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1. Arbeitshypothese und Fragestellung

Untersuchungen zur Expression endothelialer und leukozytérer Adhésionsmolekile bei
bakterieller Meningitis an humanem Autopsiemateria (autoptisch definierte bzw. verifizierte,
letal verlaufene Félle) liegen bisher nicht vor. Deshalb ist es das Ziel dieser, auf humanem
Autopsiematerial basierenden Untersuchungen, das Expressionsmuster endothelialer und
leukozytérer Adhdsionsmolekile auf Endothel bzw. Leukozyten in leptomeningealen und
intrazerebralen Gefél3en in topographisch definierten Hirnarealen bel bakterieller Meningitis
zu evaluieren. Das Expressionsmuster leukozytérer und endothelialer Adhé&sionsmolekiile soll
in Korrelation zu den jeweils individuellen Parametern nachgewiesener Erreger, systemische
Mitbeteiligung (Sepsis), topographische Zuordnung zu den verschiedenen Hirnregionen mit
nachweisbaren histopathologischen Veranderungen in den verschiedenen Hirnarealen und der
Ausprégung des entziindlichen Infiltrates gebracht werden. Dabei wird das neue Verfahren
der Tissue Micro Arrays (TMA) verwendet und fur Entzindungen modifiziert.

In dieser Arbeit sollen speziell die folgenden Fragestellungen bearbeitet werden:

1. Wie vehdlt sich die lokale Expresson der endothelialen und leukozytdren
Adhasionsmolekiile P-Selektin, LFA-1 und VCAM-1 auf dem Endothel leptomeningealer und
intrazerebraler Gefél3e und auf Leukozyten in der Mikrostrombahn der Gefél3e bel bakterieller
Meningitis hinsichtlich der topographischen Zuordnung in den verschiedenen Hirnregionen
im Vergleich zu nicht entzindlich verandertem Hirngewebe von autoptisch gewonnenen
Kontrollféllen? 2. Im Rahmen von Einzelfallanalysen: Wie verhdlt sich das individuelle
Expressionsmuster der genannten endothelialen und leukozytéaren Adhésionsmolekile vor
dem Hintergrund des Vorliegens bzw. Fehlens einer Sepsis, dem nachgewiesenen
Erregerspektrum, der Ausprégung des entziindlichen Infiltrates und bei Vorhandensein von

Vaskulitis, Thrombosierungen und Enzephalitis?



2. Einleitung

2.1. Meningitis

Die Meningitis ig eine Entzindung der Hirn- und/oder Rickenmarkshaute (Meningitis
cerebralis, Meningitis spinalis). Atiologisch kommen neben verschiedenen Erregern wie
Bakterien, Viren, Protozoen und Pilzen auch Autoimmunprozesse, Malignome, Toxine oder
auch eine vorausgegangene Bestrahlung als ursachlich in Betracht. Haufig liegt zugleich eine
Entziindung des Hirngewebes (Meningoenzephalitis) vor.

Die eitrige Meningitis (Meningitis purulenta) ist eine perakut bis subakut verlaufende
Infektion, die in der Regel durch die Bluthirnschranke Uberwindende Bakterien verursacht
wird. Der haufigste Erreger der bakteriellen Meningitis in den westlichen Industrienationen ist
zurzeit Neisseria meningitidis (Meningokokken). Weiterhin eine Rolle as Erreger spielen
Sreptococcus pneumoniae (Pneumokokken), Borrelia burgdorferi, Listeria monocytogenes
und Staphylokokken [30]. Haemophilus influenzae spielt im Gegensatz zu friher kaum noch
eine Rolle als Meningitis-Erreger. Der Einsatiz der Haemophilus influenzae Serotyp b-
Vakzine hat zu einem deutlichen Rickgang von Haemophilus influenzae-Meningitiden in
Europa im letzten Jahrzehnt gefuhrt [30].

In den ersten Jahrzehnten des 20. Jahrhunderts verliefen bakterielle Meningitiden in der Regel
todlich. Sehr eindrucksvoll beschreibt Thomas Mann die Symptomatik des Krankheitsbildes
in seinem 1947 erschienenen Roman ,Doktor Faustus® [20]; der kleine Nepomuk ist an
bakterieller Meningitis, in einer Zeit vor der Antibiotika-Ara, erkrankt:

»Die ersten Merkmale eines alterierten Befindens mit eingerechnet, spielte das Ganze sich in
knapp zwel Wochen ab, von denen die erste noch das schrecklich Bevor stehende niemanden —
ich glaube, niemanden — ahnen lief. [...] Ein Schnupfen triibte die siiRe Klarheit seiner Augen
—eswar gewiss auch nur diese |astige Affektion, die ihm die Esslust raubte, ihn verdriefdich

stimmte und die Somnolenz verstérkte, zu der er, seit wir ihn kannten, geneigt hatte. [...] Bald



trat eine Intoleranz gegen Licht und Tone hervor, beunruhigender als die bisherige
Verstimmung. [...] Nepomuk hatte ein jahes, eruptionsartiges Erbrechen gehabt, und zugleich
mit Fieber von allerdings nur mittleren Graden hatten Kopfschmerzen eingesetzt, die sich
binnen wenigen Sunden ins offenbar Unertragliche steigerten. Das Kind war, als der Doktor
kam, schon zu Bett gebracht worden, hielt sich das Kdpfchen mit beiden Handen und stief3
Schreie aus, die sich oft, eine Marter fUr jeden, der es horte [...] bis zum letzten Rest des
Atems verlangerten. [...] Dann riss ein neues wildes Erbrechen es auf, von dem es unter
Zuckungen zuricksank. Kurbis prifte des Kindes Augen, deren Pupillen sehr klein
zusammengezogen waren, und die eine Neigung zum Schielen zeigten. Der Puls eilte.
Muskelkontraktionen und eine beginnende Starre des Nackens waren deutlich. Es war
Cerebrospinal-Meningitis, die Hirnhautentzindung [...]. Nepomuk Schneidewein, Echo, das
Kind, [...] entschlief [...]. Die Eltern nahmen den kieinen Sarg mit sichinihre Heimat.“
Obwohl seit Beginn der Antibiotika-Ara die Letalitdt der bakteriellen Meningitis erheblich
zuriickgegangen ist, liegt je nach Erreger die Letalitdt der Erkrankung derzeit immer noch bei
5-40%.

Nachdem die Prophylaxe beziiglich der Pneumokokken in Deutschland ausgebaut und die
Impfung gegen Haemophilus influenzae in die Routineimpfprogramme aufgenommen wurde
(Impfung gegen den Serotyp b bel Kleinkindern seit 1990 von der standigen | mpfkommission
des Bundesgesundheitsamtes empfohlen) sind Meningokokken die mit Abstand haufigsten
Erreger der eitrigen Meningitis und fir etwa 50% aller erfassten Féle verantwortlich.
Zweithaufigster Erreger der bakteriellen Meningitis in der Bundesrepublik ist derzeit
Sreptococcus pneumoniae; auf den Pldtzen drei bis funf rangieren Borrelia burgdorferi,
Listeria monocytogenes und Staphylokokken [30].

Als Reservoir fur Meningokokken fungiert ausschliefdlich der Mensch. Asymptomatisches

Tragertum ist sehr haufig (>40% aler Erwachsenen sind Keimtrager). Kinder in den ersten



funf Lebensjahren sind am héufigsten betroffen. Die Ubertragung der gramnegativen Erreger
erfolgt durch Kontakt mit respiratorischen Sekreten (, Tropfcheninfektion®). Als
Risikofaktoren fur eine Meningokokken-Infektion z&hlen respiratorische Infekte und
Exposition gegenuiber Zigarettenrauch [10]. Die Inkubationszeit betrégt meist weniger als vier
Tage. Es kdnnen acht humanpathogene Untergruppen (Serogruppen) der Meningokokken (A,
B, C, X, Y, Z, W-135, L) differenziert werden. In Deutschland werden ca 90% aller
invasiven Meningokokken-Infektionen durch die beiden Serogruppen B und C verursacht
[10].

Fir das Jahr 2004 wurden dem Robert-Koch-Institut insgesamt 603 Félle invasiver
Erkrankungen durch Meningokokken Ubermittelt. Im Jahr 2004 wurden 47 Personen mit
invasiver Meningokokken-Erkrankung als krankheitsbedingt verstorben gemeldet; die
Gesamtletalitét lag damit bei 8% [31].

Eine positive Kultur aus normalerweise sterilen Medien wie Blut oder Liquor gilt als direkter
Nachweis des Erregers und beweist die Infektion. Allerdings ist der kulturelle Nachweis nicht
immer moglich und eine negative Blutkultur schliefdt eine Meningokokken-Infektion nicht
aus, da Neisseria meningitidis sehr empfindlich auf physikalische, chemische und thermische
Noxen reagiert [1]. Auch der mikroskopische Nachweis des gramnegativen Erregers, der
Antigen-Nachweis oder die Polymerasekettenreaktion sind tibliche Nachweismethoden.
Pneumokokken fihren zu vielen verschiedenen Krankheitsbildern. Neben Otitis media,
Sinusitis und chronischer Bronchitis sind vor allem die Meningitis, die ambulant erworbene
Pneumonie und Sepsis zu nennen. Laut Angaben der Weltgesundheitsorganisation sterben
weltweit etwa 2 Millionen Menschen an den Folgen einer Pneumokokken-Infektion. Die Zahl
der asymptomatischen Keimtrager ist besonders im Kindesalter sehr hoch (60% der Kinder,
10% der Erwachsenen). Als Reservoir fir Streptococcus pneumoniae ist fast ausschlief3dlich

der Nasopharynx des Menschen zu nennen, alerdings kénnen nur bekapselte Pneumokokken-



Stdmme Infektionen hervorrufen. Eine Pneumokokken-Meningitis tritt h&ufig im Anschluss
an eine Infektion der Atemwege durch Pneumokokken auf. Die Letalitdt einer durch
Sreptococcus pneumoniae hervorgerufenen Meningitis kann bis zu 80% betragen, je nach
Begleiterkrankungen und Risikofaktoren und findet ihren saisonalen Haufigkeitsgipfel von
November bis April. Kinder unter finf Jahren und Erwachsene tber 60 Jahren sind am
héufigsten betroffen. Die grampositiven Stabchen werden entweder direkt mikroskopisch oder
in der Liquor- und/oder in der Blutkultur nachgewiesen. Der zur Verfigung stehende
Impfstoff deckt etwa 90% der Serotypen aller infektiésen Pneumokokkenstdmme ab, jedoch
ist die zunehmende Antibiotikaresistenz ein Problem, besonders im osteuropéischen und
stidwesteuropéischen Raum.

Dem klassischen pathologisch-anatomischen  Konzept folgend wird  zwischen
Haubenmeningitis und basaler Meningitis unterschieden. Hierbei findet sich gelblicher oder
gréulich-gelblicher Eiter entweder Uber der Grofzhirnkonvexitdt oder an der Hirnunterseite.

Bei perakut todlich verlaufenden Fallen, speziell beim Waterhouse-Friderichsen-Syndrom,
lasst sich haufig makroskopisch allenfalls eine vermehrte Gefél3zeichnung der Hirnoberflache
nachweisen [35,44]. Bei diesen perakut zum Tode fihrenden Féllen ist histologisch zum Teil
noch Uberhaupt keine Entziindung der Leptomeningen nachzuweisen, zum Teil finden sich
aber auch vereinzelte Granulozyten im Bereich der weichen Hirnhaut [35,39].

Im Fruhstadium der voll ausgebildeten eitrigen Meningitis zeigt sich der Subarachnoidalraum
hisologisch von reichlich  Granulozyten infiltriert [17]. Entsprechend der
chronomorphologischen Abfolge der Entzindungsreaktion treten nach wenigen Tagen
zunehmend Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen im Subarachnoidalraum auf.
Bakterien lassen sich in diesem Stadium sowohl extrazelluldr als auch intrazellulér
nachweisen. Neben den pathologischen Veranderungen im Subarachnoidalraum lasst sich,

insbesondere bei der eitrigen Meningitis nach mehrtagigem Krankheitsverlauf, ein vielféltiges



histomorphologisches Bild zerebrovaskulérer und zerebroparenchymattser Verdnderungen
finden [10,17,37,38,43]. Hierzu z&hlen fibrinoide  Gefél3wandnekrosen  und
Thrombosierungen, Ventrikulitis und umschriebene Hirnparenchymnekrosen [3,10,17].
Leptomeningeale und intrazerebrale Vaskulitiden, die sowohl arterielle as auch vendse
Gefél3e verschiedensten Kalibers betreffen, sind fast regelhaft bei dem Vollbild der
bakteriellen Meningitis nachzuweisen [38,43]. Eine Intimaverdickung der betroffenen Gefalle
I nach mehrtdgigem Krankheitsverlauf nicht selten zu beobachten [43]. Komplikationen
solcher Vaskulitiden sind fokale Ischamien mit nachfolgenden Infarzierungen des
Hirngewebes.

Eine Meningitis kann nur dann ausbrechen, wenn die Erreger in den Subarachnoidalraum
gelangen. Hierfir kommen prinzipiell zwei Wege in Betracht - entweder durch einen Defekt
der Dura mater (z.B. nach Schédel-Hirn-Trauma oder neurochirurgischen Eingriffen) oder
hamatogen mit nachfolgender Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke durch die Erreger. Auch
eine per continuitatem Ausbreitung der Erreger (, Durchwanderungs-Meningitis*) von einem
Infektionsherd in der Nachbarschaft (z.B. Sinusitis, Otitis, Magtoiditis) mit nachfolgender
Besiedlung des Subarachnoidalraumes durch die Meningitiserreger ist moglich [3].

In etwa 13% der Félle kommt es bei der bakteriellen Meningitis zu einer Sepsis[13]; Schwere
und Dauer einer die Erkrankung komplizierenden Sepsis beeinflussen die Letalitét der
Betroffenen erheblich.

Die Storung der Integritét der Blut-Hirn-Schranke bei bakterieller Meningitis beruht offenbar
im wesentlichen auf einer Separation der interzelluldren tight junctions des Endothels der
Leptomeninxkapillaren [28,42,43,44], die den bakteriellen Erregern die Invasion in den
Subarachnoidalraum ermdglicht. Aber auch die direkte Penetration der Endothelien mit
nachfolgender Migration der Erreger in den Subarachnoidalraum wird als alternativer Weg

diskutiert [40,41] - eine erhohte pinozytotische Aktivitét des Endothels der Blut-Hirn-



Schranke ist z.B. vom capillary leakage (Eindringen eiweil3reicher Flissigkeit) im Rahmen
verschiedener Formen des Hirnddems bekannt. Das Auftreten leptomeningealer Vaskulitiden
bei bakterieller Meningitis it nach klinischer Einschdtzung mit einem prognostisch
ungiingtigen Verlauf hinsichtlich letalen Ausgangs und bei Uberlebenden mit gravierenden,
persistierenden zentralnervisen Beeintréachtigungen korreliert [12,22,24]. In der Frihphase
konnen an diesen (arteriellen und vendsen) Gefél3en, neben Separation der tight junctions und
Schwellung der Endothelzellen, pinozytotische Vesikel in den Endothelzellen und subintimale
granulozytére Infiltrate nachgewiesen werden [28,42]. In vendsen Geféal3en (z.B. Hirnsinus,
Kortexvenen) konnen Thrombosen mit nachfolgenden zerebralen hémorrhagischen
Infarzierungen resultieren. Eine obliterierende Arteriitis oder arterielle Endangitis kann
anamische Infarkte des Hirngewebes nach sich ziehen. Die Pathophysiologie dieser sehr
wahrscheinlich durch einen Endothel zell schaden getriggerten leptomeningealen Vaskulitiden
Ist nicht abschlief3end geklart [24,25]. Die Leukozyten-Infiltration in den Subarachnoidalraum
wird Uber ihre rezeptorvermittelte Adhasion an Gefal3endothelien vermittelt [3,21]. Eingeleitet
wird dieser Prozess durch verschiedene Entzindungsmediatoren wie Zytokine oder
bakterielle Lipopolysaccharide, die die Synthese bzw. Freisetzung verschiedener endothelialer
und leukozytérer Adhésionsmolekile induzieren.

Die Prognose der bakteriellen Meningitis wird durch das Alter der/des Betroffenen, den
jeweiligen Erreger, die neurologische Symptomatik, Vorhandensein einer generaisierten
systemischen Mitbeteiligung (Sepsis), den Zeitraum des Beginns der Erstsymptome bis zur
Diagnosestellung und somit den Zeitpunkt des Beginns einer (adaguaten) antibiotischen
Therapie und von dem Einsatz einer ausreichenden supportiven Therapie bestimmt [43].
Risikofaktoren bzw. Erkrankungen, die das Anlaufen einer Meningitis begiinstigen, sind unter
anderem Zustande, die das Immunsystem schwéchen, wie Alkoholismus, Diabetes mellitus,

Splenektomie, besonders mit OPSI-Syndrom (overwhelming postsplenectomy infection
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syndrome), und Immunsuppressionstherapie. Auf}erdem sind penetrierende Verletzungen des
Schédeldaches und der harten Hirnhaut zu nennen, die eine Eintrittspforte fir Erreger sein
konnen, z.B. Schadel-Hirn-Traumata, neurochirurgische Eingriffe, und intrakraniell
implantiertes Fremdmaterial (z.B. Sonden zur Hirndruckmessung, Ventrikeldrainagen).
Schliefdich stellen entziindliche Prozesse im Korper, wie Pneumonie, Endokarditis, Sinusitis,
Otitis und/oder Magtoiditis einen weiteren moglichen Ausgangspunkt fir eine bakterielle
Meningitis dar.

Todesursachlich ist, auch in Abhéngigkeit von Schwere und Dauer einer Sepsis, eine
Erhéhung des intrakraniellen Druckes [3,38]. Die Erhéhung des intrakraniellen Drucks fuhrt
in einem circulus vitiosus (Uber eine verminderte zentrale Perfusion, einhergehend mit einer
metabolischen Azidose) zu einer zerebralen Vasodilatation. Hierdurch kommt es zu einer
weiteren Hirndruckzunahme und letztlich zu zerebraler Minderperfusion und letaler zentraler
Dysregulation [6]. Bei einer akuten bakteriellen Meningitis it das Hirnddem meist eine
Kombination eines vasogenen, zytotoxischen und interstitiellen Odems. Zerebrovaskuldre
Komplikationen wie lokale Gefédiengsellungen, aber auch -erweiterungen, arterielle
Okklusionen, Thrombosen von Hirnsinus und Kortexvenen sowie Vaskulitiden (sowohl
Arteriitis als auch Phlebitis) sind die haufigsen Meningitis-assoziierten intrakraniellen
Komplikationen und, neben dem Ausmal® einer septischen Multiorgandysfunktion, die
entscheidenden prognogtischen Determinanten fur die Mortalitét der bakteriellen Meningitis
[26].

Nach dem seit dem 01.01.2001 geltenden Gesetz zur Verhitung und Beka&mpfung von
Infektionskrankheiten beim Menschen  (, Infektionsschutzgesetz®) besteht fir die
Meningokokken-Meningitis und den direkten Nachweis von Haemophilus influenza aus

Liguor oder Blut eine Meldepflicht an das jewells zustandige Gesundheitsamt.
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2.2. Endotheliale und leukozytare Adhasionsmolekiile

Endothelzellaktivierung und Endothel-Leukozyten-Interaktion sind die grundlegenden
Mechanismen der Entzindung. Die Extravasation und transendotheliale Migration von im
Blutstrom zirkulierenden Leukozyten an den Ort der Entziindung ist das Charakteristikum
und eigentliche Schliisselereignis der inflammatorischen Antwort. Die Kommunikation von
Endothel und Leukozyten wird durch endotheliale und leukozytére Adhasionsmolekiile, die
auf der Zelloberflache auf Zytokin-Stimuli hin exprimiert werden, reguliert. Die
Adhasionsmolekiile werden nach ihrer chemischen Struktur in drei Gruppen (Selektine,
Integrine und Immunglobulin-Superfamilie) unterteilt [36,23,2]. Neben ihrer Hochregulierung
bei Infektion und Sepsis werden Adhasionsmolekile auch bel Trauma, Schock, chronischen
entziindlichen Erkrankungen und Reperfusionsprozessen im Rahmen der inflammatorischen
Kaskade auf Leukozyten und Endothelzellen verstérkt exprimiert.

Bel der Extravasation neutrophiler Granulozyten in das Gebiet der Inflammation wird der
erste Schritt, der initialle Kontakt der Neutrophilen mit den Endothelzellen und das
Entlangrollen (rolling; transiente, instabile Endothel-Leukozyten-Adhésion) an der
Endotheloberflache, von der Expression dreier verschiedener Selektine (E-Selektin, von
aktivierten Endothelzellen de novo synthetisiert; P-Selektin, praformiert in Endothelzellen
gespeichert; L-Selektin, auf Leukozytenoberflache exprimiert) gesteuert. Im zweiten Schritt
kommt es zum festen Anhaften der Neutrophilen an das Endothel und zur Diapedese,
vermittelt durch die Verbindung von Endothel und Leukozyten Uber ihre entsprechenden
Liganden aus der Gruppe der Immunglobulin-Superfamilie (z.B. ICAM-1, VCAM-1) und der
Integrine (z.B. LFA-1, VLA-4) [2,8,18,36]. Im Entziindungsprozess fuhrt dieser Zell-Zell-
Kontakt zum Zusammenkleben von Leukozyten und Endothel (sticking; feste Adhé&sion) und
zur Verlangsamung der Flief3geschwindigkeit des Blutes im Kapillarbett. Diese

Leukozytenadhésion ist ein initialer Schritt der nattirlichen Keimabwehr des Organismus und
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korreliert mit dem Ausmal3 der Leukozytenaktivierung im Rahmen von Infektion und Sepsis.
Die schwere Zerstorung des endothelialen Zellverbandes durch Leukozytenadhasion in der
Fruhphase der Infektion in der Peripherie der systemischen Zirkulation ist mitverantwortlich
fur den Verlust der Barrierefunktion des Endothels und fihrt durch das capillary leakage zur
Extravasation von Plasmawasser und Eiweil3verlust [11,29,19].

Selektine steuern die initiale Interaktion von Leukozyten mit dem Endothel. Dabei
interagieren sie mit Kohlenhydrat-Liganden und vermitteln das initiale rolling der Leukozyten
am Endothel und initiieren damit den nachfolgenden transendothelialen Migrationsprozess. P-
Selektin (CD 62P) stellt hierbel den frihesten exprimierten Rezeptor wéahrend der
Entzindungsreaktion dar und bindet an den sulfatierten Sialyl-Lewis-Komplex. CD 62P ist
auf aktiviertem Endothel und auf Thrombozyten zu finden.

Integrine binden an Zelladh&sionsmolekile und stérken die Adhasion zwischen Leukozyten
und Endothelzellen. Das rolling wird dadurch verlangsamt und ein starkerer Kontakt
zwischen Leukozyt und Endothel wird initiiert. Die Rezeptoren setzen sich aus zwei Anteilen
zusammen, einem alpha und einem beta-Teil, wobel der alpha-Anteil der spezifische von
beiden i, der beta-Anteil ist bei den Integrinen gleich. LFA-1 (CD11a) wird auf Monozyten,
T-Zellen, neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert und
bindet nach einer induzierten Konformationsénderung an ICAM-1 und ICAM-2.

ICAM, VCAM und PECAM sind Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie. Sie sind der
endotheliale Ligand fur die Integrine und sorgen zusammen mit ihnen fiir eine feste Bindung
zwischen Leukozyt und Endothel. VCAM-1 (CD 106) ist auf aktiviertem Endothel zu finden

und bindet an dem Integrin VLA-4.
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3. Material und M ethoden

3.1. Material

Im Zeitraum 1995 bis 2004 wurden im Ingtitut fir Rechtsmedizin des Universitétsklinikums
Hamburg-Eppendorf bei 17 Obduktionsfélle von an Meningitis Verstorbener Hirngewebe
asserviert. Es wurden aus folgenden Hirnarealen standardméilig Gewebeproben entnommen:
Grof3hirnrinde, Grof3hirnmark, Kleinhirn und Hirnstamm. Die Gewebeproben wurden primér
in Formalin fixiert und spdter in Paraffin gegossen. Nach histologischer und
mikrobiologischer Sicherung der Diagnose Meningitis wurden sie dem zu untersuchenden
Kollektiv zugeordnet.

Als Meningitis-Kontroll-Material wurde im Zeitraum von 1998 bis 2005 von zehn
Obduktionsféllen Gewebe aus entsprechenden vier Hirnarealen asserviert. Die Verstorbenen
der Kontrollgruppe verstarben meis an kardialen Ursachen. Auch diese Gewebeproben
wurden primér Formalin fixiert und spéter in Paraffin gegossen.

Das Standard-Control-Tissue des  Meningitis-Arrays, das verwendet wurde um die
immunhistochemische Farbung zu prifen, entstammt dem Institut fur Pathologie,
Universitdtsklinikum Hamburg-Eppendorf. Welche Gewebe im Detail verwendet wurden
findet sich im Abschnitt Meningitis-Array (3.5.). Diese wurden ebenfalls primér in Formalin

fixiert und spéter in Paraffin gegossen.
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3.2. Histologie
Nach der Paraffineinbettung wurden die angefertigten Schnitte (Schnittdicke ca.5pum) mit
Hamatoxylin-Eosin angeférbt und folgendermal3en auf ein dafiir entwickeltes standardisiertes
Protokoll von drei Untersuchern beurteilt:
- Lokalisation der Inflammation (Haube, basal, Haube + basal)
- vorherrschender Zelltyp des entziindlichen Infiltrates (Granulozyten,
Makrophagen, gemischtzelliges Infiltrat) und Grad der Ausprégung (gering, méatig,
stark)

- Vorliegen einer Begleitenzephalitis, einer Vaskulitis und von Thrombosierungen

3.3. Mikrobiologie

Vom Autopsiematerial wurden Abstriche fir mikrobiologischer Untersuchungen genommen
und so die Erreger typisiert. Nach der Paraffineinbettung wurden die angefertigten Schnitte
nach Gram geféarbt und die Morphologie der Erreger untersucht. Aus den Sektionsunterlagen
wurde auf eine mogliche Antibiotikatherapie und vorangegangene Splenektomie hin evaluiert.
AulRRerdem wurden autoptische Hinweise fur das Vorliegen eines septischen Geschehens

berticksichtigt.
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3.4.TissueMicroArray (TMA)

Das Prinzip der TMA-Herstellung wurde bereits umfassend beschrieben [16,33]. Das Tissue
Micro Array-Verfahren (TMA) erlaubt das Einbringen von bis zu tausend Gewebezylindern
(bei Durchmesser 0,6mm) aus histologisch definierten Regionen verschiedener Gewebetypen

in einen einzigen Paraffinblock. Die Funktionsweise des, Arrayers’ ist in Abb. 1 dargestellt.

Abb. 1: Tumor-Array-Herstellung. Das Insrument besteht aus einem diinnen, an der Spitze
geschérften Hohlzylinder (innerer Durchmesser ca. 600 pm), welcher in einem X-Y-Achsen-
Prézisionsgerét gehalten wird. Ein genau in den Hohlzylinder passender Stahldraht ermdglicht
das Ausstol3en von gestanzten Gewebestlicken in, mit einem analogen Instrument (&uf3erer
Durchmesser ca. 600 pm), vorgefertigte Locher im Empféangerblock (Tumor-Array). Ein
verstellbarer "Eindring-Stopper” sichert eine konstante Lange von Zylindern und vorgefertigten
Lochern im Empfangerblock. Bis zu tausend Gewebezylinder kdnnen in einen 20 x 40 mm
messenden Empfanger-Paraffinblock eingebracht werden.
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3.5. Meningitis-Array

Fir den eigens von uns fur diese Studie in Kooperation mit der Pathologie des
Universitdtsklinikums Hamburg-Eppendorf entwickelten Meningitis-Array wurden stait
0,6mm Stanzen 4mm Stanzen verwendet. Diese Modifikation ermoglicht eine bessere
Ubersicht tiber den Bereich der Inflammation, dessen Ausprégung lokal leicht variieren kann.
Um die entzindungsstérksten Areale der vier Hirnregionen Grof3hirnrinde, Grof3hirnmark,
Kleinhirn und Hirnstamm der einzelnen Félle sicher zu stanzen, wurden diese im Vorfeld
histologisch gesichert und markiert. Aus diesen Arealen wurden aus dem Paraffinblock die
Stanzen entnommen und in den Empféngerblock transferiert. Bel einer Stanzengréf3e von
4mm konnten 18 Gewebezylinder in den 20x40mm messenden Empfénger Paraffinblock
eingebracht werden. Um die Qualitét der immunhistochemischen Farbung zu kontrollieren,
wurden weitere 38 Gewebezylinder im Durchmesser von 0,6mm auf den noch freien unteren
Teil des Empfangerblockes eingestanzt, das so genannte Standard-Control-Tissue. Bei
jeweiliger Berticksichtigung der vier genannten Hirnareale fanden vier komplette Falle und
zwel Gewebstanzen eines weiteren Falles pro neu entstandenem Empféngerblock Platz, so
dass zwei unterschiedliche Anordnungen des Materials auf den Blocken nétig wurden (siehe
Abb. 2 und Abb. 3). Insgesamt entstanden sechs Empféangerblocke, die das gesamte
Gewebematerial der 17 MeningitisFéle, der zehn Meningitis-Kontrollfdlle und das
Sandard-Control-Tissue enthielten. Der Aufbau der einzelnen Blécke wird in den Abb. 2 und
3 genauer dargestellt.

Auf jeden Empfangerblock wurde das Standard-Control-Tissue in bekannter TMA-Technik
eingebracht. Dabei wurden insgesamt 38 Stanzen von 0,6mm Durchmesser folgender
Gewebetypen genutzt: je zwei Stanzen Herz, Niere, Lunge, Kolon Mukosa, Endometrium,

Prostata, Lymphknoten, Quergestreifte Muskulatur und Haut; je funf Stanzen Mamma-
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Karzinom, Lungen-Karzinom (zusammengesetzt aus 3 Stanzen Plattenepithelkarzinom und 2

Stanzen Adenokarzinom), Kolon-Karzinom und Protstata-Karzinom.
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Abb. 2: Aufbau desM eningitis-Array Block 1. Alle ungeraden Bltcke enthalten in der
Spalte 1 Gewebzylinder mit Grof3hirnrinde. Spalte 2 entspricht Gewebe aus dem
Grofhirnmark, Spalte 3 enthélt Kleinhirn. Hirnstamm findet sich in Spalte 4. Das
Kontrollgewebe (al bise9) setzt sich auf allen Blocken gleichermal3en zusammen.
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Abb. 3: Aufbau desM eningitis-Array Block 2. Alle geraden Blocke sind den
ungeraden gegenuiber ahnlich aufgebaut. Allerdings ist die Spaltenverteilung der
einzelnen Gewebe um zwei Positionen verschoben. Sie enthalten in der Spalte 1
Gewebzylinder mit Kleinhirn. Spalte 2 entspricht Gewebe aus dem Hirnstamm, Spalte 3
enthalt GroRhirnrinde. Grothirnmark findet sich in Spalte 4. Das Kontrollgewebe (al
bise9) setzt sich auf allen Blocken gleichermal3en zusammen.
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3.6. Immunhistochemie

Die 4um-Schnitte der TMA-Blocke wurden auf adhésiv beschichtete Objekttrager
(Instrumedics, Hackensack, New Jersey) aufgezogen. Fur die immunhistochemische Analyse
wurde die standardisierte indirekte Immunoperoxidase-Prozedur angewandt (ABC-Elite,
Vector Laboratories, Berlingame, CA). Der monoklonale Mausantikorper gegen P-Selektin
(CD 62P) (Cat. # M7199, Klon 1E3, DAKO, Glostrop, Denmark) wurde zur
Immunhistochemie 1:20 verdiunnt. Optimale Farbeergebnisse konnten nach Vorbehandiung
im Autoklaven (5 min bei 98 °C in Zitratpuffer 10 mmol/L, pH 2,0) erzielt werden.

Der monoklonale Mausantikorper gegen VCAM-1 (CD 106) (Cat. # M7106, Klon 1.4C3,
DAKO, Glostrop, Denmark) wurde zur Immunhistochemie 1:20 verdinnt. Optimale
Farbeergebnisse konnten nach Vorbehandlung im Autoklaven (30 min. bei 98 °C in Dako
Target Retrieval Solution, pH 9,0) erzielt werden.

Der monoklonale Mausantikorper gegen LFA-1 (CD 11a) (Cat. # MCA1848, Klon 38, serotec,
Oxford, UK) wurde zur Immunhistochemie 1:1800 verdinnt. Optimale Farbeergebnisse
konnten nach Vorbehandlung im Autoklaven (5 min. bel 98 °C in Zitratpuffer 10 mmol/L, pH
2,0) erzielt werden.

Es wurde die Expression der einzelnen Adhasionsmolekilen auf dem Endothel, auf den ins
Gewebe eingewanderten und in den Gefél3en befindlichen Entziindungszellen, sowie auf den
verschiedenen Zelltypen des Zentralennervensystems (ZNS) (Astrozyten, Oligodendrozyten,
Kornerzellen des Kleinhirns) untersucht.

Bel allen untersuchten Stanzen wurde der Anteil der positiven Zellen geschétzt (<50% = 1,
50% - 70% = 2, >70% = 3) und die Férbeintensitdt semiquantitativ bestimmt (nicht angefarbt
= 0, schwach angeféarbt = 1+, stark angefarbt = 2+). Diese beiden Werte wurden miteinander
multipliziert, so dass eine Gruppierung mit den Zahlenwerten O bis 6 entstand. Diese Gruppe

wurdein drei Gruppen kategorisiert:



0) negativ: Zellen ohne irgendeine Anférbung
1) schwach positiv: Zellen mit 1+ Férbeintensitét in bis zu 70% der jeweiligen Zellart
oder mit einer 2+ Intensitét inweniger als 50% der jeweiligen Zellart
2) stark positiv: Zellen mit 1+ Farbeintensitét in mehr als 70% der jeweiligen Zellart
oder mit einer 2+ Farbeintensitéat in mehr als 50% der jeweiligen Zellart

Zu einer besseren Gruppierung wurde diese Einteilung in positive und negative Expression

differenziert.

3.7. Statistik

Es wurden Mehrfeldertests, Chi-Quadrat Tests und Fisher’s Exact Test angewendet, um die
Expression von P-Selektin und LFA-1 auf Endothel-, Entziindungs- und Bindegewebszellen
der vier verschiedenen Hirnareale bei Meningitis und bei nicht vorhandener Meningitis zu
untersuchen. Werte von p<0,05 wurden als signifikant festgesetzt. Hierbel wurde mit dem

Programm SPSS Version 13.0 fur Windows gearbeitet.
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4. Ergebnisse

4.1. Histologie der M eningitisfalle

Insgesamt wurden 17 Meningitisfalle untersucht, dabel handelte es sich um zehn Manner und
sieben Frauen, die im Zeitraum 1995 bis 2004 an bakterieller Meningitis verstarben. Das
Durchschnittsalter lag bei 53 Jahren (Altersspanne 19-93 Jahre). In sieben Féllen handelte es
sich um eine Haubenmeningitis, in vier Fallen war die Entzindung rein basal lokalisiert und
in sechs Féallen war die Meningitis sowohl auf der Haube as auch basal lokalisiert. In zehn
Fallen bestand ein granulozytéres entzindliches Infiltrat, das gering bis stark ausgeprégt war,
in nur einem Fall konnten mafig viele Schaumzellen nachgewiesen werden und in sechs
Félen lag ein gemischtzelliges entziindliches Infiltrat vor, das gering bis méig viele Zellen
enthielt. In einem Fall wurde die Ausprégung des entzindlichen Infiltrates nicht naher
bestimmt. Eine Begleitenzephalitis konnte bel sechs Féllen beobachtet werden, eine
Vaskulitis in vier und Thrombosierungen der Gefél3e des Subarachnoidalraums wurden bei
funf an Meningitis Verstorbenen nachgewiesen.

Einen Uberblick (ber die Ergebnisse der histologischen Untersuchung zeigt Tab. 1.
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Alter | Geschlecht | Lokalisation Zdlltyp, Enze- | Vasku- | Thrombo-
Auspragung d. entziindl. Infiltrates | phalitis litis sierung
19 m Haube + basal | Granulozyten, méRig + - +
2 w Haube + basal | Granulozyten, méRig - - +
80 W Haube Granulozyten, méRig - - +
43 m Haube Granulozyten, stark + + -
41 m basal Gemischtzellig, maRig - - -
33 m Haube + basal | Granulozyten, méRig + - +
56 m Haube Gemischtzellig, gering - - -
49 m Haube Granulozyten, stark - - +
62 W basal Granulozyten, stark - - -
57 m basal Schaumzellen, méRig - - -
93 w basal Granulozyten, gering - -
44 m Haube + basal | Gemischtzellig, nicht ermittelt + ;
56 w Haube + basal | Granulozyten, gering - - -
" w Haube Gemischtzellig, maRig + + ;
33 m Haube Gemischtzellig, maig - - -
56 m Haube + basal | Granulozyten, stark + + -
26 w Haube Gemischtzellig, gering - - -

Tab. 1: Ergebnisse der histologischen Untersuchung der 17 untersuchten Meningitisfalle
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4.2. Mikrobiologie der Meningitisfalle

Zwolf Féle des Meningitis Kollektivs wurden mikrobiologisch untersucht. Das Anlegen
mikrobiologischer Kulturen ergab in der Mehrheit der Féle die Diagnose einer
Pneumokokken-Infektion (n=8). In einem Fall wurden Viridans Streptokokken und in einem
weiteren Fall E.coli festgestellt, bei zwel Abstrichen blieb die Kultur negativ. Das
Mikroskopieren der nach Gram geféarbten Paraffinschnitte zeigte in zehn Féllen grampositive
Diplokokken.

Nur bei vier Falen konnte aus den Sektionsunterlagen eine vorangegangene
Antibiotikatherapie verifiziert werden. Der Hemmstofftest blieb bei den Ubrigen Félen
negativ. Bei zehn Meningitiden konnten wahrend der Sektion Hinweise fur ein septisches
Geschehen gefunden werden. In vier Fallen waren die Erkrankten im Vorfeld splenektomiert

worden. Eine Zusammenstellung der mikrobiologischen Ergebnisse zeigt Tab. 2.
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Alter | Geschlecht | Antibiotika | Sepsis | Splenektomie | Erreger Morphologied. Erreger
19 m + + + negativ grampos. Diplokokken
72 w - - Sr. pneumoniae grampos. Diplokokken
80 w - - nicht durchgefihrt grampos. Diplokokken
43 m - - - Viridans Streptokokken
41 m - - Str. pneumoniae
33 m - - nicht durchgefiihrt grampos. Diplokokken
56 m + - Str. pneumoniae grampos. Diplokokken
49 m - + Sr. pneumoniae grampos. Diplokokken
62 w - - - Sr. pneumoniae grampos. Diplokokken
57 m - - - nicht durchgefihrt
93 w + + - E. coli
44 m - - - Str. pneumoniae grampos. Diplokokken
56 w - - - negativ
77 w - - - Sr. pneumoniae grampos. Diplokokken
33 m - + - nicht durchgefihrt grampos. Diplokokken
56 m + + + Sr. pneumoniae
26 w - + - nicht durchgefihrt

Tab. 2: Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchung der 17 M eningitisfalle
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4.3. Expression von P-Selektin

P-Selektin (CD 62P) wurde im Grof3hirn (Rinde und Mark), im Kleinhirn und im Hirnsgamm
gleichermal3en auf Endothelzellen, Astrozyten, Oligodendrozyten, Kornerzellen (nur im
Kleinhirn anzutreffen) in derselben Weise bei Meningitis und bel nicht vorhandener
Entzindung nukledr und zytoplasmatisch exprimiert. Bei inflammatorischen Prozessen
konnte P-Selektin auch auf Entziindungszellen nachgewiesen werden.

Die Expressionsmuster auf den einzelnen Zellen in den verschiedenen Hirnregionen wurden
statistisch miteinander in Beziehung gesetzt. Im Folgenden werden die signifikanten
Ergebnisse vorgestellt:

4.3.1. Vergleich der Expression von P-Selektin auf Endothelzellen der Grol3hirnrinde
mit der Expression von P-Selektin auf Astrozyten der Grof3hirnrinde

Es wurden 20 Félle analysiert (zwolf Meningitis-Falle, acht Non-Meningitis-Félle). Alle acht
Non-Meningitis-Félle zeigten eine Expression von P-Selektin auf den Astrozyten, davon zwei
Non-Meningitis-Félle mit negativer Expression auf dem Endothel, sechs Non-Meningitis-
Fale mit positivem Endothel. In der Meningitis Gruppe exprimierten nur in einem Fall die
Astrozyten P-Selektin bei negativem Endothel, in zwei Meningitis-Féllen konnte auf den
Astrozyten keine Expression von P-Selektin nachgewiesen werden. In neun Meningitis-Féllen
waren sowohl das Endothel als auch die Astrozyten positiv. Bei durchgefiihrtem Chi-Quadrat-
Test in der Meningitis Gruppe mit Fisher's Exact Test war p = 0,045 (p<0,05). Einzelheiten

sind in Tab. 3 und 4 wiedergegeben.
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Astrozyten

negativ positiv insgesamt
Non-Meningitis Endothel negativ. n 2 2
% Endothel 100,0% 100,0%
% Astrozyten 25,0% 25,0%
% insgesamt 25,0% 25,0%
positiv. n 6 6
% Endothel 100,0% 100,0%
% Astrozyten 75,0% 75,0%
% insgesamt 75,0% 75,0%
insgesamt n 8 8
% Endothel 100,0% 100,0%
% Astrozyten 100,0% 100,0%
% insgesamt 100,0% 100,0%
Meningitis Endothel negativ. n 2 1 3
% Endothel 66,7% 33,3% 100,0%
% Astrozyten 100,0% 10,0% 25,0%
% insgesamt 16,7% 8,3% 25,0%
positiv. n 0 9 9
% Endothel ,0% 100,0% 100,0%
% Astrozyten ,0% 90,0% 75,0%
% insgesamt ,0% 75,0% 75,0%
insgesamt n 2 10 12
% Endothel 16,7% 83,3% 100,0%
% Astrozyten 100,0% 100,0% 100,0%
% insgesamt 16,7% 83,3% 100,0%

Tab. 3: Kreuztabelle zur Expression von P-Selektin auf Endothelzellen und

Astrozyten der GroRRhirnrinde

Chi-Quadrat-Test

Exact Significance

Analysiert (2-sided)
Non-Meningitis n 8
Meningitis Fisher's Exact Test ,045
n 12

Tab. 4: Ergebnisdes Fisher’s Exact Test zur Expresson von P-Selektin auf
Endothelzellen und Astrozyten der Grof3hirnrinde (p 0,045)
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4.3.2. Vergleich der Expression von P-Selektin auf Endothelzellen der Grol3hirnrinde
mit der Expression von P-Selektin auf Astrozyten des Grof3hirnmarkes

Es wurden 18 Félle untersucht (elf Meningitis-Félle, sieben Non-Meningitis-Falle). In der
Gruppe der Non-Meningitis-Félle, exprimierten in sechs Féllen die Astrozyten des
Grofhirnmarkes P-Selektin, davon zwel Non-Meningitis-Félle bei negativem Endothel, vier
Non-Meningitis-Félle bei positivem Endothel der Grofdhirnrinde. In einem Non-Meningitis-
Fall wurde keine Anféarbung der Astrozyten bel positivem Endothel nachgewiesen. In der
Meningitis-Gruppe konnte der Nachweis einer P-Selektin Expression bei acht Meningitis-
Falen auf den Astrozyten bei gleichzeitig positivem Endothel erbracht werden. In drei
Meningitis-Félen waren sowohl die Astrozyten als auch die Endothelzellen negativ. Nach
Berechnung von Chi-Quadrat-Test und Fisher's Exact Test ergab sich fur die
M eningitisgruppe p=0,006.

Einen Uberblick geben Tab. 5 und 6.
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Astrozyten

negativ positiv insgesamt
Non-Meningitis Endothel negativ. n 0 2 2
% Endothel ,0% 100,0% 100,0%
% Astrozyten ,0% 33,3% 28,6%
% insgesamt ,0% 28,6% 28,6%
positiv.  n 1 4 5
% Endothel 20,0% 80,0% 100,0%
% Astrozyten 100,0% 66,7% 71,4%
% insgesamt 14,3% 57,1% 71,4%
insgesamt n 1 6 7
% Endothel 14,3% 85,7% 100,0%
% Astrozyten 100,0% 100,0% 100,0%
% insgesamt 14,3% 85,7% 100,0%
Meningitis Endothel negativ. n 3 0 3
% Endothel 100,0% ,0% 100,0%
% Astrozyten 100,0% ,0% 27,3%
% insgesamt 27,3% ,0% 27,3%
positiv.  n 0 8 8
% Endothel ,0% 100,0% 100,0%
% Astrozyten ,0% 100,0% 72,7%
% insgesamt ,0% 72, 7% 72, 7%
insgesamt n 3 8 11
% Endothel 27,3% 72,7% 100,0%
% Astrozyten 100,0% 100,0% 100,0%
% insgesamt 27,3% 72,7% 100,0%

Tab. 5: Kreuztabelle zur Expression von P-Selektin auf Endothelzellen der

Grof3hirnrinde und auf Astrozyten des Grof3hirnmarkes

Chi-Quadrat-Test

Exact Significance

Analysiert (2-sided)
Non-Meningitis Fisher's Exact Test 1,000
n 7
Meningitis Fisher's Exact Test ,006
n 11

Tab. 6: ErgebnisdesFisher’s Exact Test zur Expresson von P-Selektin auf
Endothelzellen der Grof3hirnrinde und auf Astrozyten des Grofl3hirnmarkes (p 0,006)
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4.3.3. Vergleich der Expression von P-Selektin auf Endothelzellen der Grof3hirnrinde
(Cor) mit der Expression von P-Selektin auf Endothelzellen des Kleinhirns (Crbl)

15 Félle (neun Meningitis-Félle, sechs Non-Meningitis-Falle) wurden untersucht. In der
Gruppe der Non-Meningitis-Falle exprimierten Endothelzellen des Kleinhirns in zwei Fallen
P-Selektin, wahrend auf den Endothelzellen der Grof3hirnrinde kein P-Selektin nachweisbar
war. In drel Non-Meningitis-Féllen war das Endothel der GroR3hirnrinde positiv bei negativem
Endothel des Kleinhirns. In nur einem Non-Meningitis-Fall konnte sowohl auf dem Endothel
der Grof3hirnrinde a's auch auf dem Endothel des Kleinhirns P-Selektin nachgewiesen werden.
Im Meningitis-Kollektiv waren in zwei Féllen die Endothelzellen des Kleinhirns negativ bei
fehlender P-Selektin Expression der Endothelzellen des Groféhirns. In sieben Meningitis-
Félen waren die Endothelzellen des Kleinhirns und des Grof3hirns bei Meningitis positiv
angeférbt. Den Ergebnissen von Chi-Quadrat-Test und Fisher’s Exact Test folgend ergab sich
fUr die Meningitis-Gruppe p=0,028.

Tab. 7 und 8 geben einen Uberblick.

31



Endothel Crbl

negativ positiv insgesamt
Non-Meningitis Endothel negativ. n 0 2 2
Cor % Endothel Cor ,0% 100,0% 100,0%
% Endothel Crbl ,0% 66,7% 33,3%
% insgesamt ,0% 33,3% 33,3%
positv.  n 3 1 4
% Endothel Cor 75,0% 25,0% 100,0%
% Endothel Crbl 100,0% 33,3% 66,7%
% insgesamt 50,0% 16,7% 66,7%
insgesamt n 3 3 6
% Endothel Cor 50,0% 50,0% 100,0%
% Endothel Crbl 100,0% 100,0% 100,0%
% insgesamt 50,0% 50,0% 100,0%
Meningitis Endothel negativ. n 2 0 2
Cor % Endothel Cor 100,0% ,0% 100,0%
% Endothel Crbl 100,0% ,0% 22,2%
% insgesamt 22.2% ,0% 22,2%
positv.  n 0 7 7
% Endothel Cor ,0% 100,0% 100,0%
% Endothel Crbl ,0% 100,0% 77,8%
% insgesamt ,0% 77,8% 77,8%
insgesamt n 2 7 9
% Endothel Cor 22.2% 77,8% 100,0%
% Endothel Crbl 100,0% 100,0% 100,0%
% insgesamt 22,2% 77,8% 100,0%

Tab. 7: Kreuztabelle zur Expression von P-Selektin auf Endothelzellen der
Grof3hirnrinde (Cor) und desKleinhirns (Crbl)

Chi-Quadrat-Test

Exact Significance
Analysiert (2-sided)
Non-Meningitis  Fisher's Exact Test ,400
n 6
Meningitis Fisher's Exact Test ,028
n 9

Tab. 8: ErgebnisdesFisher’s Exact Test zur Expresson von P-Selektin auf
Endothelzellen der Grof3hirnrinde (Cor) und desKlenhirns (Crbl) (p 0,028)
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4.3.4. Vergleich der Expresson von P-Selektin auf Astrozyten der Grof3hirnrinde (Cor)
mit der Expression von P-Selektin auf Astrozyten desKleinhirns(Crhbl)

Auch hier wurden 17 Félle untersucht (neun Meningitis-Félle, acht Non-Meningitis-Félle).

Bel dem Non-Meningitis-Kollektiv zeigten alle acht Félle eine Expression von P-Selektin auf

den Astrozyten der Grof3hirnrinde (Cor) und des Kleinhirns (Crbl). In der Meningitis-Gruppe

exprimierten in sieben Meningitis Féallen die Astrozyten der Grof3hirnrinde und des Kleinhirns

P-Selektin, wahrend in zwel Meningitis-Fallen diese in beiden Arealen negativ gewertet

wurden. Chi-Quadrat-Test und Fisher’s Exact Test berechnen fur das Meningitis-Kollektiv

p=0,028.

Néheres zeigen Tab. 9 und 10.
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Astrozyten Crbl

negativ positiv insgesamt
Non-Meningitis Astrozyten  positiv n 8 8
Cor % Astrozyten Cor 100,0% 100,0%
% Astrozyten Crbl 100,0% 100,0%
% insgesamt 100,0% 100,0%
insgesamt n 8 8
% Astrozyten Cor 100,0% 100,0%
% Astrozyten Crbl 100,0% 100,0%
% insgesamt 100,0% 100,0%
Meningitis Astrozyten negativ n 2 0 2
Cor % Astrozyten Cor 100,0% ,0% 100,0%
% Astrozyten Crbl 100,0% ,0% 22,2%
% insgesamt 22.2% ,0% 22.2%
positiv n 0 7 7
% Astrozyten Cor ,0% 100,0% 100,0%
% Astrozyten Crbl ,0% 100,0% 77,8%
% insgesamt ,0% 77,8% 77,8%
insgesamt n 2 7 9
% Astrozyten Cor 22,2% 77,8% 100,0%
% Astrozyten Crbl 100,0% 100,0% 100,0%
% insgesamt 22,2% 77,8% 100,0%

Tab. 9: Kreuztabelle zur Expression von P-Selektin auf Endothelzellen der
Grof3hirnrinde (Cor) und desKleinhirns (Crbl)

Chi-Quadrat-Test

Exact Significance
Analysiert (2-sided)
Non-Meningitis n 8
Meningitis Fisher's Exact Test ,028
n 9

Tab. 10: Ergebnisdes Fisher’s Exact Test zur Expresson von P-Selektin auf
Endothelzellen der Grof3hirnrinde (Cor) und desKleinhirns (Crbl) (p 0,028)



4.3.5. Vergleich der Expression von P-Selektin auf Astrozyten des Grof3hirnmarkes mit
der Expression von P-Selektin auf Oligodendrozyten des Grof3hirnmarkes

Analysiert wurden 20 Félle (zwolf Meningitis-Fale, acht Non-Meningitis-Félle). Bel den
Non-Meningitis-Féllen zeigte sich in alen acht Féllen eine Expression von P-Selektin auf den
Oligodendrozyten des Grofdhirnmarkes. Die Astrozyten waren in sieben Non-Meningitis-
Falen positiv, wahrend in einem Non-Meningitis-Fall die Astrozyten negativ gewertet
wurden. In der Meningitis-Gruppe konnte in funf Meningitis-Fallen keine Expression von P-
Selektin auf den Oligodendrozyten nachgewiesen werden, davon in vier Falen bei
gleichzeitig negativen Astrozyten. In sieben MeningitisFéllen zeigten sich die
Oligodendrozyten und die Astrozyten positiv. Durchgefihrter Chi-Quadrat-Test und Fisher’s
Exact Tes erbrachte p=0,01.

Die Ergebnisse werden in Tab. 11 und 12 présentiert.
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Oligodendrozyten
negativ positiv insgesamt
Non-Meningitis Astrozyten negativ n 1 1
% Astrozyten 100,0% 100,0%
% Oligodendrozyten 12,5% 12,5%
% insgesamt 12,5% 12,5%
positiv.  n 7 7
% Astrozyten 100,0% 100,0%
% Oligodendrozyten 87,5% 87,5%
% insgesamt 87,5% 87,5%
insgesamt n 8 8
% Astrozyten 100,0% 100,0%
% Oligodendrozyten 100,0% 100,0%
% insgesamt 100,0% 100,0%
Meningitis Astrozyten negativ. n 4 0 4
% Astrozyten 100,0% ,0% 100,0%
% Oligodendrozyten 80,0% ,0% 33,3%
% insgesamt 33,3% ,0% 33,3%
positiv n 1 7 8
% Astrozyten 12,5% 87,5% 100,0%
% Oligodendrozyten 20,0% 100,0% 66,7%
% insgesamt 8,3% 58,3% 66,7%
insgesamt n 5 7 12
% Astrozyten 41, 7% 58,3% 100,0%
% Oligodendrozyten 100,0% 100,0% 100,0%
% insgesamt 41, 7% 58,3% 100,0%

Tab. 11: Kreuztabelle zur Expression von P-Selektin auf Astrozyten und
Oligodendrozyten des Grof3hirnmarkes

Chi-Quadrat-Test

Exact Significance
Analysiert (2-sided)
keine Meningitis n 8
Meningitis Fisher's Exact Test ,010
n 12

Tab. 12: Ergebnisdes Fisher’s Exact Test zur Expression von P-Selektin auf
Astrozyten und Oligodendr ozyten des Grof3hirnmarkes (p 0,01)
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4.3.6. Vergleich der Expresson von P-Selektin auf Oligodendrozyten des
Grohirnmarkes mit der Expresson von P-Selektin auf Endothelzellen des
Hirnsammes

Es wurden elf Fale miteinander verglichen (sieben Meningitis-Félle, vier Non-Meningitis-
Fale). Alle Oligodendrozyten des Grof3hirnmarkes waren bei den vier Non-Meningitis-Féllen
positiv, wobel nur in zwei Non-Meningitis-Féllen auch das Endothel des Hirnstammes P-
Selektin  exprimierte. Bei Meningitis wurde in vier Falen P-Selektin auf den
Oligodendrozyten exprimiert, in drei Félen nicht. Bei den drei Meningitis-Fallen mit Nicht-
Expression von P-Selektin auf den Oligodendrozyten war auch keine Expression von P-
Selektin auf dem Endothel nachweisbar. Bel den vier MeningitisFéllen mit positiven
Oligodendrozyten, waren auch die Endothelzellen positiv zu werten. Chi-Quadrat-Test und
der berechnete Fisher’s Exact Test ergaben p=0,029.

Einen Uberblick geben Tab. 13 und 14.
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Endothel

negativ positiv insgesamt

Non-Meningitis Oligodendrozyten  positiv. n 2 2 4
% Oligodendrozyten 50,0% 50,0% 100,0%

% Endothel 100,0% 100,0% 100,0%

% insgesamt 50,0% 50,0% 100,0%

insgesamt n 2 2 4
% Oligodendrozyten 50,0% 50,0% 100,0%

% Endothel 100,0% 100,0% 100,0%

% insgesamt 50,0% 50,0% 100,0%

Meningitis Oligodendrozyten  negativ.  n 3 0 3
% Oligodendrozyten 100,0% ,0% 100,0%

% Endothel 100,0% ,0% 42,9%

% insgesamt 42,9% ,0% 42,9%

positiv n 0 4 4

% Oligodendrozyten ,0% 100,0% 100,0%

% Endothel ,0% 100,0% 57,1%

% insgesamt ,0% 57,1% 57,1%

insgesamt n 3 4 7
% Oligodendrozyten 42,9% 57,1% 100,0%

% Endothel 100,0% 100,0% 100,0%

% insgesamt 42,9% 57,1% 100,0%

Tab. 13: Kreuztabelle zur Expression von P-Selektin auf Oligodendrozyten des

GrofBhirnmarkes und auf Endothel des Hirnssammes

Chi-Quadrat-Test

Exact Significance
Analysiert (2-sided)
Non-Meningitis n 4
Meningitis Fisher's Exact Test ,029
n 7

Tab. 14: Ergebnisdes Fisher’s Exact Test zur Expresson von P-Selektin auf
Oligodendrozyten des Grof3hirnmarkes und auf Endothel des Hirnstammes (p 0,029)
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4.4. Expression von LFA-1

LFA-1 (CD 11a) lief3 sich in alen Hirnarealen (Grofhirnrinde, Grohirnmark, Kleinhirn,
Hirnsamm) immunhistochemisch nur auf Entziindungszellen nachweisen. Eine Expression
auf anderen Zellen des ZNS wurde nicht beobachtet.

Die Expression von LFA-1 auf den Entziindungszellen des Kleinhirns wurden statistisch mit
dem Auspragungsgrad des entztindlichen Infiltrates bei neun Meningitis-Fallen in Beziehung
gesetzt.

Dies wird im Folgenden vorgestellt: Bei geringer Ausprégung des entziindlichen Infiltrates
zeigten in zwei MeningitisFéllen die Entzindungszellen eine Expression von LFA-1. In
sieben Féllen mit maliger bis starker Ausprégung des entzindlichen Infiltrates wurden die
Entzindungszellen a's negativ bewertet. Hierzu wurde Chi-Quadrat-Test und Fisher’'s Exact
Test berechnet, dies ergab p=0,028.

Genauere Angaben finden sich in Tab. 15 und 16.
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Entziindungszellen
negativ positiv insgesamt
Meningitis Auspragung d. gering n 0 2 2
entztindlichen % Auspragung 0% | 100,0% 100,0%
Infiltrates % Entztindungszellen 0% 100,0% 22,2%
% insgesamt ,0% 22,2% 22,2%
maRig n 6 0 6
% Auspragung 100,0% ,0% 100,0%
% Entziindungszellen 85,7% ,0% 66,7%
% insgesamt 66,7% ,0% 66,7%
stark n 1 0 1
% Auspragung 100,0% ,0% 100,0%
% Entziindungszellen 14,3% ,0% 11,1%
% insgesamt 11,1% ,0% 11,1%
insgesamt n 7 2 9
% Auspragung 77,8% 22,2% 100,0%
% Entziindungszellen 100,0% 100,0% 100,0%
% insgesamt 77,8% 22,2% 100,0%

Tab. 15: Kreuztabelle zur Expression von LFA-1 auf Entziindungszellen des

Kleinhirnsunter Berlcksichtigung des Auspragungsgrades des entziindl. Infiltrates

Chi-Quadrat-Test

Analysiert

Exact Significance
(2-sided)

Meningitis

n

Fisher's Exact Test

9

,028

Tab. 16: Ergebnisdes Fisher’s Exact Test zur Expression von L FA-1 auf
Entzindungszellen des Kleinhirns unter Ber Gicksichtigung des Auspragungsgr ades des

entzdndl. I nfiltrates (p 0,028)
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4.5. Expression von VCAM-1

Ein Nachweis einer VCAM-1 (CD 106) Expression gelang nur in einem einzigen Meningitis-
Fall auf Endothelzellen von Gefdlen des Grofhirnmarkes. Es konnte weder in dem
entzindlich veréanderten noch in dem Kontrollmaterial in irgendeinem Hirnareal oder auf

irgendeinem Zelltyp VCAM-1 Immunpositivitdt nachgewiesen werden.
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5. Diskussion

5.1. Histologie der M eningitisfalle

Bereits 2000 zeigte eine Studie des Hamburger Ingitutes fir Rechtsmedizin die
Higomorphologie von 20 an Hirnhautentziindung Verstorbener sehr detailliert auf [38]
Entsprechende hisomorphologische Befunde konnten auch in dieser Studie erhoben werden.
Bei den 17 Fdlen im Zeitraum 1995-2004 an Meningitis Verstorbenen herrschte der Typ der
Haubenmeningitis vor. Am haufigsten wurde ein granulozytéres Infiltrat gefunden. In zehn
von 17 Falen wurden zusdtzlich Enzephalitis, Thrombosierungen und/oder Vaskulitiden
gefunden. Die in der Rechtsmedizin obduzierten Meningitistoten zeigten keinen Hinweis fir
Komplikationen, wie Hirnabszesse und Einblutungen ins Hirngewebe, die auf einen langeren
Verlauf der Erkrankung deuten wiirden. Die nachgewiesene Ausbreitung der Entziindung von
den Hirnhduten auf das Hirngewebe und die Gefél3e ist ein weiterer Hinweis fur den meist
foudroyant-letalen Verlauf der Meningitis und unterstiitzt die Ergebnisse klinischer Studien

[24].

5.2. Mikrobiologie der Meningitisfalle

In zwolf von 17 Félen (71%) wurde eine Erregerkultur nach Abstrich im Rahmen der
Obduktion angelegt. Der hdufigste nachgewiesene Erreger war Streptokokkus pneumoniae
(n=8), dies wurde durch das Mikroskopieren gramgefarbter Schnitte bestétigt (hier in zehn
von 17 Fdlen Nachweis grampositiver Diplokokken). Pneumokokken sind nach
Meningokokken die zweithaufigsten Erreger fir bakterielle Meningitiden, aber zeigen von
den fur letal verlaufende Hirnhautentziindungen verantwortlichen Erregern die héchste
Letalitdt — bis zu 30% [13]. E.coli war in einer Kultur der Abstriche anziichtbar. Dieser
Erreger vom Kapseltyp K1 ist besonders fir Meningitiden von Sauglingen und

Immunsupprimierten verantwortlich. Von den 1951 gemeldeten Meningitiserkrankungen
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2000 in Deutschland wurde nur in drei Fallen E.coli K1 nachgewiesen, die Letalitét lag bei
16,7% [30]. Bel der Neugeborenen-Meningitis durch E.coli wird bereits von einer
Ubertragung im Mutterleib ausgegangen [10]. Eine differenzierte Bestimmung des Kapseltyps

wurde nicht durchgefiihrt, so dassin diesem Fall eine Kontamination nicht auszuschlief3en ist.

5.3. Expression von P-Selektin

Die Expression von P-Selektin (CD 62P) konnte sowohl im Meningitis-Kollektiv als auch in
der Gruppe der Non-Meningitis-Falle in allen Hirnarealen beobachtet werden. Dabei liefd sich
kein Zusammenhang zwischen der Lokalisation der Entzindung und der Stérke der P-
Selektin-Expression erarbeiten.

P-Selektin  wurde gleichermal3en auf Endothelzellen, Astrozyten, Oligodendrozyten,
Kornerzellen und Entzindungszellen nachgewiesen, dabel lag nicht nur eine nukledre
Expression sondern auch eine zytoplasmatische Expression vor.

Im Vergleich der P-Selektin-Expression auf Endothelzellen mit der Expression auf Astrozyten
der Grofhirnrinde fiel auf, dass in dem Meningitiskollektiv P-Selektin geringer auf
Astrozyten exprimiert wurde as in der Kontrollgruppe. Im statistischen Vergleich der
Expression von P-Selektin auf Endothelzellen des Kortex mit Astrozyten des Grofdhirnmarkes
war aufféllig, dass wahrend der Hirnhautentzindung die Expression von P-Selektin auf
Astrozyten weniger wurde. Die Korrelation zwischen der Expression von P-Selektin auf
Endothelzellen der Grofhirnrinde mit der auf Endothelzellen des Kleinhirns zeigte eine
verstarkte Expression von P-Selektin auf den Endothelzellen wéhrend der Entziindung
unabhangig von der Hirnregion. In der Gegenlberstellung der astrozytéren Expression von P-
Selektin im Kleinhirn und im Kortex war aufféllig, dass in 20% der Féle bei
Hirnhautentziindung keine Expression nachzuweisen war, aber das nicht-entzindliche
Material P-Selektin exprimierte. Vergleicht man im Grofhirnmark die Expression von P-

Selektin auf den Astrozyten mit der Expression auf den Oligodendrozyten, zeigt sich, dassin
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der Gruppe der Non-Meningitis-Félle die Expression von P-Selektin auf den Astrozyten und
auf den Oligodendrozyten stérker ausgepragt war, als auf diesen beiden Zelltypen der
Meningitis-Féle. Stellt man einen Zusammenhang zwischen der Expression von P-Selektin
auf Oligodendrozyten der Grof3hirnrinde mit Endothelzellen des Hirnstammes her, bemerkt
man in der Meningitisgruppe eine weniger starke Expression von P-Selektin auf
Oligodendrozyten alsin der Kontrollgruppe.

Zusammenfassend l&sst sich feststellen, dass P-Selektin bei einer zum Tode fuhrenden
Hirnhautentziindung auf Endothelzellen stérker exprimiert wurde, aber auf Astrozyten und
Oligodendrozyten weniger stark nachzuweisen war, als in den Hirnen der Non-Meningitis-
Gruppe.

Untersuchungen zur Expression von P-Selektin an humanem Meningitismaterial liegen bis
jetzt nicht vor und Studien an entzindlich veranderten humanen Materialien sind selten. Die
meisten Versuche zur Expression von P-Selektin basieren auf Tierversuchen.

P-Selektin (CD 62P) ist sehr wichtig fur die Leukozyten-Endothel-I nteraktion und initiiert das
sogenannte Rolling. Schon langer ist bekannt, dass die Selektine bei Entzindungsprozessen
vom Endothel verstérkt exprimiert werden [14] und die Migration von Leukozyten ins
betroffene Gewebe unterstiitzen. Dies konnten unsere Ergebnisse bestdtigen. Eine frihere
Studie beschreibt, dass P-Selektin bei Entziindungen des ZNS nicht fur die Rekrutierung von
Entzindungszellen Uber die Bluthirnschranke verantwortlich ist [7]. Nach einer neueren
Untersuchung ist die Expression von P-Selektin von den induzierenden Zytokinen abhangig
[4].

Eine mdgliche Expression von CD 62P auf aktivierten Astrozyten nach Schlaganfdlen ist
beschrieben worden [15], allerdings wurden zu der P-Selektin-Expression auf Astrozyten und
Oligodendrozyten bei Entzindungen des ZNS noch keine Aussagen gemacht. Was nattrlich

fragwirdig ist, warum die Stitzzellen des ZNS weniger P-Selektin exprimieren, wenn sie



eigentlich im Entzindungsprozess aktiviert sein sollten? Eine Méglichkeit ist, dass in diesem
Fall die P-Selektin-Expression auf den Astrozyten und Oligodendrozyten @nlich wie bei der
Leukozytenrekrutierung Uber die Bluthirnschranke abhéngig it von einem bestimmten
Zusammenspiel der Zytokine, welches bei rapid progressiven Entzindungsprozessen
maoglicherweise gestort ist. Eine andere These i, dass die Zellen eine gewisse Grundaktivitat
aufweisen [9], sich diese wéahrend der initialen Entziindung steigert und zu einem spéteren

Zeitpunkt wieder unter das Ausgangsniveau abflacht.

5.4. Expression von LFA-1

Die Expresson von LFA-1 (CD 11a) konnte nur auf Entzindungszellen nachgewiesen
werden. LFA-1 konnte nicht auf anderen Zellen der vier definierten Hirnareale nachgewiesen
werden. Im nicht-entziindlichen Gewebe wurden keine Zellen angefarbt.

Korreliert man die Expression von LFA-1 auf Leukozyten mit dem Ausprdgungsgrad des
entzindlichen Infiltrates, so féllt auf, dass die Entzindungszellen bei malig bis starker
Ausprédgung des entziindlichen Infiltrates kein LFA-1 exprimierten, wahrend bel geringer
Anzahl inflammatorischer Zellen im Gewebe diese positiv angeféarbt waren.

Untersuchungen zur Expression von LFA-1 an humanem Meningitismaterial liegen bis jetzt
nicht vor und Studien an entziindlich verénderten humanen Materialien sind die Ausnahme.
Die meisgen Versuche zur Expression von LFA-1 basieren auf Tierversuchen.

Eine Studie an Knock-Out Mé&usen hat gezeigt, dass das Fehlen von LFA-1 zu einer erhdhten
Mortalitét und haufigeren Septik&mie fuhrt [27]. Ein angeborener Mangel an CD 11a wurde
bis dato selten beschrieben. Es ist ein eigensténdiges Krankheitsbild und gilt as angeborene
Immunschwéche [32]. Des Weiteren wird davon ausgegangen, dass eine Modulation der
Expression dieser Adhésionsmolekile wichtig fur den Ablauf immunologischer Prozesse ist
[34]. In den Falen mit niedriger LFA-1 Expression auf den Entzindungszellen ist der

Ausprégungsgrad des entzundlichen Infiltrates mé&3ig bis stark. Von einer Immunschwéche
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kann in diesen Féllen eher nicht ausgegangen werden, aber vielleicht findet eine Modulation
und Herunterregulierung von LFA-1 statt, so dass eine weitere Extravasation von

Entziindungszellen in das betroffene Gewebe verhindert wird.

5.5. Expression von VCAM-1

Ein Nachweis einer VCAM-1 (CD 106) Expression gelang nur in einem einzigen Meningitis-
Fall auf Endothelzellen des Grolthirnmarkes. Aul3er in diesem einen Fall wurden weder
Endothelzellen noch andere Zellen des ZNS angeférbt. Eine Korrelation zwischen der
Expression von VCAM-1 der MeningitisGruppe und der Kontrollgruppe lief3 sich nicht
feststellen.

Untersuchungen zur Expression von VCAM-1 an humanem Meningitismaterial liegen bis
jetzt nicht vor und Studien an entztindlich verénderten humanen Materialien sind selten. Die
meisten Versuche zur Expression von VCAM-1 basieren auf Tierversuchen.

Eine aktuelle Studie zeigt unter anderem eine erhthte Konzentration von VCAM-1 im Liquor
bei an Meningitis erkrankten Patienten, was hauptsachlich auf eine Diffusion durch die bei
Infektion des ZNS durchlassige Bluthirnschranke zurtickgefuhrt wurde [21].

In friheren Studien wurde gezeigt, dass die orae Infektion von Mausen mit Toxoplasma
gondii eine Enzephalitis mit einer starken Aktivierung des Hirngewebes hervorruft. Dabei
wird auch verstarkt VCAM auf Endothelzellen nachgewiesen. Allerdings wird in diesem
Projekt nicht differenziert, um welches VCAM es sich handelt [5].

Unser  Meningitiskollektiv ~ ist  hauptsdchlich an  foudroyant  verlaufenden
Hirnhautentziindungen verstorben. P-Selektin wurde viel stérker exprimiert as VCAM-1.
Maoglich ist eine heftige Initialreaktion von VCAM-1 sehr friih bei Infektionen, die spéter
nicht mehr nachzuweisen ist, oder eine gedampfte VCAM-1 Reaktion, wenn P-Selektin stark

exprimiert wird und bereits viele Leukozyten eingewandert sind. Die These, dass standig eine
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Grundaktivitét von Endothel vorhanden ist [9], konnte in dieser Studie nicht nachgewiesen
werden, allerdings bezieht sich die vorhandene Studie zu diesem Thema auf Endothelzellen in

der Lunge.

5.6. Schlussfolgerungen

Untersuchungen zur Expression von endothelialen und leukozytdren Adhasionsmolekilen in
humanem Meningitismaterial liegen bis jetzt nicht vor und Studien an entzindlich
veranderten humanen Materialien sind bisher eher die Ausnahme. Die meisten Versuche zur
Expression von P-Selektin, LFA-1 und VCAM-1 basieren auf Tierversuchen.

Unsere Ergebnisse haben gezeigt, dass bel Meningitis-Fallen mit foudroyant letalem Verlauf
Sreptokokkus pneumoniae den Haupterreger darstellt, die Entziindung meist auf den Bereich
der Haube lokalisiert und durch ein granulozytéres Infiltrat gekennzeichnet ist. In fast 60%
der Meningitisfalle wurden Kennzeichen fir fulminant verlaufende Infektionen, wie
Vaskulitis, Thrombosierungen und Enzephalitis beobachtet. Dies bestédtigt die Aussagen
vorangegangener Studien [13,26,38]. Die Expression von P-Selektin im Meningitiskollektiv
gegeniber den Non-Meningitis-Féllen ist auf den Endothelzellen verstérkt ausgepragt, auf
den Astrozyten und Oligodendrozyten dagegen herabgesetzt. LFA-1 wurde in unserer Studie
nur bei geringer Auspragung der entziindlichen Infiltrates auf den Leukozyten exprimiert, bei
starker bis mal3iger Invasion der Entziindungszellen aber nicht. VCAM-1 wurde nur in eéinem
Meningitis-Fall auf Endothel exprimiert.

Adhasionsmolekiile sind fur den Ablauf entzindlicher Prozesse von grofder Bedeutung, sie
regulieren durch Zytokine beeinflusst das Einwandern von Entziindungszellen in das von
Bakterien besiedelte Gewebe. Dabei it der zeitliche Ablauf dieser Kaskade von grof3er
Bedeutung. Eine zu starke Invasion von Leukozyten schadigt das Gewebe durch freigesetzte
Mediatoren, eine zu spéte oder zu schwache Invasion schédigt das betroffene Gewebe durch

die Aktivitat der Bakterien. Astrozyten und Oligodendrozyten sind kein direkter Bestandtell
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der Bluthirn-Schranke, das Endothel der Hirngeféle durchaus schon. In unserer Studie war
auffallig, dass bel Meningitis die Expression von P-Selektin auf den Endothelzellen verstérkt,
auf Astrozyten und Oligodendrozyten jedoch herabgesetzt war. Moglicherweise werden nur
jene Bereiche bei Entzindungen des ZNS hochreguliert, die direkt in den Prozess der
Leukozyteninvasion integriert sind, so dass die Barrierefunktion der Bluthirnschranke
ansongten intakt bleibt. Dagegen spricht die Aussage, dass P-Selektin keine Rolle bel der
Rekrutierung von Leukozyten Uber die Bluthirnschranke spielen soll [7]. Diese Studie
beschrankt sich allerdings auf autoimmune Prozesse des ZNS, fur akute bakterielle
Infektionen kann dies anders sein. Nach Schlaganfallen wurde eine erhdhte Expression von P-
Selektin auf Astrozyten festgestellt [15]. In unserer Studie scheint es bei Entziindung eine
Herunterregulierung der CD62P-Expression auf Astrozyten und Oligodendrozyten zu geben.
Moglicherweise ist fur den narbigen Umbau des Gewebes nach einer Ischdmie P-Selektin
wichtig, wahrend es in der akuten Infektion dem Gewebe eher schadet. Uber eine vormals
beschriebene Grundaktivitét von Adhasionsmolekilen [9] lasst sich in unserer Studie bzgl.
der Expression auf den Zellen des ZNS keine signifikante Aussage machen. Bel méliig bis
starker Infiltration von Leukozyten war keine LFA-1 Expression auf den eingewanderten
Entzindungszellen nachzuweisen, bei schwacher Invasion war diese gesehen worden. Geht
man von einer moglichen Schutzfunktion aus, kénnte diese Herunterregulierung eine weitere
Ausbreitung ins Gewebe mindern. Bei fulminanten Infektionen konnte es aber auch Zeichen
einer Art Uberforderung fir den Zellstoffwechsel sein, in dessen Folge vielleicht kein LFA-1
mehr metabolisiert werden kann. Eine Modulation der LFA-1 Expression scheint einen
wichtigen Einfluss auf den immunologischen Abwehrprozess zu haben [27,32,34]. Die These
von Modulationen in der Expression der Adhésionsmolekiile im zeitlichen Verlauf eines
entzundlichen Prozesses erschwert die immunhistochemische Begutachtung. In unserer Studie

finden sich hauptsachlich Meningitis-Falle nach Infektionen, die rasch zum Tode gefihrt



haben. Moglicherweise hat dies Einfluss auf die fragliche Modulation. In dieser Studie lief3
sich keine signifikante Expression von VCAM-1 im Meningitisgewebe nachweisen. Entweder
findet im ZNS keine Expression von VCAM-1 statt, oder VCAM-1 konnte in der relativ
kurzen Zeit des entzindlichen Prozesses unseres Kollektivs noch nicht oder nicht mehr
exprimiert werden. Der erstgenannte Aspekt steht im Gegensatz zu einer Studie, die eine
erhohte VCAM-1 Liguorkonzentration mit dem Zusammenbruch der Bluthirnschranke in
Zusammenhang bringt [21]. Das Kollektiv dieser genannten Studie ist an zeitlich langer

bestehenden Entziindungen des ZNS erkrankt.
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6. Zusammenfassung

Untersuchungen zur Expression endothelidler und leukozytérer Adhésionsmolekile bel
bakterieller Meningitis an humanem Autopsiematerial liegen bisher nicht vor. In dieser Studie
wurden 17 Meningitis-Falle und zehn Non-Meningitis-Félle bezlglich der Expression der
endothelialen und leukozytéaren Adhésionsmolekile P-Selektin, LFA-1 und VCAM-1 auf
verschiedenen Zelltypen des Zentralnervensystems (ZNS) miteinander verglichen und die
Histomorphologie und das Erregerspektrum des Meningitiskollektiv evaluiert. Dabei wurde
eine neue Methodik entwickelt und genutzt, die eine speziell fir Entzindungen erarbeitete
Modifikation der bereits beschriebenen Tissue-Micro-Array-Technik (TMA) darstellt. Als
Haupterreger fulminant verlaufender Haubenmeningitiden wurde Streptococcus pneumoniae
bestétigt. In Kombination mit einem rasch zum Tode fuhrenden Verlauf der Erkrankung
wurden  higologisch  Vaskulitiss,  Enzephalitis und  Thrombosierungen  der
Subarachnoidalgefée beobachtet. Die Expression der oben genannten Adhasionsmolekule
war in den verschiedenen Gewebekollektiven unterschiedlich. Ein Zusammenhang zwischen
der Lokalisation der Entziindung und der Stérke der Expression lief3 sich nicht feststellen. P-
Selektin wurde auf alen Zelltypen nachgewiesen. Im Entziindungsprozess nahm die
Expression von P-Selektin auf den Endothelzellen zu, wahrend die Expression auf Astrozyten
und Oligodendrozyten abnahm. LFA-1 konnte nur auf Leukozyten nachgewiesen werden. Die
Expression von LFA-1 konnte nur bei geringer Infiltration von Entziindungszellen auf diesen
beobachtet werden, bel méf3iger bis starker Invasion dagegen nicht. VCAM-1 wurde nur in
einem einzigen Fall auf Endothelzellen nachgewiesen. Die Expression von VCAM-1 bei

Meningitis zeigte keine signifikanten Unterschiede zu den Non-Meningitis-Falen.
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