eine detailliertere Beschreibung dieser Studien erfolgt im Abschnitt 5.1.1.2.

1.4.3 Die Leukozyten-Adhésionskaskade

Der Austritt der Leukozyten aus dem BlutgefdBsystem in Richtung entziindetes Gewebe ist
ein Phdnomen aus mehreren aufeinanderfolgenden Schritten. Diesen vorausgehend ist die

Aktivierung der Endothelzellen durch Zytokine (siche Abb.1.3).

Leukozyt 1. Erster
Kontakt

2. Rollen 3. Feste 4. Migration
\ Bindung

Gefalllumen

Gewebe

Basalmembran

Chemokine auf der Endothel-
oberflache f

Chemotaktische Stoffe
im Gewebe

Abb. 1.3: Aufeinanderfolgende Schritte bei der Bindung von Leukozyten an das Endothel
(auf der Grundlage von Ley und Brooke, University of Virginia, Department of
Biomedical Engineering;

http://www.med.virginia.edu/medicine/basic-sci/biomed/ley/index.html; Juni, 2001)
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1. Schritt: Erster Kontakt — Einfangen
Nach Zytokinaktivierung exprimiert das Endothel Selektine, die passierende
Leukozyten mit entsprechenden Gegenrezeptoren abfangen. P-Selektine spielen
hierbei eine wichtige Rolle (Adams und Shaw, 1994).

2. Schritt: Rollen
Haben die Leukozyten Kontakt zum Endothel gefunden, beginnen sie zu rollen. Auch
dieser Vorgang wird von den Selektinen vermittelt (Lawrence und Springer, 1991).
Wihrend des Rollens werden wahrscheinlich durch chemotaktische Botenstoffe, die
an der Oberfldche des Endothels gebunden sind, die Integrine der Leukozyten aktiviert
(Jung et al., 1998; Kunkel et al., 2000). Bei Zytokin-induzierten Entziindungen
stoppen rollende Leukozyten nicht abrupt, sondern zeigen eine allmédhliche Abnahme
ihrer Geschwindigkeit, bevor sie fest anbinden (Kunkel und Ley, 1996; Kunkel et al.,
2000).

3. Schritt: Feste Adhdsion
Dieser dritte Schritt wird durch Integrine und ihre Gegenrezeptoren am Endothel, den
ICAM (intercellular adhesion molecule) und VCAM (vascular adhesion molecule),
vermittelt. Die feste Bindung bringt die Zelle zum Stillstand (Adams und Lloyd,
1997).

4. Schritt: Migration
Mitwirkende bei der Transmigration sind Chemokine, Adhésionsmolekiile,
Entziindungsmediatoren und vom Endothel sezernierte Botenstoffe. Dem
chemotaktischen Gradienten folgend durchwandern die Leukozyten die GefaBBwand

zwischen den Endothelzellen (Furie et al.,1991).
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2 Fragestellung

Uber die Bedeutung der Leukozyten bei der bakteriellen Meningitis existieren bisher nur
wenige Daten, die noch dazu kontroverse Ansichten liefern.

Studien, die Cyclophosphamid oder eine Ganzkorperbestrahlung zur Induktion einer
Neutropenie verwendeten, erbrachten Anhaltspunkte gegen (Ernst et al., 1983; Tauber et al.,
1988) und fiir (Petersdorf und Luttrell, 1962) die Bedeutung eines Leukozyten-vermittelten
Gewebeschadens.

Tauber und seine Mitarbeiter (1988) versetzten Kaninchen in einem Tiermodell der
experimentellen Pneumokokkenmeningitis durch die Gabe von Cyclophosphamid in einen
neutropenischen Zustand und untersuchten dessen Effekt auf den intrakraniellen Druck, den
Hirnwassergehalt und die Liquorkonzentrationen von Lactat und Protein iiber 24 Stunden. Die
neutropenischen Tiere wiesen im Vergleich zu den nicht-neutropenischen infizierten Tieren
keinen signifikanten Unterschied in den genannten Parametern auf.

In &hnlicher Weise untersuchten Ernst u.a. (1983) in einem Kaninchenmodell der
Pneumokokkenmeningitis die Auswirkungen der Leukozyten auf das Bakterienwachstum im
Liquor und Blut, sowie auf chemische Verdnderungen im Liquor wihrend des Verlaufes der
Infektion. Leukopenische Tiere verhielten sich bzgl. des Bakterienwachstums und der
Konzentration von Glukose und Lactat im Liquor &hnlich wie nicht-leukopenische
Kaninchen. Selbst das Ausmall der Blut-Hirnschranken-Permeabilitit — gemessen am
Proteingehalt im Liquor — war bei leukopenischen und normalen Tieren vergleichbar.
Petersdorf und Lutrell (1962) untersuchten an Hunden, bei denen sie mittels
Ganzkérperbestrahlung  eine Neutropenie induzierten, die mittlere Uberlebenszeit nach
Induktion einer Pneumokokkenmeningitis. Neutropenische Tiere wiesen dabei im
Durchschnitt eine lingere Uberlebenszeit auf als Kontrolltiere.

Die Gabe von Cyclophosphamid oder eine Ganzkorperbestrahlung bedeuten jedoch einen
massiven Eingriff in das Immunsystem mit weitreichenden Nebenwirkungen. Die Validitit

der beiden Studien diirfte hierdurch erheblich beschriankt werden.
In der vorliegenden Arbeit sollte nun die Rolle von Granulozyten und Monozyten/

Makrophagen bei der Pneumokokkenmeningitis untersucht werden.

Im Detail sollten folgende Fragestellungen beantwortet werden:
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1. Welche Rolle spielen Granulozyten bei der Induktion pathophysiologischer
Verdanderungen wie z.B. Anstieg des intrakraniellen Druckes bei der experimentellen
Pneumokokkenmeningitis? Um die Frage beantworten zu konnen, fiihrten wir eine
Granulozyten-Depletion durch. Im Gegensatz zu fritheren Studien, in denen toxische
Substanzen oder Strahlen zur Anwendung kamen, verwendeten wir einen gegen
polymorphkernige Leukozyten gerichteten Antikorper.

2. Monozyten/ Makrophagen kénnen als Quelle von Entziindungsmediatoren wie z.B. IL-1
und TNFa (Schindler et al., 1990; Minnel et al., 1980; Heumann et al., 1994) und
schéddlicher Substanzen in Frage kommen. Auf diese Weise konnten sie direkt oder iiber
die Rekrutierung von Granulozyten auf den Verlauf der bakteriellen Meningitis Einfluf3
nehmen.

Durch die Depletierung mononukledrer Zellen mittels A-Carrageenan untersuchten wir
ihren Einflul auf die Induktion der pathophysiologischen Verdnderungen wéhrend der
Pneumokokkenmeningitis.

3. Da sowohl die Depletion granulozytirer als auch mononukledrer Zellen einen partiell
protektiven Effekt auf die Verdnderungen wihrend der Induktionsphase zeigten,
untersuchten wir, wie sich eine kombinierte Depletion beider Zellarten auf diese Phase

auswirken wiirde.

Bei den Fragen 1-3 wurde die Meningitis durch Hitze-abgetdtete Pneumokokken induziert.
Der Beobachtungszeitraum umfalite sechs Stunden. MeBparameter waren, wie folgt:

intrakranieller Druck, Liquorzellzahl und Blut-Hirnschrankenstérung.

4. Da sich aus den Untersuchungen der vorangegangenen Fragestellungen abzeichnete, daf3
Granulozyten von grofler Bedeutung fiir die Frithphase der Pneumokokkenmeningitis zu
sein scheinen, untersuchten wir, inwiefern Granulozyten auch fir den weiteren
Krankheitsverlauf eine Rolle spielen. Der Beobachtungszeitraum umfafite hierbei 24
Stunden und zur Induktion der Meningitis wurden lebende Pneumokokken verwendet.

MeBparameter wurden analog zu Frage 1-3 gewihlt.
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3 Material und Methoden

3.1 Tiermodelle

Grundlage der hier dargestellten Versuche ist ein von Pfister et al. (1990) entwickeltes

Tiermodell der Pneumokokkenmeningitis an der Ratte (Kurzzeitversuch mit sechs-stiindiger

Dauer), sowie eine Modifikation dieses Modells mit einer Versuchsdauer von 24 Stunden

(Langzeitversuch; Koedel und Pfister, 1997).

Kurzzeitversuch: Hierbei wird narkotisierten Ratten durch intrazisternale Gabe von 100 pl
10° Kolonie-bildender-Einheiten (KBE)/ml Hitze-abgetoteter Pneumokokken (HKP)
eine Meningitis induziert. Wihrend des gesamten direkt daran anschlieBenden
Beobachtungszeitraumes von sechs Stunden werden regelméBig Blutdruck,
Temperatur und Blutgase kontrolliert, sowie Verdnderungen des intrakraniellen
Druckes registriert. Eine Stunde vor Versuchsende erfolgt die intravendse Applikation
von 1 ml Evans-blau.

Langzeitversuch: In diesem Modell wird die Meningitis mittels transkutaner Injektion von
150 ul 10" KBE/ml Streptococcus pneumoniae Serotyp 3 in die Cisterna magna
ausgelost. AnschlieBend wird jede Ratte zum Aufwachen in einen eigenen Kifig
gesetzt und mit ausreichend Futter und Wasser versorgt. 24 Stunden nach der
Infektion werden die Tiere erneut andsthesiert und ebenso wie die Tiere des oben
erwihnten Modells auf eine im Folgenden beschriebene Weise prépariert. Nach
Durchfiihrung der Préparation wird der Hirndruck gemessen und die Ratten erhalten
1 ml Evans-blau intravends. Eine Stunde im Anschlul daran wird der Versuch
beendet.

In beiden Modellen wird nach Versuchsende der Evans-blau-Gehalt im Liquor zur

Quantifizierung der Blut-Hirnschrankenstorung und die Zellzahl bestimmt.
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3.2 Versuchsdurchfiihrung

3.2.1 Tierpraparation

Minnliche erwachsene Wister-Ratten mit einem Gewicht zwischen 330 und 450 g wurden
mittels Halothan (Hoechst AG, Frankfurt/Main, Deutschland) und anschlieender
intraperitonealer Injektion von 100 mg/kg Thiopental narkotisiert. Die Tiefe der Narkose
wurde regelméBig durch das Setzen von Schmerzreizen kontrolliert und bei Bedarf vertieft.
Die andsthesierten Tiere wurden tracheotomiert und iiber einen PE-Schlauch (PE 240) als
Endotrachealtubus kiinstlich beatmet. Frequenz und Volumen wurden entsprechend der
Blutgase am Respirator (Effenberger, Pfaftfing) eingestellt, der die Tiere mit Sauerstoff-
angereicherter Raumluft versorgte.

Zur kontinuierlichen Uberwachung des arteriellen Blutdruckes und der Blutgase wurde ein
Katheter in Form eines Polyithylenschlauches (0,58mm ID) in der linken Arteria femoralis
plaziert und mit einem Druckwandler (Statham P23, Viggo-Spectramed, Oxnard, CA, USA)
verbunden. Fiir eine intravenodse Fliissigkeitszufuhr und Verabreichung von Evans-blau eine
Stunde vor Versuchsende wurde die linke Vena femoralis ebenfalls kaniiliert. Wéhrend der
gesamten Versuchszeit wurden beide GefdBe mit physiologischer Kochsalzlosung gespiilt.
Ein Thermometer-kontrolliertes Heizkissen ermoglichte die Korpertemperatur iiber die Zeit
des Experimentes zwischen 36,5 und 37,5 °C zu halten.

Die Induktion der Meningitis bei Kurzzeitversuchen, die intrakranielle Druckmessung und die
Liquorentnahmen erfolgten {iber einen in der Cisterna magna liegenden Katheter. Hierfiir
wurde das Tier in einem stereotaktischen Rahmen fixiert und die Schédelkalotte iiber beiden
Parietalknochen bis zur Okzipitalschuppe freipripariert. In der Verldngerung der Sutura
sagittalis unmittelbar vor der Sutura occipitalis wurde ein Bohrloch zur Punktion der Cisterna
magna angelegt. Fiir die Punktion wurde eine Stahlkaniile (Gage 22) abgeségt, ihre Spitze
abgerundet und dem freien Ende ein Stiick Polyidthylenschlauch aufgesetzt. AnschlieSend
wurde dieser Katheter mit Hilfe eines Mandrin in der Cisterna magna plaziert, dort mit
Sekundenkleber und Paladur-Akrylmasse befestigt und zur kontinuierlichen Druckmessung
an einen Druckwandler (Statham P 23) angeschlossen.

Blutdruck, intrakranieller Druck und Temperatur wurden fortlaufend iiberwacht und die
jeweiligen Werte stiindlich bzw. die Blutgase zweistiindlich notiert.

Eine Stunde vor Versuchsende erhielten die Ratten 1 ml 1%iges Evans-blau zur spiteren
Quantifizierung der Blut-Hirnschrankenstorung. Nach Ablauf dieser Stunde wurde der Liquor

iber den in der Cisterna magna liegenden Katheter entnommen, die Ratten tiefer sediert und
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durch intravendse Injektion einer KCL-Losung getotet. Tiere, deren Gehirn fiir
histiochemische Untersuchungen entnommen wurde, wurden nach maximaler Sedierung
transkardial mit 150 ml eisgekiihlter Phosphat-gepufferter Kochsalzlosung (PBS) perfundiert,
die Gehirne rasch extrahiert und in Tissue Tek Medium (Leica Instruments GmbH,

Deutschland) bei -80 °C tief gefroren.

Schematische Darstellung des Versuchsaufbaues (Abb. 2.1)

Katheter zur Bestimmung von ICP,
Zellzahl und EB-Konzentration

N~/
Cisterna E E E
magna
Aufzeichnung von:
- MAP

-ICP
- Temperatur

Kurzzeitanasthesie
mit Halothan

&
N\

Intraperitonealinjektion
von Thiopental

Anmerkungen: MAP, mittlerer arterieller Druck; ICP, intrakranieller Druck; EB, Evans-blau

3.2.2 Induktion der Meningitis

Bei Versuchen mit einer Dauer von sechs Stunden (Gruppen 2-5; s. Abschnitt 3.2.5) wurden
{iber den Cisterna magna-Katheter 100 ul 10° KBE/ml Hitze-abgetoteter Pneumokokken
(HKP) gegeben.
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Bei den sogenannten Langzeitversuchen mit einer Versuchsdauer von 24 Stunden (Gruppen 7
und 8, siche Abschnitt 3.2.5) wurden 150 ul 10" KBE/ml lebender Pneumokokken Serotyp 3
durch transkutane Injektion in die Cisterna magna appliziert.

Den Kontrolltieren (Gruppe 1, 6) wurde anstelle von HKP bzw. lebenden Pneumokokken 100
ul Phosphat-gepufferte, physiologische Kochsalzlésung (PBS) verabreicht.

Die Préparation lebender Pneumokokken und HKPs wird im Abschnitt 3.3 beschrieben.

3.2.3 Induktion der Neutropenie

Zur Depletion der neutrophilen Granulozyten erhielten Ratten der Versuchsgruppen 3, 5 und 7
24 Stunden vor Gabe von HKP oder Pneumokokken 0,5 ml Adsorbed Rabbit Anti-Rat PMN-
Antikorper (Accurate Chemical and Scientific Corporation Westbury NY). Der Antikorper
wurde durch intraperitonealer Injektion unter Halothannarkose verabreicht. AnschlieBend
wurden die Tiere zum Aufwachen in einen Kifig gesetzt und bis zur Versuchsdurchfiihrung
mit Futter und Wasser versorgt. Um die Qualitdt der Depletion zu iiberpriifen, wurde den
Tieren nach Abschlul der Préparation Iml EDTA-Blut abgenommen, Blutausstriche
angefertigt, mit einem Schnelltest (Dade Diff-Quick; Dade Diagnostik GmbH Miinchen)
gefarbt und unter einem Lichtmikroskop bei 100-facher Vergroferung der Anteil der

Segmentkernigen bestimmt.

3.2.4 Durchfiihrung der Monozyten/ Makrophagen-Depletion

Um die Zahl der mononukledren Zellen zu verringern, erhielten Tiere der Versuchsgruppen 4
und 5 30 Minuten vor HKP-Inokulation intraperitoneal 25 mg/kg Typ IV A-Carrageenan,
gelost in 50 pl 70%igem Ethanol und 950 pl PBS. Um eine sichere Applikation in die
Peritonealhohle zu gewihrleisten, wurde iiber einen seitlich angelegten, ca. 0,5 cm messenden
Schnitt durch die schrige Bauchmuskulatur ein Zugang zur Peritonealhohle geschaffen, tiber
den ein Katheter (Polydthylenschlauch, 0,58mm ID) ungefdhr 3 cm tief eingefiihrt wurde.
Drei Stunden nach Versuchsbeginn erfolgte die Kontrolle der Depletierung in analoger Weise

wie bei den neutropenischen Tieren.
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3.2.5 Versuchsgruppen

Gruppe 1-5: Kurzzeitversuche (n = Anzahl der Versuche); Versuchsdauer sechs Stunden

Gruppe 1: unbehandelte Tiere, die intrazisternal 100 ul PBS erhielten (Kontrollen; n = 10)

Gruppe 2: unbehandelte Ratten, denen 100 pl 10° KBE/ml HKP intrazisternal appliziert
wurde (Unbehandelte; n = 12)

Gruppe 3: mit HKP injizierte Tiere, die mit 0,5ml PMN-Antikorper intraperitoneal (i.p.)

vorbehandelt worden waren (Granulozytendepletion; n = 5)

Gruppe 4: mit HKP injizierte Tiere, die vor Applikation der Hitze-abgetoteten Pneumokokken
25 mg/kg Carrageenan i.p. erhalten hatten (Monozyten/ Makrophagendepletion;
n=06)

Gruppe 5: mit HKP injizierte und mit PMN-Antikorper und Carrageenan vorbehandelte
Ratten (Zweifachdepletion; n = 3)

Gruppe 6-8: Langzeitversuche; Versuchsdauer 24 Stunden

Gruppe 6: unbehandelte Tiere, denen transkutan 150 pl PBS intrazisternal appliziert worden

war (Kontrollen; n = 5)

Gruppe 7: unbehandelte, mit 150 pl lebenden Pneumokokken infizierte Ratten (n = 6)

Gruppe 8: mit 0,5 ml PMN-Antikdrper vorbehandelte infizierte Tiere (Granulozytendepletion;
n=>5)
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3.2.6 Liquorzellzahl

Zum Abschluf3 des Versuches wurde mittels einer Glaskapillare tiber den ICP-Katheter der
Liquor gewonnen - eine Menge von 100 pl sollte dabei nicht unterschritten werden - und
davon 10 pl in der Fuchs-Rosenthal-Zellkammer zur Auszéhlung verwendet. Um eventuell
vorhandene Erythrozyten zu zerstdren, wurde der Liquor mit Essigsdure im Verhiltnis

Liquor : Essigsdure =2 : 1 vermischt. Die Zellzahl pro Mikroliter errechnete sich wie folgt:

Zellzahl/pl=(ZxV) /K

Mit  Z: ausgezdhlte Zellzahl in der Kammer
V: Verdiinnungsfaktor ( = 1,5)
K: Kammervolumen ( = 1,25 pl)

3.2.7 Quantifizierung der Blut-Hirnschranken-Permeabilitit

Um die Permeabilitdt der Blut-Hirnschranke zu quantifizieren, wurde den Versuchstieren

1 ml 1%iges Evans-blau intravends injiziert. Evans-blau bindet nach intravendser Gabe an
Serum-Albumin und dient diesem als Transportmittel. Evans-blau durchdringt an
geschidigten Stellen die Blut-Hirnschranke und farbt den Liquor und die leck gewordenen
Bereiche bldulich (Wolman et al., 1981). Eine Stunde danach wurde der Liquor iiber den
intrazisternalen Katheter abgenommen und ( nach Bestimmung der Zellzahl; s.o0.) bei
3000 x g fiir 10 Minuten zentrifugiert. Die EB-Konzentration im Liquor konnte iiber eine
Messung der Absorption bei 620nm spektrophotometrisch bestimmt werden, wobei eine

Verdiinnungsreihe von Evans-blau in PBS als Standard diente (s. Abbildung 2.2).
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Eichkurve: Evans blue in PBS
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r2 =0,9993507864

Abb. 2.2: Eichkurve Evans-blau in PBS; Anmerkung: Evans blue entspricht Evans blau.

3.3 Bakteriensuspensionen

3.3.1 Hitze-abgetotete Pneumokokken (HKP)

Zur Herstellung der Suspension mit Hitze-abgetoteten Pneumokokken wurde eine
unbekapselte isogene Mutante vom Serotyp 3 fiir vier Stunden in einem Wasserbad bei 60°C
erhitzt. AnschlieBend wurde die Losung bei 3000 x g fiir 10 Minuten zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Sediment in PBS auf eine Konzentration von 10° KBE/ml

resuspendiert.
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3.3.2 Pneumokokken

Zur Induktion der Meningitis bei den Langzeitversuchen wurde eine vom bakteriologischen
Labor des ‘Max von Pettenkofer-Institut fiir Hygiene und Medizinische Mikrobiologie der
LMU Miinchen" hergestellte Pneumokokken-Suspension verwendet. Dabei handelte es sich
um lebende bekapselte Streptococci pneumoniae Serotyp 3 in einer Konzentration von

10" KBE/ml Phosphat-gepufferter, physiologischer Kochsalzlosung (PBS).

3.4 Eingesetze Substanzen und Statistik

3.4.1 Granulozyten-Antikorper (PMN-Antikorper)

Der Rabbit Anti-Rat-PMN-Antikorper (hergestellt von Accurate Chemical and Sicientific
Corporation Westbury NY, vertrieben von Diagnostic International Germany) fiihrt in einer
Verdiinnung von 1 : 20 in RPMI-1640 zu einer Agglutination der segmentkernigen
Granulozyten bei Ratten. Die Agglutination war mikroskopisch durch den Hersteller iiberpriift
worden.

Der Granulozyten-Antikdrper war bereits in tierexperimentellen Untersuchungen erfolgreich
zur Depletion Neutrophiler eingesetzt worden (Steimle et al., 1992; Meldrum et al., 1996). In
beiden Studien war 24 Stunden nach Injektion des Antikdrpers eine Neutropenie mit < 200
PMNs/ul - bei einem Ausgangswert von > 2000 PMNs/ul — festgestellt worden.

Zur Uberpriifung der Wirksamkeit des Antikorpers wurden in der hier vorliegenden Arbeit
Differentialblutbild-Kontrollen durchgefiihrt. Innerhalb der ersten 48 Stunden lief sich eine
deutliche Reduktion der Neutrophilen auf unter 5% (Kontrollen: 70%) nachweisen. Nach 72
Stunden zeigte sich ein Nachlassen der Wirkung. Der bei zwei Tieren gemessene Anteil an

neutrophilen Granulozyten lag bei 12 und 47%.
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3.4.2 A-Carrageenan

Carrageenan besitzt einen zytotoxischen Effekt auf mononukledre Zellen. Nach
intraperitonealer Injektion von 25 mg/kg (Bauer, 1993) kommt es zu einer Aufnahme von
Carrageenan in die sekunddren Lysosomen von Makrophagen. Darauthin treten entweder
bedingt durch die Zytotoxizitdt der Substanz selbst oder durch Zunahme des osmotischen
Druckes Briiche in der lysosomalen Membran auf, welche die Carrageenan enthaltenden
Phagolysosomen umgibt; dies fiihrt zur Freisetzung hydrolytischer Enzyme ins Zytosol und
somit zur Zytolyse und zum Austritt der Enzyme ins umgebende Medium (Thompson et al.
1981 und 1979). Quan und Burtin (1978) beobachteten, daB Monozyten nach Inkubation mit
Carrageenan ihre Féhigkeit zur Adhision und Phagozytose verlieren.

Einige tierexperimentelle Studien verwendeten A-Carrageenan zum Zwecke der
Makrophagen-Depletion, um die Funktion dieser Zellen bspw. im Rahmen tumordser

Erkrankungen zu kliren (Morikawa et al., 1986; Fujii et al., 1987).

3.4.3 Statistische Methoden

Die Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung (SD) angegeben.

Die Angaben zu den Zellreihen im Differentialblutbild sind als prozentualer Anteil - bezogen
auf das gesamte weille Blutbild - aufgefiihrt. Alle anderen MeBwerte sind Absolutwerte.

Die Daten von mittlerem arteriellen Blutdruck (MAP), intrakraniellem Druckanstieg,
Liquorzellzahl und Evans-blau-Konzentration im Liquor in den Kurzzeitversuchen wurden
unter Verwendung des Student-Newman-Keuls-Test miteinander verglichen.

Der Zweistichproben t-Test unterschiedlicher Varianzen wurde angewandt, um Hirndruck-,
Liquorzellzahl- und MAP-Werte in den Gruppen 7 und 8 (Langzeitversuche) zu vergleichen.
Des Weiteren wurden die Differentialblutbilder depletierter Tiere auf signifikante
Verdnderungen zu dem Blutbild unbehandelter Tiere unter Anwendung des t-Test
unterschiedlicher Varianzen tiberpriift.

Als signifikant galten Verdnderungen mit einem p-Wert < 0,05.
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3.4.4 Bildmaterial

Zur Anfertigung kryostatischer Schnitte wurden die Tiere getdtet, das Gehirn entnommen, in
Tissue-Tek Medium eingelegt und bei —80° tief gefroren. Koronare Schnitte mit einer Dicke
von 10um wurden auf Objekttrager aufgezogen und unter fluoreszierendem Licht betrachtet.
Die Aufnahmen erfolgten mit einer Kamera vom Typ Vario Cam (S/ N: 303 CG 0320) in
Verbindung mit einem Lichtmikroskop des Typs Leitz DM IL.

27



4 Ergebnisse

4.1 Pathophysiologische Verinderungen in der Friihphase der

experimentellen Meningitis

4.1.1 Physiologische Parameter

Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP), PaO,, PaCO,, pH und Korpertemperatur lagen in allen
Gruppen wihrend des gesamten Experiments im Normbereich. Beziiglich des mittleren
arteriellen Druckes zeigte sich kein signifikanter Unterschied in den verschiedenen Gruppen.
Die physiologischen Parameter der einzelnen Versuchsgruppen 0, 2, 4 und 6 Stunden nach
intrazisternaler Gabe Hitze-abgetoteter Pneumokokken bzw. PBS sind in Tabelle 1 und 2

dargestellt.

Tabelle 1: Mittlerer arterieller Druck und PaO- 0, 2, 4 und 6 Stunden nach intrazisternaler

Gabe Hitze-abgetdteter Pneumokokken bzw. PBS (Kontrollen)

Gruppen (n) MAP (mmHg)
0h 2h 4h 6 h

HKP
Unbehandelt (12)  114+15 108+10 97+11 95420
PMN-Antikorper  (5) 12112 115%£15 103 £ 16 100+ 12

Carrageenan (6) 107+16 104+ 10 98 + 17 85+5
komb. Depl. 3 100+27 112+14 103 +28 88 + 34
Kontrollen
Unbehandelt (10)  105+17 99+37 98 +£18 98 + 14
PMN-Antikorper 2)"'1 90 124 112 108

2 82 83 87 86
Carrageenan 1" 98 95 96 80

Anmerkungen: siehe unten
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Gruppen (n) pa O; (mmHg)
0h 2h 4h 6 h
HKP
Unbehandelt (12) 116 +20 114+20 131 £30 111 +£18
PMN-Antikorper (5) 103+£27 115+16 127 £29 112+ 17
Carrageenan (6) 117+19 116+7 127 £ 37 150 +£38
komb. Depl. 3) 111 111 195 103
118 129
Kontrollen
Unbehandelt (10) 109 +22 127 +38 111 £22 114 +22
PMN-Antikorper (2)' 1 108 139 110 110
2 131 92 110
Carrageenan (1) 105 90 82 90

n, Anzahl der untersuchten Tiere; MAP, mittlerer arterieller Blutdruck; PMN,

polymorphnukleédre Granulozyten; komb. Depl., kombinierte Depletion;

Angaben als Mittelwert + SD; ' Absolutwerte
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Tabelle 2: P, CO; und pH 0, 2, 4 und 6 Stunden nach intrazisternaler Gabe
Hitze-abgetdteter Pneumokokken bzw. PBS (Kontrollen)

Gruppen (n) pa CO; (mmHg)
0h 2h 4h 6h

HKP
Unbehandelt (12) 373+73 369+53 353+7,0 368+6,8
PMN-Antikérper (5) 36,0+3.5 34,1+3,5 344427 368+2.5

Carrageenan (6) 334+1,8 31,6+x1,2 31,6£19 29.8+4,6
komb. Depl. 3) 29,2 33,9 34,1 37,3
Kontrollen
unbehandelt (10) 31,8+3,6 32,7+3,7 32,7+42 33,1+5,6
PMN-Antikorper (2)'1 42,5 37,7 38,5 39,1
2 34,6 34,3 42,3

Carrageenan (1)1 40,9 43,2 44.6 442
Gruppen (n) pH (mmHg)

Oh 2h 4h 6h
HKP
unbehandelt (12) 7,44+0,10 7,4+£0,04 7,45+0,03 7,43+0,04

PMN-Antikérper (5)  7,45+0,04 7,44+0,02 7,45+0,10 7,43 +0,03
Carrageenan (6) 7,43+0,02 7,41+£0,02 7,45+£0,20 7,42+0,10

komb. Depl. 3) 7421004 74 7,45+0,30 7,38
Kontrollen
unbehandelt (10) 7,42+0,04 7,40+0,03 7,4+0,02 7,39+0,03
PMN-Antikorper (2)'1 7,44 7,38 7,4 7,4

2 7,47 7,43 7,39
Carrageenan (1)1 7,47 7,43 7,38 7,3

PMN, polymorphnukledre Granulozyten; komb. Depl., kombinierte Depletion; Angaben als

Mittelwerte + SD; ' Absolutwerte.



4.1.2 Differentialblutbild zur Uberpriifung der Depletion

Zur Kontrolle der Depletionen wurde bei allen Versuchstieren drei Stunden nach Gabe von
HKP ein Differentialblutbild angefertigt.

24 Stunden nach intraperitonealer Gabe des PMN-Antikorpers wiesen alle Tiere aus der
Gruppe der Granulozytendepletion einen prozentualen Anteil an segmentkernigen
Granulozyten von unter 5% auf. Der Anteil der lymphozytiren Zellen lag bei 92%, derjenige
der monozytiren zwischen 3 und 8%. Alle drei Zellreihen unterschieden sich in ihren
prozentualen Anteilen signifikant von denen, die man bei den unbehandelten Tieren
festgestellt hatte. Der gestiegene Anteil an monozytiren Zellen ist als Folge der
Granulozytenreduktion zu sehen.

Vor intraperitonealer Gabe von A-Carrageenan lag der Anteil mononukledrer Zellen bei diesen
Versuchstieren zwischen 1 und 4% (s. Normalbefunde). Bei einer Kontrolle drei Stunden
nach Inokulation der Hitze abgetoteten Pneumokokken bzw. 3,5 Stunden nach Injektion von
A-Carrageenan war dieser Anteil auf 0 bis 1% vermindert. Eine Gegeniiberstellung der
mononukledren Anteile vor und nach Gabe von Carrageenan ergab eine signifikante
Verminderung der Monozyten/ Makrophagen unter Carrageenan bei den betreffenden
Versuchstieren. Auf Grund des natiirlicherweise geringen prozentualen Anteils der
Monozyten bzw. Makrophagen am Gesamtblutbild waren die Verdnderungen nach Injektion
von Carrageenan allerdings im Vergleich zur Gruppe der unbehandelten Tiere nicht
signifikant.

Unter Depletion mononukledrer und gleichzeitig neutrophiler Zellen fand sich drei Stunden
nach Versuchsbeginn ein liberwiegend lymphozytéres Zellbild (88 £ 6% Lymphozyten). Der
Anteil der Segmentkernigen lag bei 10 + 4%, derjenige der Monozyten bei 2 + 3%. Bzgl. der
Granulozyten und Lymphozyten waren die Unterschiede signifikant im Vergleich zu den
unbehandelten Tieren.

In Tabelle 3 sind die Differentialblutbilder der einzelnen Gruppen im Vergleich dargestellt.
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Tabelle 3: Differentialblutbilder 3 Stunden nach Applikation von HKP

Gruppen (n) Granulozyten Monozyten Lymphozyten
unbehandelt 4) 77 £ 10% 2+1% 19+ 7%
Granulozyten- (5) 3+2%* 6 +2%* 92 £ 1%*
Depletion
Monozyten- (6) 78 £ 3% 0+1%" 22 +3%
Depletion
Zweifach 3) 10 + 4%* 2+3% 88 + 6%*
Depletion

Normalbefund (vor Applikation von HKP; n = 8): 32 + 9% Granulozyten, 3 + 1% Monozyten,
65 + 8% Lymphozyten.

Anmerkungen: Angaben als Mittelwerte + SD.
*p < 0,05; signifikant zu unbehandelt

+p < 0,05; signifikant zu Granulozytendepletion und zum Normalbefund

4.1.3 Liquorzellzahl

Der Liquor der Kontrollen wies nach sechs Stunden eine Zellzahl von 33 £+ 17 Zellen/ul auf.
Diese Zahl ist am ehesten als geringe Reizpleozytose im Rahmen der Praparation anzusehen.
Die intrazisternale Applikation von Hitze-abgetoteten Pneumokokken fiihrte zu einem
massiven Anstieg der Liquorzellzahl auf 7600 + 4242 Zellen/pl (p< 0,05).

Unter der Neutropenie war die Liquorpleozytose (617 = 850 Zellen/ul) gegeniiber den
unbehandelten Tieren signifikant vermindert. Die Zellzahl lag zwar iiber derjenigen der
Kontrollen , unterschied sich von dieser jedoch nicht signifikant.

Neutropenische Versuchstiere wiesen unter Gabe von PBS dhnliche Werte wie Kontrolltiere
(Gruppe 1) auf.

Bei den mit A-Carrageenan behandelten Tieren zeigte sich nach Ablauf des Versuches im
Liquor eine Zellzahl von 426 + 380 Zellen/ul. Auf Grund der Schwankungsbreite konnten
keine signifikanten Verdnderungen gegeniiber den Kontrollen bzw. den mit PMN-
Antikorpern anbehandelten Tieren festgestellt werden. Im Vergleich zu den unbehandelten,

Ratten war die Liquorpleozytose jedoch deutlich geringer ausgeprégt (p < 0,05).
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Bei den zweifach-depletierten Tieren lag die nach Versuchsende festgestellte Liquorzellzahl
bei 53 = 36 Zellen/ul und war bzgl. der Kontrollen und einfach-depletierten Ratten nicht
signifikant verdndert. Zu den letzteren bestand allerdings eine deutlichere Differenz als zu den
Kontrolltieren. Lediglich die unbehandelten, mit HKP injizierten Tiere wiesen einen
signifikanten Unterschied in der Liquorpleozytose gegeniiber den kombiniert-vorbehandelten
Ratten auf.

Diagramm 1 zeigt die Ergebnisse der einzelnen Gruppen im Vergleich.

Diagramm 1: Liquorpleozytose 6 Stunden nach Applikation von HKP/ PBS

14000
12000 =
10000
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Liquorzellzahl/pl

N
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L. ST

PBS HKP PMN Carrag Komb

Anmerkungen: PBS, Kontrollen; HKP, unbehandelte Ratten; PMN, mit PMN-Antikérper vorbehandelte Tiere;
Carrag, vorbehandelt mit Carrageenan; Komb., mit PMN-Antikérper und Carrageenan vorbehandelte Tiere;
auller der PBS-Gruppe wurde allen Tieren HKP injiziert; Angaben als Mittelwerte = SD.

*p < 0,05 im Vergleich zur unbehandelten Gruppe
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4.1.4 Intrakranieller Druck (ICP)

Die intrazisternale Gabe von PBS fiihrte zu keiner signifikanten Verdnderung des
intrakraniellen Druckes (A ICP nach 6 h: -0,6 £ 1,7 mmHg) gegeniiber dem Ausgangswert.
Die Applikation von Hitze-abgetdteten Pneumokokken bewirkte innerhalb von 6 Stunden
einen Anstieg des Druckes um 8,2 + 2,6 mmHg (p< 0,05). Dieser Anstieg ereignete sich
iiberwiegend zwischen der fiinften und sechsten Stunde des Experiments.

Der intrakranielle Druck der mit PMN-Antikorper vorbehandelten Tiere stieg wihrend des
Beobachtungszeitraumes um 5,2 + 3,4 mmHg. Dieser Wert unterschied sich signifikant

von dem der Kontrollen, den unbehandelten und den zweifach-depletierten Tieren.

Mit PMN-Antikorper vorbehandelte Versuchstiere, denen PBS intrazisternal injiziert worden
war, verhielten sich im Bezug auf den intrakraniellen Druck &hnlich wie die Tiere der
Kontrollgruppe (Gruppe 1). Die Werte von vorbehandelten Kontrolltieren zeigt Tabelle 4.
Unter der Monozyten/ Makrophagendepletion kam es zu einem nur geringen Druckanstieg
von 3,2 £ 1,9 mmHg, welcher sich signifikant von allen anderen experimentellen Gruppen
auBler derjenigen der Neutrophilen-depletierten Tiere unterschied. Ein Versuchstier, das mit
Carrageenan vorbehandelt war, aber anstelle von Pneumokokken PBS intrazisternal appliziert
erhielt, wies keinen Anstieg des intrakraniellen Druckes und mit 26 Zellen/ul Liquor keinen
eindeutigen Unterschied zu den unbehandelten Kontrollen auf. (s. Tabelle 4)

Mit einem Abfall von —2,3 £ 1,5 mmHg gegeniiber dem Ausgangswert unterschieden sich die
mit Carrageenan und zusitzlich mit PMN-Antikorpern vorbehandelten nicht von den
Kontrolltieren. Gegeniiber allen anderen Gruppen war der intrakranielle Druckanstieg bei
diesen Tieren signifikant reduziert.

Im Diagramm 2 sind die Ergebnisse der Gruppen 1-5 beziiglich des ICP-Anstiegs im
Vergleich dargestellt.

34



Tabelle 4. ICP-Anstieg, Liquorzellen und EB-Liquorgehalt bei behandelten

Kontrolltieren
ICP- Liquorzellen/ul EB mg/pl
Anstieg
(mmHg)
PMN +PBS
1 3 10 1,0
2 1 19 1,1
Carrageenan +PBS -2 26 0,8

PMN, polymorphnukledre Granulozyten; ICP, Intrakranieller Druck;
EB, Evans-blau;

Diagramm 2: Verdnderungen des intrakraniellen Druckes innerhalb von 6 Stunden nach

intrazisternaler Gabe von Hitze-abgetoteten Pneumokokken bzw. PBS

12

*

ICP in mmHg

Anmerkungen: ICP, Intrakranieller Druck; PBS, Kontrollen; HKP, unbehandelte Ratten; PMN, mit PMN-
Antikérper vorbehandelte Tiere; Carrag., vorbehandelt mit Carrageenan; Komb., mit PMN-Antikdrper und
Carrageenan vorbehandelte Tiere; auler der PBS-Gruppe wurde allen Tieren HKP injiziert; Angaben als
Mittelwerte £+ SD.

* p <0,05 im Vergleich zu den Kontrollen und zweifach-depletierten Tieren

+p < 0,05 im Vergleich zu den unbehandelten HKP-Tieren
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4.1.5 Veranderungen der Blut-Hirnschranke

Eine Zunahme der Permeabilitit wurde an Hand des Ubertritts des EB/Albumin-Komplexes
in den Liquorraum bestimmt.

Wihrend sich bei den Kontrolltieren dieser Komplex im Liquor nicht nachweisen lief3 (-0,2 +
0,5 pg/ml), zeigten unbehandelte HKP-Tiere eine deutliche Anreicherung des Farbstoffes in
der zerebrospinalen Fliissigkeit. Mit Konzentrationen von 10,5 + 4,8 pg/ml war der
Unterschied zu den Kontrolltieren signifikant.

Neutropenische Ratten wiesen sechs Stunden nach intrazisternaler Gabe von Hitze-
abgetoteten Pneumokokken eine Evans-blau-Konzentration von 3,3 + 1,2 pg/ml Liquor auf.
Die Extravasation an Evans-blau war signifikant erniedrigt, verglichen mit derjenigen der
unbehandelten Tiere. Im Vergleich zu den Kontrollen fanden sich bei den neutropenischen
Tieren zwar hohere Werte, es bestand jedoch keine Signifikanz.

Die intrazisternale Applikation von PBS unter Neutropenie erzeugte keine Zunahme der
Evans-blau-Extravasation (s. Tabelle 4).

Bei den Versuchstieren der Monozyten/ Makrophagendepletion konnte sechs Stunden nach
intrazisternaler Gabe von HKP ein Ubertritt von Evans-blau festgestellt werden, der mit einer
Konzentration von 3,3 + 2,9 ug/ml in etwa derjenigen der neutropenischen Tiere entsprach.
Wie auch unter Neutropenie bestand trotz einer gewissen Differenz in den festgestellten
Konzentrationen keine Signifikanz gegeniiber den Kontrollen; gegeniiber den unbehandelten
Tieren jedoch war die Reduktion der Schrankenstérung eindeutig (p<0,05) .

Die intrazisternale Gabe von PBS unter Depletion mononukledrer Zellen hatte keine
verstiarkte Extravasation des Farbstoff-Komplexes (0,8 pg/ml) verglichen mit Tieren der
Kontrollgruppe zur Folge. (s. Tab. 4)

Die Evans-blau-Konzentration bei den kombiniert depletierten Ratten lag nach Versuchsende
bei 1,1 £ 0,2 pg/ml Liquor. Damit war die Blut-Hirnschranken-Permeabilitit bei diesen
Tieren signifikant niedriger als bei den unbehandelten Ratten. Selbst gegeniiber den einfach-
depletierten Tieren fiel eine zusétzliche Reduktion der Evans-blau-Extravasation auf. Der
Unterschied zu diesen Gruppen sowie zu den Kontrollen war allerdings nicht signifikant.
Diagramm 3 und die Abbildungen 4.1-4.4 beschreiben die Blut-Hirnschranken-Permeabilitét

in den einzelnen Gruppen.
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Diagramm 3: Evans-blau-Konzentration im Liquor 6 Stunden nach intrazisternaler

Applikation von HKP/PBS

18
16
_ 14 }-
£
S 12
=1
c 10
S 8
o %
b O g T
S 4 T
0 = B
-2 PBS HKP PMN Carrag Komb

Anmerkungen: PBS, Kontrollen; HKP, unbehandelte Ratten; PMN, mit PMN-Antikorper vorbehandelte Tiere;
Carrag, vorbehandelt mit Carrageenan, Komb., mit PMN-Antikorper und Carrageenan vorbehandelte Tiere;
auller der PBS-Gruppe wurde allen Tieren HKP injiziert; Angaben als Mittelwerte = SD.

*p < 0,05 gegeniiber der unbehandelten HKP-Gruppe

Abb. 4.1-4.4: Evans-blau-Extravasation in den Meningen 6 h nach intrazisternaler

Applikation von HKP/ PBS

Abb.4.1: EB-Fluoreszenz an Hirnschnitten von Kontrolltieren (i.c. Gabe von PBS)
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Hirnparenchym

Abb.4.2: Evans-blau-Austritt bei unbehandelten Ratten nach HKP-Injektion

Abb.4.3: EB-Fluoreszenz bei neutropenischen Tieren
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Abb.4.4: Ubertritt von Evans-blau nach Makrophagen/ Monozyten-
Depletierung

4.2 Pathophysiologische Verinderungen in der fortgeschrittenen Phase der

experimentellen Meningitis

4.2.1 Physiologische Parameter

Der mittlere arterielle Blutdruck lag wihrend des Beobachtungszeitraumes bei den Kontrollen
und neutropenischen Tieren im Normbereich (> 80 mmHg).
Mit Pneumokokken infizierte Ratten wiesen dagegen einen signifikant niedrigeren Blutdruck

(62 £ 21 mmHg) auf (s. Diagramm 4).
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Diagramm 4: Mittlerer arterieller Blutdruck 24 Stunden nach Inokulation lebender

Pneumokokken/ PBS
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140 <
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mittlerer art. Blutdruck in mmHg

o
|

PBS Pneumok. PMN

Anmerkungen: PBS, Kontrollen; Pneumok., unbehandelte infizierte Tiere; PMN, mit PMN-Antikorper
vorbehandelte infizierte Ratten; Angaben als Mittelwerte + SD.

*p < 0,05 im Vergleich zu den unbehandelten infizierten Tieren

4.2.2 Differentialblutbild

Die intraperitoneale Gabe des gegen die Neutrophilen gerichteten Antikorpers lies auch 48
Stunden nach Injektion noch eine deutliche Reduktion der Neutrophilen erkennen. Allerdings
war diese weniger stark ausgeprigt als in den Kurzzeitversuchen. Die Differentialblutbilder

zweier Stichproben sind im folgendem dargestellt: s. Tabelle 5

Tabelle 5: Differentialblutbilder zweier Ratten 24 Stunden nach Pneumokokken-Gabe

Tier 1 Tier 2
Lymphozyten 53% 84%
Segmentkernige 43% 12%
Granulozyten
Monozyten 3% 4%

Anmerkung: Mittelwerte zum Zeitpunkt 6 Stunden post HKP: 3 + 2% Granulozyten, 92 + 1% Lymphozyten,
6 £ 2% Monozyten.
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4.2.3 Liquorzellzahl

24 Stunden nach Injektion des Erregers konnte bei den unbehandelten Ratten eine
Liquorpleozytose von 5683 + 1617 Zellen/ul festgestellt werden. Tiere, die dagegen PBS
erhalten hatten, wiesen lediglich eine Zellzahl von 16 + 8 /ul auf (p< 0,05).

Die Liquorpleozytose der mit PMN-Antikorpern vorbehandelten Ratten war mit 3618 £ 1290

Zellen /pul gegeniiber den beiden vorher genannten Gruppen signifikant veréndert.

Diagramm 6 zeigt die graphische Darstellung.

Diagramm 6: Liquorpleozytose 24 Stunden nach Applikation von Pneumokokken/ PBS

8000
7000
6000
5000 * *
4000
3000
2000
1000

Liquorzellzahl /pl

PBS Pneumok. PMN

Anmerkungen: PBS, Kontrollen; Pneumok., unbehandelte infizierte Tiere; PMN, mit PMN-Antikorper
vorbehandelte infizierte Ratten; Angaben als Mittelwerte + SD.
*p <0,05 im Vergleich zu den Kontrollen

+ p < 0,05 im Vergleich zu den unbehandelten infizierten Tieren
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4.2.4 Intrakranieller Druck

Bei Versuchstieren, denen PBS intrazisternal appliziert worden war, lag der intrakranielle
Druck bei 1,9 £ 1,0 mmHg. Die Inokulation lebender Pneumokokken fiihrte zu einem
dramatischen Druckanstieg auf 19,8 £ 9.4 mmHg (p< 0,05).

Die Depletierung der Neutrophilen bewirkte eine Reduktion des intrakraniellen Druckes auf
Werte von 10,4 + 4,8 mmHg. Der Unterschied war sowohl zu den Kontrollen als auch zu den
unbehandelten Tieren signifikant.

In Diagramm 5 sind die Daten der einzelnen Gruppen dargestellt.

Diagramm 5: Intrakranieller Druck 24 Stunden nach intrazisternaler Gabe von

Pneumokokken/ PBS

w
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N
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N
o

—_
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—_
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()]
o

Intrakranieller Druck in mmHg
.

o
I

PBS Pneumok. PMN

Anmerkungen: PBS, Kontrollen; Pneumok., unbehandelte infizierte Tiere; PMN, mit PMN-Antikorper
vorbehandelte infizierte Ratten; Angaben als Mittelwerte + SD.
*p <0,05 im Vergleich zu den Kontrollen

+p < 0,05 im Vergleich zu den unbehandelten infizierten Tieren
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4.2.5 Veranderungen der Blut-Hirnschranke

Die Evans-blau-Extravasation der infizierten Tiere betrug 9,3 + 5,8 pg/ml. Bei gesunden
unbehandelten Tieren lag die Evans-blau-Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze.

Die intraperitoneale Gabe von PMN-Antikorpern vor Applikation lebender Pneumokokken
verminderte den Austritt von Evans-blau aus den Geféaflen. Die festgestellten Konzentrationen
in zwei untersuchten Fillen lagen bei 5,5 pg/ml (Tierl) und 5,6 ng/ml (Tier 2). Auf Grund der
zu geringen Fallzahl auf Seiten der neutropenischen Tiere ist eine Aussage hinsichtlich der
Signifikanz in den festgestellten Unterschieden zwischen neutropenischen und unbehandelten
Ratten nicht mdglich (s. Diagramm 7).

Zur bildlichen Darstellung der Blut-Hirnschrankenstérung wurden Hirnschnitte von
Kontrollen, unbehandelten und neutropenischen Tieren unter fluoreszierendem Licht
betrachtet. Hierbei zeigte sich eine deutlich geringere EB-Fluoreszenz bei den depletierten

Ratten verglichen mit den unbehandelten (Abbildungen 4.5-4.7).

Diagramm 7: Evans-blau-Konzentration im Liquor 24 Stunden nach Inokulation

lebender Pneumokokken/ PBS
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PBS Pneumok. PMN 1 PMN 2

Anmerkungen: PBS, Kontrollen; Pneumok., unbehandelte infizierte Ratten; PMN 1, mit PMN-Antikorper
behandeltes Tier 1; PMN 2, behandeltes Tier 2; Angaben zu Pneumok. als Mittelwert = SD, zu PMN 1 und PMN

2 als Absolutwerte;

*p < 0,05 im Vergleich zu den Kontrollen
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Abb.4.5-4.7: Evans-blau-Fluoreszenz an Hirnschnitten von Kontrollen, Ratten mit

Meningitis und neutropenischen infizierten Tieren

Abb.4.5: Evans-blau-Fluoreszenz nach Gabe von PBS

Subarachnoidalraum

Kortikales

Gefdl} Hirnparenchym

Abb.4.6: Extravasation bei infizierten unbehandelten Ratten
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Abb.4.7: Evans-blau-Extravasation bei infizierten Tieren nach Neutrophilen-

Depletion
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5 Diskussion

5.1 Effekte in der Friihphase der bakteriellen Meningitis

5.1.1 Auswirkungen einer PMN-Depletion auf die Frithphase der

Pneumokokkenmeningitis

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dal sowohl Granulozyten als auch Monozyten/
Makrophagen eine essentielle Rolle bei der Entstehung von ZNS-Verdanderungen wihrend der
Pneumokokkenmeningitis spielen.

Die Depletion neutrophiler Leukozyten verminderte die Pneumokokken-induzierten
pathophysiologischen Verdnderungen, wie den Anstieg des intrakraniellen Druckes, die

Storung der Blut-Hirnschrankenfunktion, sowie die Ausbildung einer Liquorpleozytose.

5.1.1.1 Kontroverse Ansichten liber die Bedeutung der Leukozyten wahrend

der bakteriellen Meningitis

Erste indirekte Hinweise, dal Leukozyten den Verlauf der bakteriellen Meningitis negativ
beeinflussen konnten, erbrachten Petersdorf und Luttrell 1962. Sie fanden heraus, da3 Hunde
mit einer Pneumokokkenmeningitis, die zuvor durch eine Ganzkorperbestrahlung in einen
leukopenischen Zustand gebracht worden waren, nach Infizierung im Durchschnitt noch 62
Stunden lebten, wihrend Hunde mit intakter Immunantwort bereits nach durchschnittlich 46
Stunden verstorben waren. Die Methode der Ganzkorperbestrahlung zur Induktion der
Leukopenie minimiert allerdings die Validitdt dieser Untersuchung. Mc Allister und seine
Kollegen unterstiitzen 1975 die Prédmisse, das Ausmall der Entziindung im
Subarachnoidalraum stelle eine entscheidende Determinante fiir die Prognose der Meningitis
dar. In ihrer Studie wiesen Tiere, die ldnger als der Durchschnitt iiberlebten, eine geringere
leukozytdre Infiltration auf.

Im Gegensatz dazu existieren klinische und experimentelle Daten, die belegen, da3 eine sehr
niedrige Leukozytenzahl im Liquor in Verbindung mit einem hohen bakteriellen Titer ein

ungiinstiges prognostisches Zeichen darstellt — hinweisend auf eine moglicherweise protektive
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Rolle der Leukozyten (Weiss et al., 1967; Tugwell et al., 1976; Baird et al., 1976). Giampaolo
und seine Mitarbeiter berichteten 1981 in diesem Zusammenhang von einer guten Prognose
bei  ausgeprdgter Liquorpleozytose in der  Frilhphase der experimentellen
Pneumokokkenmeningitis, wihrend zwei Tage nach Beginn der Therapie bei abfallendem
Bakterientiter, eine hohe Leukozytenzahl im Liquor eher mit einem schlechten Ausgang
assoziiert war. Der Grund fiir die Diskrepanz zwischen diesen Daten und denen
leukopenischer Tiere wurde nicht untersucht.

Tauber et al. (1988) versetzten Kaninchen durch die Gabe von Mechlorethamin HCL in einen
leukopenischen Zustand. Nach Infektion mit Streptococcus pneumoniae wurden
Verdanderungen verschiedener pathophysiologischer Parameter iiber 24  Stunden
aufgezeichnet. Die neutropenischen Kaninchen wiesen im Vergleich zu den unbehandelten
Tieren keine signifikanten Unterschiede bzgl. intrakranieller Drucksteigerung und Zunahme
des Hirnddems wihrend des Experimentes auf. Téduber und seine Kollegen schlossen damit
die Beteiligung der Granulozyten an der Entstehung intrakranieller Komplikationen aus.

Die von den Autoren verwendete Substanz Mechlorethamin zur Induktion der Leukopenie
zdhlt zu den Alkylantien — einer Gruppe von Zytostatika. Die zytotoxische Wirkung dieser
Stoffe geht auf eine Reaktion mit der DNA zuriick, die dadurch chemisch verdndert und
funktionell geschiadigt wird (Povirk und Shunker 1994; Estler 1992). Die Wirkung ist
besonders in schnellteilendem Gewebe ausgepridgt. Eine typische und in Tdubers Studie
genutzte Nebenwirkung ist daher die Immunsuppression mit Verminderung der
Granulopoese; allerdings sind auch die Lympho-, Thrombo- und Erythropose mitbetroffen.
Neben weiteren diversen unerwiinschten Wirkungen wurde auch eine Neurotoxizitdt mit
neuronal-degenerativen Verdanderungen unter Alkylantien beobachtet (Bruggers et al., 1994;
Sullivan et al., 1982). Das breite Spektrum der Zytotoxizitit mit Einbezichung aller drei
Stammzellreihen und die Neurotoxizitdt konnten den Verlauf der Meningitis unbestimmt
beeinflussen. Eine experimentelle Studie unter diesen Bedingungen diirfte daher in ihrer

Validitit deutlich eingeschrinkt sein.
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5.1.1.2 Blockade der Endothel-Leukozyten-Interaktion

Zytokine und Adhésionsmolekiile spielen eine zentrale Rolle bei der Invasion aktivierter
Leukozyten in den Subarachnoidalraum. Die Endothelzell-Leukozyten-Interaktionen sind
wahrscheinlich iiber die Offnung interzellulirer Verbindungen mitverantwortlich fiir die
initiale Zerstorung der Blut-Hirnschranke. Substanzen, die Wechselbeziehungen zwischen
Endothelzellen und Leukozyten - wie Rollen und feste Adhésion - beeintrachtigen und somit
eine ,funktionelle Leukopenie* verursachen, fiihrten in experimentellen Studien der
bakteriellen Meningitis zu einem klinisch giinstigerem Verlauf.

So behandelten beispielsweise Tuomanen et al. (1989) Kaninchen — vor Induktion der
Pneumokokkenmeningitis — mit einem Antikorper gegen die CD18-Integrinfamilie (IB4) vor
(ndhere Erlduterungen zur Funktion der Integrine siehe S. 12-15). Liquorproben im Verlaufe
des Experimentes ergaben, dafl der monoklonale Antikorper gegen den CD18 Komplex den
Leukozyteneinstrom in den Liquor verhindert, die Ausbildung von Hirnédem und Blut-
Hirnschrankenstérung reduziert und die Uberlebenszeit der Kaninchen verlingert. In
dhnlicher Weise erzielten Saez-Llorens et al. (1991) durch Injektion von IB4 eine Reduktion
der Entziindungsantwort und Blut-Hirnschranken-Permeabilitdt bei Kaninchen mit
Haemophilus influenzae-induzierter Meningitis. Der Effekt wurde durch die zusitzliche
Verabreichung von Dexamethason, das eine Uberproduktion von Zytokinen in Folge
bakterieller Stimulation verhindert, verstirkt. Vermutlich ebenfalls tiber die Blockade der
CD18 Aktivierung hemmten prokaryotische Peptide, die Selektine nachahmen, aber dabei die
Leukozytenadhésion ans Endothel und die Hochregulation von CD11b/ CD18 verhindern, in
einem Tiermodell der Pneumokokkenmeningitis die Leukozyteninvasion und verminderten
die Akkumulation von Proteinen im Liquor als Zeichen fiir die Unversehrtheit des
Kapillarendothels (Rozdzinski et al., 1993).

Weber et al. (1995) zeigten in einem Rattenmodell, da durch die Blockade von ICAM-1,
einem essentiellen Rezeptor zur Ausbildung einer festen Adhésion (ndhere Erlduterungen
siche S. 13-15), eine Minderung der Liquorpleozytose, Hirnddementwicklung und des
zerebralen BlutfluB- und intrakraniellen Druckanstieges wihrend der Frithphase der
bakteriellen Meningitis erreicht werden kann.

Weitere experimentelle Studien verhinderten erfolgreich die Leukozyteninvasion, in dem sie
in den Vorgang des Leukozyten-Rollens eingriffen. Dieser Vorgang geht der festen Adhdsion
voraus und wird, wie erwdhnt, durch Selektine reguliert (zur genaueren Beschreibung der
Selektine siche S. 11-15). Fukoidin unterbindet durch Blockade von L- und P-Selektin das

Rollen und damit die nachfolgende transendotheliale Emigration der Leukozyten. Eine dem
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Fukoidin vergleichbare Hemmwirkung auf das Leukozytenrollen konnte auch fiir Heparin
nachgewiesen werden. Versuchstiere in der Friithphase der Pneumokokkenmeningitis wiesen
unter Behandlung mit Fukoidin oder Heparin eine signifikante Verbesserung
pathophysiologischer Verdnderungen wie intrakranieller Druck, Hirnddem, zerebrales
Blutvolumen und Blut-Hirnschranken-Permeabilitit auf (Granert et al., 1994; Angstwurm et
al., 1995; Weber et al., 1997).

In einer Untersuchung zur Zytokin-induzierten Meningitis mittels IL-18 und TNFa zeigte sich
an P- und E-Selektin defizienten Mausen eine komplette Reduktion des Leukozyteneinstroms
in den Liquor und der Blut-Hirnschranken-Permeabilitit (Tang et al., 1996).

Die aufgefiihrten Befunde symbolisieren eine funktionelle Leukopenie und stehen im
Einklang mit den Ergebnissen der selektiven und kombinierten Depletion neutrophiler und
mononukledrer Zellen in der vorliegenden Arbeit. Allerdings lassen sie keine Aussage
darliber zu, inwiefern die Verdanderungen wéhrend der bakteriellen Meningitis allein den
Neutrophilen oder Makrophagen zugeschrieben werden konnen. Des Weiteren besteht in
allen Studien mit Antikoérpern die Moglichkeit, dal Leukozyten iiber Adhédsionsmolekiile, die
nicht von den Antikdrpern blockiert wurden, interagieren oder zur Ausschiittung von Toxinen
aktiviert werden. Unter Rezeptorblockade konnte zudem weiterhin die Ausschiittung von
Zytokine, wie z.B. TNFa, festgestellt werden (Saez-Llorens et al., 1991; Granert et al., 1999),
von denen man annimmt, da} vor allem aus dem Blut stammende Leukozyten fiir ihre
Freisetzung verantwortlich sein diirften (Ostergaard et al., 2000b). Diese Zytokine konnen
ebenfalls zur Entstehung des Hirnddems und Stérung der Blut-Hirnschrankenfunktion
beitragen (Saukkonen et al., 1990). Daher ist anzunehmen, da3 der Einflul von Leukozyten
auf den Entziindungsprozel3 durch die Blockade von Adhdsionsmolekiilen nicht vollkommen

aufgehoben wird.

5.1.1.3 Neutrophile als Produzenten gewebezerstdorender Faktoren

Neutrophile sind ,,Mikro-Phagen* und somit phagozytisch an der Keimbeseitigung beteiligt.
Zu diesem Zweck setzen sie aber auch proteolytische, chemotaktische und andere Substanzen
ein (Riede und Schaefer, 1995). Doch treffen sie mit ihren Waffen nur den Feind?

Neutrophile sind kaum féhig zwischen fremden und wirtseigenen Antigenen zu differenzieren
und verlassen sich deshalb auf die Mithilfe anderer Mitglieder des Immunsystems (z.B.

Antikorper, Komplement und Zytokine), ihre Ziele richtig auszuwihlen. Das Waffenarsenal
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der Neutrophilen umfafit nahezu 50 bisher bekannte toxische Metaboliten (Malech et al.,
1987), darunter freie Sauerstoffradikale, Enzyme und Stickstoffmonoxid (NO). Sie dienen der
Bekdmpfung von Bakterien und anderen Mikroorganismen, konnen aber auch normale Zellen
schddigen bzw. zerstéren und Bindegewebe aufldsen (Dallegri und Ottonello, 1997).
Sauerstoffradikale sind duBerst reaktionsfreudig und oxidieren jegliche Art von organischen
Molekiilen in ihrer Ndhe. Werden Zellmembranen, Zellorganelle, Enzyme oder DNS oxidiert,
kann dies zum Funktionsverlust und zum Absterben der Zelle fiithren (Bauerova und Bezek,
1999; Leib und Téuber, 2000; Droge, 2002). Zum Arsenal reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
zahlen z.B. Superoxide, Hydroxydradikale und Wasserstoffperoxid. Letzteres besitzt die
Féahigkeit mit Hilfe der Myeloperoxidase Cl° zu seiner hypochlorigen Sdure HOCL zu
oxidieren (Babior, 1978; Weiss 1989). Beinahe simultan zur Freisetzung der Radikale
fusionieren intrazelluldre Granula mit der Plasmamembran und entleeren ihren Inhalt sowohl
in den Extrazellularraum als auch in die phagozytischen Vakuolen (Lehrer et al., 1988).
Neutrophile Granula enthalten eine Reihe mikrobizider Peptide, Proteine und Enzyme;
darunter befinden sich drei proteolytische Enzyme: die Serinprotease Elastase und die beiden
Matrix Metalloproteinasen (MMPs) Kollagenase und Gelatinase. Untersuchungen ergaben,
dal3 Neutrophile freie Radikale nicht nur zum direkten Angriff nutzen, sondern sie auch zur
oxidativen Inaktivierung von Proteinaseinhibitoren einsetzen. Sie schaffen damit eine
Umgebung, in der es proteolytischen Enzymen moglich ist, ihre destruktive Wirkung
ungehindert zu entfalten (Weiss und Regiani, 1984; Weiss, 1989; Huang et al., 1998). Im
Rahmen einer physiologischen Entziindungsantwort ermdglicht dies den Neutrophilen, u.a.
Bindegewebsbarrieren aufzulosen und eingeschlossene Mikroben zu zerstoren. Fiir
gewoOhnlich ist der Einstrom Neutrophiler streng reguliert und reil3t ab, sobald das ausldsende
Antigen vernichtet wurde.

Tierexperimentelle Studien in den letzten Jahren erbrachten vielfach Hinweise auf die
Beteiligung  freier  Sauerstoffradikale an  Meningitis-assoziierten  intrakraniellen
Komplikationen und Hirnschédden. Sie zeigten, dal Vorbehandlungen mit Antioxidantien wie
Superoxiddismutase und Katalase Schutz vor pathophysiologischen Verdnderungen in der
Frithphase der bakteriellen Meningitis bieten. Der Anstieg des intrakraniellen Druckes und
zerebralen Blutflusses, wie er bei unbehandelten, mit Pneumokokken-infizierten Tieren zu
beobachten ist, konnte unter Gabe von Antioxidantien zum Teil vollstindig blockiert und
zudem die Ausbildung eines Hirnddems verhindert werden (Pfister et al., 1990 a,b und 1992
b,c; Koedel et al., 1995). Untersuchungen von Chan et al. 1984 ergaben, dal} zerebrale freie

Sauerstoffradikale neben zelluliren Schiden auch zu gesteigerter Permeabilitidt der Blut-
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Hirnschranke und Odembildung fiihren. Die Verinderungen waren durch die
Superoxiddismutase hemmbiar.

Zu den Hydroxyradikalfdngern zdhlen Mannitol und Deferoxamin. Eine kontinuierliche
Infusion von Mannitol bzw. Deferoxamin reduzierte den Anstieg von intrakraniellem Druck,
zerebralen  BlutfluB  und  Hirnwassergehalt ~ widhrend  der  experimentellen
Pneumokokkenmeningitis. Die Liquorzellzahl blieb von der Behandlung mit Mannitol
unbeeinfluBlt (Lorenzl et al., 1996; Pfister et al., 1992b). Das Antioxidans N-Acetyl-L-Cystein
dagegen blockierte neben dem intrakraniellen Druckanstieg auch die Ausbildung einer
Liquorpleozytose im Tiermodell der Pneumokokkenmeningitis (Koedel und Pfister, 1997).
Der genaue Entstehungsort freier Sauerstoffradikale ist nicht bekannt. Man nimmt an, daf3
eine Vielzahl von Zellen bspw. neben Neutrophilen auch Mikroglia, Endothelzellen und
Bakterien an ihrer Bildung beteiligt sein konnten. Die Tatsache, dal3 die Depletierung von
Neutrophilen in dhnlicher Weise wie die Behandlung mit Antioxidantien zur Reduktion des
intrakraniellen Druckes und der Blut-Hirnschranken-Permeabilitét fithrte, deutet darauf hin,
daB die in den Liquor eingewanderten weillen Blutzellen einen wesentlichen Beitrag zur

Bildung freier Radikale leisten.

Wie schon erwédhnt setzten Neutrophile simultan zu Sauerstoffradikalen auch Matrix
Metalloproteinasen (MMPs) frei. Yushchenko et al. berichteten 2000, da3 Granulozyten und
Makrophagen die Hauptproduzenten von MMP-9 sein diirften.

MMPs sind in viele physiologische (z.B. Wundheilung und Angiogenese) (Miganetti et al.,
1996), aber auch pathophysiologische Prozesse (Arthritis, Hirntumor, Multiple Sklerose)
involviert (Gottschall und Deb, 1996; Yong et al., 1998). Bei Patienten und Tieren mit
bakterieller Meningitis wurden erhohte MMP-9 Werte beobachtet, wahrend Liquores
gesunder Probanden bzgl. MMP-9 vollstindig unauffillig waren (Azeh et al., 1998; Paul et
al., 1997, 1998). Neben MMP-9 konnten auch erhohte Werte an MMP-8 — wahrscheinlich
ebenfalls ein Produkt von Granulozyten — bei der bakteriellen Meningitis nachgewiesen
werden (Leppert et al., 2000). Dariiber hinaus zeigten Leppert et al. 2000, daB MMP-9 einen
Risikofaktor fiir die Entwicklung postmeningealer Komplikationen darstellt. Patienten mit
persistierender Horminderung und sekundérer Epilepsie wiesen einen 2,5-fach hoheren
Spiegel an MMP-9 im Liquor auf als Patienten, die sich komplikationslos erholten.

Paul et al. und Azeh et al. demonstrierten 1998, daB MMP-9 eine Rolle bei der Offnung der
Blut-Hirnschranke spielt. Inhibierung der MMP-9 Aktivitdt mittels Batimastat (BB-94)

verminderte einen durch Meningokokken induzierten Anstieg des intrakraniellen Druckes und
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der Blut-Hirnschranken-Permeabilitit. Yushchenko et al. (2000) und Azeh et al. (1998)
stellten des Weiteren eine signifikante Korrelation zwischen der MMP-9 Konzentration und
der Zahl leukozytirer Zellen im Liquor bei gleichzeitiger Schwéchung der Blut-Hirnschranke
fest. Damit erscheint es wahrscheinlich, dal im Verlauf der Meningitis in den Liquor
einwandernde Zellen — Granulozyten und Monozyten/ Makrophagen — MMP-9 bereitstellen.

Nicht alle Studien jedoch konnten einen Zusammenhang zwischen der Zellzahl und der
MMP-9 Konzentration im Liquor finden (Paul et al., 1998; Betsuyaku et al., 1999; Leppert et
al., 2000). Untersuchungen in anderen entziindlichen ZNS-Erkrankungen wie Borreliose und
virale Meningitis dagegen berichteten ebenso von einer Korrelation zwischen MMP-9 und der
Zahl weiller Blutzellen im Liquor (Perides et al., 1998; Kolb et al., 1998). Die Ursache fiir

diese Diskrepanz wurde bisher nicht untersucht.

Eine weitere reaktive Sauerstoffverbindung, die in die pathophysiologischen Verdnderungen
wihrend der bakteriellen Meningitis verwickelt ist, ist Stickstoffmonoxid (NO).

NO ist ein Vasodilatator (Moncada et al., 1998), es verdndert die Durchléssigkeit von
Kapillaren (Moncada et al., 1991) und besitzt bakterizide und zytotoxische Wirkung, wenn es
in exzessiven Mengen produziert wird (Hibbs et al., 1998).

Bakterien und Bestandteile ihrer Zellwand konnen iiber Induktion der NO-Synthase (NOS)
zur Produktion enormer Mengen an NO fiihren (Freyer et al., 1996; Buster et al., 1995). Der
genaue Bildungsort von NO bei der bakteriellen Meningitis ist nicht bekannt. Eine Vielzahl
an Zellen ist nachweislich zur Produktion von NO fahig: z.B. Bakterien, Neurone, Mikroglia,
aber besonders Astrozyten (Bernatowicz et al., 1995), Endothelzellen (Palmer et al., 1988),
Neutrophile und Makrophagen (Salvemini et al., 1989).

Mehrere klinische Studien berichteten iiber erhohte Nitritkonzentrationen, einem stabilen
Metabolit von NO, in Liquores von Patienten mit bakterieller Meningitis, verglichen mit
Kontrollpersonen. So fanden bspw. Kornelisse et al. (1996) signifikant erhdhte Nitrit- und
Nitratwerte in Liquorproben von Kindern mit Meningokokkenmeningitis. Auch in
Tiermodellen der bakteriellen Meningitis konnten erhdhte Konzentrationen fiir NO und Nitrit
beobachtet werden (Koedel et al., 1995; Boje, 1996; Korytko und Boje, 1996).

Wihrend der letzten Jahre wurde in mehreren experimentellen Studien untersucht, ob die
Hemmung der NO-Synthase einen Benefit fiir den Verlauf der bakteriellen Meningitis mit
sich bringt. Vorbehandlungen mit nicht-selektiven NOS-Inhibitoren wie N-nitro-L-Arginin
Methylester fiihrten hierbei zu einer signifikanten Reduktion pathophysiologischer

Verianderungen wie intrakranieller Druckanstieg, Erhdhung des zerebralen Blutflusses und
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Odembildung wihrend der Friihphase der experimentellen bakteriellen Meningitis (Haberl et
al., 1994; Buster et al., 1995; Koedel et al., 1995). Buster et al. (1995) berichteten zudem von
einer Verminderung der Blut-Hirnschranken-Permeabilitit und Liquorpleozytose mit
einhergehendem Abfall des Liquornitritspiegels bei Ratten mit Haemophilus influenzae
Meningitis unter Behandlung mit N-nitro-L-Arginin Methylester.

Jedoch existieren auch gegensétzliche Berichte iiber die Auswirkungen einer Behandlung mit
NOS-Inhibitioren. Im Jahre 1996 stellten Leib et al. unter Verwendung des NOS-Inhibitors
Aminoguanidin bei neugeborenen, mit Streptokokken Gruppe B-infizierten Ratten eine
Zunahme der neuronalen Schidden fest. Art des Inhibitors und Erregers konnten eine
Erklarung fiir diese Diskrepanz abgeben.

In Anbetracht der Vielzahl an Zellen, die zur NO Produktion fahig sind, wére es denkbar, dal3
Neutrophile und Makrophagen nur in geringem Mafe fiir NO-bedingte Komplikationen
wihrend des Krankheitsprozesses verantwortlich sind. NO fiihrt allerdings unter Reaktion mit
Superoxid — wie oben erwédhnt ein Produkt von Leukozyten — auch zur Bildung von
Peroxynitrit (Beckmann et al., 1999). Peroxynitrit verfligt iiber eine ausgepréigt zytotoxische
Wirkung in Form verschiedener Mechanismen wie DNS-Schidigung, Tyrosinnitrierung und
Lipidperoxidation (Zhang et al., 1994). Es hat vermutlich einen schidlicheren Einflu3 auf den
Krankheitsverlauf als NO selbst. Kastenbauer et al. demonstrierten 1999, dafl Harnsdure als
Antagonist von Peroxynitrit positive Effekte auf die Verdnderungen von intrakraniellem
Druck, Liquorpleozytose und Blut-Hirnschranken-Permeabilitdt wihrend der experimentellen

Pneumokokkenmeningitis hat.

Die Elimination Neutrophiler bedeutet also in weiten Teilen auch die Elimination freier
Sauerstoffradikale, Matrix-Metalloproteinasen, Stickstoffmonoxid und Peroxynitrit. Eine
vergleichbare oder zum Teil ausgepriagtere Reduktion pathophysiologischer Verdnderungen
insbesondere des intrakraniellen Druckanstieges, der Ausbildung von Liquorpleozytose und
Blut-Hirnschrankenstérungen im Rahmen der Neutrophilen-Depletion wéhrend der
experimentellen Pneumokokkenmeningitis in der vorliegenden Arbeit unterstiitzen diese

Behauptung.
Es stellt sich die Frage, warum es den Neutrophilen nicht moglich ist, ithr umfassenden

Waffenarsenals und ihre Féhigkeit zur Phagozytose gegen die Eindringlinge einzusetzen,

sondern stattdessen korpereigenes Gewebe zerstoren.

53



Die Phagozytose, ein ProzeB des Erkennens und “Auffressens® von Mikroorganismen, ist
wichtig fiir eine erfolgreiche Erregerabwehr. Héaufig tarnen sich Erreger durch bestimmte
Polysaccharide, um sich der Phagozytose zu entziehen. Hiillproteine, auch Opsonine genannt,
konnen diese Polysaccharide tiberdecken und den Phagozyten das Fremdmaterial zum Fressen
wieder ,,schmackhaft machen. Klassische Opsonine sind C3b des Komplementsystems und
spezifische IgG-Antikorper (Riede und Schaefer, 1995).

Zwahlen et al. konnten 1982 in nur 15 von 27 Féllen bakterieller Meningitis Komplement-
vermittelte Opsonierungsaktivitit nachweisen. Das Fehlen der Opsonierungsaktivitidt und des
Komplements war mit einer schlechten Prognose fiir die Patienten verbunden. Beim
Gesunden betrdgt das Verhidltnis Immunglobuline im Blut : Liquor ~ 800:1. Die
Konzentrationen von IgG im Liquor liegen hierbei bei 3,1 £ 1,2 mg/100 ml. Im Verlauf der
bakteriellen Meningitis steigen zwar die I[gG-Konzentrationen im Liquor an, verbleiben aber
mit 9,9 £ 8,2 mg/100 ml trotzdem auf einem viel niedrigeren Stand als im Verhéltnis dazu
stehende Serumkonzentrationen (Smith et al., 1973).

Sehr friith schon stellte man fest, daf3 virulente Pneumokokken in Korperhdhlen mit serdser
Fliissigkeit wie Pleurahdhle, Peritoneum und Meningen in Abwesenheit von Antikdrpern von
Leukozyten nicht phagozytiert werden konnen. Es scheint, als ob die Verteilung von
Fliissigkeit zur Anzahl phagozytdrer Zellen in serdser Fliissigkeit groBer ist als in soliden
Organen. Die Leukozyten finden dadurch nicht geniligend Oberflichenkontakt zu Gewebe
oder anderen Zellen, den sie bendtigen, um Bakterien umzingeln und phagozytieren zu
konnen (Smith et al., 1951).

Diese Tatsache und die unzureichende Unterstiitzung durch Komplement und Antikdrper sind
verantwortlich flir die Immuninsuffizienz im Liquor wihrend der bakteriellen Meningitis.
Unter physiologischen Bedingungen reift, wie erwidhnt, der Neutrophileneinstrom nach
Vernichtung des Erregers ab. Bleibt aber wie im Fall der bakteriellen Meningitis die
Eliminierung aus, resultiert dies in einem ungebremsten Einstrom an Entziindungszellen und
einer fortwdhrenden Freisetzung ihrer Toxine, die infolge einer unzureichenden Steuerung
durch Immunglobuline und Komplement vor allem wirtseigenes Gewebe treffen und
schiadigen konnen. Erschwert wird zudem den Leukozyten der Angriff auf S. pneumoniae
durch die Tatsache, da} sich dieser durch eine Superoxiddismutase vor der Attacke durch

freie Radikale schiitzt (Poyart et al., 1995).
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5.1.1.4 Neutrophile und Monozyten bei anderen akuten oder chronisch

entzundlichen Erkrankungen

Die Meningitis stellt als eine Erkrankung, in der Leukozyten die Entziindung und den
Gewebeschaden verstirken und moglicherweise eine Heilung behindern, keine Ausnahme
dar. Eine Vielzahl internistischer und dermatologischer Krankheiten zeichnen sich durch
dhnliche Charakteristika aus. Wir sprechen hierbei von Autoimmunerkrankungen.

Im folgenden sind einige dieser Erkrankungen unter Berlicksichtigung der leukozytiren
Funktion kurz dargestellt:

Die rheumatoide Arthritis ist mit einer Entziindung innerhalb peripherer Gelenke assoziiert.
Die Entziindung fiihrt primédr zur Zerstorung des Gelenkknorpels und der Kapsel und
schlieBlich zum Verlust der Gelenkfunktion. Experimentelle Studien in den 70- und 80-iger
Jahren zeigten eine Ansammlung Neutrophiler im Bereich der Pannus-Knorpel-Verbindung,
wo typischerweise erste Erosionen beobachtet werden konnen (Mohr und Wessinghage, 1977;
Mohr und Menninger, 1980). Weitere Untersuchungen ergaben, da Produkte der
Neutrophilen und Monozyten (Proteinasen, radikale Verbindungen, NO) zum einen iiber
Depolymerisation der Hyaluronsdure, was einen Viskosititsverlust der Synovialfliissigkeit zur
Folge hat (Greenwald und Moy, 1980), und zum anderen iiber direkte Schadigung des
Knorpels zur Zerstorung des Gelenks beitragen konnen (Edwards und Hallet, 1997; Bauerova
und Bezek, 1999).

Die Wegener'sche Granulomatose ist durch eine nekrotisierende granulomatdse Vaskulitis
charakterisiert. Betroffen sind vor allem der obere und untere Respirationstrakt und die
Nieren, aber auch die Haut, die Augen und das zentrale Nervensystem konnen befallen sein
(Fauci et al., 1983; Hoffman et al., 1992).

Anti-neutrophile zytoplasmatische Antikorper (ANCAs) stehen in enger Verbindung mit der
Wegener'schen Granulomatose (Falk und Jenette, 1988). In vitro Untersuchungen ergaben,
dal ANCAs an Neutrophile oder Monozyten binden und sie zur Freisetzung und Bildung
proteolytischer Enzyme, freier Sauerstoffradikale und proinflammatorischer Mediatoren
stimulieren (Falk et al., 1990; Moore, 1995).

Qasim und seine Kollegen (1996) bestétigten im Rahmen einer Studie zur experimentellen
Vaskulitis die Anwesenheit von Neutrophilen im Entziindungsinfiltrat betroffener Gewebe.
Mittels RP3 - einem gegen Neutrophile gerichteten Antikorper — gelang es ihnen das Infiltrat

zu reduzieren und zugleich den Gewebeschaden zu vermindern.
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Das bullése Pemphigoid ist eine subepidermale blasenbildende Erkrankung, die mit der
Bildung von Antibasalmembran-Antikorpern einhergeht (Jordan et al., 1967; Mutasim et al.,
1985).

Liu und Diaz (2001) erzeugten durch die Injektion von Anti-BP-180-Antikdrper bei Mausen
ein der humanen Erkrankungen vergleichbares bulléses Pemphigoid. Histologische und
immunologische Untersuchungen des betroffenen Gewebes ergaben, dall die Blasenbildung
u.a. von der Infiltration Neutrophiler abhidngt. Aktivierte Neutrophile setzten Elastase und
Gelatinase B frei, welche zur Abspaltung der Epidermis von der Dermis fiithrte. Méuse, denen
diese Enzyme fehlten, erwiesen sich als resistent gegeniiber dem pathogenetischen Effekt von

Anti-BP-180-Antikorper.

Dies ist nur ein kleiner Ausschnitt aus einer Vielzahl von Erkrankungen, in der die destruktive
Wirkung der Leukozyten auch auf das wirtseigene Gewebe iibergreift.
Selbst in T-Zell-vermittelten Autoimmunerkrankungen wie bspw. der Psoriasis konnte ein

Mitwirken von Neutrophilen und Makrophagen nachgewiesen werden (Terui et al., 2000).

5.1.1.5 Antiinflammatorische Substanzen vermindern pathophysiologische

Veranderungen im Verlauf der Meningitis

In den zuvor beschriebenen Erkrankungen erwiesen sich hiufig anti-entziindliche
Behandlungen als die effektivste Therapie, um die Akkumulation Neutrophiler und den
Schaden im Gewebe zu reduzieren (Fiveson, 1997; O Dell, 2001).

Basierend auf Hinweisen, dal Entziindungsmediatoren und -zellen selbst an den
pathophysiologischen Verdnderungen in der Frithphase der bakteriellen Meningitis beteiligt
sind und die Letalitit direkt mit dem Ausmall der meningealen Entziindung korreliert
(McAllister et al., 1975), erscheint es wahrscheinlich, da3 antiinflammatorische Medikamente
wie Kortikoide, Indomethacin und Diclofenac auch bei der Therapie der
Pneumokokkenmeningitis von Nutzen sein konnten.

Fir Glukokortikoide konnte nachgewiesen werden, daB3 sie die Transkription diverser
Zytokine u.a. IL-1 und TNF-a, sowie die Bildung von NO hemmen (Beutler et al., 1986;
Moncada et al., 1991). Des Weiteren reduzieren Kortikoide in hoher Dosis die Freisetzung
lysomaler Enzyme und die Produktion von Superoxid in polymorphnukledren Leukozyten

(Goldstein et al., 1976). Methylprednisolon wird eine Hemmung der Leukozytenadhésion an
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Endothelzellen zugeschrieben (Sibbald et al., 1982). Tuomanen et al. (1987) zeigten, daf}
Methylprednisolon und Cyclooxygenase-Inhibitoren die grofite Effektivitit bei der Reduktion
des Leukozyteneinstroms in den Subarachnoidalraum besitzen, wihrend Indomethacin und
Diclofenac in diesem Zusammenhang nur eine geringe Wirkung aufweisen.

In Tiermodellen der Haemophilus influenzae-Meningitis begrenzten Kortikoide das Ausmal
der Entziindung und pathophysiologischen Verdnderungen im Verlauf der Erkrankung
(Mustafa et al., 1989). Klinische Untersuchungen bestitigten in padiatrischen Féllen von HIB-
Meningitis positive Auswirkungen auf die Komplikationsrate bei kombinierter Therapie von
Antibiotika und Dexamethason (Lebel et al., 1988; Schaad et al., 1995).

Tierexperimentelle Studien in den 90er Jahren unterstiitzten die Hypothese, dal3 Kortikoide
auch die Prognose der Pneumokokkenmeningitis verbessern konnten. In einem Rattenmodell
unterdriickte die Vorbehandlung mit Dexamethason den Anstieg von intrakraniellem Druck,
zerebralem Blutvolumen und die Hirnddembildung. Auch Dexamethason-Gaben zwei
Stunden nach Infektion mit lebenden Pneumokokken brachten eine Verbesserung dieser
Verdanderungen (Pfister et al., 1990a). Koedel et al. demonstrierten 1994, da3 durch die
Behandlung mit Methylprednisolon vor oder vier Stunden nach intrazisternaler Inokulation
von Zellwandbestandteilen eine signifikante Verminderung von Odem, Hirndruck und
Liquorpleozytose erreicht werden kann. Die Wirkung von Methylprednisolon auf spétere
Stadien der Erkrankung war bereits 1985 Thema einer experimentellen Untersuchung. Téduber
et al. wiesen unter Gabe dieses Steroids — 15 bis 22 Stunden nach Infektion — eine Reduktion
des Hirnwassergehaltes nach; auf den intrakraniellen Druck dagegen hatte die Behandlung
keinen Einfluf3.

Wihrend die Dexamethason-Therapie bei Kindern mit Haemophilus influenzae-Meningitis
erfolgreich audiologische und neurologische Komplikationen verminderte (Quagliarello und
Scheld, 1997), ist der Nutzen einer Glukokortikoid-Therapie bei Erwachsenen, insbesondere
bei der Pneumokokkenmeningitis weiter umstritten.

Zwei éltere klinischen Studien von Girgis et al. 1989 und Kennedy et al. 1991 legten nahe,
daf} die Behandlung mit Steroiden auch die Prognose der durch Pneumokokken verursachten
Meningitis verbessere. In einer neueren Untersuchung allerdings, die 56 Kinder mit
Pneumokokkenmeningitis einschloB, traten audiologische und neurologische Komplikationen
bei zusétzlich mit Glukokortkoiden behandelten Kindern zwar in geringerer Zahl auf, die
Differenz war jedoch nicht signifikant (Kanra et al., 1995). Cabellos et al. (2000) berichteten
darliber hinaus iiber eine hohere Anzahl an Therapieversagern in einem Tiermodell und

schlechteren Ergebnissen bzgl. der Bakterienabtotung bei Dexamethason begleiteter Therapie
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cephalosporin-resistenter Stimme von Streptococcus pneumoniae. Mogliche Ursachen fiir
diese Erfolge und MiBlerfolge konnten zum einen die Dosierung und der Zeitpunkt der
Dexamethason-Gabe sein. Die Notwendigkeit der frithzeitigen Behandlung mit Kortikoiden,
um einen therapeutischen Effekt zu erreichen, wurde bereits unter anderen
pathophysiologischen Bedingungen wie z.B. der posttraumatischen Riickenmarksischimie
demonstriert (Hall, 1992). Zum anderen und moglicherweise entscheidender diirfte die
Tatsache sein, dal Dexamethason die bakterizide Aktivitit und Penetrationsfdhigkeit von
Antibiotika, wie z.B. Vancomycin, in hohem Malle beeintrichtigt — wie es eine Studie der
experimentellen Meningitis unter Verwendung hoch penicillin-resistenter Streptococcus
pneumoniae Stamme zeigte (Paris et al., 1994).

Insgesamt gesehen sind die bisher erhobenen Daten iiber Dexamethason-Therapien bei
Erwachsenen mit bakterieller Meningitis noch nicht ausreichend, um Schluf3folgerungen bzgl.
ihrer Wirksamkeit zu ziehen. Weitere Daten sind notig, um eine zuverldssige Antwort geben
zu konnen, ob Dexamethason in der Therapie der Pneumokokkenmeningitis beim

Erwachsenen eingesetzt werden sollte.

Wecken auch die Resultate von Dexamethason-Therapien am Menschen zum Teil Zweifel an

der Annahme, dal eine {iiberschieBende Entziindungsreaktion mallgeblich an den

pathophysiologischen Verdnderungen wihrend der Frithphase der Pneumokokkenmeningitis

beteiligt sind, so sprechen doch die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit und die

vorangegangenen Diskussionspunkte eindeutig fiir die Korrektheit dieser Annahme.

Als mogliche Erklarung fiir die Tatsache, dal durch die Depletion Neutrophiler der

intrakranielle Druckanstieg, die Pleozytose und die Blut-Hirnschrankenstorung nicht

vollstidndig blockiert werden konnten, kommen folgende Gesichtspunkte in Betracht:

1. Weitere Zellen, bspw. Mikroglia, Endothelzellen, Astrozyten und Bakterien sind an der
Produktion freier Radikale, MMPs und anderer Toxine beteiligt.

2. Trotz massiver Reduktion der Neutrophilen (unter 10%) war die Depletion nicht 100%ig.
Im Blut noch verbliebene Zellen konnten fiir die nachgewiesenen Verdnderungen

verantwortlich sein.
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5.1.2 Effekte der Makrophagen- Depletion auf die Frithphase der

Pneumokokkenmeningitis

Obwohl das Entziindungsinfiltrat in der Friihphase der bakteriellen Meningitis zu iiber 90
Prozent aus Granulozyten besteht, scheinen die mononukledren Zellen in dieser Phase nicht
bedeutungslos zu sein. Die Ergebnisse der Monozyten/ Makrophagen-Depletion
demonstrieren, daf8 mononukledre Phagozyten sogar eine sehr wichtige Rolle in der
Entziindungskaskade der bakteriellen Meningitis spielen. Nach Elimination der monozytiren
Zellen kam es zu einer der Granulozyten-Depletion vergleichbaren signifikanten Reduktion
von intrakraniellem Druck, Leukozytenzahl und Blut-Hirnschranken-Permeabilitét.
Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen berichteten Zysk et al. 1997 in einem Tiermodell
der Pneumokokkenmeningitis von einer stark verminderten Leukozytenmigration in den
Subarachnoidalraum nach Elimination von Blutmonozyten durch intravendse Gabe von
Dichlormethylen Diphosphonat (CL,MDP)-enthaltenden Liposomen, obwohl Neutrophile in
threr Zirkulation nicht gestort waren. Weiterhin beobachteten die Autoren eine an der
Proteinkonzentration im Liquor gemessene geringere Dysfunktion der Blut-Hirnschranke und
eine verminderte Freisetzung von IL-1B in den Liquor bei mit CL,MDP behandelten Tieren.
Die TNF-a Konzentration im Liquor war dagegen bei diesen Tieren verglichen mit den
Kontrollen nicht herabgesetzt, so dal Zysk et al. davon ausgingen, dal mononukledre Zellen
nicht fiir die TNF-a Produktion verantwortlich sind. Dieser letzten Aussage widersprechen
Ergebnisse von Bitsch et al. (1997). Die Autoren identifizierten wihrend einer
experimentellen Pneumokokkenmeningitis TNF-a mRNA in Monozyten, die sich im
Entziindungsinfiltrat in den Meningen befanden. Da der Anteil dieser Zellen im Infiltrat sehr
gering war, wie es fiir ein granulozyten-dominierendes Zellbild typisch ist, und bei
monozyten-depletierten Tieren keine TNF-a positiven Zellen in den Meningen gefunden
werden konnten, schloB3 man, dal es sich bei den TNF-a produzierenden Zellen vornehmlich
um Monozyten aus dem Blutpool handle.

Zytokine sind an der Leukozytenimmigration beteiligt, indem sie u.a. zur Aktivierung von
Chemokinen und Adhésionsmolekiilen beitragen (Spanaus et al., 1997; Wong und Dorovini
Zis, 1992; Gotsch et al., 1994). IL-1P, die dominante Form von IL-1, scheint dabei gréferen
EinfluB auf die Neutrophilenwanderung auszuiiben als TNF-o (Quagliarello et al., 1991).
Wihrend die intrazisternale Inokulation von TNF-a alleine nur eine minimale Pleozytose und
Blut-Hirnschranken-Permeabilitdt auslost, konnten Quagliarello et al. einen synergistischen

Effekt bei Kombination mit IL-1p feststellen. IL-1 selbst besitzt keine chemotaktische
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Aktivitit. Man fand allerdings heraus, daBl es die Freisetzung eines chemotaktischen Faktors
stimuliert (Yoshimura et al., 1987). Bei diesem Faktor handelt es sich um Interleukin-8, einem
CXC-Chemokin mit ausgesprochen chemotaktischer Wirkung auf Neutrophile (siehe S. 9-11).
IL-8 wird vorwiegend von Mikroglia, gewebetypischen Makrophagen im Gehirn, freigesetzt
(Ehrlich et al., 1998).

Neben Zysk et al. (1997) untersuchten auch De Rijk et al. (1993) und Salkowski et al. (1995)
die Bedeutung der Makrophagen im Rahmen der Entziindungskaskade in vivo. Sie
applizierten Makrophagen-depletierten Ratten und Méusen systemisch LPS. Diese
Experimente resultierten in einer ausgeprigten Konzentrationsminderung von IL-1f im Blut.
Damit erscheint es wahrscheinlich, dal hauptsdchlich Makrophagen/ Monozyten fiir die
Freisetzung von IL-1f verantwortlich sind.

In Anbetracht der grolen Bedeutung dieses Interleukins stellt sich die Frage, inwiefern auch
natiirlicherweise in den Meningen befindliche Makrophagen an der Produktion von IL-1 und
somit an der Rekrutierung von Leukozyten beteiligt sind.

Die mononukledren Zellen im Hirngewebe umfassen drei Hauptpopulationen: Mikroglia,
perivaskuldre Makrophagen und Makrophagen in den Meningen und im Choroidplexus
(Lassman et al., 1991). Meningealmakrophagen scheinen neben ihrer phagozytischen
Aktivitdt fahig zu sein, spezifische Proteine wie das beta-trace Protein (Blodorn et al., 1997)
und andere Immunmediatoren (Elmquist et al., 1997) bilden zu kénnen.

Trostdorf et al. (1999) untersuchten die Funktion der im Gehirn und in den Meningen
befindlichen Makrophagen, indem sie deren Anteil durch intrazisternale Injektion von
CLo_MDP um 77% herabsetzten. AnschlieBend infizierten sie die Kaninchen mit
Streptococcus pneumoniae. Die 24 Stunden post infectionem (p.i.) gemessenen
Konzentrationen an TNF-a und IL-1, sowie die Dichte der Leukozyten wiesen keinen
signifikanten Unterschied zwischen behandelten Tieren und Kontrollen auf, wahrend NSE,
ein Marker fiir neuronale Schiaden, bei den behandelten Kaninchen erhoht war. Damit
erscheint es wahrscheinlich, dal die in den Meningen befindlichen Makrophagen nicht
wesentlich an der Migration von Leukozyten wihrend einer Meningitis beteiligt sind. Der
erhohte NSE-Titer nach Depletion dieser Makrophagenpopulation legt nahe, da3 sie eher zum
Schutz des Hirnparenchyms vor neurotoxischen Produkten, die von Pneumokokken oder
Leukozyten freigesetzt werden, dienen.

Neben den Zytokinen konnten auch Chemokine in Makrophagen nachgewiesen werden. Diab
et al. untersuchten 1999 den Ursprung des CXC-Chemokins MIP-2 und der CC-Chemokine
MIP-10, MCP-1 und RANTES bei mit Haemophilus influenzae-infizierten Tieren. Dabei
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identifizierten sie Granulozyten und Makrophagen als MIP-2, MIP-1a und MCP-1 positive
Zellen im Subarachnoidalraum. In Astrozyten und Mikroglia war kein Signal fiir MIP-10 und
MIP-2 auszumachen und nur wenige Astrozyten waren MCP-1 positiv.

Als Hauptproduzenten von IL-1, CXC-Chemokin MIP-2 und moglicherweise auch TNF-a
stellen Makrophagen somit unverzichtbare Komplizen und Vorldufer fiir polymorphnukleire
Granulozyten dar, da sie mit Hilfe ihrer Zytokine und Chemokine den PMN ihren Weg in den
Subarachnoidalraum bahnen. Thr Fehlen hat dementsprechend — wie die vorliegenden Daten
zeigen — eine massive Reduktion der Liquorpleozytose zur Folge. Es ist bisher nicht bekannt,
ob A-Carrageenan fahig sind, die Blut-Hirnschranke zu iiberwinden und dabei neben
zirkulierenden Makrophagen bzw. Monozyten auch hirnspezifische Makrophagen zerstort
werden konnten. Dies konnte moglicherweise Auswirkungen auf die Resultate der
Experimente haben. In Tierversuchen, in denen A-Carrageenan intraventrikuldr appliziert
wurde, kam es zu einer Zunahme der Blut-Hirnschranken-Permeabilitdt und Neutrophilen-
Extravasation (Gamache et al., 1986). Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Kontrolltiere, denen A-Carrageenan intraperitoneal verabreicht worden war, zeigten keine
signifikant verstirkte Liquorpleozytose oder Evans-blau-Extravasation gegeniiber den
unbehandelten Kontrollen, so daB nicht von einem wesentlichen Ubertritt der A-Carrageenan
in den Liquorraum ausgegangen werden muf3.

Weitere Untersuchungen, die ergaben, dal mononukledre Zellen aus dem Blut noch vor den
Neutrophilen im Entziindungsexudat erscheinen, sprechen zudem fiir die ,,Vorlauferthese* der
Blutmonozyten. Faustmann et al. (1995) bspw. stellten fest, dal nach subarachnoidaler
Applikation von Komplement C5a zur Induktion einer Meningitis Granulozyten {iber
postkapilldre Venolen in den Liquor einwandern und mit einer dort befindlichen Monozyten-
Makrophagen-Zellinie in Kontakt treten. Farbungen mit unterschiedlichen Markern ergaben
einen erhohten Anteil an ED2-positiven Zellen als Hinweis auf ihren himatogenen Ursprung.
Es ist allerdings auch denkbar, daB eine spezielle Subpopulation von Meningealmakrophagen,

die ebenfalls ED2-positiv reagiert, sich hinter diesen Zellen verbirgt.

Makrophagen bzw. Monozyten konnten auch durch ihre direkt toxische Wirkung an den
pathophysiologischen Verdnderungen wéhrend der bakteriellen Meningitis beteiligt sein.
Ahnlich wie Neutrophile sind auch sie nach Stimulation durch Pneumokokken fihig, reaktive
Sauerstoftfverbindungen (Koedel und Pfister, 1999) und MMP-9 (Yushchenko et al., 2000) zu
bilden sowie NO frei zu setzten (Salvemini et al., 1989; Moncada et al., 1991). In Anbetracht

des iiberwiegend granulozytiren Zellbildes und nur geringen Anteils an mononukledren
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Zellen in der Liquorpleozytose scheint dieser Faktor im Hinblick auf leukozyten-vermittelte
Gewebeschédden eher von geringerem Gewicht zu sein als ihre Produktion von Zytokinen.
Anders verhilt es sich dagegen mit der Freisetzung von Glutamat aus Makrophagen. Glutamat
fiihrt zu neuronalem Zelltod und wurde in Liquores von Patienten (Spranger et al., 1996) und
Versuchstieren (Guerra-Romero et al., 1993) mit bakterieller Meningitis in erhohter
Konzentration nachgewiesen. Diese Konzentrationen korrelierten mit der Schwere der
Erkrankung. Makrophagen bildeten hierbei bemerkenswerte Mengen an Glutamat. (Spranger
et al., 1996).

5.1.3 Effekte der kombinierten Depletion auf die Frithphase der

Pneumokokkenmeningitis

In der Gruppe der Makrophagen-depletierten wie in der Gruppe der Neutrophilen-depletierten
Tiere konnte neben der Reduktion der Liquorpleozytose auch eine signifikante Verminderung
der Blut-Hirnschranken-Permeabilitit beobachtet werden. Beide Gruppen wiesen annidhernd
gleiche Werte bzgl. der Evans-blau Konzentration — als Ausdruck fiir die Dysfunktion der
Blut-Hirnschranke — und der Leukozytenzahl im Liquor auf.

Parallel zur Verbesserung der Blut-Hirnschranken-Funktion und der Reduktion der Pleozytose
war auch eine Verminderung des intrakraniellen Druckes verglichen mit unbehandelten
Tieren festzustellen. Im Gegensatz zur Liquorpleozytose und der EB-Extravasation blieb der
intrakranielle Druck jedoch in beiden einfach-depletierten Gruppen gegeniiber den Kontrollen
signifikant erhoht. Die Ursache hierfiir diirfte wohl in der multifaktoriellen Genese des
Druckanstieges und einem Synergismus von Neutrophilen und Monozyten bzw.
Makrophagen liegen. Wie in einem fritheren Kapitel beschrieben, sind am Anstieg des
intrakraniellen Druckes mehrere Mechanismen beteiligt: das vasogene, zytotoxische und
interstitielle Hirnddem, sowie die Hyperdmie und der Hydrozephalus infolge einer
Liquorzirkulationsstorung. Wie bereits diskutiert konnen beide Zellarten durch die
Freisetzung von Toxinen und Zytokinen gleichzeitig auf mehrere dieser Faktoren Einflufl
nehmen und sich zusitzlich gegenseitig verstérken.

Ergebnisse in der Gruppe der zweifach-depletierten Tiere verdeutlichen diesen Synergismus.

Die Tiere zeigten bzgl. der Leukozyten und Evans-blau Konzentration im Liquor eine weitere,
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wenn auch nicht signifikante Reduktion gegeniiber den einfach-depletierten Tieren. Ihre
Werte waren denen der Kontrollen nahezu identisch. Bei diesen zweifach-depletierten Tieren
lag auch der intrakranielle Druck im Normbereich und wies wihrend der gesamten Dauer des
Experiments keine Tendenz zum Ansteigen auf.

Wiéhrend die Eliminierung von Neutrophilen oder Makrophagen die Blut-Hirnschranken-
Permeabilitdt, die Pleozytose und vor allem den intrakraniellen Druckanstieg lediglich
reduzierte, fithrte die Ausschaltung beider Zellarten zu einer vollstindigen Blockade dieser
Parameter. Dies bedeutet, daBl Granulozyten und Monozyten/Makrophagen gemeinsam
hauptverantwortlich fiir die pathophysiologischen Verdnderungen und die damit verbundenen

Komplikationen — insbesondere in der Frithphase - der bakteriellen Meningitis sein diirften.

Zusammenfassend 146t sich sagen, dal Makrophagen bzw. Monozyten proinflammatorische
Mediatoren bilden, die in hohem MaBle fiir die Wanderung der PMN in den
Subarachnoidalraum verantwortlich sind. In Anbetracht der Schidden, die aus der
Neutrophilenimmigration resultieren, tragen mononukledre Zellen damit indirekt zur
Zerstorung von Hirngewebe wéhrend der Pneumokokkenmeningitis bei. Infolge ihrer
Glutamat-Freisetzung konnten sie des Weiteren auch direkt an den auftretenden Schiden
beteiligt sein.

Die kombinierte Depletion von Granulozyten und Makrophagen verdeutlichte schlieBlich, da3
das Zusammenspiels dieser beiden Zellpopulationen der Hauptfaktor fiir das Ausmal} der

Hirnschiden in der Frithphase der Erkrankung zu sein scheint.
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5.2 Auswirkungen _der PMN-Depletion __auf die  Spitphase _der

Pneumokokkenmeningitis

Abschlieend wurde untersucht, ob die wihrend der Friithphase gewonnen Erkenntnisse auch
auf die fortgeschrittene Phase der Pneumokokkenmeningitis zutreffen.

Die Messung der einzelnen Parameter erfolgte 24 Stunden nach intrazisternaler Injektion
lebender Pneumokokken. Differentialblutbild-Kontrollen an zwei Versuchstieren zeigten zu
diesem Zeitpunkt noch eine deutliche Reduktion der Neutrophilen. Verglichen mit den
Kurzzeitversuchen war diese jedoch schwicher ausgepriagt. Zunehmende EinbuBlen in der
Wirksamkeit des Antikorpers wéihrend des Experiments sind vermutlich fiir diese Diskrepanz
verantwortlich. Langzeituntersuchungen zu dem betreffenden Antikdrper waren bisher nicht
erfolgt.

Trotz der abgeschwéchten Wirkung war eine signifikante Verminderung der Liquorpleozytose
und des intrakraniellen Druckanstieges zu erkennen. Die in zwei Tieren festgestellten Evans-
blau-Konzentrationen im Liquor fielen geringer aus als bei unbehandelten Ratten. Auch die
Normalisierung der Blutdruckwerte spricht fiir einen positiven Effekt der Neutrophilen-
Depletion.

Spanaus und seine Kollegen (1997) beschrieben, daB Liquorproben von Patienten mit
bakterieller Meningitis, die hohe Konzentrationen an CXC-Chemokinen aufwiesen, ebenfalls
hohe Konzentrationen an CC-Chemokinen enthielten. Das Blutbild bleibt jedoch wéhrend der
langsten Zeit der Erkrankung iiberwiegend granulozytér differenziert. Ein zusitzlicher Faktor
mull demnach fiir die Modulation der Leukozytenmigration in den Subarachnoidalraum
verantwortlich sein. Die Eliminierung der Granulozyten konnte vom Wegfall dieses Faktors
begleitet sein und einen verstiarkten Einstrom von Monozyten/ Makrophagen bewirken, was
wie in der Friihphase der Meningitis die erhdhte Liquorzellzahl erklaren konnte.

MIP-1, RANTES und besonders MCP-1 als Représentanten der CC-Chemokinfamilie iiben
eine starke chemotaktische Wirkung auf Monozyten, Lymphozyten und andere Zellen aus
(Spanaus et al., 1997). MIP-1a und MCP-1 erreichen ca. 24 Stunden nach Stimulation mit
Bakterien ihre maximalen Konzentrationen im Liquor, bei RANTES tritt dies erst 48 Stunden
post infectionem ein (Diab et al., 1999). Dies konnte bedeuten, dal 24 Stunden p.i. ein
stirkerer Einstrom von Monozyten/Makrophagen stattfindet, als es 6 Stunden nach Infektion
der Fall ist. Im weiteren konnte dies die Ursache fiir die unterschiedlichen Ausmalle der

Liquorpleozytose wéhrend der Friih- und Spétphase der experimentellen Meningitis sein.
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Mit eine Ursache fiir die Diskrepanz in der CSF-Pleozytose bei Kurz- und Langzeitversuchen
ist sicherlich die verminderte Elimination der Neutrophilen auf Grund der nachlassenden
Depletionswirkung des Antikorpers in den Langzeitversuchen.

In Anbetracht der Auswirkungen, die sich aus den Depletionen in der Frithphase der
Meningitis ergaben, und der Ergebnisse der Neutrophilen-Depletion in der Spétphase wire es
vorstellbar, dal eine kombinierte Depletion von Monozyten und Granulozyten in der
fortgeschrittenen Phase der experimentellen Pneumokokkenmeningitis zu &hnlichen
Ergebnissen wie in der Frithphase fiihrt.

Mit Carrageenan vorbehandelte  Versuchstiere zeigten zum  Teil erhebliche
Blutdrucksenkungen im Laufe des Experiments. Einige Tiere, bei denen es bereits friihzeitig
zu einem rapiden Abfall des Blutdrucks gekommen war oder deren systolischer Druck einen
Wert von 80 mmHg fiir lingere Zeit unterschritt, mufiten deswegen aus der Wertung
genommen werden. Aus diesem Grunde war es nicht moglich, Carrageenan in den
Langzeitversuchen einzusetzen.

Mit anderen Methoden zur Depletion sollte daher die Bedeutung mononukledrer Zellen in der

fortgeschrittenen Phase der Pneumokokkenmeningitis untersucht werden.
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6 Zusammenfassung

Trotz betrdchtlicher Fortschritte in der antibiotischen Behandlung bakterieller Erkrankungen
blieb der Krankheitsverlauf und die Sterberate der bakteriellen Meningitis, insbesondere der
Pneumokokkenmeningitis, innerhalb der letzten Jahre unverandert. Mit der Erkenntnis, dal3
das Ausmal} der intrakraniellen Entziindung positiv mit dem Verlauf der Erkrankung
korreliert, gewann die Frage nach der Rolle der Leukozyten im Rahmen des

Krankheitsgeschehens zunehmend an Bedeutung.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war daher, die Bedeutung von Granulozyten, Monozyten

und des Zusammenspiels dieser beiden Zellarten im Rahmen der pathophysiologischen

Abldufe wihrend der experimentellen Pneumokokkenmeningitis aufzudecken. Insbesondere

wurden Verdnderungen in den Parametern intrakranieller Druck, Liquorpleozytose und Blut-

Hirnschrankenstorung in der Frithphase und im fortgeschrittenen Stadium der Meningitis

untersucht.

Hierfiir kamen zwei Tiermodelle zur Anwendung:

1) Frithphase der Erkrankung: Hierbei wurde narkotisierten Ratten durch intrazisternale
Injektion von Hitze-abgetdteten Pneumokokken (HKP) eine Meningitis induziert.
Anschlieflend wurden tiber einen Zeitraum von sechs Stunden kontinuierlich Blutdruck,
intrakranieller Druck und Temperatur iiberwacht. Eine Stunde vor Versuchsende erhielten
die Tiere 1 ml Evans-blau zur Quantifizierung der Blut-Hirnschrankenstérung intravends
injiziert. Nach Ablauf des Beobachtungszeitraums wurden Liquorproben zur Bestimmung
der Zellzahl und Evans-blau-Konzentration und Gehirnproben zur histologischen
Aufarbeitung gewonnen.

2) Fortgeschrittenes Stadium der Erkrankung (Spitphase): In diesem Modell wurde die
Meningitis mittels transkutaner Injektion von Streptococcus pneumoniae Serotyp 3 in die
Cisterna magna ausgeldst. 24 Stunden nach Injektion wurden auch bei diesen Tieren die
Leukozytenzahl und Evans-blau Konzentration im Liquor bestimmt sowie Gehirnproben
zur weiteren Aufarbeitung gewonnen.

Um die Beteiligung der Granulozyten an den pathophysiologischen Verdnderungen wihrend

der Friih- bzw. Spitphase der bakteriellen Meningitis untersuchen zu kénnen, wurden die

Versuchstiere mit einem gegen polymorphkernige Leukozyten gerichteten Antikdrper (Rabbit
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Anti-Rat-PMN-Antikorper) vorbehandelt, wodurch eine nahezu vollsténdige Depletion der

Granulozyten erreicht wurde.

Um ebenso die durch Monozyten bedingten Auswirkungen wéhrend der Frithphase der

Pneumokokkenmeningitis feststellen zu konnen, wurde eine weitere Gruppe mit A-

Carrageenan vorbehandelt, einer Substanz, deren toxische Wirkung auf mononukleédre Zellen

bekannt ist. In einer dritten Gruppe schlielich wurden beide Wirkstoffe in Kombination

miteinander verabreicht.

Fiir die Frithphase der Pneumokokkenmeningitis ergaben sich folgende Ergebnisse:

1)

2)

3)

Die intrazisternale Gabe von Hitze-abgetoteten Pneumokokken fiihrte im Verlauf von
sechs Stunden bei den Ratten zu einem Anstieg des intrakraniellen Drucks, der
Liquorleukozytenzahl und zur Stérung der Blut-Hirnschrankenfunktion.

Die Depletion neutrophiler oder monozytérer Zellen bewirkte bei den Versuchstieren eine
signifikante Reduktion der Liquorpleozytose und des intrakraniellen Druckanstieges.
Gemessen an der Evans-blau-Extravasation wiesen diese Tiere auch eine geringere
Funktionsstorung der Blut-Hirnschranke auf.

Bei den zweifach-depletierten Tieren waren diese Ergebnisse noch ausgeprigter. Sie
zeigten bzgl. des intrakraniellen Druckanstieges, der Liquorpleozytose und Blut-

Hirnschrankenfunktion keinen wesentlichen Unterschied zu unbehandelten Kontrolltieren.

Fiir das fortgeschrittene Stadium der Meningitis zeigte sich folgendes:

Nach Depletion granulozytdrer Zellen lieB sich auch hier eine deutliche Reduktion des
intrakraniellen Druckanstieges, der Liquorpleozytose und der Blut-Hirnschrankenstdrung
erreichen. Allerdings war diese Reduktion weitaus schwicher ausgepriagt als in den
vorangegangenen Untersuchungen. Derzeit liegen noch keine Langzeituntersuchungen zur
Wirkdauer des gegen polymorphkernige Leukozyten gerichteten Antikorpers vor. Daher
ist nur zu vermuten, dal moglicherweise ein zunehmender Wirkverlust des Antikorpers
wéhrend des Experiments fiir diese Diskrepanz verantwortlich sein konnte. Unterstiitzung
findet diese Annahme durch den eindeutig hoheren prozentualen Anteil neutrophiler
Zellen in Differentialblutbildern von Langzeitversuchen verglichen mit denjenigen der
Kurzzeitversuche.

Da mit Carrageenan vorbehandelte Tiere zum Teil erhebliche Blutdrucksenkungen im
Laufe des Experimentes aufwiesen, war es nicht moglich, diese Substanz in den

Langzeitversuchen einzusetzen.
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Zusammenfassend konnte mit dieser Arbeit gezeigt werden, dal Granulozyten, aber auch
Monozyten eine essentielle Rolle im Hinblick auf die Ursachen pathophysiologischer
Verdnderungen wéhrend der Frith- und vermutlich auch der spéteren Phase der
Pneumokokkenmeningitis spielen. Andere Methoden zur Depletion monozytirer Zellen
sollten kiinftig angewendet werden, um die Auswirkungen einer Monozyten-Depletion auf die

fortgeschrittene Phase der Pneumokokkenmeningitis genauer untersuchen zu kdnnen.

Es kommen verschiedene Mechanismen in Betracht, wie Granulozyten und Monozyten zu

diesen Verianderungen fiihren konnen:

1) Neutrophile sind als Produzenten gewebezerstorender Faktoren bekannt. Thr
Waffenarsenal umfalit eine Vielzahl toxischer Metabolite, darunter freie
Sauerstoffradikale, Stickstoffmonoxid und Enzyme wie Matrix-Metalloproteinasen. In
vorangegangenen Studien wurde bereits die Relevanz dieser Mediatoren fiir die
bakterielle Meningitis belegt (z.B. Pfister et al., 1990 a,b; Koedel et al., 1995; Paul et al.,
1998). Ohne Mithilfe anderer Mitglieder des Immunsystems sind Neutrophile nicht fahig
zwischen fremden und wirtseigenen Antigenen zu unterscheiden; ihre ,,Waffen* richten
sich in diesem Fall auch gegen den eigenen Wirt.

Frithere Studien zeigten, dall im Liquorraum von einem Komplementmangel ausgegangen
werden mull und somit hier der zelluliren Abwehr die nétige Unterstiitzung fehlt, um das
richtige Ziel der Zerstdrung preiszugeben.

2) Monozyten/Makrophagen gelten als Hauptproduzenten von IL-1 und anderen
Chemokinen, die als chemotaktisches Signal fiir Neutrophile dienen. Sie stellen damit
unverzichtbare Komplizen und Vorldufer fiir granulozytdre Zellen dar, da sie wesentlich
an deren Immigration in den Subarachnoidalraum beteiligt sind.

Ferner kdnnten mononukleédre Zellen durch ihre Freisetzung von Glutamat direkt an den

auftretenden Schéden beteiligt sein.
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