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1. EINLEITUNG

1.1 Vorbemerkung

Mit einer Inzidenz von 2,6-6 Fillen pro 10° Einwohner pro Jahr in den Industrielindern (ge-
schitzt bis zu zehn Mal so hoch in den Entwicklungslidndern) stellt die bakterielle Meningitis auch
heute noch eine weltweit hiufig vorkommende Erkrankung dar (Weisfelt et al. 2006). Trotz steti-
ger Fortschritte in der Diagnostik und Therapie ist sie weiterhin mit einer sehr hohen Letalitit
behaftet. Durch die Entwicklung der antibiotischen Therapie konnte die Letalitiit, die in der Ara
zuvor zwischen 70 und 100% betrug, zwar drastisch gesenkt werden, sie betrdgt allerdings fiir die
bakterielle Meningitis weiterhin 5-30% (Block und Nolden—Koch 2000, Swartz 1984). Die durch
Streptococcus pneumoniae ausgeloste Meningitis endet in etwa 20% der Fille todlich (Wenger et
al. 1990). Die Hilfte der iiberlebenden Patienten trigt neurologische Spétschdden in Form von
Schwindel (23%), Midigkeit (22%), Gedéachtnisstorungen (21%), Gangataxie (18%), Kopf-
schmerzen, Epilepsie, Paresen oder Tremor davon (Bohr et al. 1984). Bei Kindern kommt es in
10% der Fille bei bakterieller Meningitis zu bleibenden Horverlusten, bei den von Streptococcus
pneumoniae betroffenen Kindern sogar in 31% (Dodge et al. 1984). Einen wesentlichen Faktor fiir
die immer noch recht dramatischen Auswirkungen stellt die zu spéte Erkennung und daraus resul-

tierend ein verzogerter Behandlungsbeginn dar (Block und Nolden—Koch 2000).

1.2 Epidemiologie

Risikofaktoren fiir das Auftreten einer bakteriellen Meningitis wurden in zahlreichen Studien un-
tersucht. So bleibt das Alter der Patienten der wichtigste einzelne Risikofaktor, der identifiziert
werden konnte. Die hochste Inzidenz aller Formen der bakteriellen Meningitis findet sich bei
Kindern im Alter unter einem Jahr, sie betrigt 10-100/10° (Schlech 1992, Wenger et al. 1990).
Die Inzidenzraten aller Formen der bakteriellen Meningitis, auBBer der Neisseria meningitidis—
bedingten Meningitis, zeigen einen Wiederanstieg in der dritten Dekade. Sie erreichen jedoch nie
die Raten, wie sie bei Kindern unter einem Jahr zu sehen sind. Der Inzidenz—Anstieg der bakteri-
ellen Meningitis beim édlteren Patienten (> 60 Jahre) mag nicht nur allein altersbedingt, sondern
die Folge additiver immunsuppressiver Faktoren sein. Diese pradisponieren nicht nur zu einer
bakteriellen Meningitis sondern auch zu anderen invasiven bakteriellen Infektionen (Schlech

1992).

Splenektomierte Patienten haben ein deutlich erhohtes Risiko fiir eine Pneumokokken—Sepsis
beziehungsweise —Meningitis. Patienten, die einen Komplementfaktor-Mangel aufweisen (C5-9),
sind stidrker gefdhrdet, an einer Meningokokken—Meningitis zu erkranken. Weiterhin konnten

saisonale Unterschiede im Auftreten der verschiedenen bakteriellen Meningitiden gefunden wer-
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den (Schlech 1992, Wenger et al. 1990); Hdamophilus influenzae—Infektionen finden sich vermehrt
im spéten Herbst und frithen Frithling wihrend Neisseria meningitidis in den Wintermonaten hiu-
figer auftritt. Trotz der Verfiigbarkeit effektiver antibiotischer Therapien, bleiben die Mortalitéts—
und Morbidititsraten bei bakterieller Meningitis hoch. Die Mortalitidt hingt hierbei deutlich mit
dem Alter der Patienten zusammen; sie ist am hochsten bei Neugeborenen und Patienten iiber 45

Jahren.

Streptococcus pneumoniae stellt nach wie vor den héufigsten Erreger der bakteriellen Meningitis
bei Erwachsenen im Alter von iiber 30 Jahren dar. Die Inzidenz liegt bei ca. 1 Fall pro 10° Ein-
wohner, die hochste Rate findet sich im Alter von 6 Monaten (30 Fille/10°) und fillt dann bis zu
einem Alter von 20-29 Jahren auf 1 Fall pro 10° Einwohner ab. AuBerdem findet sich hier eine

hohere Mortalitit als bei Infektionen mit Hdmophilus influenzae oder Neisseria meningitidis
(Schlech 1992).

1.3 Mikrobiologie

Bei der Betrachtung des Erregerspektrums der bakteriellen Meningitis ldsst sich feststellen, dass
eine relativ kleine Anzahl von Mikroorganismen die Ausloser der meisten Fille von Meningitis
darstellen. Die hiufigsten Erreger sind Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neis-
seria meningitidis, Escherichia coli, Listeria monocytogenes und Staphylococcus aureus. Die
nachfolgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die am hiufigsten auftretenden Erreger bei Neu-
geborenen, Kindern/Jugendlichen und Erwachsenen. Aulerdem erweist sich eine Erweiterung der
Einteilung um Meningitis bei immundefizienten Patienten, Erreger bei chronischen Meningitiden

und posttraumatische Meningitis—Erreger als sinnvoll.

Infektionen des ZNS treten in 4% der Fille bei immundefizienten Patienten auf. Hierbei handelt
es sich jedoch mehrheitlich um Hirnabszesse oder intraventrikuldre Katheter—assoziierte Infektio-
nen, Meningitiden finden sich seltener. Die Inzidenz der akuten Meningitis nach Schédeltrauma
liegt zwischen 0,2 und 18% (Tenney 1986). Liegt eine Erdffnung des Liquorraumes vor, erleiden
3-50% der Patienten eine posttraumatische Meningitis (Lau und Kenna 1986, Henry und Taylor

1978), Rhinorrhoe ist deutlich hiufiger mit einer Infektion assoziiert als Otorrhoe.



Patientengruppen

Erregerspektrum

Neugeborene

Streptococcus agalacticae (Gruppe B)

Escherichia coli

Listeria monocytogenes

Kleinkinder, Kinder und Jugendliche

Haemophilus influenzae (Typ B)

(seit den frithen 1990—ern Impfung verfiigbar)

Neisseria meningitidis

Streptococcus pneumoniae

Erwachsene

Streptococcus pneumoniae

Neisseria meningitidis

Immundefiziente Patienten

Streptococcus pneumoniae

Haemophilus influenza

Listeria monocytogenes

Chronische Meningitis

Mycobacterium tuberculosis

Cryptococcus neoformans

Histoplasma capsulatum

Brucella

Posttraumatisch Streptococcus pneumoniae (55%)
Haemophilus influenzae (15%)
Streptococcus pyogenes (8%)
Neisseria meningitidis (6%)
Staphylococcus aureus (5%)
Escherichia coli (2%)
Klebsiella pneumoniae (2%)
Pseudomonas aeruginosa (2%)

1.4 Pathogenese der Meningitis

1.4.1 Allgemeines

(modifiziert nach Neu 1992)

Die akute bakterielle Meningitis gehort nach wie vor zu den wichtigsten Notféllen der Neurologie.

Deshalb sind eine konsequent durchgefiihrte Diagnostik und rechtzeitig eingeleitete Therapie

mafgeblich entscheidend fiir den Erfolg der Behandlung. Um eine Infektion des zentralen Ner-

vensystems (ZNS) auslosen zu konnen, stehen den Erregern verschiedene Eintrittspforten zur

Verfiigung. Sie konnen auf himatogenem Weg bei bestehender Bakteridmie, per continuitatem

ausgehend von benachbarten Strukturen (Ohr, Orbita, Mastoid, Nasennebenhohlen) beziehungs-
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weise direkt infolge offener Schidel-Hirn—Verletzungen oder neurochirurgischer Eingriffe in das

ZNS gelangen.

Fiir die klinische Praxis hat sich folgende Einteilung bewihrt:

(Faktoren, die auf bakterielle Genese einer Meningitis hinweisen)

¢ ambulant erworbene Meningitis (community—acquired):
begleitende Sinusitis, Pneumonie (Patienten mit Lobdrpneumonie: Risiko >10%, zusitzlich
Meningitis zu entwickeln), Tonsillitis, Otitis media, vorbekannte Kollagenose, chronische
Hautldsionen, Osteomyelitis, Endokarditis, meningeale Kontinuititsunterbrechungen infolge

Schidelfrakturen oder Durafisteln

¢ nosokomial erworbene Meningitis:

Operationen mit Eroffnung der Schédelkalotte, vorhandene ventrikulidre Shunt—Systeme

¢ immunsupprimierte Patienten (Risikogruppen):
Alkoholabusus, Diabetes mellitus, HIV-Infektion, Medikamenteneinnahme, angeborene

Komplementdefeke

Die zeitlichen Abldufe der Infektion mit Meningitis—Erregern konnen grundsitzlich in zwei Ab-

schnitte unterschieden werden (Ring et al. 1996):

1. Beginn der Infektion iiber die nasopharyngeale Kolonisation bis zur Uberwindung der Blut—
Hirn—Schranke

2. entziindliche Vorgénge in Liquor und Parenchym nach Erregerinvasion

Die Moglichkeiten des Wirts, den eindringenden Erreger effektiv abzuwehren, beschridnken sich
fast ausschlieBlich auf Phase 1. Gelingt dem Keim ein Vordringen in den Subarachnoidalraum,
findet sich dort initial eine lokale Immunschwiche bei erniedrigten Konzentrationen fiir Komple-
mentfaktoren und Immunglobuline mit resultierend schwacher Phagozytose—Aktivitit der Leuko-

zyten (Tunkel et al. 1990).

1.4.2 Infektionsausbreitung — Phase 1

Normalerweise beginnt die Entwicklung einer community—acquired—Meningitis mit der Besiede-
lung des Nasen—Rachen—Raumes mit einem durch Tropfcheninfektion iibertragbaren Erreger.
Diese Kolonisation kann asymptomatisch oder begleitet von einer unspezifischen Pharyngitis

einhergehen (Ring et al. 1996).
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Will der Keim das Liquorsystem erreichen, muss er zunidchst die Abwehrmechanismen des Wirts
iiberwinden. Zur Adhision an das mukdse Epithel nutzen die Bakterien entweder mukosastindige
Rezeptoren fiir Kapselantigene (S. pneumoniae, N. meningitidis) oder Fimbrien (H. influenzae, N.
meningitidis, E. coli) (Cundell et al. 1995). Sie sind nun den korpereigenen Abwehrmechanismen
wie IgA—Sekretion, Lysozym und dem reinigenden Zilienschlag des Flimmerepithels ausgesetzt,
denen sie zum Beispiel durch die Produktion von IgA1-Proteasen entgehen (Plaut 1983). Weiter-
hin scheinen einige Bakterien auch eine direkt schiadigende Wirkung auf die Epithelzellen und
ihre Zilien zu haben. So gelingt den Bakterien die Bindung an die Schleimhaut, die Penetration
der mukosen Epithelzellen via phagozytotischer Vakuolen und sie gelangen auf die basolaterale
Seite des Epithels (Quagliarello und Scheld 1992).

Mit Erreichen des hidmatogenen Systems miissen sich die Bakterien den Barrieren des Blutes stel-
len. Im intravaskuldren Raum beteiligt sich vor allem das Komplementsystem an der Abwehr der
Bakteridmie, besonders via alternative Komplement—Kaskade, die keines spezifischen Antikor-
pers bedarf und sofort wirksam ist. Hier stellt die Polysaccharidkapsel der Bakterien den wichtigs-
ten Virulenz—Faktor dar, denn sie schiitzt wirksam vor dem Angriff durch neutrophile Granulozy-
ten und der Lyse durch die Komplementkaskade (Kornelisse et al. 1995). So wird das bakterielle
Uberleben gefordert und die Produktion einer hochwirksamen Bakteriimie vorangetrieben. Daher
sind die iiblichen Erreger einer bakteriellen Meningitis allesamt kapseltragend (Spellerberg und
Tuomanen 1994).

Der niichste Schritt besteht im Ubertritt der Erreger von der Blutbahn in den Subarachnoidalraum
durch Uberwindung der Blut-Liquor-Schranke. Als Eintrittspforte hierfiir werden vor allem der
Plexus choronoideus, die Sinus durae matris oder die Lamina cribrosa des Siebbeins diskutiert
(Pfister et al. 1994, Tunkel et al. 1990). Auch hier scheinen adhisive Pili eine entscheidende Rolle
zu spielen. Pneumokokken gelangen nach Bindung an den Rezeptor fiir Plittchen—aktivierenden—
Faktor (PAF) durch die Endothelzellen (Cundell et al. 1995). Hierfiir benétigen sie Cholin—
bindendes Protein A, welches sie an ihrer Oberfliche tragen (Rosenow et al. 1997). Cundell konn-
te zeigen, dass eine dosisabhingige Reduktion der Zelladhidrenz von Pneumokokken durch Anta-

gonisten am PAF-Rezeptor moglich ist (Cundell et al. 1995).

1.4.3 Matrix—Metalloproteinasen

Experimentell wurde die zentrale Rolle von Matrix—Metalloproteinasen (MMP) bei der Inflamma-
tion und Storung der Blut-Liquor—Schranke nachgewiesen (Paul et al. 1998, Leib et al. 2000). Es
handelt sich um Zink—abhingige Endopeptidasen, die von endogenen Gewebsinhibitoren reguliert
werden und Komponenten der extrazelluldren Matrix verringern konnen. Sie sind an zahlreichen
physiologischen (Wundheilung, Angiogenese) (Mignatti und Rifkin 1996) sowie pathophysiologi-

schen Prozessen (Tumorwachstum, Metastasierung, rheumatoide Arthritis, zerebrale Ischimie)
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mafgeblich beteiligt (Cawston 1996, Rosenberg et al. 1996). Bei der bakteriellen Meningitis wer-
den sie u. a. von Granulozyten gebildet, filhren zu einem Zusammenbruch der Blut—Hirn—
Schranke und zur Erleichterung der Leukodiapedese. Neben der Erhhung von Zellzahl und Pro-
teingehalt finden sich auch hohere Werte fiir MMP im Liquorpunktat. Die wichtigste Rolle beim
Zelltransport tiber die Basalmembran spielt wahrscheinlich die MMP-9 (Azeh et al. 1998), die
Erhohung der MMP-8 scheint ein spezifisches Charakteristikum bei bakterieller Meningitis zu
sein (Meli et al. 2002). Der genaue Pathomechanismus fiir die Uberwindung der Blut-Hirn—

Schranke ist jedoch nicht in allen Details bekannt.

1.4.4 Abwehrreaktionen des ZNS nach Erregerinvasion — Phase 2

Hat der Keim den Liquorraum erreicht, kann eine zunichst nahezu ungestérte Vermehrung statt-
finden, weil eine Abwehr durch Immunglobuline oder Komplementfaktoren initial praktisch nicht
vorhanden ist. Obwohl es mit Beginn der Entziindungsreaktion zu einem Anstieg der chemotakti-
schen Faktoren (z. B. Komplement—Faktor C5a) und damit zu einem Anstieg der Leukozytenzahl
(besonders Granulozyten) im Liquor kommt, bleibt die Immunantwort des Wirts oft ineffektiv.
Dies begriindet sich darin, dass die Phagozytose—begiinstigende Opsonierung der Bakterien auf-
grund der geringen Komplementkonzentration nur ungeniigend ist. Erst mit zunehmender Schran-
kenstorung durch die Entwicklung der Inflammation kann das Immunsystem im Liquor aktiv

werden (Quagliarello und Scheld 1992).

1.4.5 Ubersicht iiber die Pathogenese der bakteriellen Meningitis

Weg Abwehrmechanismus Uberwindung der
der Bakterien des Wirts Abwehrmechanismen

durch die Bakterien

Besiedelung und Eindringen in | IgA—Sekretion, Epithelzelle, IgA—Proteasen, adhésive Pili,

das mukose Epithel Zilien—Aktivitit Ziliostase

intravasales Uberleben Komplement—System Polysaccharidkapsel
Durchdringen der Blut-Hirn— | Endothelzelle adhisive Pili

Schranke

Vermehrung im Liquor zunichst keine bakterielle Replikation

(Quagliarello und Scheld 1992)




1.5 Pathophysiologie der Meningitis

1.5.1 Allgemeines

Spricht man von einer bakteriellen Meningitis, so ist bei genauer Betrachtung eine Entziindung
von Pia mater und Arachnoidea gemeint, die gemeinsam die beiden Membranen der Leptomeninx
bilden. Sie umschlieBen den Subarachnoidalraum, der mit dem Liquor zerebrospinalis gefiillt ist.
Obwohl die Entziindung prinzipiell den gesamten Bereich der Hirnhdute von Gehirn und Rii-
ckenmark betrifft, lassen sich oft erregerspezifische Schwerpunkte der Entziindung im Bereich der
Hirnbasis sowie der Konvexitit des Gehirns finden. Begleitend kann es zu einem direkten Befall
benachbarter Hirnstrukturen und damit zum subduralen oder ventrikuliren Empyem kommen.
Hiufiger jedoch finden sich sterile subdurale Ergiisse (Swartz 1984).

Die Anwesenheit lebender Bakterien fiihrt nicht sofort zu Symptomen. Entziindliche Veridnderun-
gen im ZNS und die Ausbildung klinischer Symptome bediirfen einer bakteriellen Konzentration
von mehr als 10° CFU/ml (Tuomanen et al. 1985). Aufgrund der limitierten Abwehrmechanismen
des Wirtes im Liquor konnen sich die Erreger nach Erreichen des Subarachnoidalraumes schnell

vermehren und im Fall der Pneumokokken Titer bis zu 10° CFU/ml erreichen (Meli et al. 2002).

1.5.2 Erreger—spezifische Infektions—Induktion

Das Entziindungsgeschehen wird durch definierte Bakterienbestandteile ausgelost und durch die
Ausschiittung von Zytokinen aus Makrophagen, Endothel— und Gliazellen vorangetrieben. Hierbei
stehen bei den gram—positiven Keimen, wie S. pneumoniae, Zellwandfragmente (Peptidoglykane,
Lipoteichonsdure) als Ausloser im Vordergrund, z. B. durch Stimulation der Leukozyten—
Rekrutierung in den Subarachnoidalraum (Tuomanen et al. 1995). Weiterhin verfiigt S. pneumo-
niae iiber sogenannte Virulenzfaktoren wie Pneumolysin oder Hyaluronidase (Tuomanen et al.
1995, Kostyukova et al. 1995, Zysk et al. 2001). Die Virulenzfakoren erleichtern die Uberwin-
dung der Blut—-Hirn—Schranke durch lokale Gewebsschidigung oder Erleichterung der Transzyto-
se (Ring et al. 1998, Zhang und Tuomanen 1999) sowie die Ausbildung der Meningitis durch
Herabsetzen von Komponenten der Extrazelluldarmatrix (Kostyukova et al. 1995). Experimentell
zeigte sich, dass eine Einleitung von Kapsel-Polysacchariden in die Lunge oder den Liquor iiber
12 Stunden keine Inflammation hervorriefen (Spellerberg und Tuomanen 1994). Im Gegensatz
dazu bewirkt eine intrazisternale Gabe von Zellwand— oder —Subkomponenten eine Entziindungs-
reaktion, die die Pathophysiologie der natiirlichen Erkrankung imitiert (Tuomanen et al. 1985).
Gram-—negative Bakterien (N. meningitidis, H. influenzae, E. coli) induzieren die Zytokin—
Sekretion insbesondere durch Endotoxine wie Lipopolysaccharid (LPS) sowie durch Zellwandbe-

standteile. Endotoxin wird von wachsenden oder sterbenden Bakterien und besonders wihrend der
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Behandlung mit Iytischen Antibiotika freigesetzt (Guerra—Romeo et al. 1992, Burroughs et al.
1992).

1.5.3 Zytokine

Nach Erkennen bakterieller Produkte im Subarachnoidalraum reagiert der Wirt mit der Freiset-
zung von Zytokinen und Chemokinen. Die wichtigsten Zytokine sind Tumor—Nekrose—Faktor o
(Kachektin, TNF-a), Interleukin—1 (IL-1) und Interleukin—6 (IL-6). Aber auch Chemokine wie
Interleukin—8 (IL-8), Makrophagen—inflammatorisches—Protein—1 und -2 (MIP-1, MIP-2) sind
proinflammatorisch wirksam. Produziert werden diese in Monozyten und Makrophagen, aber
auch andere Zellen, wie z. B. Astrozyten und Mikrogliazellen des ZNS, kénnen Zytokine bilden.
Die Freisetzung dieser Substanzen induziert eine Leukozyteneinwanderung sowie eine erhohte
Permeabilitit der Blut—Hirn—Schranke (Tduber und Moser 1999). Uber die Induktion Endothel—
stimmiger Adhésionsmolekiile (P—Selektin, E-Selektin) wird die Rekrutierung von Granulozyten
gefordert (Tang et al. 1996).

Eine Hauptfunktion der Zytokin—Freisetzung ist die Rekrutierung von polymorphkernigen Leuko-
zyten aus den BlutgefiBen. Die initiale reversible Bindung zwischen Leukozyten und Gefaf3—
Endothelzellen wird iiber Proteine der Selektin—Familie vermittelt (Springer 1990), deren Expres-
sion eine Folge der inflammatorischen Zytokin—Wirkung darstellt. Es resultiert eine Anlagerung
der Leukozyten entlang der GefidBwinde, bekannt als ,,leukocyte rolling* (Lawrence und Springer
1991). Infolge der Verbindung zwischen Selektin und Leukozyten kommt es zu einer Hochregula-
tion des Integrins CD 11b/CD 18 auf der Oberfldche der Leukozyten (Lo et al. 1991). Das CD 18
Adhésions—Molekiil vermittelt die stabile Verbindung der Granulozyten mit den Endothelzellen,

welche notwendig fiir die Transmigration in das tiefere Gewebe ist.

1.5.4 Leukozytiare Wirkungen im ZNS

Die eingewanderten Leukozyten aber auch ZNS—stimmige Immunzellen produzieren und sezer-
nieren toxische Stickstoff— und Sauerstoff-Metabolite sowie Proteasen. Diese Vorginge werden
ebenfalls durch Komplementfaktoren und Zytokine angeregt. Durch die genannten Sekretionspro-
dukte entsteht wiederum eine schidigende Wirkung auf die Endothelzellen der zerebralen Kapilla-
ren, die einen wesentlichen Bestandteil der Blut—Hirn—Schranke darstellen. Die Literatur be-
schreibt, dass bei den in den Liquorraum eingedrungenen Leukozyten deren gewebsschidigende
Wirkung gegeniiber ihrem Nutzen iiberwiegt, da die Phagozytose im Subarachnoidalraum auf-

grund des Antikorper— und Komplementmangels uneffektiv ist (Tuomanen 1994).



1.5.5 Zerebrale Zellschiden und Komplikationen

Eine der wesentlichen lebensbedrohlichen Komplikationen der bakteriellen Meningitis ist die
Ausbildung eines Hirnddems. Pathophysiologisch kann man differenzieren zwischen vasogenem,
zytotoxischem und interstitiellem Odem (Nieméller und Tduber 1989). Das vasogene Odem, wel-
ches hauptsichlich in der weillen Substanz lokalisiert ist, findet sich infolge erhohter Permeabilitéit
der zerebralen Endothelzellen. Mit dem Offnen der Blut-Hirn—Schranke bei der Transmigration
der Leukozyten wird die Ausbildung des vasogenen Odems noch gesteigert.

Das morphologische Korrelat des zytotoxischen Odems ist die Schwellung glialer, neuronaler und
endothelialer Zellen, induziert durch Toxin—Freisetzung aus Bakterien oder Leukozyten (Tduber
et al. 1993).

Das interstitielle Odem wird durch die verminderte Resorption von Liquor durch die Granulatio-
nen der Arachnoidea (Verklebungen) sowie durch eine Viskosititssteigerung der Zerebrospi-
nalfliissigkeit verursacht und présentiert sich mit einem erhohten Liquor—AusfluB—Widerstand
(Scheld et al. 1980).

Wihrend einer Pneumokokken—Meningitis treten alle drei Typen von Odem auf. Die Entstehung
des diffusen Hirnddems bewirkt einen schnellen Anstieg des intrakraniellen Druckes bis hin zu
einem Einklemmungssyndrom. Das Hirnédem kann eine intrakranielle Hypertension nach sich
ziehen, jedoch konnen auch beide unabhiéngig voneinander auftreten. In einem Ratten—Model mit
Pneumokokken—Meningitis zeigten Téuber et al., dass die Gabe von Methylprednisolon das Hirn-
odem reduzierte, jedoch nur Dexamethason gleichzeitig einen positiven Effekt auf den intrakra-
niellen Druck hatte (Tduber et al. 1985). Die Ursache dafiir ist moglicherweise in der vaso-

konstriktiven Wirkung auf die zerebrale Zirkulation gelegen.

Ein weiterer wichtiger Faktor bei der Entwicklung des neuronalen Schadens und der damit ver-
bundenen Folgen ist die verminderte Autoregulationsfihigkeit des zerebralen Blutflusses. Wéh-
rend der experimentellen Pneumokokken—Meningitis bei Kaninchen kann ein langsamer Anstieg
des intrakraniellen Druckes beobachtet werden, der in himodynamischem Kollaps, kritischer Re-
duktion des zerebralen Perfusions—Druckes, zerebraler Ischiamie und dem Tod der Tiere endet
(Goitein und Shapiro 1992). In der frithen Phase der Erkrankung steigt der kortikale Blutfluss
(Pfister et al. 1990), welcher jedoch im Verlauf in einer Minderperfusion miindet. Der Verlust der
Autoregulationsfahigkeit des zerebralen Blutflusses erlaubt dem Perfusionsdruck des Gehirns, mit
Veridnderungen im Korperkreislauf zu schwanken. Aulerdem kommt es zu entziindlichen Verin-
derungen der Gefifle. Diese Vaskulitis fiihrt zu Leckagen, Stenosen und kompletten GefaBBver-
schliissen. Weiterhin entwickeln sich Vasospasmen mit einer gestorten intravasalen Gerinnung,
sekundidren Hirninfarkten und Sinusvenenthrombosen (Tureen et al. 1990). Welche Faktoren im

Einzelnen zu diesen Veridnderungen fiihren, bleibt noch zu erforschen; als ein potentieller Faktor
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in dem komplexen Netzwerk der vaskuldren Regulation wurde Neuropeptid Y beschrieben. Es
handelt sich dabei um einen Neurotransmitter, dessen signifikanter Anstieg in der Medulla oblon-
gata wihrend der Pneumokokken—Meningitis beobachtet werden konnte. Insgesamt fiihren all
diese Verdnderungen der Perfusion wiederum zu einer Verstirkung des Hirnddems sowie zu un-
kontrollierten Durchblutungsstérungen mit Hyper— bzw. Hypoperfusion und Ausbildung neurona-
ler Schiden (Quagliarello und Scheld 1992). Der Mangel der zerebralen Durchblutung spiegelt
sich im Anstieg des zerebrospinalen Laktats wieder.

Ebenfalls bei der bakteriellen Meningitis zu beobachten ist ein Anstieg der Konzentrationen fiir
exzitatorische Aminoséduren, z. B. Glutamat, Aspartat, Glycin (Guerra—Romeo et al. 1993). Die
Glucosekonzentration im Liquor féllt, wihrend Proteingehalt und Leukozytenzahl ansteigen. Die
Situation der Hyperexzitation kombiniert mit anaerobem Stressstoffwechsel und Azidose scheint
einen weiteren Grund fiir den beobachteten Hirnschaden darzustellen. Wihrend beim neuronalen
Schaden, insbesondere der Formatio hippocampi, ein entscheidender Anteil den exzitatorischen
Aminosduren zuzukommen scheint (Leib et al. 1996a, Tumani et al. 2000), liegt den Lisionen im

Neokortex wahrscheinlich eine Ischdmie zugrunde (Leib et al. 1996a, Leib et al. 1996b).

Die Entziindung im Subarachnoidalraum ist gefolgt von Prozessen, die das Hirnparenchym betref-
fen. Die entziindliche Infiltration von groen und kleinen Arterien und Venen kann Thrombosen
zur Folge haben (Adams et al. 1948, Cairns und Russell 1946). Fokale Nekrosen werden oft beo-
bachtet und manchmal kommt es in Folge von Verschliissen groBer Arterien zu ausgedehnten
Infarkten mit katastrophalen neurologischen Konsequenzen (Rorke und Pitts 1963). Angiographi-
sche Studien an lebenden Patienten dokumentierten die vaskulédren Folgen der Inflammation (Iga-

rashi et al. 1984).

1.6 Morphologie der Formatio hippocampi

Die Formatio hippocampi stellt einen Teil des limbischen Systems dar. Sie setzt sich aus Hippo-
kampus, Gyrus dentatus und entorhinalem Kortex zusammen. Der Hippokampus legt sich der
medialen Wand und dem Boden des Unterhornes des Seitenventrikels halbmondférmig an und
wolbt sich in dessen Lumen vor. Er wird morphologisch in drei Abschnitte, den pria—, supra— und
retrokommissuralen Hippokampus untergliedert. Die Bezeichnungen beziehen sich auf die Lage
zum Corpus callosum. Wihrend die ersten beiden Abschnitte relativ kleine, rudimentire Struktu-
ren darstellen, ist der retrokommissurale Anteil gut entwickelt. Er ist in drei Strukturen unterglie-
dert: Fascia dentata, Cornu ammonis (Ammonshorn), Subiculum und bildet den groften Anteil
der Hippokampusformation.

Das Cornu ammonis wird in vier unterschiedliche Regionen eingeteilt, CA1 bis CA4. Die Regio-

nen des Hippokampus zeigen einen dreischichtigen Aufbau: Stratum oriens, Stratum pyramidale
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und Stratum moleculare (zellarm). Ebenfalls einen dreischichtigen Aufbau zeigt der Gyrus denta-
tus: polymorphe Schicht des Hilus, Stratum granulosum und Stratum moleculare, welches direkt
in das Stratum moleculare des Hippokampus iibergeht. Als Hilus bezeichnet man den Bereich
zwischen Gyrus dentatus und CA3 (Bildanhang Abb. 1).

Die intrinsischen Verbindungen des Hippokampus sind sehr komplex. Der Hauptinformations-
fluss erfolgt iiber einen trisynaptischen Leitungsbogen. Dieser beginnt mit einer Projektion der
Area entorhinalis zur Fascia dentata, wird von den Kornerzellen des Gyrus dentatus umgeschaltet,
gelangt iiber Moosfasern zu den Pyramidenzellen in CA3 des Cornu ammonis und verlduft iiber
die Schaffer’schen Kollateralen weiter zu CAl. Eine Projektion von CAl endet in der Area en-
torhinalis und schlieBt so den Schaltkreis.

Extrinsische Zufliisse zum Hippokampus modulieren und aktvieren den intrinsischen Schaltkreis;
die wichtigsten stammen aus einer Vielzahl kortikaler Gebiete, aus der septalen Region und dem
Thalamus. Mit Bahnen aus den primiren visuellen, akustischen, somésthetischen und olfaktori-
schen Gebieten gelangen alle sensorischen Modalitéiten in die Formatio hippocampi.

Die wichtigste Efferenz des Hippokampus stellt der Fornix dar, dessen Hauptursprung im Subicu-
lum liegt, ein geringer Anteil ist aus Fasern des Ammonshorns aufgebaut (Brown und Zador
1990).

Da der Hippokampus einen Teil des limbischen Systems bildet, spielt er eine zentrale Rolle bei
kognitiven Fihigkeiten wie Informationsverarbeitung und Speicherung neuer Informationen, er ist
an Lernvorgingen, der rdaumlichen und verbalen Erinnerung sowie Gedichtnisbildung beteiligt
(Scoville und Milner 1957, Sherry et al. 1992).

Im Vergleich mit anderen Hirnregionen ist der Hippokampus besonders sensibel gegeniiber
Ischdmien und anderen schidigenden Einfliissen (Zilles 1987). Hicks et al. zeigten einen signifi-
kanten Zusammenhang zwischen neuronalen Verlusten im Hilus des Gyrus dentatus und der Ge-
dichtnisleistung nach traumatischen Hirnschéden (Hicks et al. 1993).

Nau et al. demonstrierten an menschlichen Préiparaten bei infolge Meningitis verstorbenen Patien-
ten apoptotische Zellunterginge in der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus der Formatio hippo-
campi (Nau et al. 1999). Neuronale Apoptosen sind im Kaninchenmodell mit S. pneumoniae be-
reits nach 24 Stunden nachweisbar (Zysk et al. 1996), vorwiegend im Gyrus dentatus des Hippo-
kampus lokalisiert und auch in anderen Tiermodellen (Ratte, Maus) darstellbar (Leib et al. 1996b,
Nau et al. 1999). Somit stellen neuronale Schiden der Formatio hippocampi ein typisches Muster

fiir eine bakterielle Meningitis dar.
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1.7 Spitschidden nach bakterieller Meningitis

1.7.1 Allgemeines

Uberlebende einer bakteriellen Meningitis leiden hiufig an Langzeit-Folgeschiden. Besonders oft
handelt es sich hierbei um Defizite beim Lernen und der Gedichtnisbildung. Verschiedene Stu-
dien beschiftigten sich daher mit den potentiellen Folgeschiden einer bakteriellen Meningitis und
den Moglichkeiten ihrer Reduktion.

Anhand eines Mausmodels von Wellmer et al. wurden die Defizite des rdumlichen Gedéchtnisses
untersucht. Die Tiere wurden trainiert, eine versteckte Plattform in einem Wasserbehélter in we-
niger als 90 Sekunden zu erreichen. Die Gruppe der infizierten Tiere wurde mit einer gesunden
Kontrollgruppe verglichen. Es konnte gezeigt werden, dass trotz antibiotischer Behandlung mit
Ceftriaxon die Gruppe der post-Meningitis—Tiere deutlich linger brauchte, die Plattform zu errei-

chen (Wellmer et al. 2000).

Scott et al. zeigten in einer prospektiven Studie mit einem mittleren follow—up von 8,9 Jahren
verschiedenste neurologische Schidden bei Kindern wihrend und nach einer akuten bakteriellen
Meningitis auf. In der Akutphase fielen 31% der Patienten durch fokale, sekundér generalisierte
oder generalisierte Anfille auf. Die fokalen Anfille zeigten hierbei oft multiple Foci oder eine
wechselnde Betonung der Korperhilften. Einen Monat nach der Hospitalisation litten noch 37%
an transienten neurologischen Defiziten. Es handelte sich um transiente Hemiparesen (11%), Ata-
xien (4%), Hirnnerven—Defizite (3%), gesteigerte Reflexe (2%) oder kombinierte Hemiparesen
mit Ataxie (0,5%). Bei 45% der Betroffenen waren die Pathologien innerhalb von 3 Monaten
wieder regredient; innerhalb von 12 Monaten litten nur noch 2 von 69 Patienten an neurologi-
schen Auffilligkeiten. Von den untersuchten 185 Patienten zeigten sich zum Zeitpunkt der letzten
Untersuchung bei 14% persistierende neurologische Defizite. Am hiufigsten handelte es sich um
einen bleibenden Horverlust als isolierter Ausfall (10%), aber auch mentale Retardierung (IQ <
70%), Hemiparese, Tetraparese oder Erblindung (4%) wurden diagnostiziert (Scott et al. 1990).

In seltenen Fillen tritt eine Paralyse des N. facialis auf, die jedoch nahezu immer wieder vollstidn-
dig zuriickgeht (Dodge 1994).

Beziiglich der Folgeschiden am besten untersucht und am héufigsten auftretend ist der Horver-
lust. Es konnte gezeigt werden, dass es hierbei erregerabhiingig Unterschiede in der Inzidenz gibt.
Patienten mit S. pneumoniae fielen durch die hochste Inzidenz mit 31% auf, gefolgt von N. me-
ningitidis (10,5%) und H. influenzae (6%) (Kabani und Jadavji 1992). Insgesamt sind viele der
neurologischen Abnormalititen, die wihrend der akuten Phase der Meningitis auftreten, im Ver-

lauf komplett riickldufig oder weniger ausgeprigt.
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Wihrend bei Kindern kognitive Defizite (vorherrschend persistierende Lernschwierigkeiten, De-
fizite des Kurzzeitgedidchtnisses, Konzentrations— und Verhaltensstorungen, diirftigere akademi-
sche Leistung) nach bakterieller Meningitis beschrieben sind (Taylor et al. 1984, Anderson et al.
1997, Grimwood et al. 2000), wurden bei Erwachsenen bis 2006 nur 2 systematische follow—up—
Studien verdffentlicht (Merkelbach et al. 2000, van de Beek et al. 2002). Nachfolgend untersuch-
ten unter anderem Schmidt et al. die neuropsychologischen Auswirkungen bakterieller Meningitis
beim Menschen unter Einhaltung strikter Auswahlkriterien, um den Einfluss von Begleiterkran-
kungen auf die kognitive Leistung zu minimieren. Die in die Studie eingeschlossenen Patienten
waren zwischen 15 und 70 Jahre alt und zeigten keinen Alkoholismus, neuropsychologische Er-
krankungen oder Neoplasmen. Die Neubewertung der kognitiven Dysfunktionen nach Langzeit—
Uberleben (1-12 Jahre) einer bakteriellen oder viralen Meningitis zeigte eine schlechtere kogniti-
ve Funktion (Kurzzeit— und Arbeitsgedidchtnis, assoziatives Lernen) der Patientengruppen im
Vergleich mit einer dem Alter angepassten Kontrollgruppe gesunder Erwachsener (Schmidt et al.

2006).

Es gilt weiterhin zu bedenken, dass ernstliche Lebens—Einschnitte, wie z. B. eine Meningitis, kri-
tische Langzeit—Auswirkungen auf die psychische Stabilitdt haben konnen (Twamley et al. 2004,
Bremner et al. 2004) und die Ausbildung einer Depression negative Effekte auf die Kognition
haben kann (Penick et al. 1994). Diese direkten und indirekten kognitiven Stdrungen sind schwer

zu unterscheiden von primirem Schiden durch die Krankheit selbst (Schmidt et al. 2006).
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1.7.2 Neurologische Komplikationen der bakteriellen Meningitis

Akut Subakut Chronisch

toxische Enzephalopathie kortikale venose Thrombosen | Arachnoiditis
zerebrales Odem Aneurysmata Lihmung Spinalwurzel/-nerv
Herniation zerebraler Infarkt Taubheit

Hirn@nervenuihmu@ng m(grische Defizite

SIADH Hydrozephalus

epileptische Anfille

subduraler Erguss \/

Mentale Retardierung
Sprachabnormalitéiten
epileptische Anfille
Verhaltensauffilligkeiten Lern—
/Aufmerksamkeitsdefizite

erniedrigter IQ

(Kabani und Jadavji 1992)

1.8 Therapie

1.8.1 Antibiotische Therapie der bakteriellen Meningitis

Das Ziel der antibiotischen Therapie der Meningitis ist eine schnelle Sterilisierung des Liquor
zerebrospinalis. Bereits beim Vorliegen des rein klinischen Verdachtes auf eine bakterielle Me-
ningitis ist die unverzogerte Einleitung einer antibiotischen Therapie zwingend indiziert.

Mit den eingesetzten Antibiotika ist ein direkter Angriff der Erreger sowie deren Elimination aus
dem Subarachnoidalraum moglich, sie wirken zum Teil bakterizid, wie beispielsweise Penicilline,
Cephalosporine oder auch Vancomycin. Aminoglykoside wirken zwar primér bakteriostatisch,
entfalten aber auch eine sekundir bakterizide Wirkung. Der Wirkmechanismus dieser Chemothe-
rapeutika liegt in der Hemmung der Zellwandsynthese beziehungsweise in der Stérung der
Membranpermeabilitidt. In Folge der frei werdenden Zellwandbestandteile kommt es zu einer
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie Endotoxine, Peptidoglykane, Lipoteichonsédure

(LTA) oder Teichonsédure (TA). Durch diese Mediatoren wird die meningeale Entziindungsreakti-
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on — begleitet von Vaskulitiden und Thrombosen kleiner Hirngefde — induziert, die in der Folge
zu einer Erhohung des intrakraniellen Druckes und zum Hirnédem fiihrt (Nau et al. 1999, Téauber
et al. 1985, Tuomanen et al. 1985). Eine zentrale Rolle bei diesen Abldufen spielen die Zytokine
Interleukin—1 und TNF-a.. All dies erklart, dass in Folge der antibiotischen Therapie Hochstwerte
von proinflammatorischen Bakterienbestandteilen und Entziindungsparametern nachweisbar sind,
die die Gesamtsituation der bakteriellen Meningitis noch verschlechtern.

Die Invasion und Expansion des Erregers im Subarachnoidalraum kann durch die rasche Gabe
von Antibiotika gehemmt und damit die Prognose fiir den Erkrankten verbessert werden. Studien
von Cartwright et al. sowie Strang und Pugh erbrachten den Beleg, dass durch eine bereits vor der
Hospitalisation eingeleitete parenterale Antibiotikatherapie die Letalitit der Menigokokkensepsis

und —meningitis senkt (Cartwright et al. 1992, Strang und Pugh 1992).

Wichtig ist die Entnahme aerober und anaerober Blutkulturen, um nach Erregernachweis und An-
tibiogramm, welche zwei Tage nach Erregeranzucht vorliegen sollten, die Therapie entsprechend
anzupassen. Die Blutentnahme muss dabei unbedingt vor der ersten Antibiotikumgabe durchge-
fithrt werden, um die Erregeridentifikation zu erméglichen. Bis zum Keimnachweis mittels Kultur
muss der Behandelnde das in Frage kommende Erregerspektrum abschétzen und eine kalkulierte
antibiotische Therapie einleiten.

Zudem sollte baldmoglichst eine Lumbalpunktion zur Erregeranzucht durchgefiihrt werden. Die
mikroskopische Untersuchung des Gram—gefidrbten Liquorpunktates ist notwendig, um eventuelle
Bakterien zu identifizieren und damit die bakterielle Infektion zu bestitigen. Studien haben ge-
zeigt, dass bei ca. 75% der Patienten, bei denen der spitere Befund der Bakterienkultur positiv
ausfiel, bereits anhand der Gram—Firbung die bakterielle Genese der Meningitis gesichert werden
konnte (Karandaris und Shulman 1976, Kristiansen et al. 1991). Neben der klinischen Symptoma-
tik stehen noch einige laborchemische Parameter, wie zum Beispiel die Liquor—Leukozytose, eine
erhohte Liquor—Laktat—Konzentration, Verdnderungen im Liquor—Gesamteiweil— und Liquor—

Glukosegehalt, zur Diagnosefindung zur Verfiigung (Schmidt und Nau 2004).

Alter und Immunstatus des Patienten stellen entscheidende Kriterien dar, nach denen sich die
Wahl der Therapie richtet. Seit der Einfiihrung des Impfstoffes gegen Haemophilus influenzae
nimmt die Héaufigkeit der durch ihn hervorgerufenen Meningitiden ab. Streptococcus pneumoniae
und Neisseria meningitidis stellen im Erwachsenenalter die hdufigsten ursidchlichen Keime dar, im
Kindes— und Jugendalter in umgekehrter Reihenfolge. Bei Infektionen auflerhalb der Klinik sind
in Deutschland ebenfalls am hdufigsten Pneumokokken als Ausloser zu verifizieren. Immundefi-
ziente Patienten sind weiterhin anfilliger fiir Infektionen mit Listerien. Andere Keime, wie zum

Beispiel Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Mykobakterien oder
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Pilze zédhlen zu den seltenen Meningitiserregern. Die kalkulierte Therapie sollte deshalb die oben

genannten, am wahrscheinlichsten urséchlichen Keime abdecken.

1.8.2 Resistenzentwicklung

Zu einem immer groBer werdenden Problem bei der Therapie der bakteriellen Meningitis mit An-
tibiotika entwickeln sich die zunehmenden Resistenzen der Erreger. Beispielsweise sind Neisse-
rien in Nord— und Mitteleuropa gut empfindlich auf Penicillin G wihrend sich in Siideuropa ver-
mehrt Resistenzen nach unkritischem Gebrauch zeigen. Nahezu 50% der Meningokokken—
Staimme sind dort nicht mehr mit Penicillin G therapierbar (Tzanakaki et al. 1992).

Betrachtet man die Resistenzlage bei Streptococcus pneumoniae, so ist die Situation noch alarmie-
render: in Siid— und Westeuropa sind sowohl Penicillinresistenzen, als auch intermediire Resis-
tenzen gegen Drittgenerations—Zephalosporine bekannt (Pineda et al. 2002). Darum sollte hier
neben einem Drittgenerations—Zephalosporin im Rahmen der Initialtherapie mit Vancomycin oder

Rifampicin behandelt werden (Schuchat et al. 1997, Tunkel et al. 2004).

Auch in Deutschland wurden bereits nur intermedidr auf Penicillin G empfindliche Pneumokok-
ken—Stdmme beschrieben, wihrend hochresistente Keime gliicklicherweise noch selten sind. Da
diese vermindert auf Penicillin G empfindlichen Stimme jedoch zunehmend hiufig (1992: 1,8%,
2000: 5,8%) vorkommen (Reinert et al. 2003), ist eine Behandlung mit Penicillin G allein nicht
mehr zu empfehlen. Dementsprechend ist eine Initialtherapie mit einem Drittgenerations—

Zephalosporin, Cefotaxim oder Ceftriaxon, indiziert (Schmidt und Nau 2004).
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Tabelle 1: Initiale Antibiotikatherapie der bakteriellen Meningitis ohne Erregernachweis

Altersgruppe Empfohlenes Antibiotikaregime
Neugeborene Cefotaxim plus Ampicillin'
Kleinkinder und Kinder Zephalosporin der 3. Generation®*
Erwachsene:
- gesund, keine Abwehrschwiche, ambulant Zephalosporin der 3. Generation® plus Ampi-
erworben (community—acquired) cillin*
- nosokomial (z. B. nach neurochirurgischer Vancomycin plus Meropenem oder
Operation oder Schiadel-Hirn—Trauma) Vancomycin plus Ceftazidim’
- abwehrgeschwichte, #ltere Patienten Zephalosporin der 3. Generation plus Ampicil-
lin®
- Shunt-Infektion Vancomycin plus Meropenem oder
Vancomycin plus Ceftazidim*

! Zusiitzlich kann ein Aminoglykosid — insbesondere bei schwerstkranken Patienten — eingesetzt werden
(Deutsche Gesellschaft fiir PAdiatrische Infektiologie 2003).

? 2. B. Cefotaxim oder Ceftriaxon

? Jaut Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft fiir Pidiatrische Infektiologie

* In Regionen mit einem hohen Anteil penicillinresistenter Pneumokokken (z. B. Frankreich, Spanien, Ungarn,
Australien, Neuguinea, Stidafrika und in einzelnen Gebieten in Amerika) muss in der Initialtherapie eine
Kombinationsbehandlung wie z. B. Ceftriaxon + Vancomycin oder Ceftriaxon + Rifampicin durchgefiihrt
werden (Tunkel et al. 2004).

> Oder Vancomycin plus Cefepim; einheitliche Empfehlungen liegen in der Literatur nicht vor. Bei
nachgewiesener Staphylokokken-Ventrikulitis stellt die intraventrikulére Vancomycingabe eine wichtige
Therapieoption dar (Pfausler et al. 2003).

% In Regionen mit einem hohen Anteil penicillinresistenter Pneumokokken muss in der Initialtherapie eine
Kombinationsbehandlung wie z. B. Ceftriaxon + Ampicillin + Vancomycin oder Ceftriaxon + Ampicillin +

Rifampicin durchgefiihrt werden (Tunkel et al. 2004).
(Tabelle 1: Leitlinien Deutsche Gesellschaft fiir Neurologie 2005)
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Tabelle 2: Antibiotikatherapie der bakteriellen Meningitis bei bekanntem Erreger

Bakterieller Erreger

Ublicherweise wirksame Antibiotika'

- Neisseria meningitidis

- Penicillin G, Ampicillin, Ceftriaxon (oder

Cefotaxim), Rifampicin2

- Streptococcus pneumoniae,
penicillinempfindlich
- Streptococcus pneumoniae, intermedidr

penicillinempfindlich (MIC 0,1-1 pg/ml)

- Streptococcus pneumoniae,

penicillinresistent (MIC > 1 pg/ml)

- Penicillin G, Ceftriaxon (oder Cefotaxim)
- Ceftriaxon (oder Cefotaxim), Meropenem,

Cefepim

- Cefotaxim (oder Ceftriaxon) + Vancomycin
oder

Cefotaxim (oder Ceftriaxon) + Rifampicin®

- Haemophilus influenzae

- Ceftriaxon (oder Cefotaxim), Ampicillin

- Gruppe-B-Streptokokken

(Streptococcus agalactiae)

- Penicillin G (+ Gentamicin®), Ceftriaxon,

Ampicillin (+ Gentamicin®), Vancomycin

- Gramnegative Enterobacteriaceae

(z. B. Klebsiella, E. coli, Proteus)

- Ceftriaxon (oder Cefotaxim); Meropenem

- Pseudomonas aeruginosa

- Ceftazidim + Aminoglykosid®, Meropenem +
Aminoglykosid, Cefepim + Aminoglykosid,

Ciprofloxacin

- Staphylokokken (methicillinempfindlich)

- Cefazolin, Fosfomycin®, Rifampicin,

Vancomycin, Linezolid® (oder Flucloxacillin)

- Staphylokokken (methicillinresistent)

- Vancomycin, Fosfomycin oder Rifampicin®
(in Kombination mit Vancomycin),

Linezolid®, Trimethoprim-Sulfamethoxazol

- Listeria monocytogenes

- Ampicillin +Gentamicin®, Trimethoprim-

Sulfamethoxazol, Meropenem

- Bacteroides fragilis

- Metronidazol, Meropenem, Clindamycin

" Die Wahl der Antibiotika richtet sich nach dem Ergebnis der Resistenzpriifung (Antibiogramm).

* Rifampicin, Fosfomycin und Aminoglykoside diirfen wegen der Gefahr von Resistenzentwicklungen nicht in

Monotherapie gegeben werden.

? Linezolid (Zyvoxid) hat ein dem Vancomycin dhnliches Wirkungsspektrum und ist gut liquorgéngig; es gibt

einige Berichte iiber den Einsatz von Linezolid bei Staphylokokkeninfektionen des Zentralnervensystems (z.

B. Viale et al. 2002, Rupprecht und Pfister 2005).

(Tabelle 2: Leitlinien Deutsche Gesellschaft fiir Neurologie 2005)
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1.8.3 Glukokortikoide

Seit den 1960—er Jahren wurde in verschiedenen Studien der mogliche Benefit einer adjuvanten
Therapie mit Kortikosteroiden untersucht. Die Wirkweise der Glukokortikoide besteht in der
Hemmung der Prostaglandinsynthese sowie der Infiltration durch Leukozyten. Weiterhin setzen
sie die kapilldire Membranpermeabilitit herab und konnen aufgrund dessen die Entstehung eines
Hirnédems einddmmen.

Odio et al. konnten 1991 zeigen, dass der Krankheitsverlauf bei Kindern, die an einer Meningitis
durch H. influenzae erkrankt waren, nach Gabe von Dexamethason noch vor der ersten Antibioti-
kagabe giinstig beeinflusst wurde. Er konnte weiterhin eine Reduktion der neurologischen Spit-
schiden beobachten (Odio et al. 1991).

Eine andere Studie belegt die niedrigere Inzidenz resultierender Horschidden bei Kindern, wenn
die Gabe von Dexamethason im Therapieschema enthalten ist (Lebel et al. 1988). Dies wurde
jedoch zunichst nur fiir Infektionen mit H. influenzae nachgewiesen.

Der Nachweis der Therapie-Effizienz bei der Pneumokokken— und Meningokokken—Meningitis
stand hingegen noch aus (Lebel 1992) und bleibt in zahlreichen Studien Gegenstand der For-
schung. So konnte gezeigt werden, dass sowohl Kinder als auch Erwachsene, die an einer Pneu-
mokokken—Meningitis erkrankt sind, von einer begleitenden Dexamethasontherapie profitieren
(Girgis et al. 1991, Kennedy et al. 1991). Trotz allem war die routineméfige Anwendung der ad-
juvanten Therapie mit Glukokortikoiden noch lange umstritten.

Im Jahr 2002 arbeitete die Gruppe um de Gans und van de Beek den Benefit einer adjuvant
durchgefiihrten Dexamethason—Therapie bei Patienten, die an einer bakteriellen Meningitis er-
krankt sind, heraus. Sie zeigten, dass sowohl die Mortalitit (34% versus 14%) als auch das Risiko
fiir ein ungiinstiges Outcome (52% versus 26%) signifikant geringer waren, als in der Vergleichs-
gruppe. Der groBte Effekt wurde bei Infektionen durch Pneumokokken beobachtet. Hieraus resul-
tiert die insbesondere bei der Pneumokokken—Meningitis geltende Therapie—Empfehlung zur ad-
juvanten Dexamethason—Gabe (de Gans und van de Beek 2002).

2010 zeigten van de Beek et al. in einer Metaanalyse jedoch keinen eindeutigen Effekt einer zu-
sitzlichen Dexamethason—Behandlung der bakteriellen Meningitis (van de Beek et al. 2010).

Es bleibt aulerdem zu beachten, dass auch nachteilige Effekte bis hin zu neurotoxischen Wirkun-
gen aus der Therapie mit Dexamethason resultieren kdnnen, z. B. Verstirkung neuronaler Schi-
den im Hippokampus, Hemmung der Glukose—Aufnahme in Neurone und Gliazellen (Landfield
et al. 1978, Sapolsky und Palsinella 1985, Horner et al. 1990) oder Beeintrichtigung der Gedécht-
nisleistung (Keenan et al. 1995). Auch der Einfluss auf die Wirksamkeit bestimmter Antibiotika
erwies sich als negativ durch Reduktion der Penetration der Blut-Hirn—Schranke (Schaad et al.

1995, Scheld und Brodeur 1983).
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1.8.4 Antiinflammatorische Behandlung und experimentelle Therapieansitze

Trotz einer frithzeitigen und effizienten antibiotischen Therapie bleibt die bakterielle Meningitis
mit einer hohen Letalitit beziehungsweise ausgeprigten neurologischen Spitschiden behaftet.
Moderne antimikrobielle Substanzen haben eine exzellente bakterizide Wirkung im Liquor, und
es scheint nur bedingt moglich, dass eine entscheidende Verbesserung der Prognose beruhend auf
der Weiterentwicklung der antibiotischen Therapie zu erwarten ist. In den letzten Jahren wurde
die Behandlung aufgrund neuer Ansitze zur Reduktion der ausgeprigten Entziindungsreaktion
erweitert. Es konnte gezeigt werden, dass zahlreiche Substanzen zur Verfiigung stehen, die den
inflammatorischen Prozess modulieren und somit zu einer Verminderung der Zell- und Gewebe-
schiaden beitragen. Tierexperimentelle Untersuchungen haben folgende Therapieansitze behan-

delt:

0 Systemische Verabreichung eines Anti—-CD18—Antikorpers, der hemmend auf die Ein-
wanderung von Leukozyten in den extravasalen Raum wirkt (Tuomanen et al. 1989, Zysk et
al. 1996).

0 Injektion von Antioxidantien wie N—Acetylcystein oder Behandlung mit Radikalfingern, z.
B. o—tert—phenyl-butyl-nitron (PBN), schiitzt vor ischdmischen neuronalen Schédden des
Cortex (Leib et al. 1996b, Auer et al. 2000) und hemmt den Verlust der endogenen Antioxi-
dantien (z. B. Glutathion) im Gehirn (Christen et al. 2001).

0 Applikation von Glutamat—Antagonisten zur Einddimmung des Neuronenschadens durch
exzitatorische Aminosauren (Leib et al. 1996a).

0 Intrazisternale Applikation von Caspase—Inhibitoren (z. B. z—VAD—-fmk) wirkt protektiv vor
apoptotischem Zelltod der Neuronen (Braun et al. 1999).

0 Inhibitoren von Matrix—Metalloproteinasen (GM6001 und BB1101) zur Reduktion des kor-
tikalen und hippokampalen (nur BB1101) Schadens (Meli et al. 2002).

Dennoch besteht nach wie vor eine hohe Morbiditit, so dass die Optimierung der Therapie wei-

terhin zentraler Gegenstand der Forschung bleiben wird.
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1.8.5 Vorgehen bei Verdacht auf bakterielle Meningitis

‘ Verdacht aufbakterielle Meningitis |

v

‘ Abnahme von Blutkulturen |

¢

‘ Bewusstseinsstorung undfoder fokalneurologisches Defizit |

| Nein | | Ja |
Dexamethason 10mg iv plus
Empirische Antibiotikatherapie

‘ Lumbalpunktion ‘

A
1
1

| Kein Anhalt fiir erhéhten ICP ‘

3

Dexamethason 10mg iv plus }_. schadel-CT ‘

Empirische Antibiotikatherapie

H. C. Diener u. a., Leitlinien fiir Diagnostik und Therapie in der Neurologie
(ISBN 3-13-132413-9) © 2005 Georg Thieme Verlag KG, Stuttgart

(Leitlinien Deutsche Gesellschaft fiir Neurologie 2005)

1.8.6 Allgemeine Therapiemalnahmen

Neben der spezifischen Behandlung sind je nach Allgemeinzustand des Patienten weitere allge-
meine Mallnahmen zu ergreifen. Bei Zeichen der vitalen Bedrohung ist eine intensivmedizinische
Uberwachung unabdingbar. Patienten mit ausgeprigtem Hirnodem profitieren von einer raschen
Intubation, da eine Respiratorbeatmung einen wichtigen Beitrag zur Therapie leistet. Hierbei ist
eine orotracheale Intubation der nasalen vorzuziehen; falls im Verlauf ein otogener oder nasaler
Erregerherd gefunden wiirde, bediirfte es vor der Sanierung keiner Umintubation (Schmidt und
Nau 2004). Die Patienten sollten zur Hirnddem—Prophylaxe mit 30° Oberkorper hochgelagert

werden, um den venosen Riickfluss und damit den Liquorabfluss zu begiinstigen.
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1.9 Formen des Zelltodes

Der Zelltod ist definiert als irreversibler Verlust der vitalen zelluldren Strukturen und Funktionen.
Er kommt sowohl physiologischerweise in der Organogenese wihrend der Embryonalentwicklung
und im Rahmen des Zellumsatzes bei Wechselgeweben als auch als pathologische Antwort auf
verschiedene Formen der Zellschiddigung vor. Morphologisch differenziert man zwischen zwei

Arten des Zelltodes: Apoptose und Nekrose (Buja et al. 1993).

1.9.1 Apoptose

Apoptose reprisentiert ein genetisch determiniertes, aktives Sterbeprogramm der Zelle — ,,pro-
grammierter Zelltod” (Padosch et al. 2001) — und stellt eine Gegenregulation zur Mitose zum Er-
halt der Homoostase dar (Buja et al. 1993). Der Arzt und Philosoph Galen von Pergamon (129—
203 n. Chr.) beschrieb den koordinierten Untergang bestimmter Zellgruppen im Rahmen der
Embryonalentwicklung von Foten und der Entwicklung von Insektenlarven (Padosch et al. 2001).

1972 wurde der Begriff erstmals genauer beschrieben (Kerr et al. 1972).

Apoptose setzt physiologischerweise wihrend der Embryogenese, Differenzierungsvorgingen,
Zell-Turn—Over (Buja et al. 1993, Gerschenson und Rotello 1992) und Involutionsprozessen
(Arends und Wyllie 1991) von z. B. Ovar (O"Shea et al. 1978), Prostata (Kerr und Searle 1973)
oder Endometrium (Rotello et al. 1989) ein. Andererseits spielt sie als Reaktion auf pathologische
Einfliisse wie Entziindungsprozesse, virale Infekte (Vaux et al. 1994), in wachsenden und regres-
siven Tumoren (Kerr und Searle 1972) sowie nach zytotoxischer Tumorbehandlung (Searle et al.
1975) eine wichtige Rolle. Der apoptotische Zelltod kann experimentell ausgelost werden durch
Behandlung mit ionisierender Strahlung (Gobé et al. 1988), Glukokortikoiden (Wyllie und Morris
1982) oder Entzug spezifischer Wachstumsfaktoren (Duke und Cohen 1986, Williams et al.
1990).

Apoptotische Zellen 16sen den Kontakt zu Nachbarzellen und verlieren spezielle Oberfldchen-
strukturen (z. B. Mikrovilli). Das Zellvolumen schrumpft, die Organellen liegen eng gepackt
(Arends und Wyllie 1991), jedoch ohne Integrititsverlust der Zellorganellen oder Plasma-
membran (Waters 1996). Es bilden sich bldschenformige Ausstiilpungen an der Zellmembran
(Zeiose) als Vorstufe der apoptotischen Korperchen, die Zellkerngrosse nimmt ab, Chromatin
verdichtet und lagert sich halbmondformig an der Kernperipherie ab (Arends und Wyllie 1991).
Chromatin wird gespalten (Buja et al. 1993), Kern und Zytoplasma zerfallen in Bruchstiicke. Aus
der Zelle entsteht ein Haufen runder, glatter, membranumschlossener Fragmente, die apoptoti-
schen Korperchen, welche zum Teil nukledre Bestandteile enthalten und durch Nachbarzellen

oder Makrophagen phagozytiert werden (Arends und Wyllie 1991). Die Phagozytose der apopto-
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tischen Zellen erfolgt vor ihrer Lyse, um eine Freisetzung intrazellulirer, potentiell toxischer oder
immunogener Substanzen zu vermeiden und damit die normale Struktur und Funktion des umlie-

genden Gewebes zu erhalten (Fadok et al. 2001).

Merkmal der Apoptose ist die internukleosomale DNA—Spaltung zu Fragmenten doppelstringiger
DNA mit ca. 180-200 Basenpaaren durch eine Endonuklease ohne Entziindungsreaktion (Arends
und Wyllie 1991, Gerschenson und Rotello 1992, Gold et al. 1994) mit elektrophoretischer Dar-
stellung als ,,typical chromatin ladder (Rotello et al. 1989). Weiterhin Aktivierung der Gewebe—
Transglutaminase, die zu einer Verkniipfung von zytoplasmatischen und Membranproteinen fiihrt
(Fesus et al. 1987). Keines der beiden Schliisselproteine ist normalerweise in den Zellen vorhan-
den, es kommt zur de—novo—Genexpression und Akkumulation vor Apoptose (Arends und Wyllie
1991). Der Ablauf der Apoptose ist kaskadenformig, es sind verschiedene Wege der Signalgebung
und —transduktion moéglich, die gemeinsame Endstrecke ist charakterisiert durch die Aktivierung

von Cystein—Proteasen, den Caspasen (Cytosolische Aspartat—spezifische Proteasen).

Eine mogliche Induktion der Apoptose besteht in der Bindung von Liganden an Zytokinrezepto-
ren. Diese ,,Todesrezeptoren™ gehoren zur TNF-Rezeptor—-Gen—Superfamilie, zu den am besten
charakterisierten Rezeptoren zidhlen Fas/APO-1 (= CD-95), TNFR-1 (= CD-120a) (Ashkenazi
und Dixit 1998) und Nur77 (= Steroid—Rezeptor in Thymozyten). Ceramide sind als Signalmole-
kiile in der Lage, Apoptose zu induzieren (Wyllie 1995), ebenso wie c—jun, c—fos, c-myc und die
Gene der Bcl-2—Familie als Protoonkogene. Eine c—myc—gesteuerte Apoptose kann durch Gabe
von spezifischen Wachstumsfaktoren unterbrochen (Evan et al. 1992) und durch Blockierung der
Funktion von c—jun oder c—fos mit spezifischen Antikérpern der Zelltod verhindern werden (Wa-
ters 1996). P53 als Onkogen—Suppressor kann einen apoptotischen Zelltod hervorrufen (Clarke et
al. 1993).



-4 -

1.9.2 Nekrose

Viele verschiedene Faktoren, wie zum Beispiel Sauerstoffmangel, chemische Noxen, bakterielle
Toxine, konnen eine Zelle und ihren Stoffwechsel schwer beeintridchtigen und zu Nekrose infolge
einer letalen Zellschiddigung fithren. Auch nach physikalischer Beeinflussung durch Wirme-—,
Kilte— oder Strahlenexposition sowie traumatisch bedingt kann es zum nekrotischen Zellunter-

gang kommen (Farber 1982, Buja et al. 1993).

Die Nekrose zeigt neben Defekten der Plasmamembran—Permeabilitit und der Ionentransporter
eine zunehmende Beeintrichtigung des Energiestoffwechsels mit progressiver Erschopfung der
hochenergetischen Phosphate (Buja et al. 1993, Hillis und Braunwald 1977). SchlieBlich versagt
die transmembrandse lonenpumpe und auch die Zellmembran kann die Regulation des osmoti-

schen Drucks nicht mehr aufrecht erhalten.

Es gibt frithe morphologische Veridnderungen, die noch potentiell reversibel sind und spite irre-
versible Auffilligkeiten. Zu Beginn zeigen sich Kondensation und Verklumpung des nukleiren
Chromatins (friihe Pyknose) sowie ein intrazellulires Odem sowohl einzelner Organellen als auch
der ganzen Zelle. Verglichen mit der Apoptose findet wihrend der Nekrose keine Aufspaltung des
Kerns in membranumschlossene Fragmente statt (Martin et al. 1998). Im weiteren Verlauf entste-
hen irreversible Schiden wie Pyknose, Karyorrhexis und Karyolyse, mitochondriale Lisionen mit
Ausbildung amorpher Matrixverdichtungen aus osmiophilen Lipid— und Proteinaggregaten sowie
lineare Verdichtungen durch Christaeverschmelzungen. Schlielich kommt es zur Ruptur der
Zell- und Organellenmembranen (Searle et al. 1982). Die Freisetzung des Zellinhaltes aus nekro-

tischen Zellen bewirkt eine Entziindungsreaktion (Cohen 1993).

Neben den genannten morphologischen Auffilligkeiten zeigen sich Verdnderungen des zelluldren
Elektrolythaushaltes wie zum Beispiel ein intrazelluldr erniedrigter Kalium— und erhéhter Natri-
umspiegel infolge Inhibition der Na*/K*—ATPase als Resultat des ATP-Mangels. Der Natrium-
einstrom wird von Chlorid— und Wassereinstrom begleitet, was zum Anschwellen der Zelle fiihrt.
Auch finden sich erhohte Kalziumkonzentrationen in der Zelle, zunéchst durch Einstrom entlang
der Plasmamembran infolge Verdnderungen der Kalzium—Transportsysteme, durch Freisetzung
aus dem endoplasmatischen Retikulum und den Mitochondrien (Farber 1982, Buja et al. 1993),
spiter durch zunehmende unspezifische Membranpermeabilitit (Buja et al. 1993). Im Verlauf
wird im Rahmen des Zellabbaus die DNA durch zahlreiche Endonukleasen in unterschiedlich

grofle Fragmente gespalten und die Zelle erliegt dem nekrotischen Zelltod.
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Ubersicht iiber die Unterschiede zwischen Apoptose und Nekrose

Apoptose Nekrose

physiologisch oder pathophysiologisch pathophysiologisch

genetisch determiniert nicht genetisch determiniert
energieabhiingig nicht energieabhéingig
Proteinbiosynthese notwendig verminderte Proteinbiosynthese

keine Anderung des zelluliren ATP-Gehalts Abfall des zelluldren ATP-Gehalts

[K']i konstant, kein Na™—Einstrom *—Verlust, Na*—Einstrom,

Abfall des Membranpotentials

asynchroner Prozess einzelner Zellen synchrones Auftreten in mehreren Zellen
zeitlich verzogerte aktive Degeneration unmittelbar eintretende passive Atrophie
Zellschrumpfung Zellschwellung

intakte Organellen Zerstorung von Zellorganellen
Chromatinkondensation Zerfall nukledrer Chromatinstrukturen
spiter Verlust der Membranintegritéit frither Verlust der Membranintegritit
keine entziindliche Begleitreaktion entziindliche Begleitreaktion

(Padosch et al. 2001)

1.10 Neurogenese

1.10.1 Allgemeines

In der Embryonalperiode, die bis zum Ende der 8. Schwangerschaftswoche dauert, erfolgt die
Anlage aller Organsysteme sowie die wesentliche Ausgestaltung der dufleren Korperform. Am
Ende der Embryonalperiode sind alle wichtigen Organsysteme angelegt, wenn auch die meisten
noch nicht funktionsfihig sind. Alle Gewebe und Organe gehen aus den drei Keimbléttern Ekto-
derm, Mesoderm und Entoderm hervor. Sowohl das zentrale als auch das periphere Nervensystem
haben ihren Ursprung im Ektoderm. In der Phase der Organogenese kommt es etwa in der dritten
Woche durch Induktion zur Entstehung einer neurogenen Zellpopulation aus Ektodermzellen
(Schoenwolf und Smith 1990).

Am Beginn stehen die Nervenvorliduferzellen, die sogenannten primitiven Neurone oder Neu-
roblasten, aus denen sich durch Proliferation differenzierte Neurone mit lang ausgewachsenen
Zytoplasmafortsiitzen bilden. Dieser Proliferation und der Bildung von Gliazellen folgt die Ent-
wicklung groBer Faser— und Konnektionssysteme. Uberlappend mit dem Ende der Proliferati-
onsphase (24.-26. Schwangerschaftswoche) lduft die Migrationsphase, die dadurch charakterisiert

ist, dass die Neurone an den Ort ihrer Destination auswandern. Wenn die Nervenzelle ihren Platz
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erreicht hat, findet die Organisation zu spiteren Funktionseinheiten statt. Hierzu gehort auch die
Ausbildung synaptischer Verkniipfungen. Mit dem Ende der 40. Schwangerschaftswoche haben
alle Neurone ihre endgiiltige Position gefunden, ca. 50% der Nervenzellen werden jedoch wieder

eliminiert (Michaelis et al. 1995).

Bis in die 1960—er Jahre hielt sich die Uberzeugung, dass die Produktion neuer Neurone mit dem
Ende der Embryogenese oder kurz danach abgeschlossen sei. Joseph Altmann (1963) und Walter
Kirsche (1967) konnten jedoch erstmals zeigen, dass die Neurogenese nicht nur im embryonalen
Gehirn sondern auch im adulten ZNS stattfindet. Altmann war der erste, dem der direkte Nach-
weis fiir die Generation neuer Neurone im Gyrus dentatus der Formatio hippocampi im adulten
ZNS von Saugetieren am Beispiel der Ratte gelang (Altmann 1963, Kirsche 1967). Er konnte
zeigen, dass neue Zellen aus Progenitorzellen entstehen, die zum grofiten Teil in der subgranula-
ren Zone des Gyrus dentatus lokalisiert sind (Altmann und Das 1965).

In den 1980—er Jahren gelang Nottebohm erstmalig der Nachweis, dass neu generierte Zellen sich
zu funktionalen Neuronen entwickeln konnen. Diese neuen Neurone werden durch chemische
Synapsen verkniipft, konnen eigene Verbindungen zu anderen Regionen des Gehirns ausbilden
und entwickeln morphologische und physiologische Charakteristika, die sie von &lteren Neuronen
nicht unterscheidbar machen (Paton und Nottebohm 1984).

In den spiten 1990—er Jahren konnte die Neurogenese des adulten Gehirns in vivo und auch beim
Menschen nachgewiesen werden (Gould et al. 1998, Eriksson et al. 1998).

Es konnten zwei Regionen identifiziert werden, in denen Neurogenese nicht nur wihrend der
Embryonalphase sondern auch im adulten Lebewesen stattfindet: der Gyrus dentatus des Hippo-
kampus (Altmann und Das 1965, Gould et al. 1998, Eriksson et al. 1998) und die subventrikulire
(subependymale) Zone entlang des Seitenventrikels (Luskin 1993, Louis und Alvarez—Buylla
1994). Andere Regionen des Gehirns enthalten eine {ippige Population proliferativer Vorliuferzel-
len, welche jedoch nur Glia generieren (Kuhn et al. 2001).

Wihrend der Entwicklung des Hippokampus wird eine zweite germinative Zone, separiert von der
Ventrikelwand entlang der Grenze zwischen Hilus und Kornerzellschicht, angelegt: die subgranu-
lare Zone (Altman und Bayer 1990). Die Nachkommen der proliferierenden neuronalen Stamm-
zellen migrieren lokal, um sich in Neurone der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus zu differen-
zieren (Cameron et al. 1993). Die Neurogenese im Gyrus dentatus findet das ganze Leben hin-
durch statt, zeigt jedoch einen konstanten Riickgang ausgehend von den frithen postnatalen Tagen
(Kuhn et al. 1996). Dennoch ist Neurogenese auch im hohen Alter noch nachweisbar (Kemper-
mann et al. 1998). Die Stammzellen im Hippokampus enthalten auch Progenitorzellen fiir Glia,

Kornerzellneurone und Gefissendothelien. Die neuronalen Stammzellen der subgranulidren Zone
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des Hippokampus proliferieren in Clustern, welche um die Peripherie kleiner Kapillaren lokali-
siert sind (Palmer et al. 2000).

Die subependymale Zone des Seitenventrikels wird als residuelle Proliferationszone aus dem
embryonalen Neuralrohr angesehen (Kuhn et al. 2001). Die hier gebildeten Vorlduferzellen treten
in den rostralen Migrationsstrom ein, vollziehen ihre letzten Zellteilungen, wandern in das olfak-
torische System und differenzieren sich dort in neue Neurone (Luskin 1993). Dabei werden zwei
neuronale Phinotypen generiert: GABAerge Kornerzellen und dopaminerge periglomerulidre In-
terneurone (Betarbet et al. 1996, McLean und Shipley 1988), in anderen Studien wurde auch die
Differenzierung in Gliazellen nachgewiesen (Goldman 1995).

Aufgrund des begrenzten Platzes im knochernen Schidel liegt nahe, dass neben der Neurogenese
auch ein Zellverlust im ZNS stattfinden muss. Biebl et al. zeigten, dass der apoptotische Zelltod in
Regionen mit Neurogenese ein hiufiges Merkmal darstellt (Biebl et al. 2000), der in allen Phasen
der Neurogenese stattfindet. Dabei tritt Zelltod signifikant hiufiger in neurogenetischen Gehirn-
arealen als in anderen Bereichen des ZNS auf. Trotz dieser Zellverluste wichst die Zahl der neu-
ronalen Zellen im olfaktorischen System und dem Gyrus dentatus kontinuierlich an und iiberwiegt
den Verlust im Verlauf des Lebens der Ratte (Bayer et al. 1982, Kaplan et al. 1985).

Durch die Arbeit mit terminal kranken Patienten konnte bestétigt werden, dass auch Menschen
neue Neurone ausbilden: Tumor—Patienten wurde in einmaliger Dosis (250mg) der Proliferati-
onsmarker Bromdesoxyuridin (BrdU) zu diagnostischen Zwecken injiziert, um die Tumorzellpro-
liferation zu beobachten. Es fiel auf, dass die post mortem untersuchten Gewebe des Hippokam-
pus und der subventrikulidren Zone auch BrdU—markierte Neurone prisentierten. Eine systemati-
sche Verabreichung von BrdU fiihrt zur Markierung aller sich teilenden Zellen, und so gelang
tatsdchlich der Nachweis neugeborener Neurone in der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus aller
Individuen (Eriksson et al. 1998).

Im Vergleich zu Sdugetieren findet sich bei Wirbeltieren, die nicht zu den Sédugetieren gehdren,
eine kontinuierliche Entwicklung neuer Neurone in vielen Regionen des adulten ZNS (Zupanc
2001).

In diversen tierexperimentellen Versuchen wurde untersucht, welchen Einfluss verschiedene Sti-
muli auf die Neurogeneserate im Gyrus dentatus haben.

Experimentelle Studien von Kempermann und Van Praag konnten zeigen, dass die Stimulation
der Neurogenese im Gyrus dentatus durch eine abwechslungsreiche Umgebung und eine erhohte
motorische Aktivitdt der Versuchstiere gesteigert werden kann. Sie schufen eine Umgebung, die
sie als ,,enriched environment* bezeichneten. Die Tiere konnten sich mit verschiedenen Gegens-
tainden wie Laufrddern oder Tunneln beschiftigen und hatten durch die Haltung in der Gruppe
auch soziale Kontakte. Anhand dieses Versuchsaufbaus konnte ein stimulierender Einfluss auf die

Neurogenesesrate im Gyrus dentatus des Hippokampus bei der adulten Maus nachgewiesen wer-
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den. Auch eine bessere Leistung im Lernverhalten, eine Verbesserung der Gedichtnisfunktion
sowie eine gesteigerte synaptische Plastizitéit sind damit assoziiert. Stress hingegen wurde in Be-
ziehung gesetzt zu erniedrigten Neurogeneseraten und negativer Beeintriachtigung des Gedicht-
nisses (Kempermann et al. 1997, Kempermann 2002, van Praag et al. 1999, van Praag et al.
2002). Die physische Aktivitit scheint ebenfalls ein starker Aktivator der Proliferation hippokam-
paler neuronaler Stammzellen zu sein. Bei Bewegung auf dem Laufrad verdoppelte sich die hip-
pokampale Neurogenese im Vergleich zur Haltung in einem Standardlaborkifig ohne korperliche
Aktivitit. Das legt die Vermutung nahe, dass physiologische Parameter wie Blutfluss, Glukose—
Aufnahme und Neovaskularisation Mediatoren dieses Effektes sein konnen (van Praag et al. 1999,
Kuhn et al. 2001).

Ebenfalls tierexperimentell getestet wurde der Einfluss pharmakologischer Stimuli. So konnte bei
der Gabe von Antidepressiva wie Tianeptine oder Lithium eine Steigerung der Neurogeneserate
beobachtet werden. Sie wirken dem negativen Einfluss von Stress entgegen (Chen et al. 2000,
Czeh et al. 2001, Malberg et al. 2000).

Dem Einsatz von Glukokortikoiden folgt ein Abfall der Proliferation aus Progenitorzellen (Kuhn
et al. 1996, Cameron und McKay 1999), wihrend eine Adrenalektomie die Neurogenese stimu-
liert (Cameron und Gould 1994, Cameron et al. 1995). Im Kontrast dazu stimuliert das ovariale
Steroid Ostrogen die Proliferation der Kérnerzell-Vorliduferzellen des Gyrus dentatus bei weibli-
chen adulten Ratten (Tanapat et al. 1999).

Weiterhin zeigte sich, dass neuronale Transmitter wie NMDA-Rezeptor—Agonisten die Prolifera-
tionsrate von Neuronen ebenso vermindern (Hailer et al. 1999, Cameron et al. 1995) wie der Ver-
lust des Botenstoffes Serotonin (Brezun und Daszuta 1999), NMDA—-Rezeptor—Antagonisten sti-
mulieren hingegen die Proliferation (Cameron et al. 1995).

Ein direkter Stimulus fiir die Progenitorzellen sind Wachstumsfaktoren; durch EGF, FGF-2 oder
IGF-1 wird die Proliferation angeregt (Kuhn et al. 1997, Wagner et al. 1999, Aberg et al. 2000).
Vorlauferzellen des Gyrus dentatus produzieren nachweislich EGF-Rezeptoren, und die direkte
Infusion des Wachstumsfaktors in den Gyrus dentatus stimuliert die Proliferation (Tanapat und

Gould 1997).

Auch als Reaktion auf pathologische Ereignisse im ZNS wird Neurogenese beobachtet; so kommt
es bei Epilepsien, Ischdmien und traumatischen Lisionen zu einer erhohten Proliferationsrate von
Stammzellen im Gyrus dentatus und in der subventrikuldren Zone (Liu 1998, Hailer et al. 1999,
Peterson 2002).

Eine im Tiermodell induzierte epileptische Aktivitdt fiihrt unabhéingig vom Mechanismus der
Anfallsinduktion (chemisch oder elektrisch) zu einer markanten Neurogenese—FEinleitung im Gy-

rus dentatus (Gray und Sundstrom 1998, Nakagawa et al 2000). Jedoch sind nicht alle mit Epilep-
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sie in Beziehung stehenden strukturellen Verdnderungen mit einer modifizierten Neurogenese
verkniipft. Die Progenitorzell-Proliferation nach Krampfanfillen wird durch Bestrahlung inhi-
biert, wohingegen das synaptische Remodeling der Moosfaser—Nervenbahnen nicht verindert ist
(Parent et al. 1999). Die intrazerebrale Infusion von z—VAD-fmk, einem Breitspektrum—Caspase—
Inhibitor, fithrt zu einem temporiren Anstieg der Proliferation neuronaler Precursorzellen in der
subgranulidren Zone nach Status epilepticus (Ekdahl et al. 2001).

Fokale oder globale Ischimie wurde ebenfalls als potent beschrieben, Neurogenese im Gyrus den-
tatus zu induzieren (Liu et al. 1998, Takagi et al. 1999).

Infolge traumatischer Liasionen kann gleichfalls eine transiente Erhohung der Stammzell-
Proliferation der Ventrikelwand beobachtet werden (Reznikow 1975, Tzeng und Wu 1999), je-
doch konnten diese Studien keinen neuronalen Beitrag der Stammzellen zur Seite der Lision de-

monstrieren.

Neuere Studien beschreiben wnt—Proteine als Schliissel-Regulatoren des neuronalen Stammzell—
Verhaltens in der embryonalen Entwicklung (Lie et al. 2005). Wihrend der Entwicklung tragen
sie zum Erhalt der Stammzellen bei und férdern die Neurogenese (Morris et al. 2007). Dieser be-
sondere wingless—type (wnt) Proliferationsweg ist in der Entwicklungsliteratur gut beschrieben. Er
reguliert die embryonale neuronale Stammzell-Neubildung, die Bestimmung des Zellschicksals
und die Zellproliferation (Ciani und Salinas 2005). Er spielt eine wichtige Rolle bei der neurona-
len Migration, axonalen Wegfindung, dendritischen Morphogenese und synaptischen Differenzie-
rung wihrend der neuronalen Entwicklung bei Nicht—Vertebraten und Vertebraten (Fradkin et al.
2005). Die Aktivierung ist iiber die Bindung von wnt—Glykoproteinen an Rezeptoren reguliert, in
deren Folge der Abbau eines Protein—Komplexes steht. Dieser Proteinkomplex fithrt zu einem
Abbau von B—catenin, wenn er aufgebaut wird. Die Aktivierung von wnt sichert also den Erhalt
des Transcriptionsfaktors f—catenin. Weiterhin kann wnt zur Freisetzung von intrazellulirem Kal-
zium fithren (Ciani und Salinas 2005). wnt-3 wird in der hippokampalen Nische (Zone der
Stammzellpopulation) exprimiert. wnt—5 ist an der Regulation der Entwicklung dopaminerger
Neurone beteiligt (Castelo—Branco et al. 2003).

Whnt findet sich bei der Stammzell-Regulation vieler Gewebe beim Erwachsenen, einschlieBlich
Haut und Blut. Studien zeigten, dass es eine wichtige Rolle bei der Erhaltung der Pluripotenz der
Stammzellen spielt und eine Inhibition von wnt die neuronale Differenzierung embryonaler
Stammzellen induziert.

Wnt-Signalgebung wurde auch bei der hippokampalen Neurogenese der adulten Ratte beobachtet.
Die Expression erfolgt durch hippokampale Astrozyten wéhrend hippokampale Stamm—/ Progeni-

torzellen Rezeptoren und Signalkomponenten fiir wnt exprimieren (Lie et al. 2005).
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In vitro—Versuche mit Stammzell-dhnlichen Zellen des Knochenmarks zeigten deren Potential,
Neurone zu generieren (Woodbury et al. 2000), und einige dieser Zellen wandern nach traditionel-
ler Knochenmarks—Transplantation in das ZNS (Mezey et al. 2000). Auch zeigen in vitro—Daten
die neuronale Differenzierung aus glialen Quellen und damit die Présenz einer glialen Progenitor-
zelle mit dem Potenzial zur neuronalen Differenzierung. Die Moglichkeit, neuronale Stammzellen
aus verschiedenen Geweben zu generieren, die nicht nur ihren individuellen Phédnotyp annehmen
sondern auch spezifische axonale und dentritische Verbindungen ausbilden, fokussiert die For-
schung auf die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen. Ein genaueres Verstindnis der
neuronalen Orientierung und Bewegung, Ausbildung synaptischer Kontakte und Beeinflussung
des voll differenzierten ZNS ist essentiell. Bei all den bereits nachgewiesenen Einfliissen auf die
Neurogenese, bleiben der exakte Mechanismus und mogliche Schliissel-Gene, die die neurale
Proliferation und Differenzierung beeinflussen, noch zu erforschen. Die Kenntnis der Signalge-
bung und beteiligten Zellen in diesem Prozess ist wichtig, da Strategien zum FErsatz neuronaler
Zellen von unserer Fahigkeit abhingen, die einzelnen Schritte der Induktion und Modulation zu
beeinflussen: Stammezellproliferation, Bestimmung des Zell-Schicksals, Progenitor—-Migration

und Differenzierung in spezifische neuronale Phinotypen (Kuhn et al. 2001).

1.10.2 Neurogenese bei Meningitis

Ca. ein Drittel der Uberlebenden einer bakteriellen Meningitis leiden an neurologischen Spitfol-
gen mit Beeintrichtigung der Gedéchtnisfunktion. Die in Folge einer Meningitis hervorgerufenen
neuronalen Schidigungen wurden in verschiedenen Tiermodellen untersucht. Adulte Méuse und
junge Ratten zeigten nach Uberleben einer bakteriellen Meningitis Defizite im riaumlichen Lern-
vermdgen (Wellmer et al. 2000, Loeffler et al. 2001).

Tiermodelle mit experimenteller Meningitis sowie menschliche Autopsiefille verdeutlichen, dass
die neuronale Schadigung am hiufigsten im Bereich der Formatio hippocampi lokalisiert ist (Zysk
et al. 1996, Nau et al. 1999, Loeffler et al. 2001). Die deutlichste Auspriagung des Neuronenscha-
dens ist dort in der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus zu finden (Zysk et al. 1996). Apoptoti-
sche Zellen im Stratum granulare des Gyrus dentatus werden in 70% menschlicher Todesfille
infolge bakterieller Meningitis gefunden (Nau et al. 1999).

Unterschiedliche Stimuli fithrten in verschiedenen Versuchsmodellen zu einer erhohten oder er-
niedrigten Neurogeneserate mit Expression neuronaler Marker. Durch die Schaffung eines ,,enri-
ched environment konnte bei 70-90% der tiberlebenden Zellen die Expression neuronaler Mar-
ker gezeigt werden (van Praag et al. 1999a, van Praag et al. 1999b).

Neben der Proliferationsrate und Expression von neuronalen Markern wurde auch der Effekt der
gesteigerten Neurogenese auf die Gehirnfunktionen und das Lernverhalten Gegenstand der Unter-

suchungen. Wenn die Tiere in einer Umgebung untergebracht waren, die ihnen Abwechslung und
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motorische Aktivitit erlaubte, konnte neben der gesteigerten Neuroproliferation auch eine Leis-
tungssteigerung bei hippokampalen Lernaufgaben nachgewiesen werden (Kempermann et al.
1997).

Ein Experiment von Shors et al. zeigte weiterhin, dass eine wesentliche Reduktion neu gebildeter
Neurone bei der adulten Ratte eine negative Beeintrichtigung des ,,hippocampal—dependent trace
conditioning* zur Folge hatte, eine Aufgabe, bei der die Tiere Stimuli assoziieren miissen, die
zeitlich separiert sind (Shors et al. 2001).

Die differenzierte Erforschung der Bedeutung der gesteigerten Proliferation von Progenitorzellen
als Ausdruck der Regeneration des ZNS nach einer ausgeprigten Schidigung, wie beispielsweise
einer bakteriellen Meningitis, ist Gegenstand der aktuellen Forschung. Da in verschiedenen Stu-
dien gezeigt werden konnte, dass neben einer addquaten medikamentdsen Therapie auch Umwelt-
einfliisse, intellektuelle und soziale Anforderungen einen positiven Einfluss auf die Neurogenese
haben, stehen Aspekte der Neurogenese—Stimulation ebenfalls im Interesse der Wissenschaft (van

Praag et al. 1999a, van Praag et al. 1999b, Shors et al. 2001).

1.11 Ziel der Arbeit

Trotz stets verbesserter und effektiver antibiotischer Therapien leiden Patientin mit Pneumokok-
ken—Meningitis noch immer hédufig an schweren Komplikationen und Spitschiden. Es besteht
deshalb weiterhin die Notwendigkeit, das Verstindnis der pathophysiologischen Vorginge, der
moglichen Therapieansitze und Optionen der Regeneration des zentralen Nervensystems zu ver-
tiefen.

Die heute gut etablierten Tiermodelle zur Erforschung der bakteriellen Meningitis sind das erst-
mals 1974 beschriebene Kaninchen—Modell der Pneumokokken—Meningitis (Dacey und Sande
1974), das adulte (Pfister et al. 1990) und neonatale Rattenmodell (Leib et al. 1996b) sowie das
Mausmodell der Pneumokokken—Meningitis (Nau et al. 1999).

Ziel dieser Arbeit war die Gegeniiberstellung und Suche nach Zusammenhingen von Zellunter-
gang und Neurogenese infolge bakterieller Meningitis mit Streptococcus pneumoniae im Kanin-
chen— sowie im Mausmodell: Kommt es in der Folge einer bakteriellen Meningitis zu einer Akti-

vierung der Neurogenese und zu einer Stimulation neuroregenerativer Mechanismen?
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Tiermodelle
Die Versuche wurden vom Tierschutzbeauftragten der Universitit Gottingen und der Bezirksre-

gierung Braunschweig (Niedersachsen) gepriift und genehmigt.

2.1.1 Das Kaninchenmodell

Fiir den Versuch wurde ein Stamm von Streptococcus pneumoniae Typ 3 eingesetzt. Dieser war
aus dem Liquor eines adulten, an Meningitis erkrankten Patienten isoliert worden (freundlicher-
weise liberlassen von M. G. Téuber, Universitit Bern, Schweiz). Die Tiere wurden fiir den gesam-
ten Zeitraum des Versuches narkotisiert. 12 Stunden nach Infektion wurde die antibiotische The-

rapie mit Ceftriaxon begonnen.

Verwendete Substanzen und Dosierungen

0 Ceftriaxon (Rocephin®), 20 mg/kg Bolus, Erhaltungsdosis 10 mg/kg/h
(Hoffmann—LaRoche, Grenzach—Whylen, Deutschland)

¢ Ketamin, 25 mg/kg (CP—Plasma, Burgdorf, Deutschland)

0 Xylazin (Rompun®), 5 mg/kg (Bayer AG, Leverkusen, Deutschland)

¢ Urethan, 3x3 g (Sigma—Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

¢ Thiopental (Trapanal®), 75 mg (Byk Gulden, Konstanz, Deutschland)

¢ Bromdesoxyuridin (BrdU), 50 mg/kg (Sigma—Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

0 4%—iges Paraformaldehyd: auf 100ml 0,1M Phosphatpuffer (Na2HPO, und KH>PO4 im Ver-
hiltnis 81,8:18,2) wurden 4g Formaldehyd gelost. Nach Erhitzen auf 70°C und Zugabe von
10 Tropfen 1M NaOH wurde die Losung nach Abkiihlen filtriert.

¢ Eiweillglycerin
¢ 3—Aminopropyltriethoxy—Silane, 98% (Sigma—Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

Versuchstiere und Versuchsgruppen

Der Versuch wurde mit Weillen Neuseeldnder Kaninchen (Gewicht 2-3 kg, Alter 3 Monate)
durchgefiihrt, die zufillig auf zwei Versuchsgruppen verteilt wurden. Die erste Gruppe umfasste

n = 10 Kaninchen und diente als Kontrollgruppe. Diese Tiere wurden nicht infiziert und erhielten
lediglich die Anésthesie mit Urethan tiber 24 Stunden sowie die Antibiotikatherapie mit Ceftria-
xon. Die zweite Gruppe enthielt n = 11 Versuchstiere und stellte die mit S. pneumoniae infizierte

Gruppe dar, die — wie die erste Gruppe — iiber 24 Stunden mit Urethan narkotisiert und ebenfalls
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mit Ceftriaxon behandelt wurde. Beide Versuchsgruppen erhielten intravends BrdU zur Markie-

rung proliferiender Zellen.

Versuchsablauf

Der Versuch begann damit, dass die Kaninchen durch intramuskulidre Gabe von Ketamin (25
mg/kg) und Xylazin (5 mg/kg) narkotisiert wurden. AnschlieBend wurden den Tieren die Ohren
und der Nacken rasiert. Allen Tieren wurden zwei Zuginge gelegt, am linken Ohr ein arterieller,
am rechten Ohr ein venodser. Der arterielle Zugang diente der Blutentnahme, iiber den vendsen
Zugang wurden den Tieren die oben genannten Substanzen appliziert.

Die Narkose wurde fiir die Dauer des gesamten Versuches aufrechterhalten. Hierzu erhielten die
Tiere Urethan als 30%—ige Losung in H>O, 3 g Urethan in der ersten Stunde, in den nichsten vier
Stunden weitere 3 g und wiederum 3 g bis zum Ende der Versuchsdurchfiihrung (24 Stunden).

Die Infektion der Tiere der Versuchsgruppe zwei, mit 10° KBE S. pneumoniae Typ 3, erfolgte
intrathekal zum Zeitpunkt O Stunden. Die antibiotische Behandlung mit Ceftriaxon wurde 12
Stunden nach Infektion begonnen. Zunéchst erhielten die Kaninchen 20 mg/kg iv. als Bolus und
im Folgenden 10 mg/kg/h iv. als Erhaltungsdosis iiber 12 Stunden. 24 Stunden nach Infektion

wurden die Tiere mit Thiopental 75 mg iv. getotet.

Gewebeentnahme und Fixierung

Nach Toétung der Versuchstiere wurde das Gehirn entnommen. Zu diesem Zweck wurde die Me-
dulla oblongata vom Riickenmark abgetrennt. Sofort nach der Entnahme wurden die rechte und
linke Hemisphére voneinander getrennt, der rechte Frontalkortex wurde entfernt und der verblie-
bene dorsale Anteil in 4%—igem Paraformaldehyd fiir 24 Stunden fixiert. Die Préparation der lin-
ken Hemisphire erfolgte so, dass die Formatio hippocampi heraus prépariert und der linke Kortex
isoliert wurden. Der rechte Frontalkortex sowie der Kortex und das Hippokampus—Gewebe der

linken Hemisphire wurden bei —70 °C konserviert.

Herstellung der Schnitte

Nach Fixierung wurden die entnommenen Gewebe in aufsteigender Alkoholreihe entwissert und
in Paraffin eingebettet. Nachfolgend wurden Schnitte von 1 pm Dicke angefertigt. Die Objekttri-
ger wurden fiir die HE-Firbung mit Eiweillglycerin und fiir die anderen Fiarbungen mit Silan be-

schichtet. Die Schnitte wurden im Anschluss getrocknet.
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2.1.2 Das Mausmodell

Im Rahmen der Versuchsreihe wurden Miuse ebenfalls mit dem Keim Streptococcus pneumoniae
Typ 3 infiziert. Der Bakterienstamm (minimale Hemmkonzentration/minimale bakterizide Kon-
zentration von Ceftriaxon 0,03/0,06 mg/l) wurde auf Blutagarplatten bei 37 °C kultiviert, mit
0,9% NaCl abgeerntet und bei —70 °C aufbewahrt. 24 Stunden nach Infektion wurde die Antibio-

tikatherapie mit Ceftriaxon begonnen.

Verwendete Substanzen und Dosierungen

0 Ceftriaxon (Rocephin®), 100 mg/kg, 2x tiglich iiber 5 Tage
(Hoffmann—LaRoche, Grenzach—Whylen, Deutschland)

¢ NaCl, 0,9%—ige Losung (Merck AG, Darmstadt, Deutschland)

¢ Bromdesoxyuridin (BrdU), 50 mg/kg, 5 x 3—stiindlich, 30 Stunden bis 18 Stunden vor Tétung
(Sigma—Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

¢ Ketamin, 100 mg/kg (CP—Plasma, Burgdorf, Deutschland)

0 Xylazin (Rompun®), 10 mg/kg (Bayer AG, Leverkusen, Deutschland)

0 4%—iges Paraformaldehyd: auf 100ml 0,1M Phosphatpuffer (NaxHPO4 und KH>PO4 im Ver-
hiltnis 81,8:18,2) wurden 4g Formaldehyd gelost. Nach Erhitzen auf 70°C und Zugabe von

10 Tropfen 1M NaOH wurde die Losung nach Abkiihlen filtriert.

¢ EiweiBiglycerin
¢ 3—Aminopropyltriethoxy—Silane 98% (Sigma—Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

Versuchstiere und Versuchsgruppen

Als Versuchstiere dienten minnliche C57BL/6-Méuse (Gewicht 26-37 g, Alter 5-7 Monate)

(Charles River GmbH, Sulzfeld, Deutschland). Die Tiere wurden zufillig auf zwei Versuchsgrup-
pen aufgeteilt. Die erste Versuchsgruppe mit n = 35 Tieren stellte die mit S. pneumoniae infizierte
Gruppe dar. Die zweite Gruppe enthielt n = 30 Tiere und diente als nicht—infizierte Kontrollgrup-

pe; sie erhielten keine antibiotische Therapie. Allen Tieren wurde BrdU intraperitoneal appliziert.

Versuchsablauf

Den Tieren der ersten Versuchsgruppe wurde zur Infektion 10 ul 0,9%—ige NaCl-Losung, die 10*
KBE von Streptococcus pneumoniae enthielt, in das rechte Frontalhirn injiziert. Die Tiere der
Kontrollgruppe erhielten eine Injektion mit steriler 0,9%—iger NaCl-Losung ebenfalls in das rech-
te Frontalhirn. Nach 24 Stunden wurde die subkutane antibiotische Therapie begonnen. Hierzu
erhielten die Tiere 100 mg/kg Ceftriaxon zwei Mal téglich iiber fiinf Tage. Das Intervall zwischen

Infektion und Therapiebeginn wurde kurz gewihlt, um die Mortalitit moglichst gering zu halten.
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Die korperliche Beeintriachtigung in Folge der Meningitis wurde wihrend der antibiotischen Be-
handlungszeit durch wiederholte Seiltests bewertet (Wellmer et al. 2000).

Zur Beurteilung der proliferativen Aktivitit der neuronalen Progenitorzellen der subventrikulidren
Zone des Gyrus dentatus erhielten vier entsprechende Gruppen von Tieren (sechs aus der Gruppe
der infizierte Tiere, sechs Kontrolltiere) an den Tagen 2, 6, 10 und 16 nach Infektion fiinf intrape-
ritoneale Injektionen von BrdU (50 mg/kg) in 3—stiindlichen Intervallen von 30 Stunden bis 18
Stunden vor der Tétung. Um eine Aussage zum Langzeitiiberleben der BrdU—markierten Zellen
treffen zu konnen, wurden weitere Gruppen von Tieren (sechs infizierte Tiere, sechs Kontrolltie-
re) zwischen Tag 7 und Tag 10 zwei Mal tdglich mit einer BrdU-Injektion (50 mg/kg) behandelt
und weitere vier Wochen spiter getotet (Tag 38 nach Infektion). Zur Beurteilung der basalen Pro-
liferationsrate erhielten 6 Miuse BrdU ohne weitere Behandlung und wurden noch am Tag der
Injektion getotet. Zur Totung der Tiere wurde eine Anisthesie mit Ketamin 100 mg/kg und Xyla-

zin 10 mg/kg durchgefiihrt und die Tiere mit 4%—igem Formalin perfundiert.

Gewebeentnahme und Fixierung

Nach Totung der Versuchstiere wurde das Gehirn entnommen und bei —70 °C konserviert.

Herstellung der Schnitte

Nach Fixierung wurden die entnommenen Gewebe in aufsteigender Alkoholreihe entwissert und
in Paraffin eingebettet. Nachfolgend wurden Schnitte von 1 um Dicke angefertigt. Die Objekttra-
ger wurden fiir die HE-Fiarbung mit Eiweillglycerin und fiir die anderen Fiarbungen mit Silan be-

schichtet. Die Schnitte wurden im Anschluss getrocknet.
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2.2 Fiarbemethoden
Fiir unsere Arbeiten nutzten wir bereits etablierte Farbemethoden, die schnell reproduzierbar,
lichtmikroskopisch darstellbar und mit so wenig Priparationsschritten wie moglich durchfiihrbar

waren.

2.2.1 Hamatoxylin—Eosin—Firbung (HE)

Die Himatoxylin—Eosin—Farbung wurde nach dem neuropathologischen Standardprotokoll
durchgefiihrt. Es handelt sich um eine der am weitesten verbreiteten Routinefdrbemethoden, bei
der durch zwei verschiedene Einzelfdrbungen die Zellkerne mit der DNA blau und die Zellplas-

maproteine rot erscheinen. Die Methode diente als Ubersichtsfirbung der gewonnen Schnitte.

Verwendete Substanzen und Dosierungen
¢ Xylol (Merck AG, Darmstadt, Deutschland)
¢ Ethanol, 100%, 90%, 70%, 50%

¢ Aqua dest.

¢ Hamalaun nach Meyer (Merck AG, Darmstadt, Deutschland)

¢ HCl-Alkohol

¢ Leitungswasser

¢ Eosin, 0,1%—ige Gebrauchslosung: 10 ml 1%—ige Stammlosung + 90 ml Aqua dest.

+ 1 Tropfen konzentrierte Essigsidure

Durchfiihrung
Die Schnitte wurden zunichst fiir 30 Minuten bei 60°C in den Brutschrank gegeben. Entparaffi-

nieren in einer absteigend konzentrierten Alkoholreihe (3x Xylol je 5 Minuten, Ethanol 100% 2x3
Minuten, 90% und 70% je 2 Minuten, 50% kurz eingetaucht). Nach Spiilung in Aqua dest. stan-
den die Schnitte 10 Minuten in Himalaun (nach Meyer). Danach 10-15 Sekunden Spiilen in HCl-
Alkohol und weitere 10 Minuten Blduen in Leitungswasser. AbschlieBend fiir 4 Minuten Trinken
in Eosin, Fixation durch Eintauchen in aufsteigende Alkoholkonzentrationen (50%, 70%, 90%,

100% Xylol) und Eindeckeln.
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2.2.2 In-Situ-Tailing (IST)

Beim apoptotischen Zelltod kommt es durch internukleosomale DNA-Spaltung zur DNA-
Fragmentation. Dabei entstehen viele neue DNA—-3"-OH-Enden in apoptotischen Zellkernen. Zur
Markierung dieser Enden doppel— oder einzelstringiger DNA wird beim In—Situ-Tailing die
Terminale Transferase (DNA-Deoxynucleotidylexotransferase) benutzt. Durch die Zugabe von
Digoxigenin—dUTP-markierten Nukleotiden (DIG-UTP) kommt es zur Hybridisierung an die
denaturierte, zu markierende DNA, indem DIG-UTP alle 20-25 Nukleotide in die neusyntheti-
sierte DNA eingebaut wird. Durch Bindung eines Alkalische—Phosphatase—gekoppelten Anti—
Digoxigenin—Antikorpers werden die neugebildeten DNA—Stringe markiert und mittels chromo-
genem Substrat NBT/BCIP die apoptotischen Zellkerne schwarz angefirbt. Durch Gegenfirbung
mit Kernechtrot konnen die intakten Zellkerne rot den apoptotischen gegeniibergestellt werden
(Roche Diagnostics, Version 1, Januar 2000).

Die Markierung apoptotischer Zellen mittels In—Situ—Tailing in vitro und in vivo stellt ein sensiti-
ves Verfahren dar. Mit dieser Firbung ist eine Differenzierung der zwei Mechanismen Apoptose
und Nekrose im frithen Stadium des Zelltodes moglich. Um die Sensitivitidt der Fiarbung zu un-
termauern, wurde durch Gold et al. die Tailing—Reaktion mit einer Giemsa—Féarbung verglichen,
die eine komplette Korrelation zwischen der Markierung durch die Terminale Transferase und der
typischen Morphologie der Apoptose zeigte (Gold et al. 1994). Heute ist das In—Situ—Tailing als

Standardverfahren zum Nachweis des apoptotischen Zelltodes neuronaler Zellen weit verbreitet.

Verwendete Substanzen und Dosierungen
¢ Xylol (Merck AG, Darmstadt, Deutschland)
¢ Ethanol, 100%, 96%, 70%, 50%

¢ Aqua dest.

O Proteinase K (Sigma, Deisenhofen, Deutschland): Stammlosung 5 mg/ml (in TBS)
fiir die Gebrauchslésung 1:50 verdiinnt (Andauung)

0 36,5 ul Aqua dest. + 10 ul Tailing Puffer + 2 pl CoCl,—Losung + 1 ul DIG-DNA-LabelingMix
+ 0,5 pl terminale Transferase—Losung pro Schnitt (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutsch
land) (Tailing—Mix)

O Tris Buffered Saline (TBS) = 17 g NaCl (J. T. Baker, Holland) + 12,1 g TRIS (Carl Roth GmbH
& Co, Karlsruhe, Deutschland) ad 1900 ml Aqua dest. + 1 M—HCI bis ph 7,5 eingestellt (Puffer)

0 FCS, 10%—-ig (Biochrom KG, Berlin), in TBS verdiinnt (Serum)

¢ 50 ml NBT/BCIP—Substratpuffer (12,11 g TRIS + 5,84 g NaCl + 10,17 g MgCl ad 11 Aqua
dest. auf pH 9,5) + 225 ul NBT + 175 ul BCIP (Chromogen)

¢ Kernechtrot (Gegenfirbung)
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O IMMU-MOUNT (Thermo Shandon, USA) (Eindeckeln)

Durchfiihrung

Entparaffinieren der 1 pwm dicken Schnitte in Xylol (3x10 Minuten) und absteigenden Ethanol-
konzentrationen (2x100%, 1x96%, 1x70%, 1x50%; je 3 Minuten), anschlieBend wurden sie mehr-
fach in Aqua dest. und TBS gespiilt. Andauung mit Proteinase K. Dazu wurden 100 pl der
Gebrauchslosung aufgetragen und fiir 15 Minuten bei 37 °C in einer feuchten Kammer inkubiert.
Danach 2x Spiilung in TBS und fiir 5 Minuten Stellen in eiskaltes TBS. Nach Auftragen von 50 pl
Tailing—Mix und Auflegen von Deckglédsern erneut Inkubieren der Schnitte bei 37 °C in einer
feuchten Kammer. Nach 1 Stunde wurden die Deckgliser in einer Kiivette mit TBS abgelost und
die Schnitte 4-5x in TBS gespiilt. Auftragen von 100 pl 10%-igem FCS und Inkubation in der
feuchten Kammer fiir weitere 15-20 Minuten bei Raumtemperatur. Nach vorsichtigem Abklopfen
der Flissigkeit wurde im nichsten Schritt der mit Alkalischer Phosphatase—gekoppelte Anti—
Digoxigenin—Antikorper in einer Verdiinnung von 1:250 (mit 10%—igem FCS) aufgetragen und 1
Stunde bei Raumtemperatur stehen gelassen. Vor Entwicklung der Schnitte mit chromogenem
Substrat erneute Spiilung in TBS, 4-5x. Nach 5 Minuten Entwicklungszeit wurde eine erste mik-
roskopische Kontrolle durchgefiihrt und die Schnitte am Ende der Entwicklung in Aqua dest. vom
restlichen Chromogen gereinigt. Zum Abschluss Gegenfirbung mit Kernechtrot fiir 10 Minuten

und Spiilung in Leitungswasser. Eindeckeln mit IMMU-MOUNT.
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2.2.3 Anti-Bromdesoxyuridin—Féarbung (Anti-BrdU)

Proliferierende Zellen bauen in Gegenwart von 5-Brom—2"-Desoxyuridin (BrdU) dieses als
Thymidin—Analogon wihrend der DNS—Synthese (S—Phase des Zellzyklus) in die DNA ein. Bei
der Fiarbung mit BrdU kommt es zu einer Bindung des monoklonalen Antikoérpers gegen das
Thymidin—Analogon 5-Brom—-2"-Desoxyuridin, der das in die DNA eingebaute BrdU erkennt.
Hierfiir muss die im Zellkern vorliegende DNA zuvor denaturiert/fixiert beziehungsweise partiell
degradiert werden, so dass zum Teil DNA—FEinzelstringe vorliegen. Der Antikorper reagiert nicht
Kreuz mit zelluldren Komponenten wie Thymidin, Uridin oder DNA. Die Anti-BrdU-Firbung
wird in der Immunozyto— und Immunohistochemie zum qualitativen Nachweis von proliferieren-
den Zellen auf Einzel-Zell-Ebene durch Licht-Mikroskopie genutzt (Roche Diagnostics, Version
3, November 1999).

Cameron und McKay zeigten in ihrer Studie 2001, dass der S—Phasen—Marker BrdU als spezifi-
scher, quantitativer und nicht—toxischer Marker zum Nachweis sich teilender Zellen im Gyrus
dentatus der adulten Ratte eingesetzt werden kann, wenn hohe Dosen gegeben werden
(300mg/kg). Beim Einsatz niedriger Dosen kommt es nur zur Markierung eines Bruchteiles der S—
Phase—Zellen (Cameron und McKay 2001). Zuvor war bereits der Einsatz von BrdU bei der emb-
ryonalen Neurogenese gut untersucht worden. Die intraperitoneale Gabe von 50mg/kg ist die ge-
ringste mogliche Dosis, die zur Markierung der Zellen in der S—Phase in der Region der kortika-
len ventrikuldren Zone bei der embryonalen Maus ausreicht und gleichzeitig keine toxischen Phi-
nomene zur Folge hat (Miller und Nowakowski 1988). Neben dem Nutzen von BrdU sind auch
Nachteile bekannt, z. B. dass es nicht absolut spezifisch fiir sich teilende Zellen ist, sondern auch
solche Neurone markiert, die mit der Reparatur kleiner Mengen von DNA beschiftigt sind (Sel-
den et al. 1993). Auch kann es als Mutagen wirken, hohe Dosen haben einen nachteiligen Effekt
bei embryonalen und neonatalen Ratten (Kolb et al. 1999).

Fiir den zuverldssigen Nachweis neurogenetischer Zellen im Gyrus dentatus der Formatio hippo-
campi ist BrdU heute ein gut etablierter und héufig eingesetzter Marker. Aus diesem Grund zogen

auch wir BrdU als Marker fiir unsere Studie heran.

Verwendete Substanzen und Dosierungen
0 Xylol (Merck AG, Darmstadt, Deutschland)
¢ Ethanol, 100%, 96%, 70%, 50%

¢ Aqua dest.

¢ Citratpuffer, 2,1 g Citronensdure—1-Hydrat auf 1 1 Aqua bidest. auffiillen und pH auf 6
einstellen (Merck AG, Darmstadt, Deutschland) (Behandlung im Mikrowellengerit)

¢ PBS, 9,55 g auf 1 1 Aqua bidest. (Dulbecco, Biochrom AG, Berlin, Deutschland) (Puffer)
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0 H20, (Merck AG, Darmstadt, Deutschland) (Peroxidaseinhibitor)

O FCS, 10%—-ig (Biochrom KG, Berlin, Deutschland), in TBS verdiinnt (Serum)

¢ Anti—Bromdesoxyuridin—POD; monoklonaler Antikorper gegen das Thymidin—Analogon 5—
Brom-2"-Desoxyuridin, Fab-Fragmente konjugiert mit Peroxidase (Roche Diagnostics, Mann
heim, Deutschland) (Antikorper)

¢ Anti-MAP-2, monoklonaer Maus—Antikorper, 1:400 verdiinnt (Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland)

¢ Rabbit Anti—-TUC—4 Protein, polyklonaler Antikoper, 1:1,500 verdiinnt (Chemicon
International Inc)

¢ Maus Anti—beta—tubulin—Antikorper, monoklonal, 1:500 verdiinnt (Covence, Richmond, CA)

¢ 3,3-Diaminobenzidin (DAB—Substrat) (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) (Substrat
I6sung)

¢ Hamalaun nach Meyer (Merck AG, Darmstadt, Deutschland) (Gegenfirbung)

¢ loslicher APAAP-Komplex

¢ Neufuchsin

O IMMU—-MOUNT (Thermo Shandon, USA) (Eindeckeln)

Durchfiihrung
Entparaffinieren der Schnitte in Alkohol (3x 10 Minuten Xylol; 2x100%, 1x96%, 1x70%, 1x50%

Ethanol je 3 Minuten) und Spiilen in Aqua dest. Einstellen in Citratpuffer (pH 6), 5x3 Minuten
Kochen in der Mikrowelle und Spiilen mit PBS. Um die endogene Peroxidase zu blockieren, wur-
de 30%—iges H>O: in einer Kiivette mit PBS auf 0,3% verdiinnt (50 ml PBS + 500 pl H>O> 30%)
und die Schnitte fiir 15 Minuten hineingestellt. Im Anschluss erneut Waschen in PBS (3x), bevor
jeweils 100 pl 10%—iges FCS (in PBS verdiinnt) aufgetragen und die Schnitte 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert wurden. Im niichsten Schritt Uberschichten der Schnitte mit 100 pl
Anti—BrdU—-Antikorper (1 U/ml) und Inkubation in feuchter Kammer fiir 2,5 Stunden bei Raum-
temperatur. 3x Waschen in PBS, Auftragen der Substratlosung DAB (1:10) und 3—10 Minuten
Entwicklung unter mikroskopischer Kontrolle. Nach Abschluss der Entwicklung Spiilung in H-O,

Gegenfirben mit Himalaun.

Einzelne Schnitte des Mausmodells wurden ausgewihlt und zusitzlich mit den entsprechend ver-
diinnten Antikorpern Anti-MAP-2, Anti-TUC—4 und Anti—beta—Tubulin iiberschichtet. Alkalin—
Phosphatase/Anti—Alkalin—Phosphatase-Methode und Visualisieren mit Neufuchsin. Eindeckeln
mit IMMU-MOUNT.
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2.3 Quantifikation der apoptotischen und BrdU—markierten Zellen

Sowohl bei den Miusen als auch bei den Kaninchen wurden die HE—gefédrbten Schnitte gebraucht,
um die Fliche der Kornerzellschicht zu messen. Dazu wurde ein Contron Videoplan Morpho-
metrie-Computer (Grundig, Deutschland) genutzt. Fiir die Zdhlungen der Apoptosen bzw. prolife-
rierenden Zellen im Gyrus dentatus wurden jeweils die entsprechend gefidrbten Folgeschnitte he-

rangezogen.

In den angrenzenden Hirnarealen wurde die Dichte der BrdU—markierten Zellen ebenso wie die
der durch In-Situ—Tailing markierten Zellen — mit apoptotischer Morphologie — gezihlt. Die
Dichte der immunomarkierten und apoptotischen Zellen wurde als Anzahl der markierten Zellen
der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus pro mm? angegeben.

Zur Feststellung, dass es sich bei den mittels In—Situ—Tailing bzw. BrdU-markierten Zellen um
Neurone handelt, wurde erginzend ausgewertet, ob Doppel-Markierungen mit MAP-2, TUC—4
und beta—Tubulin vorliegen. Auflerdem wurden Doppel-Markierungen von In—Situ—Tailing und

BrdU im Kaninchenmodell (n = 6) angelegt.

2.4 Statistische Analyse

Die Unterschiede zwischen den einzelnen experimentellen Gruppen wurden mit dem Mann—
Whitney—U-Test untersucht. Ein p—Wert < 0.05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. Die
erhobenen Daten werden in Diagrammen als Mediane und Quartile (25. und 75. Perzentil) wie-

dergegeben.
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3. ERGEBNISSE

Es ist bekannt, dass mit Hilfe verschiedener Marker in tierexperimentellen Studien neu—generierte
Neurone identifiziert werden konnen. Diese Methoden haben wir im Rahmen der vorgelegten
Arbeit ebenfalls genutzt, um in zwei verschiedenen Tiermodellen die bei einer bakteriellen Me-

ningitis ablaufenden Zelluntergéinge den Proliferationen neuer Zellen gegeniiberzustellen.

Die Ergebnisse der beiden Tiermodelle werden nachfolgend im Einzelnen dargestellt. Die ent-
sprechenden mikroskopischen Bilder der histologischen Schnitte des Maus— und Kaninchenmo-

dells sind im Bildanhang priésentiert.

3.1 Ergebnisse Mausmodell

Die im Mausmodell mit Streptococcus pneumoniae infizierten Tiere (n = 35) entwickelten alle
eine Meningitis. Da fiinf Tiere bereits wihrend der akuten Phase der Infektion verstarben, wurden
sie von den weiteren Analysen ausgeschlossen. Die iibrigen infizierten Tiere (n = 30) erholten

sich vollstandig von der Infektion im Anschluss an die antibiotische Behandlung mit Ceftriaxon.

Mittels wiederholter Seiltests wurde die Beeintrichtigung der korperlichen Aktivitit bei den Me-
ningitis—-Mé&usen im Vergleich zur nicht—infizierten Kontrollgruppe (n = 30) untersucht. Hierbei
zeigte sich, dass die erkrankten Tiere ein schlechteres Ergebnis und damit eine groflere Ein-

schriankung aufwiesen (p = 0.001).

In den nach Totung der Miuse hergestellten Schnitten gelang bei allen Tieren der Nachweis
BrdU—positiv gefdrbter Zellen in der subgranuldren Zone des Gyrus dentatus (Bildanhang Abb.
3). Es fiel auf, dass am sechsten Tag nach intrazerebraler Infektion mit Streptococcus pneumoniae
die Dichte der mit Brd—U markierten neuronalen Progenitorzellen in der Meningitis—Gruppe ho-
her waren als in der Kontroll-Gruppe, in welcher die Tiere intrazerebral ausschlieBlich Kochsalz-
16sung erhalten hatten (Bildanhang Abb. 4). Die Differenz war mit p = 0,004 signifikant. Im Un-
terschied dazu erreichten die Abweichungen an den Tagen zwei und zehn nach Infektion nur na-

hezu statistische Signifikanz (p = 0,06).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass in der Gruppe der an Meningitis leidenden Tiere die Dich-
te der BrdU—positiven Zellen am zweiten Tag nach der Infektion einen Hochststand erreichte. In

den Tagen danach ging sie langsam wieder zuriick (Diagramm A).
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Um das weitere Uberleben und die neuronale Zugehorigkeit der neugeborenen Zellen beurteilen
zu konnen, wurden zusitzlich an einzelnen ausgewihlten Schnitten Firbungen mit Antikorpern
gegen BrdU kombiniert mit dem neuronalen Marker MAP-2 angefertigt (vier Wochen nach der
letzten Injektion von BrdU, entspricht 38 Tage post infectionem). AnschlieBend wurde die Dichte
derjenigen Zellen mit einer Doppelmarkierung fiir BrdU und MAP-2 gemessen. Hiermit konnten
wir folgende Nachweise erbringen: dadurch dass MAP—2—Isoformen ausschlielich in neuronalen
Zellen exprimiert werden, konnten die BrdU—positiven Zellen als eindeutig neuronalen Ursprun-
ges identifiziert werden. Andererseits gelang es uns zu zeigen, dass die Zellen mehrere Wochen
nach der Infektion noch nachweisbar sind und nicht einem frithen Zelltod erliegen (Bildanhang

Abb. 6).

Die Anzahl der BrdU-markierten Zellen, die in den Tieren mit stattgehabter Meningitis gefunden
wurde, war hoher als in der Kontrollgruppe (p = 0,02). Uberdies war die Dichte der doppelt im-
muno—markierten Zellen in der Gruppe der Tiere nach Meningitis hoher (p = 0,005) (Diagramm
B). Annédherungsweise 60% der neugeborenen Zellen bei den Meningitis—Tieren differenzierten
sich in Neurone und migrierten tiefer in die Kornerzellschicht (Bildanhang Abb. 5), was durch die

Féarbung mit dem neuronalen Marker MAP-2 gezeigt wurde (Bildanhang Abb. 6).

Die BrdU—positiven Zellen waren weiterhin fiir die neuronalen Marker TUC—4 und beta—Tubulin
positiv (Bildanhang Abb. 7, 8), hier wurden ebenfalls einzelne Schnitte doppelt immunomarkiert.
Das neuronale Markerprotein TUC—4 wird fast ausschlieBlich in frith—postmitotischen Neuronen
in erster Linie im Zytoplasma und typischerweise in der Hochphase des axonalen Wachstums
exprimiert. Damit kann neben der Eindeutigkeit des neuronalen Ursprunges auch gezeigt werden,
dass die doppelt—positiven Zellen weder adulte Neurone noch neuronale Progenitorzellen sind.

Das Zytoskelett—Protein beta—Tubulin besteht aus verschiedenen Gewebe—spezifischen Isofor-
men, beta—IlI-Tubulin gilt als Neuronen—spezifisch. Somit zeigten wir auch mit diesem gut etab-
lierten Marker, dass es sich bei den mittels BrdU-Féarbung identifizierten neu gebildeten Zellen

tatsidchlich um Neurone handelt.
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Diagramm A: Dichte BrdU—positiver Zellen in der subgranuldren Zone des Gyrus dentatus der
Maus nach Induktion einer bakteriellen Meningitis (Kreise) und in der Kontrollgruppe (Késtchen)
an Tag 0, 2, 6, 10 und 16 nach Infektion, n = 6 zu jedem Zeitpunkt.
a: p = 0.06 gegeniiber Kontrolle, b: p = 0.004 gegeniiber Kontrolle.
Median, 25%— und 75%—Quantile.

120 7
100 1
80 1
60 1
40 1

20 1

M K M K
BrdU BrdU + MAP-

Diagramm B: Dichte BrdU—positiver bzw. BrdU—und MAP-2 positiver Zellen im Gyrus denta-
tus der Maus 38 Tage nach Induktion einer bakteriellen Meningitis
(28 Tage nach Exposition gegeniiber BrdU), n = 6. M: Meningitis, K: Kontrolle.
a: p = 0.02 gegeniiber Kontrolle, b: p = 0.005 gegeniiber Kontrolle.
Median, 25%— und 75%—Quantile.
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3.2 Ergebnisse Kaninchenmodell
Im Kaninchenmodell wurden n = 9 Tiere aus der Versuchsgruppe n = 9 Tieren in der Kontrol-

gruppe gegeniibergestellt.

3.2.1 Entziindungsparameter im Liquor

Wihrend des Experimentes wurde neben dem Laktat— und Proteinspiegel im Liquor zerebrospina-
lis auch die Anzahl der weilen Blutkdrperchen bestimmt. Diese Parameter sind bei einer ablau-
fenden Entziindungsreaktion des ZNS regelmifBig erhoht. Die — im Rahmen der in unserem Ver-
such induzierten bakteriellen Meningitis mit Streptococcus pneumoniae — gemessenen Werte wa-
ren im Vergleich zu den gesunden Kontroll-Tieren ebenfalls erhoht. Die genannten Parameter

werden nachfolgend einzeln dargestellt.

a. Leukozyten

Die Anzahl der Leukozyten wurde in beiden Gruppen (Meningitis—Tiere und nicht-infizierte
Kontrollgruppe) 12 und 24 Stunden nach Versuchsbeginn im Liquor zerebrospinalis gemessen.
Hierbei zeigten sich deutlich hohere Werte in der Gruppe der mit bakterieller Meningitis infizier-
ten Kaninchen gegeniiber der Kontrollgruppe. Der Unterschied war sowohl 12 als auch 24 Stun-

den nach Infektion mit p < 0.05 signifikant (Tabelle 1).

b. Laktat

Die Laktatwerte im Liquor wurden zur Beurteilung der anaeroben Glykolyse wihrend der ablau-
fenden Meningitis gemessen und die erhaltenen Konzentrationen mit denen der Kontrollgruppe
(nicht-infizierte Kaninchen) verglichen. Auch hier zeigte sich eine Differenz mit hoheren Kon-
zentrationen in der Gruppe der infizierten Tiere. Beide Messungen (12 und 24 Stunden nach In-
fektion) zeigten im Vergleich der erkrankten mit den gesunden Tieren mit p < 0.05 statistische

Signifikanz (Tabelle 1).

c. Protein

Der Proteingehalt des Liquor zerebrospinalis kann als Ausdruck fiir die erhohte Permeabilitéit der
Blut-Hirn—Schranke wihrend einer Infektion des ZNS betrachtet werden. In unserem Versuch fiel
auch fiir diesen Wert ein signifikanter Unterschied (p < 0.05) zwischen der Gruppe der an Menin-

gitis leidenden und den gesunden Kontroll-Tieren auf (Tabelle 1).
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3.2.2 Apoptosen im Gyrus dentatus des Hippokampus

Im von uns untersuchten Kaninchenmodell wurden die angefertigten Schnitte nach Anfertigung
der verschiedenen Fdrbungen auf apoptotische Zellen mikroskopiert und ausgewertet. Hierbei
zeigte sich, dass sowohl bei den gesunden, nicht-infizierten Tieren als auch bei den an Strepto-
coccus pneumoniae—Meningitis leidenden Kaninchen Apoptosen im Gyrus dentatus des Hippo-
kampus nachgewiesen werden konnten. Die neuronalen Apoptosen in der Kornerzellschicht des

Gyrus dentatus wurden wie folgt identifiziert:

1. Himatoxylin—Eosin—-Férbung:
Mit dieser Farbung wurden in den Schnitten Chromatinverdichtungen und Kondensationen sowie
gelegentlich auftretende apoptotische Korperchen dargestellt (Bildanhang Abb. 9, 10). Die Fli-

chenmessung des Gyrus dentatus wurde an diesen Schnitten durchgefiihrt.

2. In-Situ-Tailing (IST):

Die beim apoptotischen Zelltod in Folge internukleosomaler DNA—Spaltung auftretenden DNA—
Fragmentationen konnen mit dieser Firbung am entstehenden freien DNA-3‘~Ende markiert und
die apoptotischen Zellkerne schwarz angefiarbt werden. Die Gegenfiarbung mit Kernechtrot erlaubt
die Abgrenzung gegeniiber vitalen Zellkernen (rot). Die Quantifizierung erfolgte anhand der ange-

fertigten Schnitte (Bildanhang Abb. 11-14).

Die Dichte der Apoptosen in der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus wurde auf die gemessenen

Fliichen der jeweiligen Schnitte bezogen und als Anzahl pro mm?® ermittelt.

Da der apoptotische Zelltod als physiologischer Prozess ebenso in gesunden Geweben abliuft,
erwarteten wir, in unserem Versuch apoptotische Zelluntergéinge auch bei den nicht—infizierten

Tieren nachzuweisen. Die Anzahl der apoptotischen neuronalen Zellen lag in der Kontrollgruppe

bei 40,6 Apoptosen/mm” (Median).

Im Rahmen einer bakteriellen Meningitis kommt es ebenfalls zum apoptotischen Zelltod der Neu-
rone. Die Auswertung der neuronalen Apoptosen im Gyrus dentatus zeigte entsprechend hohere

Werte fiir die erkrankten Tiere. Die Dichte der apoptotischen Neurone lag im Median bei 227

Apoptosen/mm?. Dier Unterschied erreichte mit p < 0.0001 statistische Signifikanz (Tabelle 1).
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3.2.3 Neurogenese im Gyrus dentatus des Hippokampus
Zur Beurteilung der Neurogeneserate wurden fiir beide Gruppen (infizierte und gesunde Tiere) die
entsprechend identifizierten Zellen in der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus ausgezédhlt. Um

die neu gebildeten Neurone darstellen zu kdnnen, wurde folgende Methode verwendet:

1. Anti-Bromdesoxyuridin—Firbung (Anti—BrdU):

Proliferierende Zellen bauen in Gegenwart von BrdU dieses als Thymidin—Analogon wihrend der
DNS—Synthese in die DNA ein. Durch die Markierung mit einem Antikorper gegen BrdU konnen
auf Einzel-Zell-Ebene jene Zellen lichtmikroskopisch nachgewiesen werden, die wéhrend der

Replikation BrdU in die DNA eingebaut haben.

Die Dichte der proliferierenden Neurone in der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus wurde ana-

log zur Dichte der Apoptosen als Anzahl pro mm” angegeben.

BrdU-positive Zellen in der subgranuldiren Zone des Gyrus dentatus konnten in allen Tieren
nachgewiesen werden. Im Einzelnen lag die Dichte der BrdU-markierten Zellen in der Gruppe
der infizierten Tiere im Median bei 51,7 pro mm” Die Auswertung der Kontrollgruppe mit den
gesunden Tieren ergab eine Dichte von 24,1 positiven Zellen pro mm? (Median).

Die Differenz zwischen den beiden Gruppen 24 Stunden nach induzierter Meningitis erreichte

somit statistische Signifikanz mit p = 0,03 (Diagramm C, Bildanhang Abb. 15-18).

Um bei BrdU—positiven Zellen einen frithen apoptotischen Zelltod auszuschlieen, wurden ergén-
zend Doppelmarkierungen mit IST und Anti-BrdU-Antikérpern durchgefiihrt. Hierbei zeigte
sich, dass weniger als 10 % der BrdU—positiven Zellen zugleich im IST positiv gefirbt waren.

In der Kontrollgruppe konnte keine Korrelation zwischen der Dichte BrdU—markierter Zellen und
der Dichte der IST—positiven Zellen bemerkt werden (Spearman’s rank correlation coefficient rs=
-0.07, p=0.88).

In der Gruppe der Meningitistiere war die Korrelation zwischen der Anzahl proliferierender und

apoptotischer Zellen schwach und erreichte keine statistische Signifikanz (rs; = 0.65, p = 0.07).
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3.3 Tabellarische Ubersicht der Laborwerte im Kaninchenmodell

Meningitis Kontrolle
Leukozyten (1/microl) 12h 288 (128/565)* 0(0/11)
Leukozyten (1/microl) 24h 5141 (3371/9429)* 11 (6/43)
Laktat (mmol/l) 12h 4.3 (3.3/5.9)* 1.5 (1.4/1.7)
Laktat (mmol/l) 24h 8.7 (6.9/9.1)* 1.5 (1.3/1.9)
Protein (mg/l) 12h 944 (667/1725) 627 (527/786)
Protein (mg/l) 24h 3940 (2573/4260)* 1397 (1020/1829)
Apoptotische Neurone
(1/mm?) 24h 227 (98.7/339.3)* 40.6 (37.3/44.8)
BrdU-markierte Zellen
(1/mm?) 24h 51.7 (36/57.1)* 24.1 (18.5/44.4)

Tab. 1: Leukozytenzahl, Konzentrationen von Laktat und Protein im Liquor. Zahl der apoptotischen und BrdU—
positiven Neurone in der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus pro mm?®.

Alle Werte wurden 12 bzw. 24 Stunden nach Infektion gemessen und werden als Median sowie 25%— und 75%—
Quantile in Klammern angegeben.

Die mit * markierten Werte in der Meningitisgruppe sind mit p < 0,05 gegeniiber der Kontrollgruppe statistisch

signifikant.

BrdU-markierte 60
Zellkerne/mm?
50
40

30

20

10

Meningitis Kontrolle

Diagramm C: Anzahl BrdU—positiver Zellen, angegeben in 1/mm?.

Median, 25%— und 75%—Quantile.
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4. DISKUSSION

4.1 Allgemein

Wihrend der Ausbildung des Nervensystems sterben 50-80% der Zellen, die geboren werden,
bevor sie ausgewachsen sind (Oppenheim 1991). Mit Abschluss der embryonalen Entwicklung
des ZNS verbleiben in verschiedenen Regionen neuronale Stammzellen, die wihrend des gesam-
ten weiteren Lebens proliferative Aktivitit zeigen. Auerdem konnen diese Zellen von ihrem ur-
spriinglichen Ort auswandern und in ein Neuronennetzwerk integriert werden, um dort spezifische
Funktionen zu tibernehmen. Biebl et al. zeigten 2000, dass nur ein kleiner Teil dieser neuronalen
Zellen dauerhaft iiberlebt. Der iiberwiegende Teil unterliegt dem apoptotischen Zelltod (Biebl et
al. 2000).

Die beiden Gehirnregionen, die diesbeziiglich am besten untersucht sind, sind der Gyrus dentatus
des Hippokampus und die subventrikulidre Zone des Seitenventrikels (SVZ) (Eriksson et al. 1998,
Kornack und Rakic 1999, Kirschenbaum et al. 1994). Stammzellen wurden aber auch in Regionen
nachgewiesen, die unter normalen Bedingungen keine neurogenetische Aktivitit zeigen; Striatum
und Septum (Palmer et al. 1995), Riickenmark (Shihabuddin et al. 1997), zerebraler Cortex und
Corpus callosum (Palmer et al 1997).

Unterschiedliche Mechanismen sind an der Regulation der adulten Neurogenese beteiligt. Die
verschiedenen intrazelluldren und molekulargenetischen Vorginge unterliegen multiplen Einfliis-
sen. Bei der Regulation der Neurogenese im Hippokampus kénnen in vivo drei Gruppen unter-

schieden werden (Kempermann 2002):

1. physiologisch (Alter, Geschlecht, saisonale Einfliisse, Aktivitit)
2. pathologisch

3. chemisch (Medikamente, Hormone, Neurotransmitter, Wachstumsfaktoren)

Verschiedene pathologische zerebrale Zustinde wurden beziiglich proliferativer Vorgénge neuro-
naler Zellen untersucht. Nach einer experimentellen Autoimmunenzephalomyelitis konnte ebenso
eine erhdhte Neurogenese nachgewiesen werden (Picard—Riera et al. 2002) wie im Tiermodell bei
Epilepsie, Trauma und ischdmischem Insult (Liu et al. 1998, Dash et al. 2001, Peterson 2002).

Potts et al. fanden hingegen in ihren experimentellen Untersuchungen nach Trauma eine vermin-

derte neuronale Proliferationsrate im Hippokampus (Potts et al. 2009).
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In der vorgelegten Arbeit wurden der apoptotische Zelltod und die Neurogenese mittels zweier
Tiermodelle untersucht. Sowohl im Maus— als auch im Kaninchenmodell wurde eine gesunde
Kontrollgruppe einer mit Streptococcus pneumoniae infizierten Meningitisgruppe gegeniiberge-
stellt. Wir haben jeweils die im Gyrus dentatus des Hippokampus beobachtete neuronale Schadi-
gung sowie das Regenerationspotential anhand der Anzahl Apoptosen und Proliferation neurona-
ler Progenitorzellen ausgewertet. Um die Anzahl der apoptotischen und neu gebildeten Neurone

in beiden Tiermodellen vergleichen zu konnen, wurden die ausgezéhlten Zellen pro Flichenein-

heit (mm?) angegeben.

In Folge der ausgelosten Infektion kam es neben der induzierten neuronalen Schidigung der Hip-
pokampus—Region auch zu einer erhohten Proliferationsrate der neuronalen Progenitorzellen in

der subgranulidren Zone des Gyrus dentatus.

Sowohl das Kaninchen— als auch das Maus—Modell sind seit vielen Jahrzehnten anerkannte und
gut etablierte Tiermodelle zur Verbesserung des Verstindnisses der Abldufe bei der bakteriellen
Meningitis. Erste Dokumentationen stammen aus den 1960—er und frithen 1970—er Jahren (Perry
und Cluff 1963, Isamukhamedov et al. 1964, Tsai et al. 1975). Neben der Untersuchung der pa-
thologischen Vorginge im ZNS wihrend der Infektion konnen die Beeinflussung durch unter-

schiedliche Therapie—Ansitze ebenso wie regenerative Prozesse zuverlissig dargestellt werden.

4.2 Apoptotischer Zelltod bei Neuronen

Neuronale Zellen konnen sowohl im Rahmen physiologischer Abldufe als auch in Folge patholo-
gischer Einfliisse dem apoptotischen Zelltod unterliegen. Dieser Vorgang ist dadurch gekenn-
zeichnet, dass Zellen in stets der gleichen Form auf diverse Reize oder Schadigungen reagieren.
Die verschiedenen Stimuli, die den apoptotischen Zelluntergang auslésen sowie die korpereigenen
Regulationsmechanismen wurden bereits in der Einleitung detailliert dargestellt. Die neuronale
Apoptose der Zellen des Gyrus dentatus im Hippokampus stellt auch wihrend der bakteriellen
Meningitis ein iibliches Merkmal der Zellschiddigung dar (Zysk et al 1996, Nau et al. 1999).

Der apoptotische Zelltod von Neuronen und seine Beeinflussung ist seit Jahren Bestandteil der
Meningitis—Forschung. Es ist bekannt, dass es auch bei der neuronalen Entwicklung im Rahmen
der Embryogenese zum Zelltod von Neuronen kommt. Das Vorliegen neurotropher Faktoren, wie
z. B. Nervenwachstumsfaktor (nerve growth factor, NGF), ist essentiell fiir das Uberleben der
Zellen. Durch Entzug von NGF in vitro setzt innerhalb 2448 Stunden der apoptotische Zelltod
ein (Martin et al. 1988).
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Neuronale Degenerationen finden sich weiterhin nach unterschiedlichen zerebralen Schédigun-
gen, z. B. in Folge ischdmisch-hypoxischer Ablidufe (Iwai et al. 1995) und kann zudem experi-
mentell, u. a. durch ionisierende Strahlung ausgelost werden (Gobé et al. 1988).

Ebenfalls ist bekannt, dass exzitatorische Neurotransmitter in vivo und in vitro durch ihre neuro-
toxische Wirkung in Folge erhohter Exposition (z. B. Glutamat) zur DNA-Fragmentation und
damit neuronalen Apoptose fithren konnen. Dies geschieht durch Inhibition der Endonuklease und
mRNA—-Synthese (Kure et al. 1991). Die Toxizitdt von Glutamat soll bei diversen Erkrankungen
(z. B. Epilepsie, M. Parkinson, M. Alzheimer) an der Pathogenese beteiligt sein (Lipton und Ro-
senberg 1994).

Der Entzug von Steroidhormonen kann einen apoptotischen Zelluntergang bei Neuronen auslosen.
Im Tiermodell konnte nach Adrenalektomie eine vermehrte Expression von p53 und ein Anstieg
der neuronalen Apoptosen im Gyrus dentatus nachgewiesen werden (Schreiber et al. 1994). Hier-
bei ist interessant, dass der Hormonentzug einen sehr komplexen Einfluss auf den Zellstoffwech-
sel zu haben scheint, denn es konnte auch eine gesteigerte Neurogenese gezeigt werden (Cameron

und Gould 1994).

Wir demonstrierten in unserer Arbeit anhand der beiden Tiermodelle lichtmikroskopisch mittels
In—Situ—Tailing den apoptotischen Zelltod in Folge einer experimentell ausgeldsten Meningitis
mit Streptococcus pneumoniae. Zur histologischen Darstellung wurde dabei die immunohisto-
chemische Markierung der bei der Apoptose entstehenden nukleiren DNA-Fragmentationen
(Gold et al. 1994) genutzt. Diese Technik kann sowohl fiir in Paraffin eingebettete Gewebeschnit-
te als auch bei Zellkulturen herangezogen werden (Gold et al. 1993, Ansari et al. 1993). Aufler-
dem wurden die typischen morphologischen Kriterien — Kondensation und Schrumpfen des Zell-
kernes sowie schmales Zytoplasma — zur Identifizierung des apoptotischen Zelltodes mit herange-
zogen. Mittels der ebenfalls angefertigten HE-Firbung erhielten wir eine Ubersichtsfirbung, an
der die Flachenbestimmung erfolgte. Die HE-Firbung stellt eine weit verbreitet Routinefirbung

dar.

Der apoptotische Zelltod der Kornerzellen des Gyrus dentatus ist ein hidufiges Merkmal der Zell-
schiadigung im Verlauf einer bakteriellen Meningitis (Zysk et al. 1996, Nau et al. 1999). In unse-
rer Studie waren die apoptotischen Zelluntergiinge der Neurone in der Kornerzellschicht des Gy-
rus dentatus bereits 24 Stunden nach Beginn der Infektion nachweisbar. Wihrenddessen fanden
wir in anderen Hirnregionen keine Anzeichen fiir apoptotische Neurone. Die erhohte Vulnerabili-
tit der neuronalen Zellen des Gyrus dentatus bei abgelaufener Meningitis ist ein bekanntes

Merkmal und war auch in unseren Untersuchungen nachvollziehbar.
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Im Gegensatz dazu zeigen Tiere mit hypoxisch—ischdmischen Schidigungen vor allem Lésionen
in der CAl1-Region des Hippokampus. Dieses Areal (Sommer‘scher Sektor) ist auf Grund der
GefiBversorgung des Hippokampus durch Aste der Arteria cerebri posterior besonders empfind-

lich gegeniiber Durchblutungsstérungen (Iwai et al. 1995).

Die Anzahl der neuronalen Apoptosen im Kaninchenmodell lag in der vorliegenden Studie im

Median bei 227 Zellen/mm?.

Im Gegensatz dazu ist bekannt, dass die Dichte apoptotischer Zellen infolge neurodegenerativer
Erkrankungen beim Menschen niedriger ist. So konnten Lassmann et al. bei Patienten mit klinisch
und histologisch gesicherter Alzheimer—Erkrankung zwischen 3,3 und 52,5 Neurone pro mm2 mit

DNA-Fragmentationen nachweisen (Lassmann et al. 1995).

Nau et al. untersuchten bei 20 Autopsiefillen nach Subarachnoidalblutung und globaler zerebraler

Hypoxie lichtmikroskopisch das Auftreten neuronaler Apoptosen beim Menschen mittels IST. Im
Gyrus dentatus des Hippokampus zeigten sich bei Subarachnoidalblutung 4.0/mm? apopotische
Neurone und bei zerebraler Hypoxie 3.6/mm?. Demgegeniiber waren bei den 10 Kontrollpatien-

ten, die in Folge nicht-neurologischer Erkrankungen starben, 0 Apoptosen pro mm? nachweisbar
(Nau et al. 2002).

Somit ist die Anzahl apoptotischer Neurone im Gyrus dentatus des Hippokampus nach bakteriel-
ler Meningitis um ein vielfaches hoher, verglichen mit neurodegenerativen Erkrankungen, nach
Subarachnoidalblutungen oder zerebraler Hypoxie. Hierin spiegelt sich auch die Schwere der
Auswirkungen nach einer bakteriellen Infektion in der von uns untersuchten Region des ZNS

wieder.
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4.3 Neurogenese bei Neuronen

In den 1960-er Jahren konnte entgegen der bis dahin gingigen Uberzeugung demonstriert wer-
den, dass die Neubildung von Neuronen im ZNS nicht nur wihrend der embryonalen Entwicklung
sondern auch in definierten Arealen im adulten ZNS stattfindet (Altmann 1963). Es ist bekannt,
dass die Neurogenese im Gyrus dentatus des adulten Gehirnes durch diverse Stimuli beeinflussbar
ist; sie kann infolge Stress (Gould et al. 1998) oder durch pharmakologische Reize (Supplementa-
tion von exzitatorischen Aminosiuren, adrenalen Steroiden) erniedrigt (Cameron et al. 1995, Ca-
meron et al. 1998) sowie durch Training, Beschéftigung und bestimmte medikamentdse Therapien
erhoht sein (Czeh et al. 2001). Die unterschiedlichen Einfliisse auf die Neurogeneserate wurden

im Kapitel Neurogenese in der Einleitung bereits detailliert ausgefiihrt.

Die adulte Neurogenese im Gyrus dentatus wurde erstmals im Jahr 1965 beschrieben (Altmann
und Das 1965). In der Folge wurde in zahlreichen Studien gezeigt, dass Neurone, die im Gyrus
dentatus der adulten Ratte produziert wurden, nicht nur ein synaptisches Input erhalten, sondern
auch Axone in den Moosfaser—Bahnen ausbilden und einige verschiedene neuronale Marker aus-

gereifter Neurone exprimieren (Gould und Tanapat 1997, Cameron et al. 1993).

Allgemein kann die Neurogenese als ein Prozess mit drei Abschnitten beschrieben werden: Proli-
feration, Migration und Differenzierung. Der in diversen experimentellen Studien nachgewiesene
dhnliche zeitliche Ablauf der Neurogenese legt die Vermutung nahe, dass nach verschiedenen
Auslosern einer Schiddigung des zentralen Nervensystems ein gleichartiger Reparatur—
Mechanismus einsetzt, um die Zellproliferation zu induzieren. Die Variation der nachgewiesenen
Zellproliferationen nach Meningitis mag ein interindividuell unterschiedlich groB3es Potential fiir

die Neurogenese widerspiegeln.

Die vorliegende Arbeit beschiftigte sich mit dem Nachweis neu gebildeter neuronaler Zellen im
Gyrus dentatus der Formatio hippocampi anhand der Tiermodelle Kaninchen und Maus nach ab-
gelaufener experimenteller bakterieller Meningitis mit Streptococcus pneumoniae. An den herge-
stellten Schnittprdparaten konnte mit Hilfe der Anti-BrdU-Férbung lichtmikroskopisch die Neu-

rogeneserate ausgewertet werden.

Die Etablierung dieser Fiarbemethode zur Darstellung von S—Phase—Zellen im ZNS gelang 1988
Miller und Novakowski und wurde nachfolgend hiufig zum Nachweis adulter Neurogenese ein-
gesetzt. Eine intraperitoneale Applikation von BrdU von 50mg/kg stellt die Dosis dar, bei der alle
in der S—Phase befindlichen Zellen ohne toxische Nebenwirkungen markiert werden (Miller und

Novakowski 1988). Als moglicher Nachteil dieser Firbemethode bleibt festzuhalten, dass es
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eventuell nicht absolut spezifisch fiir sich teilende Zellen ist, da potentiell auch solche Zellen

markiert werden konnen, die einen kleinen Anteil DNA reparieren (Schmitz et al. 1999).

In unserer Arbeit konnten wir in beiden Tiermodellen eine gesteigerte Proliferationsrate neurona-
ler Progenitorzellen in der subgranulidren Zone des Gyrus dentatus nach abgelaufener Infektion
mit Streptococcus pneumoniae im Vergleich zu den gesunden Tieren nachweisen. Der Unter-

schied in den Gruppen war in beiden Tiermodellen statistisch signifikant.

Dieses Ergebnis findet in der Literatur Ubereinstimmung in verschiedenen Tiermodellen nach
unterschiedlichen Schidigungen des ZNS.

Neben abgelaufener transienter Ischdmie (Iwai et al. 2002, Felling und Levison 2003) konnte
ebenfalls nach Neurotrauma (Dash et al. 2001), hypoxisch—ischdmischer Enzephalopathie (Mat-
tiesen et al. 2009), septisch—metastatischer Enzephalitis (Tauber et al. 2011) sowie bei Temporal-
lappen—Epilepsie bei pidiatrischen Patienten (Blumcke et al. 2001) eine gesteigerte Neurogenese

als Antwort auf die schidigende Wirkung nachgewiesen werden.

Die Stimulation der Zellproliferation (BrdU—positive Zellen) im Mausmodell wurde wéhrend der
ersten Woche nach Infektion beobachtet (Peak an Tag 2), danach nahm sie bis auf einen basalen
Level ab. Diese Beobachtung ist vergleichbar mit dem zeitlichen Verlauf bei experimenteller
Ischimie oder nach traumatischen ZNS—Verletzungen (Liu et al. 1998, Dash et al. 2001). Diese
Beobachtung suggeriert, dass gleichartige Mechanismen neuronaler Zellproliferation durch ganz

unterschiedliche zerebrale Schiadigungen induziert werden kénnen.

Die exakten Faktoren, die zur Induktion und Regulation der gesteigerten Proliferation der Proge-
nitorzellen beitragen und die Moglichkeit ihrer Beeinflussung sind weiterhin Gegenstand der For-
schung.

Mbogliche, an der Regulation der Neurogenese durch Stimulation der Progenitorzellen beteiligte
Einfliisse sind neurotrophe Faktoren und die cAMP—Kaskade. Die Aktivierung der cAMP-
Kaskade im Mausmodell fiihrt zur Steigerung der Neurogenese (Nakagawa et al. 2002). Jin et al.
zeigten 2002 eine Erhohung des Stammzellfaktors in kortikalen Kulturen nach Hypoxie, welche
sowohl in vitro als auch in vivo zu einer Stimulation der Neurogenese fiihrte (Jin et al. 2002).
Auch die Migration und das axonale Wachstum werden durch Interaktionen zwischen Neuronen

und Astrozyten reguliert (Menet et al. 2001).
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Zur besseren Beurteilung des weiteren Schicksals der neugeborenen Zellen im Mausmodell wur-
den diejenigen Zellen untersucht, welche nach 4 Wochen noch vorlagen. Hierbei zeigten anni-
hernd 60% der nach 28 Tagen nachweisbaren BrdU—positiven Zellen eine Expression neuronaler
Proteine. Daraus kann abgeleitet werden, dass nach einer bakteriellen Meninigits nicht nur eine
Stimulation neuronaler Progenitorzellen, sondern auch ein Uberleben der Zellen moglich ist und

eine Differenzierung in funktionsfihige Neurone stattfinden kann.

Die Zellen migrieren in die Kornerzellschicht des Gyrus dentatus und exprimieren spéter neurona-
le Proteine und Marker wie TUC—4, MAP-2 und beta—Tubulin.

Ahnliche Ergebnisse zeigten Van Praag et al. Sie konnten in ihren Studien demonstrieren, dass
70-90% der iiberlebenden Zellen nach Neurogenese—Stimulation durch Training (Laufrad) und
wenriched environment den neuronalen Marker NeuN exprimieren (Van Praag et al. 1999a).
Untersuchungen von Nakagawa et al. bestitigen die Expression des neuronalen Markers NeuN in
75-80% der BrdU—positiven Zellen in Méausen nach Stimulation der Neurogenese durch Rolipram
(Nakagawa et al. 2002).

Im Kaninchenmodell differenzieren bis zu 80% der neuronalen Progenitorzellen in der subgranu-

laren Zone des Gyrus dentatus in Neurone (Gueneau et al. 1982).

Das neuronale Markerprotein TUC—4 wird in frith—postmitotischen Neuronen in erster Linie im
Zytoplasma und typischerweise in der Hochphase des axonalen Wachstums exprimiert (Quinn et
al. 1999, Minturn et al. 1995). Es wird hingegen nicht in neuronalen Progenitorzellen oder er-
wachsenen Neuronen exprimiert (mit geringfiigigen Ausnahmen). Die Daten legen nahe, dass
TUC—4 eine Rolle beim axonalen Wachstum und der Wegfindung spielt, ebenso wie moglicher-
weise in dem Prozess, der wachsenden Axonen ermdglicht, die richtige Route zu wihlen und Zie-
le zu erreichen (Quinn et al. 1999). Die Expression von TUC—4 zeigt zudem eine Koinzidenz mit
der Expression des frith—neuronalen Markes beta—Tubulin (Quinn et al. 1999).

Tubulin ist der Hauptbestandteil von Mikrotubuli, essentiellen Zytoskelett—Proteinen, welche an
der Zellteilung beteiligt sind. Es gibt mehrere gewebsspezifische Isoformen, beta—III-Tubulin
wird als Neuronen—spezifischer Marker angesehen.

MAP-2 gehort zu einer Gruppe von mit Mikrotubuli verbundenen Proteinen. Die Isoform MAP-2

wird nur in neuronalen Zellen und hier speziell im Perikaryon und Dendriten exprimiert.

Der Nachweis neuronaler Proliferation mit Expression neuronaler Markerproteine im Gyrus den-
tatus des Hippokampus fiihrt zu der Uberlegung, dass suffiziente endogene Reparaturmechanis-

men vorliegen. Die entstandenen neuronalen Zerstorungen in Folge bakterieller Meningitis kon-
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nen somit eingegrenzt und partiell behoben werden. Dadurch kann ein wichtiger Beitrag zur Limi-

tierung der Konsequenzen und Folgeschidden nach einer solchen Erkrankung geleistet werden.

Im vorgestellten Kaninchenmodell fiel weiterhin auf, dass nahezu alle apoptotischen Zellen ohne
Markierung bei der Anti-BrdU-Firbung waren. Das deutet darauf hin, dass die neu generierten
BrdU—positiven Neurone nicht sofort wieder zerstort werden. Stattdessen scheint eine effektive
neuroregenerative Antwort auf eine Verletzung bzw. Schidigung des betroffenen Areales des

ZNS moglich zu sein.

In wie weit aus der nachgewiesenen neuronalen Regeneration eine Verbesserung der Funktionsfa-
higkeit der Formatio hippocampi nach bakterieller Meningitis resultiert, bleibt zu erforschen. Ein
Grund des bisher ausstehenden Nachweises, ob die neuen Neurone wirklich funktionstiichtig wer-
den, ist, dass die Methoden zur Untersuchung der neuronalen Meningitis auf fixierte Gewebe be-

schrankt sind (Van Praag et al. 2002).

Mehrere in Studien dargelegte Hinweise deuten auf eine funktionelle Signifikanz der hippokam-
palen Neurogenese hin.

Der hochregulierende Effekt des ,,enriched environment* bei der hippokampalen Neurogenese in
adulten Méausen ging mit einer Verbesserung der hippokampalen Leistung beim Abrufen von
Lernaufgaben einher (Kempermann et al. 1997).

Eine Reduktion der Anzahl der neu generierten Neurone bei der adulten Ratte verschlechterte die
Hippokampus—abhingige Spur—Konditionierung, bei der ein Tier zeitlich voneinander getrennte
Impulse verkniipfen muss (Shors et al. 2001).

In Zhnlicher Weise korrelierte die Zellproliferation im Gyrus dentatus negativ mit der Reaktions-
fahigkeit des Bewegungsapparates auf neue Impulse (Lemaire et al. 1999).

Van Praag et al. zeigten, dass neu generierte Neurone im Gyrus dentatus des Hippokampus der
adulten Maus verschiedene neuronale Eigenschaften besitzen: sie haben eine neuronale Morpho-
logie, konnen passive Membraneigenschaften aufweisen, Aktionspotentiale und funktionelle sy-
naptische Eingaben generieren, die denen gleichartig sind, die man in reifen Korerzellen findet

(Van Praag et al. 2002).

Tauber et al. zeigten 2009, dass durch ,.enriched environment keine weitere Steigerung der Me-
ninigitis—induzierten Neurogeneserate oder des rdumlichen Lernvermdgens erreicht werden konn-
te (Tauber et al. 2009).

Daten von Liebetanz et al. beschrieben bei bakterieller Meningitis mit Streptococcus pneumoniae

eine verlingerte Uberlebenszeit der Tiere, geringere Mortalitit, abgeschwichte entziindliche Re-
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aktion und dariiber hinaus eine Zunahme der Differenzierung proliferierender Zellen in adulte
Neurone im Gyrus dentatus der Maus durch korperliches Training vor Beginn der Infektion (Lie-

betanz et al. 2012).

BekanntermaBen ist die Neurogenese im Gyrus dentatus des Hippokampus neben korperlichem
Training und ,.enriched environment* auch empfindlich gegeniiber pharmakologischen FEinfliis-
sen. Hierdurch ergeben sich verschiedene Moglichkeiten einer positiven oder negativen Beein-

flussung der Proliferation von Progenitorzellen und ihrer weiteren Entwicklung.

Die intrazerebroventrikulédre Infusion des Breitspektrum Caspase—Inhibitors z—VAD—fmk fiihrt zu
einer voriibergehenden Erhohung der Dichte der proliferierenden Progenitorzellen in der subgra-
nuldren Zone nach Status epilepticus. Der Mechanismus wird in der Regulation der Apoptose neu
gebildeter Neurone erklért; die apoptotischen Vorginge der neuen Neurone werden durch die
Caspase—Inhibitoren voriibergehend supprimiert, so dass eine erhohte Neurogeneserate durch
Reduktion des apoptotischen Zelltodes der neu gebildeten Neurone assoziiert sein kann (Ekdahl et

al. 2001).

Eine reduzierte Neurogeneserate kann durch Alterung, Umgebungs— oder psychosozialen Stress
sowie Verabreichung von Glukokortikoiden ausgeldst sein (Kuhn et al. 1996, Cameron und Mc-
Kay 1999). Stress als Ursache fiir strukturelles Remodelling im adulten Hippokampus wurde vor
allem bei depressiven Erkrankungen untersucht. Hierbei konnte neben der Suppression der Neu-
rogenese und einer Volumenreduktion des Hippokampus eine Kiirzung der Dendriten beobachtet
werden (Gould et al. 1998, Magarifios et al. 1996). Der Stress—induzierten Reduktion der Prolife-
rationsrate der granuldren Vorlduferzellen im Gyrus dentatus (33%) kann durch die Gabe des mo-
difizierten trizyklischen Antidepressivums Tianeptin vorgebeugt werden (Czeh et al. 2001). Die
Beobachtungen lassen sich in der Wirkung des Neurotransmitters Serotonin als Entwicklungs—
regulatorisches Signal erldutern. Prénataler Mangel von Serotonin (5—Hydroxytryptamine) fiihrt
zu einem verspiteten Einsetzen der Neurogenese in den Zielregionen (Lauder 1990). AuBlerdem

fordert Serotonin die Differenzierung kortikaler und hippokampaler Neurone (Lavdas et al. 1997).

Das riaumliche Lernen von Ratten bei der ,,Morris water maze* fiihrte zu einer Erhohung der
Uberlebensrate der neugeborenen neuronalen Zellen. Dies legt einen niitzlichen Effekt eines friih-
zeitigen Trainings nach zerebralen Schiddigungen nahe (Ambrogini et al. 2000). Neueste Studien
zeigen im Maus—-Modell, dass korperliches Training vor einer Infektion das Uberleben einer bak-
teriellen Meningitis erhohen und die Neurogenese im Gyrus dentatus des Hippocampus stimulie-

ren kann (Liebetanz et al. 2012).
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Umgekehrt sind auch negative Einfliisse erforscht worden. Der glutamaterge N-Methyl-D—
Aspartat-(NMDA-)Rezeptorblocker MK—801 (Dizocilpin) supprimiert die nach einem Schlagan-
fall erhohte Neurogeneserate und stellt somit den Nutzen einer prolongierten NMDA—

Rezeptorblockade in Frage (Arvidsson et al. 2001).

Folglich konnen therapeutische Interventionen, die zu einer Verstirkung der endogenen Neuroge-
nese und dem Uberleben der neu generierten Neurone nach Hirnschidigungen beitragen, mogli-
cherweise zu neuen Strategien der Neuroprotektion und Neurorehabilitation bei der bakteriellen

Meningitis fiihren.

Sowohl in unserer Arbeit als auch in diversen anderen Studien konnte eine gesteigerte Neuroge-
neserate nach zerebralen Schiddigungen mit den bisher bekannten Moglichkeiten der Beeinflus-
sung dargestellt werden.

Interessant bleibt die Frage, wodurch nach unterschiedlichen Erkrankungen oder Trauma des ZNS
eine oft @hnlich oder gleichformig ablaufende regenerative Antwort in bestimmten Hirnarealen
nachweisbar ist. Welche Einfliisse in der Regulation der komplexen Abldufe von Neurogenese—

Induktion, Uberleben der neugebildeten Neurone, Ausrichtung und Differenzierung existieren?

Als zentrale Proteine in der Signalkette wurden diejenigen der wnt—Familie identifiziert. Sie stel-
len Schliisselregulatoren des neuronalen Stammzellverhaltens bei der embryonalen Entwicklung
dar. Lie et al. zeigten 2005, dass wnt—Signalmolekiile (insbesondere wnt—3) auch bei der hippo-
kampalen Neurogenese des Erwachsenen und der erwachsenen Hippokampus—Funktion wichtige
Regulatoren sind. Eine Uberexpression von wnt-3 fiihrt zu einer gesteigerten Proliferation adulter
hippokampaler Stammzellen in vitro und in vivo wihrend eine Blockade eine Reduktion der Neu-
rogenese in vitro und nahezu vollstindige Aufhebung in vivo nach sich zieht (Lie et al. 2005).

Auch konnte ein neuroprotektiver Einfluss von wnt auf Nervenzellen, z. B. vor Alzheimer—
Erkrankung, gezeigt werden (Toledo et al. 2008). Bei der bakteriellen Meningitis konnte bei ge-
steigerter Neurogenese im Gyrus dentatus eine Expression von wnt—3 experimentell nachgewie-

sen werden (Gerber et al. 2009).

Eine ebenfalls wichtige Rolle, nicht nur beim embryonalen sondern auch beim adulten Gehirn,
scheinen Wachstumsfaktoren wie z. B. BDNF (brain—derived neurotrophic factor) zu spielen
(Tauber et al. 2005).

Im Rahmen entziindlicher ZNS—Erkrankungen, wie einer bakteriellen Meningitis, greifen auch

ausgeschiittete Immunmodulatoren in die Regulation des weiteren Krankheitsverlaufes ein. Inter-
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leukin—4 und Interferon—y beeinflussen die Neurogenese im Mausmodell positiv (Butovsky et al.
2006). Interleukin—6 und TNF-a senken die Proliferationsrate neuronaler Stammzellen im Hip-

pokampus (Monje et al. 2003).

Ob und in welchem Ausmal} die nachgewiesene neuronale Regeneration nach S. pneumoniae—
Meningitis einen Einfluss auf die Funktionen des zentralen Nervensystems im Sinne einer Ver-
besserung der hippokampalen Funktion hat, bleibt weiter zu eruieren.

Auch sind vermutlich viele an der Regulation neuroregenerativer und —proliferativer Vorgéinge
des adulten ZNS beteiligte Faktoren noch nicht bekannt. Die in den letzten Jahren neu gewonne-
nen Erkenntnisse stimmen optimistisch, dass in der Zukunft neue oder adaptierte Behandlungs-
moglichkeiten zur Verfiigung stehen, die die bisherige antiinflammatorische und antibiotische

Therapie ergéinzen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die bakterielle Meningitis stellt ein Krankheitsbild mit noch immer hoher Letalitit dar. Trotz ef-
fektiver antibiotischer Behandlung sind die Verlidufe oft schwerwiegend und die Patienten leiden
in einer hohen Anzahl der Fille unter Komplikationen und Spitschiden. Die neuronale Schidi-
gung der Formatio hippocampi ist ein bekanntes Merkmal der bakteriellen Meningitis, sowohl im
Tiermodell als auch bei erkrankten Patienten. Der Nachweis einer gesteigerten Neurogeneserate

nach bakterieller Meningitis im Tiermodell stellt damit eine wichtige Beobachtung dar.

In der vorliegenden Arbeit haben wir die nach einer induzierten bakteriellen Meningitis mit Strep-
tococcus pneumoniae ablaufenden apoptotischen und neuroregenerativen Vorginge im Tiermo-
dell untersucht. Hierfiir wurden die beiden gut etablierten Modelle der Maus und des Kaninchens
herangezogen. Es wurden jeweils gleich gro3e Gruppen infizierter Tiere mit gesunden Tieren aus

der Kontrollgruppe verglichen.

Das untersuchte Hirnareal war der Gyrus dentatus des Hippokampus. Die apoptotischen Zellen
wurden mittels IST und die proliferierenden Progenitorzellen mittels BrdU-Firbung immunhisto-
chemisch nachgewiesen. Um den neuronalen Ursprung der neugebildeten Zellen bestitigen zu
konnen, wurden im Mausmodell einzeln ausgewihlte Schnitte ergéinzend mit neuronalen Markern
(MAP-2, TUCH4 und beta—Tubulin) gegengefirbt. Wir konnten in beiden Tiermodellen eine sig-
nifikant erhohte Proliferationsrate neuronaler Progenitorzellen nach abgelaufener Meningitis zei-
gen. Die Ergebnisse konnen somit als Hinweis auf das vorhandene Regenerationspotential des

ZNS, insbesondere des Gyrus dentatus des Hippokampus, interpretiert werden.

Dieser Nachweis bildet die Grundlage zur Erforschung weiterer Therapieansitze, in dem nicht nur
die Reduktion der neuronalen Schidigung in Folge Einsatz neuer Therapeutika, sondern auch
Einfliisse zur Optimierung der Neurogenese in geschidigten Hirnarealen fokussiert werden. Fiir
die weiterhin notwendige Erarbeitung effektiver neuroprotektiver Strategien in der Behandlung
der bakteriellen Meningitis kann mit den genannten Tiermodellen ein wichtiger Beitrag geleistet
werden. Die zentralen Ablidufe der neuronalen Schidigung sowie reparativer Regenerationsvor-
ginge im Bereich der Formatio hippocampi sind zuverléssig und reproduzierbar mittels etablierter

Farbungen mikroskopisch gut darstell- und quantifizierbar.
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6. BILDANHANG
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Abbildung 1: Formatio hippocampi mit entorhinalem Kortex, Subiculum, Gyrus dentatus und
Regionen CA 1 bis CA 4 des Hippokampus. Die Zellschichten bestehen aus Stratum oriens (1),
Stratum pyramidale (2), Stratum moleculare (3) des Hippokampus, Stratum moleculare (4), Stra-
tum granulosum (5) und Hilus (6) des Gyrus dentatus (modifiziert nach Brown und Zador 1990,
S. 348).
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Abbildung 2: Hippokampus, histologisches Préiparat (Sobotta 1997, S. 234)
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Histochemische Schnitte der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus der Maus
(Abbildungen 3-8)

.

Abbildung 3: Erhohter BrdU—uptake sechs Tage nach Infektion mit Streptococcus pneumoniae.

(MaBstab £ 100um).

Abbildung 4: Schnitt aus der nicht—infizierten Kontrollgruppe sechs Tage nach

intrazerebraler Applikation von Kochsalzlosung.

(MaBstab £ 100um).
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Abbildung 5: BrdU-Aufnahme 38 Tage nach Infektion/28 Tage nach Exposition gegeniiber

BrdU. Die Zellen migrieren tiefer in die Kornerzellschicht.

(Maf3stab 2 50um).
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Abbildung 6: Kornerzellen des Gyrus dentatus mit Doppelmarkierungen 38 Tage nach Infektion
mit Antikdrpern gegen BrdU und MAP-2 (Pfeile).

(MaBstab £ 20um).
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Abbildung 7: Kornerzellen des Gyrus dentatus mit Doppelmarkierungen 38 Tage nach Infektion
mit Antikdrpern gegen BrdU und TUC—4 (Pfeile).

(Maf3stab 2 20um).
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Abbildung 8: Kornerzellen des Gyrus dentatus mit Doppelmarkierungen 38 Tage nach Infektion
mit Antikdrpern gegen BrdU und beta—Tubulin (Pfeile).

(MaBstab £ 20um).
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Histochemische Schnitte der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus des Kaninchens
(Abbildungen 9-18)

Abbildung 9: HE-Ubersichtsfirbung des Gyrus dentatus eines infizierten Tieres.

(4—fache VergroBerung).

Abbildung 10: Ausschnittsvergrolerung der HE-Féarbung (Abbildung 9) eines infizierten Tieres.
(100—fache VergroBerung).



Abbildung 11: IST-Ubersichtsfirbung des Gyrus dentatus eines

nicht-infizierten Tieres aus der Kontrollgruppe.

(4—fache Vergroerung).

Abbildung 12: IST-Ubersichtsfirbung des Gyrus dentatus eines infizierten Tieres.
(4—fache VergroBerung).
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Abbildung 13: AusschnittsvergroBerung IST-Farbung (Abbildung 12) eines infizierten Tieres.
(10—fache Vergroerung).
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Abbildung 14: AusschnittsvergroBerung IST-Féarbung (Abbildung 12) eines infizierten Tieres.
(100—fache VergroBerung).



Abbildung 15: BrdU-Ubersichtsfirbung des Gyrus dentatus eines
nicht-infizierten Tieres aus der Kontrollgruppe.

(10-fache Vergroferung).

Abbildung 16: BrdU-Ubersichtsfirbung des Gyrus dentatus eines infizierten Tieres.
(10—fache VergroBerung).
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Abbildung 17: Ausschnittsvergrolerung BrdU-Féarbung (Abbildung 16) eines infizierten Tieres.
(40—fache Vergroerung).

(60—fache Vergroerung).
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