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Abkiirzungsverzeichnis

APC Antigen-prisentierende Zelle
CD Cluster of Differentiation

DC Dendritische Zelle

GBS Gruppe-B-Streptokokken

GBS-F Gruppe-B-Streptokokken Faktor
HI Hypoxie-Ischdmie

HSP Heat shock protein

IL Interleukin

LPS Lipopolysaccharid

LTA Lipoteichonsaure

MCAO Middle cerebral artery occlusion
MHC Major Histocompatibility Complex
MyD88 Myeloid differentiation factor-88
NF-xB Nuclear Factor-kB

NO Stickstoffoxid (nitric oxide)
PAMP Pathogen-associated molecular pattern
PRR Pattern-recognition receptor
PVL Periventrikuldre Leukomalazie
TLR Toll-like Rezeptor

TNF Tumor Nekrose Faktor

TNFR Tumor Nekrose Faktor Rezeptor

TUNEL TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling

ZNS Zentrales Nervensystem



1. Einfiihrung in die Thematik

Der offensichtliche Vorteil einer Entziindungsreaktion im Zentralen Nervensystem (ZNS) ist
der Schutz vor eindringenden Pathogenen, die Limitierung von Neoplasmen und die
Beseitigung von Zelltrimmern. Ein zundchst unerwarteter Nachteil einer zerebralen
Entziindung besteht in der Potenzierung neuronaler Schidigung. Das ZNS ist im Hinblick auf
eine entziindlich bedingte Schidigung insofern als besonders vulnerabel anzusehen, als dass
Neurone liberaus empfindlich auf im Rahmen der Entziindungsprozesse freigesetzte instabile
Sauerstoff- und Stickstoffverbindungen sowie Zytokine reagieren (Chao et al., 1992b).
Zudem ist die Regenerationskapazitit des ZNS erheblich durch Inhibitoren des axonalen
Wachstums und eine suboptimale Repopulation mit neuronalen Stammzellen eingeschriankt
(Bjorklund and Lindvall, 2000; Goldberg and Barres, 2000; Fournier and Strittmatter, 2002).
Auch das weille Mark reagiert empfindlich auf entziindliche Prozesse: Zum einen inhibieren
proinflammatorische ~ Zytokine die  Differenzierung von  Vorlduferzellen  der
Oligodendrozyten, zum anderen induzieren sie in reifen Oligodendrozyten apoptotischen
Zelltod (Selmaj et al., 1991; Louis et al., 1993; Selmaj et al., 1998). Als Folge ist eine
vakuoldre Degeneration des Myelins zu beobachten (Probert et al., 1995; Taupin et al., 1997).
Im Einklang mit diesen Daten wurde in den letzten Jahren zunehmend deutlich, dass
Entziindungsvorginge eine wichtige Rolle bei der Pathogenese und dem Verlauf
unterschiedlicher Erkrankungen des ZNS spielen. Untersuchungen sowohl am Menschen als
auch im Tiermodell zeigen, dass diverse Erkrankungen des ZNS wie der Schlaganfall, die
Multiple Sklerose, die bakterielle Meningitis, aber auch klassische neurodegenerative
Erkrankungen wie Morbus Alzheimer oder Morbus Parkinson nicht nur auf eine
zellautonome, d.h. primére, Schidigung der Neurone oder Oligodendrozyten zuriickzufiihren
sind, sondern dass aktivierte Immunzellen im Rahmen inflammatorischer Prozesse zur
Schéadigung des ZNS beitragen. Bei der bakteriellen Meningitis zum Beispiel gilt es heute als
etabliert, dass mindestens die Halfte der neuronalen Schiadigung durch die wirtsinduzierte
Entziindungsreaktion verursacht wird (Weber and Tuomanen, 2007). Dariiber hinaus
gewinnen anti-entziindliche Therapieansidtze besonders im Hinblick auf die Progression der
jeweiligen zerebralen Erkrankung zunehmend an klinischer Bedeutung (Perry et al., 2003).
Das ZNS wurde aufgrund der Bluthirnschranke lange Zeit als ein ,,immunprivilegiertes
Organ® betrachtet. In den letzten Jahren wurde jedoch zunehmend deutlich, dass
Immunreaktionen auch in diesem Organ auftreten und eine wichtige Rolle bei der
Pathogenese verschiedener Erkrankungen des ZNS spielen (Hickey, 1999). Mikroglia
reprasentieren als mononukledre Phagozyten die residente zellulire Abwehr des ZNS und
sind mallgeblich an der Generierung entziindlicher Prozesse beteiligt. Diese Prozesse

schlieBen sowohl die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und Chemokine als auch
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Phagozytose, Zytotoxizitit und die Regulation der T-Zell-Antwort durch Antigenprisentation
ein und bilden in ihrer Gesamtheit die Grundlage der zerebralen Inflammation (Aloisi, 2001;
Hanisch, 2002). Die Aktivierung der Mikroglia wird bei jeglicher Schiadigung bzw.
Erkrankung des ZNS beobachtet (Perry, 1994; Kreutzberg, 1996; Streit et al., 2004).
Dementsprechend wird die resultierende Entziindung als eine universelle Reaktion auf
jegliche Schiadigung des ZNS angesehen, wobei es jedoch bis heute unklar ist, ob die
inflammatorischen Prozesse der im Rahmen von Erkrankungen auftretenden neuronalen oder
oligodendroglialen Schiadigung vorausgehen oder durch diese erst induziert werden. Auch die
an einer solchen Entziindung beteiligten molekularen Mechanismen sind zum groflen Teil
unbekannt.

Das Immunsystem gliedert sich in einen angeborenen und einen erworbenen Teil. Das
erworbene Immunsystem erkennt Pathogene mit Hilfe hochvariabler Rezeptoren auf
spezialisierten Immunzellen. Die Interaktion eines T- oder B-Zell-Rezeptors mit seinem
Antigen flihrt zur klonalen Expansion und letztendlich zur Eradikation des Pathogens. Dieser
Mechanismus erfordert Zeit. Die angeborene Immunitdt hingegen setzt unmittelbar ein.
Organspezifische, gewebsstindige Zellen des angeborenen Immunsystems wie Makrophagen,
dendritische Zellen (DC) sowie die im ZNS angesiedelten Mikroglia und perivaskuldren
Makrophagen reagieren friih auf in den Wirt eindringende Organismen und kontrollieren
gleichzeitig unterschiedliche Funktionen der adaptiven Immunantwort (Akira et al., 2006).
Sie erkennen Pathogene mit Hilfe von im Laufe der Evolution hoch konservierten
Rezeptoren, die nahezu allen Organismen gemeinsam sind. Diese Rezeptoren werden als
Pattern-Recognition Rezeptoren (PRR) bezeichnet und schlieBen die Toll-like Rezeptoren
(TLR) ein. Tol/l wurde primér als ein Membranrezeptor beschrieben, der die dorso-ventrale
Ausrichtung der Korperachse der Fruchtfliege Drosophila wiahrend der Embryogenese steuert
(Anderson et al., 1985). Spiter wurde gezeigt, dass Toll zudem eine notwendige Komponente
der antifungalen Immunantwort der adulten Drosophila darstellt (Lemaitre et al., 1996). Das
erste humane Ortholog des Drosophila Toll wurde 1997 von Janeway und Kollegen als ein
Rezeptor beschrieben, der angeborene Immunitét vermittelt (Medzhitov et al., 1997). Kurze
Zeit spiater wurde TLR4 als derjenige Rezeptor definiert, der Lipopolisaccharid (LPS), die
Hauptkomponente der &duBleren Zellwand Gram-negativer Bakterien, bindet und dessen
Aktivierung zu Inflammation fiihrt. Er ist dadurch maBigeblich an der angeborenen
Immunantwort gegen Gram-negative Bakterien beteiligt (Poltorak et al., 1998; Beutler, 2000).
Bisher wurden 13 verschiedene TLR Homologe identifiziert. Diese Rezeptoren erkennen
invariante, mit Pathogenen assoziierte molekulare Strukturen, sogenannnte PAMP (pathogen-
associated molecular pattern). Zu diesen mikrobiellen Motiven gehoren wu.a. LPS,

Lipoteichonsdure (LTA), Lipoproteine, virale DNA und RNA sowie unmethylierte, an CpG-
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Motiven reiche DNA, die bevorzugt in Bakterien vorkommt (Akira et al., 2006). TLR
enthalten Leuzin-reiche Wiederholungen in der extrazelluliren Komponente und eine TIR
(Toll/IL-1 Rezeptor) Doméne im zytoplasmatischen Anteil. Die den TLR nachgeschaltete
intrazellulare Signaltransduktion ist komplex und schlieft intrazelluldre Proteine wie den
Myeloid-Differenzierungsfaktor 88 (MyD88), die Interleukin-1 Rezeptor assoziierten Kinasen
(IRAK)1-4 und den TNF-a Rezeptor assoziierten Faktor (TRAF) 6 ein. Die durch diese
Molekiile gebildete Signalkaskade fithrt zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB
(Akira et al., 2006). Mit Ausnahme von TLR3 nutzen alle bisher identifizierten TLR diese
Signalkaskade. Drei weitere Adapter-Molekiile, TIR domain-containing adapter inducing
IFN-B (TRIF oder TICAM-1), TIR domain-containing adapter protein (TIRAP) bzw. MyD88-
adapter like (Mal) und TRIF-related adapter molecule (TRAM), spielen eine Rolle bei
MyD88-unabhingigen Signalkaskaden (Akira et al., 2006). Die Aktivierung von NF-xB fiihrt
letztendlich zur Freisetzung proinflammatorischer Molekiile wie TNF-a, Stickstoffoxid (NO)
und verschiedene Interleukine (IL), die wiederum die Grundlage jeder Entziindung bilden.

Die Aufklidrung der Vorgénge, die der Aktivierung des angeborenen Immunsystems im ZNS
zugrunde liegen, ist essentiell fiir das Verstindnis der Entstehung entziindlicher Prozesse und

der damit einhergehenden Schadigung des ZNS.



2. Zusammenfassung der eigenen Arbeiten im wissenschaftlichen Kontext

2.1 Aktivierung des angeborenen Immunsystems im ZNS durch pathogene

Bestandteile

2.1.1 Die Rolle des TLR4 bei der Schidigung von Oligodendrozyten

Verschiedene Erkrankungen des ZNS wie die periventrikuldre Leukomalazie (PVL) oder die
Multiple Sklerose werden im Hinblick auf Manifestation und Progression mit fritheren -
jedoch nicht spezifischen - Infektionen assoziiert (Volpe, 1997; Moses and Sriram, 2001;
Yucesan and Sriram, 2001). Die Beziehung zwischen einer systemischen Infektion und einer
zerebralen Schiadigung ist besonders ausfiihrlich bei der PVL untersucht worden und kann als
Modell fiir verschiedene zerebrale Erkrankungen dienen. Die PVL wird als eine wesentliche
Ursache der kognitiven Beeintrdchtigung und der Zerebralparese angesehen, deren Ursachen
in einer friihkindlichen Hirnschiddigung liegen. Die daraus resultierende Behinderung ist
durch Storungen des Nerven- und Muskelsystems im Bereich der willkiirlichen
Bewegungskoordination und durch ein abnormes Lern- und Verhaltensmuster charakterisiert.
Sehr kleine Friihgeborene sind etwa 100- bis 300-mal hédufiger betroffen als Reifgeborene
(Volpe, 2001). Die fokale Nekrose mit nachfolgendem Zellverlust und die diffuse Schiadigung
der weiflen Substanz, die insbesondere die Vorlduferzellen der Oligodendrozyten betrifft,
stellen die pathologischen Merkmale dieser Erkrankung dar (Leviton and Gilles, 1981; Back
et al., 2002). Die Pathogenese der PVL wird heute als multifaktoriell beurteilt und schlie3t
zum einen die durch eine Ischdmie und Reperfusion bedingte Schidigung mit gestorter
Regulation des Blutflusses in der kritischen friihkindlichen Phase ein, zum anderen spielt der
durch entziindliche Vorgéinge induzierte Schaden im Rahmen einer maternalen und/oder
fetalen Infektion eine wichtige Rolle (Volpe, 1997). Sowohl bei der Ischdmie und
Reperfusion als auch bei der Infektion werden reaktive Sauerstoffradikale und
Stickstoffderivate wie NO freigesetzt. NO wiederum verbindet sich mit Superoxiden zum
hochreaktiven Peroxynitrat. Freie Radikale flihren zu einer ausgeprigten Schiadigung der
wihrend der frithkindlichen Phase in der weillen Substanz dominierenden Vorlduferzellen der
Oligodendrozyten (Haynes et al., 2005). Ein Zusammenhang zwischen einer systemischen
Infektion, zirkulierendem LPS und der Pathogenese der PVL wurde erstmals von Gilles und
Kollegen vermutet (Gilles et al., 1977). Tatsdchlich wurde in Tierversuchen gezeigt, dass
sowohl LPS als auch ganze E. coli Bakterien neurotoxische Eigenschaften besitzen und iiber
die Induktion verschiedener Zytokine auch zur Schidigung der weiBlen Substanz fiihren
(Hillhouse and Mosley, 1993; Barone et al., 1997; Yoon et al., 1997a; Cai et al., 2000).

Analog hierzu wurde der Effekt proinflammatorischer Zytokine und der Uberexpression von
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TNF-a als Ursache fiir auftretende Defekte der Myelinisierung und fiir die Apoptose der
Oligodendroglia beschrieben (Akassoglou et al., 2003). Eine geringe Dosis LPS erhoht die
Anfilligkeit neugeborener Ratten, zerebrale Infarkte als Antwort auf ansonsten subklinische
Phasen der Hypoxie-Ischdmie auszubilden (Eklind et al., 2001). Auch beim Menschen hdufen
sich die Hinweise darauf, dass eine kausale Verbindung zwischen intrauterinen Infektionen
und der Ausbildung einer PVL besteht: Die Inzidenz der zerebralen Parese und der PVL ist
bei Frithgeborenen erh6ht, wenn zum einen maternale/fetale Infektionen vorliegen (Zupan et
al., 1996; Baud et al., 1998; Dammann and Leviton, 1998; Leviton et al., 1999; Wu and
Colford, 2000), zum anderen erhohte Konzentrationen verschiedener Zytokine im
Nabelschnurblut, im Fruchtwasser oder im neonatalen Blut nachgewiesen werden (Grether
and Nelson, 1997; Yoon et al., 1997b; Martinez et al., 1998; Nelson et al., 1998). Da die bei
den mit der PVL assoziierten Infektionen nachgewiesenen Mikroben diverser Natur sind
(Gibbs et al., 1992), ist anzunehmen, dass der gesuchte Schidigungsmechanismus eine
Eigenschaft der Infektion per se darstellt, nicht aber auf einen spezifischen Erreger
zuriickzufiihren ist.

Um die Rolle des angeborenen Immunsystems bei der Schiadigung der weilen Substanz zu
beleuchten, untersuchten wir zunédchst die Expression des TLR4 und seines Ko-Rezeptors
CD14 in Zellen des ZNS. Diese Rezeptoren sind in zirkulierenden Monozyten fiir die durch
LPS ausgelosten molekularen und zelluldren Effekte erforderlich (Means et al., 2000;
Medzhitov and Janeway, 2000). Unsere PCR Studien zeigten, dass Mikroglia sowohl TLR4
als auch CDI14 exprimieren. Hingegen weisen Oligodendrozyten, die Zielzellen
pathologischer Prozesse bei der PVL (Back et al., 2001), niedrige Level an CD14, jedoch kein
TLR4 auf. Aus fritheren Studien an Zellkulturen war bereits bekannt, dass die Inkubation mit
LPS zu einer Reduzierung der Oligodendrozytenzahl fiihrt (Molina-Holgado et al., 2001). Zu
diesem Zeitpunkt war jedoch ungeklart, ob dieser toxische Effekt zellautonom induziert oder
durch andere Zellen wie Astrozyten und/oder Mikroglia vermittelt wird. Unsere funktionellen
Studien in vitro ergaben, dass LPS seine biologische Wirkung hauptséchlich tiber Mikroglia
ausiibt. Die Aktivierung dieser Zellen war zuvor schon in frithen Phasen der Pathogenese der
PVL aufgefallen (Kadhim et al., 2001). Desweiteren beobachteten wir, dass an Fluoreszenz
gekoppeltes LPS ausschlieBlich an Mikroglia bindet, nicht aber an Oligodendrozyten oder
Astrozyten. Wir untersuchten mit Hilfe von lpsd Maiusen, ob die durch LPS induzierte
Toxizitdt spezifisch auf TLR4 zuriickzufiihren ist und von Mikroglia vermittelt wird. Diese
Tiere weisen eine Punktmutation am Kodon 712 der fiir TLR4 kodierenden Genregion auf,
und die intrazelluldre Signaltransduktion jenseits von TLR4 ist bei diesen Tieren

unterbrochen. Makrophagen dieser Mauslinie sezernieren nach Stimulation mit LPS im



Gegensatz zum Wildtypen weder TNF-a noch IL-1 oder IL-6 (Poltorak et al., 1998; Hoshino
et al., 1999; Qureshi et al., 1999). In den von uns durchgefiihrten Experimenten zeigte sich,
dass sich die aus diesen Tieren priparierten ZNS Mischkulturen unempfindlich gegeniiber
einer Inkubation mit LPS verhielten, wohingegen die Vorlduferzellen der Oligodendrozyten
in den aus Wildtypmausen isolierten Mischkulturen nach Zugabe von LPS starben. Damit
wurde bewiesen, dass der durch LPS vermittelte toxische Effekt auf Oligodendrozyten iiber
TLR4 vermittelt wird. Um die physiologische Relevanz der durch LPS induzierten Toxizitét
auf Oligodendrozyten zu beleuchten, wurde LPS stereotaktisch in die Region des Corpus
callosum neugeborener Ratten injiziert. Die histologische Auswertung ergab, dass die
Applikation von LPS zu einer Schidigung der Oligodendrozyten bzw. der weillen Substanz
fiihrt. Diese Schadigung manifestiert sich in einer Hypomyelinisierung und der Ausbildung
zystischer Lésionen, die in dieser Form auch die neuropathologischen Charakteristika der
PVL im Menschen reprisentieren (P1).

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die durch LPS induzierte Schadigung
der Vorldufer-Oligodendrozyten die Expression von TLR4 in Mikroglia erfordert. Somit
wurde die Aktivierung der angeborenen Immunitit im ZNS als eine mechanistische

Verbindung zwischen einer Infektion mit Gram-negativen Bakterien und der PVL etabliert.

Eigene Publikation:

P1 Lehnardt S, Lachance C, Patrizi S, Lefebvre S, Follett PL, Jensen FE, Rosenberg PA,
Volpe JJ, Vartanian T. The Toll-like receptor TLR4 is necessary for lipopolysaccharide-
induced oligodendrocyte injury in the CNS.

J Neurosci. 2002 Apr 1;22(7): 2478-2486.



2.1.2 Die Rolle des TLR4 bei der durch Pathogene induzierten Neurodegeneration

In den meisten Organen fiihrt eine Entziindung zu einem ,,Kollateralschaden®, d.h. dass nicht
nur der primére Ausldser einer solchen Immunreaktion, wie z.B. die eindringenden Mikroben,
mit den entziindungsassoziierten toxischen Bedingungen konfrontiert wird, sondern auch das
organspezifische gesunde Gewebe wird von diesen entziindlichen Prozessen beeinflusst.
Abhidngig von der Regenerationskapazitit des jeweiligen Organs ist dieser
,Kollateralschaden mehr oder weniger gut reversibel. Im ZNS ergibt sich jedoch eine
spezielle Situation: Aufgrund der hier nur spérlich ausgeprigten Eigenschaft der
Geweberegeneration fiihrt eine Entziindungsreaktion zu einem irreversiblen Verlust der
Neurone und gegebenenfalls zu einer Atrophie des Gewebes.

Es ist seit langem bekannt, dass systemische Infektionen mit einer Verschlechterung
verschiedener Erkrankungen des ZNS einhergehen. Die Mechanismen, die diesem
Zusammenhang zugrunde liegen, sind jedoch wunklar. Auch die Pathogenese
neurodegenerativer Erkrankungen wie Amyotrophe Lateralsklerose (ALS), Morbus Parkinson
oder Morbus Alzheimer ist groftenteils unbekannt, und sowohl virale als auch bakterielle
Infektionen werden immer wieder als Primérursache der jeweiligen Erkrankung diskutiert. Es
fallt auf, dass bei den unterschiedlichsten neurologischen Erkrankungen wie Morbus
Alzheimer, Morbus Parkinson, Huntingtonsche Erkrankung, Multiple Sklerose oder ALS
erhohte Konzentrationen von Molekiilen vorgefunden werden, die sowohl mit einer
Aktivierung der angeborenen als auch der adaptiven Immunitét einhergehen. Die erst in den
letzten Jahren identifizierten Mechanismen der Immunantwort im ZNS bilden die Grundlage
fiir die Hypothese, dass immunologische Prozesse insbesondere fiir sporadisch auftretende
neurodegenerative Erkrankungen &tiologisch bedeutsam sein konnten, und weisen auf die
Moglichkeit hin, dass die primédre Ursache solcher Erkrankungen auch auBerhalb des ZNS
liegen konnte. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese werden bei Patienten mit den zuvor
genannten zerebralen Erkrankungen sowohl im Serum als auch im Liquor erhohte
Konzentrationen an IL-6, IL-18 und TNF-a gefunden (Pasinetti, 1998b; Gonzalez-Scarano
and Baltuch, 1999; Julien, 2001a). Diese Molekiile werden u.a. von aktivierter Mikroglia
sezerniert und fiihren in verschiedenen Tiermodellen der Neurodegeneration zum neuronalen
Zelltod. Die hier beobachteten zelltoxischen Effekte werden durch anti-inflammatorische
Agentien und neutralisierende Antikorper abgeschwécht (Pasinetti, 1998a). So ist die auf eine
Inflammation hinweisende Aktivierung der Mikroglia und der Astrozyten im ZNS dieser
Patienten ein stabiles pathologisches Merkmal.

Es ist seit ldngerer Zeit bekannt, dass LPS neurotoxische Eigenschaften besitzt (Castano et al.,
1998). Verschiedene Regionen des ZNS reagieren unterschiedlich empfindlich auf LPS. So

fanden Kim und Kollegen, dass nach Injektion bakteriellen Endotoxins in den Hippocampus,
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den Kortex oder die Substantia nigra adulter Ratten ausschlieBlich eine neuronale Schadigung
im Bereich der Substantia nigra eintrat. Die Autoren fiihrten diese Differenzen auf eine
unterschiedliche Dichte residenter Mikroglia in den jeweiligen Regionen zuriick (Kim et al.,
2000).

Da TLR4 der am besten untersuchten TLR ist und LPS, das eine hohe biologische Potenz
aufweist, als ein hochspezifischer Ligand des genannten Rezeptors etabliert ist, erschien uns
diese Molekiilkombination als besonders geeignet, um die Rolle der angeborenen Immunitét
bei der neuronalen Schadigung im ZNS zu untersuchen (P2). Die Aktivierung des TLR4
durch LPS dient in unseren Arbeiten als ein Modell fiir die Aktivierung der angeborenen
Immunitdt im ZNS und fiir seine Folgen. Es war bekannt, dass Mikroglia die Rezeptoren
TLR4 und CDI14 exprimieren, die beide fiir die durch LPS induzierte Signalskaskade
erforderlich sind (P1, (Becher and Antel, 1996). Wir hatten in Vorarbeiten demonstriert, dass
andere gliale Zellen diese Molekiile nicht besitzen. In unseren erweiterten PCR Studien zeigte
sich, dass Mikroglia tatsdchlich die einzige Zellpopulation im ZNS ist, die TLR4 exprimiert;
insbesondere Neurone weisen diesen Rezeptor nicht auf. Weitere Untersuchungen ergaben,
dass die durch LPS induzierte Neurotoxizitit zum einen ein Spezies-iibergreifendes
Phénomen darstellt und nicht von neuronalen Subklassen abhéngig ist; zum anderen wird der
toxische Effekt - analog zu den zuvor an Oligodendrozyten durchgefiihrten Untersuchungen -
nicht zellautonom, sondern durch Mikroglia vermittelt. Gemischte Zellkulturen des ZNS aus

¢ Mausen, die einen non-funktionalen TLR4 exprimieren, sind vor der durch LPS

Ips
induzierten Neurotoxizitdt géanzlich geschiitzt. Die physiologische Relevanz des TLR4 fiir die
neuronale Schiadigung wurde an neonatalen lpsd und Wildtypméusen untersucht, die nach
einer intraperitonealen Gabe von LPS einer fiir sich subklinischen Hypoxie-Ischdmie
ausgesetzt wurden. Die histologische Analyse dieser Tiere zeigte, dass Wildtypmause einen
ausgepragten neuronalen und axonalen Schaden im Kortex sowie in angrenzenden Strukturen
erlitten hatten, wihrend die im Hinblick auf TLR4 mutierten Tiere vor Neurodegeneration
geschiitzt waren. Somit kann die Aktivierung der angeborenen Immunitit im ZNS
grundsitzlich zu einer neuronalen Schadigung fiihren und insbesondere eine durch Hypoxie-

Ischamie hervorgerufene subklinische Schéddigung der Neurone in eine manifeste

Neurodegeneration umwandeln (P2).
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Eigene Publikation:

(P2) Lehnardt S, Massillon L, Follett P, Jensen FE, Ratan R, Rosenberg PA, Volpe JJ,
Vartanian T. Activation of innate immunity in the CNS triggers neurodegeneration through a
Toll-like receptor 4-dependent pathway.

PNAS 2003 Jul 8;100(14): 8514-8519.
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2.1.3 Die Rolle des TLR2 bei der durch Pathogene induzierten neuronalen Schidigung
Streptokokken der serologischen Gruppe B (GBS oder S. agalactiae) stellen die hédufigste
Ursache der neonatalen Sepsis dar. Eine Besiedelung des miitterlichen Genitaltraktes fiihrt zur
Infektion des Kindes mit dem Risiko einer Neugeborenenerkrankung. Es werden zwei
Formen der Erkrankung unterschieden: Die frithe Form der Infektion (early onset), die in den
ersten Stunden bis Tagen nach der Geburt auftritt, d&ulert sich als schwere Allgemeininfektion
mit einer ausgeprdgten Pneumonie. Der Krankheitsverlauf kann in eine schwere
Schocksymptomatik miinden, und es muss mit neurologischen Langzeitschdden gerechnet
werden. Die zweite Form ist die spite Neugeboreneninfektion (late onset), bei der Symptome
einer Infektion mit Streptokokken ca. eine Woche nach der Geburt auftreten. Die hier im
Vordergrund stehende bakterielle Meningitis kann zu verschiedenen neurologischen
Folgeschiden fiihren: 52% der Patienten, die diese Infektion iiberleben, sind zeitlebens
kognitiv beeintriachtigt, leiden unter Krampfanfillen und weisen motorische Ausfille auf (de
Gans and van de Beek, 2002; Heath et al., 2004).
Die Inzidenz der Erkrankung in den USA betragt 1,8 pro 1000 Lebendgeburten, ca. 80% der
Félle betreffen reife Neugeborene. Die Mortalitétsrate betrdgt 6% (Schuchat et al., 1990). In
den USA reprisentieren GBS allgemein die dritthdufigste Ursache der bakteriellen Meningitis
(Domingo et al., 1997; Schuchat, 1999), und bei 50% aller neonatalen Meningitiden werden
GBS als verantwortlicher Keim nachgewiesen (Volpe, 2001).
TLR2 wurde in den letzten Jahren als ein Rezeptor des angeborenen Immunsystems
charakterisiert, der ein auffallend groes Repertoire an Liganden aufweist. Alle Klassen von
Mikroorganismen, die bis heute getestet wurden, weisen mindestens einen Vertreter auf, der
TLR2 aktiviert. Dieser Rezeptor erkennt vor allem Gram-positive Bakterien und bindet
verschiedene mikrobielle Komponenten wie Lipoteichonsdure (LTA) oder Lipoproteine.
TLR2 interagiert mit TLR1 und TLR6, die bei der Diskriminierung subtiler Verdnderungen
des Lipidanteils der Lipoproteine eine Schliisselrolle spielen. Die Aktivierung dieser Dimere
miindet in die Sekretion proinflammatorischer Zytokine (Akira et al., 2006). Die Bedeutung
des TLR2 fiir die Wirtsabwehr gegen Gram-positive Bakterien erschliet sich aus dem
Phéanotyp TLR2-defizienter Miause: Diese Tiere zeigen eine ausgeprigte Anfilligkeit fiir
Infektionen, die durch Staphylococcus aureus oder Streptococcus pneumoniae hervorgerufen
werden (Takeuchi et al., 2000; Echchannaoui et al., 2002). Ein Polymorphismus des humanen
tlr2 Gens ist mit einer reduzierten Immunantwort auf verschiedene bakterielle Lipoproteine
und einem septischen Schock nach Infektion mit Gram-positiven Bakterien assoziiert (Cook
et al., 2004).
TLR2 mRNA wird konstitutiv im ZNS exprimiert (Laflamme et al., 2001). Es wurde bereits
in
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friiheren Arbeiten berichtet, dass TLR2, TLR6 und MyDS88 in Makrophagen in die
inflammatorische Antwort auf Infektionen mit GBS involviert sind (Henneke et al., 2001;
Mancuso et al., 2004).

Aus unseren Vorarbeiten (P1, P2) war bereits bekannt, dass die Aktivierung der angeborenen
Immunitédt durch Bestandteile Gram-negativer Bakterien im ZNS zu neuronaler Schidigung
fiihren kann. Im Kontext der durch GBS induzierten bakteriellen Meningitis sollte nun
untersucht werden, ob auch Gram-positive Bakterien von der angeborenen Immunitéit im ZNS
erkannt werden und wenn ja, welche Konsequenzen sich hieraus insbesondere fiir Neurone
ergeben (P3). Wir analysierten zunédchst den Effekt von GBS auf Neurone und fanden, dass
GBS in Anwesenheit von Mikroglia Neurodegeneration auslosen. In aufgereinigten
Neuronenkulturen blieb diese Wirkung aus. GBS-Faktor (GBS-F) ist ein hitze-labiles
Molekiil, das wihrend des bakteriellen Wachstums von GBS freigesetzt wird und in
peritonealen Makrophagen zu einer starken Induktion von NO fiihrt (Henneke et al., 2001).
Auch dieses GBS-Derivat wurde von uns im Hinblick auf Neurotoxizitit gepriift und zeigte
dhnliche Effekte wie intakte GBS: GBS-F induzierte neuronalen Zelltod nur in Abhédngigkeit
von Mikroglia. TUNEL-Analysen charakterisierten sowohl den durch GBS als auch den
durch GBS-F vermittelten neuronalen Zelltod als Apoptose. Als nédchstes analysierten wir die
Expression des TLR2 in verschiedenen Zellen des ZNS in vitro: Sowohl Mikroglia als auch
Astrozyten und Oligodendrozyten exprimierten TLR2; einzig Neurone wiesen diesen
Rezeptor nicht auf. Um den molekularen Mechanismus zu identifizieren, welcher der durch
GBS und GBS-F induzierten Neurotoxizitidt zugrunde liegt, beriicksichtigten wir folgende
Informationen: Zum einen war bekannt, dass aktivierte TLR den intrazelluliren Adapter
MyD88 rekrutieren (Kawai et al., 1999) und dass dieser wiederum iiber eine komplexe
Signalkaskade zur Aktivierung von NF-kB fiihrt (Medzhitov et al., 1998; Underhill et al.,
1999). Zum anderen induzieren sowohl GBS als auch GBS-F in Makrophagen die Produktion
von NO (Henneke et al., 2001). Neben neuroprotektiven Eigenschaften weist NO auch
neurotoxische Eigenschaften auf (Chao et al., 1992a; Brosnan et al., 1994): Der durch NO
vermittelte neuronale Zelltod wurde in einem infantilen Rattenmodell der durch GBS
induzierten Meningitis beschrieben (Leib et al., 1996). Vor diesem Hintergrund verglichen
wir die Freisetzung von NO aus mit GBS und GBS-F behandelten Mikroglia aus
Wildtyptieren mit Zellen aus MyD88- und TLR2-defizienten Mausen. Unsere Studien
zeigten, dass erstens GBS und GBS-F die Produktion von NO in Mikroglia initiieren,
zweitens dieser Vorgang TLR2 und MyD88 erfordert und drittens das in diesem Kontext
sezernierte NO neurotoxische Eigenschaften aufweist.

Da LTA ein gut untersuchter Bestandteil Gram-positiver Bakterien und zugleich ein

etablierter Ligand fiir TLR2 ist (Neuhaus and Baddiley, 2003; Akira et al., 2006), analysierten
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wir die Rolle von LTA bei der mikroglialen Sekretion von NO und der neuronalen
Schadigung. Die Inkubation mit LTA fithrte weder zu einer neuronale Schidigung in
aufgereinigten Neuronenkulturen noch in Kulturen, die aus Neuronen und Mikroglia
bestanden. Auch fiihrte es nicht zur Sekretion von NO durch Mikroglia. Somit war LTA nicht
verantwortlich flir die zuvor beobachteten und durch GBS induzierten neurotoxischen
Effekte, und der Ligand des TLR2 in diesem Kontext bleibt zundchst unbekannt. Zuletzt
stellte sich die Frage, ob TLR2 und MyD88 fiir die durch GBS- und/oder durch GBS-F
induzierte Neurotoxizitdt erforderlich sind. Mit Hilfe von TLR2- und MyD88-defizienten
Maiusen wiesen wir nach, dass sowohl GBS als auch GBS-F in Abhéngigkeit von TLR2 und
MyD88 in Mikroglia zu Neurodegeneration fiihren.

Die physiologische Relevanz dieser Daten wurde in einer anschlieBenden Studie untersucht,
in der Pam3CysSK4, ein synthetisch hergestellter und hochspezifischer Ligand fiir TLR2,
intrathekal in Wildtypmaéuse injiziert wurde (P4). Als Vergleichsgruppe dienten Tiere, denen
intrathekal lebende Pneumokokken verabreicht wurden und die eine typische bakterielle
Meningitis entwickelten. Die Analysen der mit lebenden Bakterien oder Pam3CysSK4
behandelten Tiere zeigten, dass beide Gruppen im Vergleich zu Kontroll-operierten Tieren
einen beschleunigten zerebralen Blutfluss und einen erhohten intrakraniellen Druck
entwickelten. Zudem wies der Liquor beider Gruppen erhohte Leukozytentiter auf. Damit
wurde gezeigt, dass die alleinige Aktivierung des TLR2 zur Ausbildung derselben
pathophysiologischen Merkmale fiihrt, die bei der durch lebende Bakterien verursachten
Meningitis gefunden werden. Weitere Experimente ergaben, dass die durch eine Injektion von
Pam3CysSK4 ausgeldste Inflammation in TLR2-defizienten Méusen unterdriickt war. In
Analogie zu diesem Befund induzierte Pam3CysSK4 zwar einen neuronalen Schaden im
Hippokampus von Wildtyptieren, jedoch nicht von TLR2-defizienten Tieren. Die durch
Pam3CysSK4 vermittelte Neurotoxizitit erforderte die Aktivierung von Mikroglia.
Zusammengefasst zeigen unsere Arbeiten, dass sowohl intakte GBS als auch ein aus GBS
freigesetzter Faktor in vitro neuronalen Zelltod induzieren, der durch TLR2 und MyD88 in
Mikroglia vermittelt wird. Darliber hinaus wurde mit Hilfe eines hochspezifischen
synthetischen Liganden fiir TLR2 in vivo nachgewiesen, dass allein die Aktivierung des
TLR2 im ZNS zu Inflammation und neuronaler Schidigung fiihrt. Diese Daten belegen eine
kausale Beziehung zwischen einer Infektion mit Gram-positiven Bakterien, der Aktivierung

des angeborenen Immunsystems im ZNS und nachfolgender Neurodegeneration.
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2.1.4 Die Rolle des TLR2 bei der durch Pathogene induzierten Schidigung der
Mikroglia

Aktivierte Mikroglia sezernieren proinflammatorische und zytotoxische Molekiile wie
Interleukine (IL), TNF-a und NO (Banati et al., 1993). Im Einklang mit diesen Daten wiesen
unsere zuvor beschriebenen Arbeiten nach, dass die Aktivierung des TLR2 in Mikroglia
durch Gram-positive Bakterien wie GBS zur Sekretion von neurotoxischem NO fiihrt (P3). Es
ist einerseits leicht vorstellbar, dass eine insuffiziente Aktivierung der Mikroglia - und damit
eine schwach ausgeprigte Entziindung im ZNS - das Wachstum und die weitere Infiltration
von ins ZNS eingedrungenen Mikroben beglinstigt, was wiederum zu einer stirkeren
Schadigung des zerebralen Gewebes flihren kann. Auf der anderen Seite ist vor dem
Hintergrund unserer Arbeiten anzunehmen, dass eine anhaltende oder tiberméfige Produktion
zelltoxischer Molekiile durch Mikroglia an sich neuronale Schéddigung potenzieren kann.
Somit stellt sich die Frage, welche Strategien einem Organismus zur Verfiigung stehen, um
eine potentielle Gewebeschidigung durch das eigene Immunsystem zu minimieren. Eine
solche Strategie ist z.B. fiir B- und T-Lymphozyten bekannt, die durch ihre eigene
Aktivierung in die Apoptose getrieben werden. Dieses Phdnomen wird in der Literatur als
saktivierungsinduzierter Zelltod“ (AICD) bezeichnet und ermoéglicht dem Organismus,
inflammatorische Prozesse zu limitieren und damit zu kontrollieren (Crispe, 1999;
Donjerkovic and Scott, 2000). Ahnliche Mechanismen wurden in der Vergangenheit sowohl
fiir Makrophagen als auch fiir Mikroglia diskutiert (Adler et al., 1995; Liu et al., 2001).

Aliprantis und Kollegen demonstrierten Ende der 90er Jahre, dass die Aktivierung von
Rezeptoren der angeborenen Immunitét nicht nur zur Induktion proinflammatorischer Gene
fiihrt, sondern dass diese Molekiile auch Eigenschaften eines Zelltod vermittelnden Rezeptors
aufweisen konnen: Beispielsweise werden Monozyten durch bakterielles Lipoprotein in
Abhédngigkeit von TLR2 und MyD88 gleichzeitig aktiviert und in die Apoptose getrieben
(Aliprantis et al., 1999; Aliprantis et al., 2000). Ahnliche Eigenschaften wurden auch fiir
TLR4 in Makrophagen beschrieben (Haase et al., 2003). Mitglieder der Superfamilie der
Tumor-Nekrose-Faktor Rezeptoren (TNFR), auch als zellulire Todesrezeptoren bekannt,
aktivieren ebenfalls sowohl proinflammatorische als auch mit dem Zelltod assoziierte
Signalwege. Todesrezeptoren induzieren Apoptose {iiber Adaptermolekiile, die den
Membranrezeptor mit der intrazelluldren Maschinerie des Zelltodes verbinden (Ashkenazi
and Dixit, 1998). Fas-associated death domain Protein (FADD) ist ein solcher zentraler
Adapter, der durch eine C-terminale Todesdoméne (DD) an den Rezeptorkomplex gebunden
wird und durch einen N-terminalen Todeseffektorabschnitt an eine Pro-Doméne des Caspase-
8 Proteins gekoppelt ist (Baker and Reddy, 1998). Caspasen wiederum sind zytoplasmatische

Cysteinproteasen, die apoptotische Signale initiieren und weiterleiten (Thornberry and
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Lazebnik, 1998). Sie werden zunidchst als Zymogene synthetisiert und durch limitierte
Proteolyse in das reife Enzym umgewandelt. Die Oligomerisierung der Caspase-8 am
Rezeptorkomplex wird durch FADD vermittelt und fiihrt zur Reifung des Enzyms (Martin et
al., 1998; Muzio et al., 1998). Im anschlieBenden Teil der Signalkaskade werden weitere
Effektorcaspasen mittels proteolytischer Spaltung durch die reife Caspase-8 aktiviert, und das
apoptotische Programm wird vollzogen. Mit der Identifizierung der TLR als Todesrezeptoren
wurde eine molekulare Verbindung zwischen pathogenen Bestandteilen, Mechanismen der
Wirtsabwehr und der Apoptose etabliert.

Wihrend unserer Studien an der durch GBS induzierten neuronalen Schidigung (P3) fiel auf,
dass GBS nicht nur auf Neurone einen toxischen Effekt ausiiben, sondern zeitlich verzogert
auch auf Mikroglia selbst. Weitere Versuche zeigten, dass GBS in Mikroglia Apoptose
induzieren (P5). Dieser Effekt war nicht auf den Zellwandbestandteil LTA zuriickzufiihren,
obwohl dieses Molekiil die Mikroglia aktiviert. Auch das transmembrane Glykoprotein
FasLigand, eine wichtige Komponente sowohl fiir die Apoptose im Kontext des AICD in
Lymphozyten (Krueger et al., 2003) als auch grundsitzlich fiir die Apoptose in Mikroglia
(Spanaus et al., 1998; Lee et al., 2000), spielte bei dem durch GBS induzierten Zelltod der
Mikroglia keine wesentliche Rolle. Das von aktivierten Mikroglia sezernierte NO ist zum
einen fir den durch GBS und durch Pneumokokken induzierten Zelltod in peripheren
Makrophagen verantwortlich (Marriott et al., 2004; Ulett et al., 2005), zum anderen weist es
neurotoxische Eigenschaften im Rahmen der durch GBS vermittelten neuronalen Apoptose
auf (P3). Um zu kléren, ob wihrend der Aktivierung von Mikroglia freigesetzte 10sliche
Molekiile wie NO eine Rolle bei der durch GBS vermittelten mikroglialen Apoptose spielen,
nutzten wir sowohl Transwell-Systeme, die einen freien Molekiilaustausch zwischen zwei
Zellkulturkammern ermoglichen, als auch den iNOS-Inhibitor Aminoguanidin. Es zeigte sich,
dass die Freisetzung 16slicher Molekiile aus Mikroglia keinen Einfluss auf das mikrogliale
Uberleben nach Inkubation mit GBS hat. Im nichsten Schritt wurden Mikroglia aus TLR2-
und MyD88-defizienten Mausen mit GBS behandelt, und es zeigte sich, dass diese Zellen
géinzlich vor der durch GBS induzierten Toxizitét geschiitzt sind.

Der durch GBS induzierte Zelltod in Makrophagen wird iiber das terminale Effektormolekiil
Caspase-3 vermittelt (Ulett et al., 2005). Uberraschenderweise ergaben unsere Versuche an
Mikroglia, dass die Aktivierung der Caspase-3 keine Rolle bei der durch GBS induzierten
Apoptose spielt. Im Gegensatz hierzu ist die durch GBS induzierte Aktivierung der Caspase-8
erforderlich, die wiederum die Transkriptionsfaktorfamilie Ets benotigt.

Zusammengefasst induzieren GBS nicht nur durch Mikroglia vermittelten Zelltod von

Neuronen, sondern bewirken auch den Tod der Mikroglia selbst. Die zur Apoptose fithrende
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Signalskaskade erfordert TLR2, MyD88 und Caspase-8. Damit wurde in unseren Arbeiten

TLR2 als ein Todesrezeptor in Zellen der residenten Immunabwehr im ZNS etabliert.

Eigene Publikation:
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Weber JR, Henneke P. TLR2 and caspase-8 are essential for group B streptococcus-induced
apoptosis in microglia.
J Immunol 2007 Nov 1;179(9): 6134-61 43.
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2.2 Aktivierung des angeborenen Immunsystems im ZNS durch wirtseigene
Bestandteile

Immunreaktionen und inflammatorische Prozesse konnen auch in Abwesenheit von
Pathogenen auftreten. Diese Vorginge umfassen sowohl die inflammatorische Antwort auf
eine Gewebeschidigung als auch die durch Lymphozyten vermittelte Reaktionen gegen Auto-
Antigene im Rahmen von Autoimmunerkrankungen. In letzter Zeit hdufen sich die Hinweise
darauf, dass TLR nicht nur eine Schliisselfunktion bei der Immunregulation hinsichtlich
mikrobieller Liganden einnehmen, sondern auch an inflammatorischen Reaktionen auf
wirtseigene Bestandteile Dbeteiligt sind. So aktivieren nekrotische Zellen den
Transkriptionsfaktor NF-kB in Fibroblasten, Makrophagen und DC, und zwar in
Abhédngigkeit von TLR2. Desweiteren induzieren nekrotische Zellen die Reifung von DC,
was wiederum zur Aktivierung von T-Zellen fiihrt (Beg, 2002). Heat shock-Proteine (HSP),
die aus nekrotischen Zellen freigesetzt werden, bewirken ebenfalls eine Reifung von DC.
Wirtseigene Molekiile wie Fibrinogen, f-Defensin 2 und Bestandteile der extrazelluldren
Matrix wurden kiirzlich als endogene Liganden fir TLR4 in DC und Makrophagen
identifiziert. Verschiedene HSP werden sowohl von TLR2 als auch von TLR4 erkannt.
Desweiteren wurde mRNA als endogener Ligand fiir TLR3 identifiziert (Beg, 2002; Tsan and
Gao, 2004).

Arbeiten verschiedener Arbeitsgruppen weisen darauf hin, dass Rezeptoren des angeborenen
Immunsystems eine wichtige Rolle bei Erkrankungen des ZNS spielen, und zwar unabhéngig
davon, ob eine klassische Infektion vorliegt oder nicht. So scheinen TLR2, TLR4 und CD14
in die Phagozytose des zerebralen P-Amyloid in Tiermodellen fiir Morbus Alzheimer
involviert zu sein (Fassbender et al., 2004; Chen et al., 2006; Tahara et al., 2006). TLR9 und
MyD88 wurden als essentielle Modulatoren autoimmuner Prozesse im Rahmen der
experimentellen autoimmunen Enzephalitis, einem Tiermodell der Multiplen Sklerose,
beschrieben (Prinz et al., 2006). Im Mausmodell der ALS korreliert eine Induktion des TLR2
und proinflammatorischer Zytokine eng mit dem Schweregrad der Erkrankung (Nguyen et al.,
2004). Obwohl in all diesen Modellen zerebraler Erkrankungen Rezeptoren der angeborenen
Immunitdt wie TLR oder CD14 eine funktionale Rolle im Hinblick auf die Pathologie der
jeweiligen Erkrankung zu spielen scheinen, wurden die Liganden, die an diese Rezeptoren im

ZNS binden bzw. diese aktivieren, in den jeweiligen Arbeiten nicht identifiziert.

2.2.1 Die Rolle des TLR2 bei der zerebralen Schiidigung im Kontext des Schlaganfalls
Obwohl der Schlaganfall eine der Hauptursachen einer Langzeitbehinderung und der

Gesamtmortalitdt unserer Gesellschaft darstellt, stehen nur begrenzte Therapieoptionen zur
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Verfiigung. Bei der zerebralen Ischdmie - einer hdufigen Form des Schlaganfalls - kommt es
durch eine akute Reduktion des Blutflusses im Gehirn zu ausgeprigten Gewebeschédden. Die
Pathogenese des Schlaganfalls schlieBt sowohl inflammatorische als auch infektiose Prozesse
ein. Zum einen fihrt die zerebrale Ischdmie zu einer starken inflammatorischen Reaktion, die
durch die Induktion und Freisetzung von Zytokinen, Chemokinen, Adhédsionsmolekiilen und
proteolytischen Enzymen gekennzeichnet ist, die allesamt den Gewebeschaden vergroflern
(del Zoppo et al., 2000; Emsley and Tyrrell, 2002). Zum anderen haben friihere Studien
belegt, dass chronische Infektionen, insbesondere mit Chlamydien und Helicobacter pylori,
das Risiko vergroBern, einen Schlaganfall zu erleiden (Lindsberg and Grau, 2003; Paganini-
Hill et al., 2003), wobei die genauen Zusammenhinge unklar sind.

Die Expression proinflammatorischer Proteine fiihrt zu einer erhéhten Permeabilitét der Blut-
Hirnschranke und zur Infiltration peripherer Makrophagen ins Parenchym des Gehirns. Die
ersten inflammatorischen Zellen jedoch, die auf eine Ischdmie reagieren, sind die Mikroglia.
Diese Zellen werden regelméfBig in aktivierter Form in der geschiadigten Hirnregion
vorgefunden. Da die von aktivierten Mikroglia sezernierten proinflammatorischen Molekiile
neurotoxische FEigenschaften aufweisen, wird vermutet, dass aktivierte Mikroglia
grundsitzlich zu der akuten Schidigung des ZNS beitragen, wie sie etwa im Kontext des
Schlaganfalls auftritt. Zusétzlich wird diskutiert, ob Mikroglia selbst in spateren Phasen durch
freie Radikale aktiviert werden und einen sekundiren Zelltod in der Penumbra induzieren, die
das ischdmische Zentrum umgibt (Dirnagl et al., 1999; Danton and Dietrich, 2003). Es wurde
jedoch auch gezeigt, dass Mikroglia durch die reduzierte Sauerstoffzufuhr innerhalb von
Minuten aktiviert werden, d.h. schneller reagieren, als ein neuronaler Zelltod nachgewiesen
werden kann (Nakajima and Kohsaka, 2004). Diese Daten wiederum deuten darauf hin, dass
Mikroglia auch in frithen Phasen der Ischiamie eine Rolle bei der Regulation des neuronalen
Zelltodes spielen konnten. Die molekularen Mechanismen, die einer solchen mikroglialen
Aktivierung bei der zerebralen Ischdmie zugrunde liegen, sind aber zum grofiten Teil
unbekannt.

Es wurde mehrfach beschrieben, dass die Expression von TLR2 und TLR4 im Nieren- und
Herzgewebe unter ischdmischen Bedingungen stark induziert wird. Daher wurde diesen
Rezeptoren eine wichtige Rolle bei der durch die Ischdmie vermittelten Gewebeschadigung
zugeschrieben (Dybdahl et al., 2002; Shishido et al., 2003). Ausserdem wurde berichtet, dass
ein Polymorphismus des fiir TLR4 kodierenden Gens mit dem ischdmischen Schlaganfall
assoziiert ist (Lin et al., 2005).

Wir untersuchten die Rolle des angeborenen Immunsystems bei der akuten Schidigung des
ZNS durch zerebrale Ischimie im experimentellen Modell der middle cerebral artery

occlusion (MCAO) (P6) und fanden zunéchst, dass die Expression der TLR2 mRNA im ZNS
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als Antwort auf die fokale zerebrale Ischdmie stark induziert wird. Darauthin wurde sowohl in
TLR2-defizienten als auch in Wildtypmausen eine fokale zerebrale Ischdmie induziert, und es
zeigte sich, dass die aus der Ischdmie resultierenden Infarktgrosse bei TLR-defizienten Tieren
im Vergleich zum Wildtypen um 30% verringert war. Etwa 1/4 der Wildtypmiuse starb
wihrend der ersten 72 Stunden nach MCAO, wohingegen alle TLR2-defizienten Tiere diesen
Zeitraum {liberlebten.

Zuvor wurde in mehreren Arbeiten gezeigt, dass vor allem die durch Granulozyten ausgeldste
Inflammation zu der Gewebeschddigung im Kontext der zerebralen Ischdmie beitragt
(Emerich et al., 2002). Es war ausserdem berichtet worden, dass TLR2 eine wichtige Rolle
bei der Modulation der granulozytdren Funktion spielt (Sabroe et al., 2005). Vor diesem
Hintergrund wurden in unserer Arbeit die rekrutierten Granulozyten in den mit MCAO
behandelten Hirnen der TLR2-defizienten und der Wildtypméuse quantifiziert. Die Zahl der
Granulozyten in den beiden Stimmen unterschied sich nicht. Somit konnten die ungleichen
Infarktvolumina in beiden Mausstimmen nicht auf eine unterschiedliche Rekrutierung dieser
Zellen ins Parenchym zuriickgefiihrt werden. Die immunhistochemische Auswertung der mit
einer MCAO behandelten Hirne ergab, dass TLR2 ausschlieBlich in aktivierten Mikroglia der
durch die Ischdmie geschiddigten Hemisphire exprimiert wird.

Zusammengefasst zeigt unsere Arbeit, dass TLR2 die zerebrale Schidigung bei fokaler
zerebraler Ischdmie potenziert. Die in diesem Kontext an TLR2 bindenden Molekiile konnten

in dieser Arbeit jedoch nicht identifiziert werden.

Eigene Publikation:
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R, Meisel A, Weber JR. Toll-like receptor 2 mediates CNS injury in focal cerebral ischemia.

J Neuroimmunol 2007 Oct;190(1-2): 28-33.
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2.2.2 Identifizierung des Heat shock Protein 60 als endogener Ligand des TLR4 im
ZNS

Heat shock proteine (HSP) sind im Laufe der Evolution hoch konservierte intrazelluldre
Proteine, die sowohl von Pro- als auch von Eukaryonten exprimiert werden. Da HSP eine
Schliisselrolle bei der korrekten Faltung neu synthetisierter Proteine und bei dem
Zusammenfiigen molekularer Untereinheiten spielen, werden HSP auch als ,,Chaperone*
bezeichnet. Die Expression erfolgt sowohl konstitutiv als auch induziert: Zelluldrer Stress, sei
er durch Hitze, Strahlung, chemische Agentien oder Entziindung verursacht, fiihrt zu einer
verstiarkten Expression dieser Molekiile. Sie {iben zytoprotektive Funktionen aus, indem sie
die Aggregation denaturierter Proteine verhindern und entweder deren erneute Faltung oder
deren proteolytische Degradation induzieren (Hartl, 1996; Fink, 1999; Bukau et al., 2000).
HSP werden von gestressten und sterbenden Zellen in den Extrazellularraum freigesetzt und
weisen in dieser Form immunmodulierende Eigenschaften auf (Srivastava, 2002). Gegen HSP
gerichtete Immunreaktionen im Rahmen gewebespezifischer Autoimmunerkrankungen sind
von pathogenetischer Bedeutung. Beispiele hierfiir sind die rheumatoide Arthritis, der
Diabetes mellitus und die Atherosklerose (Feige and Cohen, 1991; Xu et al., 2000).

Auch im engeren Kontext der angeborenen Immunitit spielen HSP offenbar eine wichtige
Rolle: Sie induzieren die Produktion proinflammatorischer Zytokine und aktivieren APC (Kol
et al., 2000; Srivastava, 2002). Verschiedene Untersuchungen geben niheren Einblick in die
hier involvierten Mechanismen: HSP60, HSP70 und GP96 fiihren iiber die Aktivierung von
TLR2 und TLR4 zur Aktivierung von NF-kB und induzieren die Reifung von DC (Ohashi et
al., 2000; Vabulas et al., 2001; Asea et al., 2002).

Die Isolierung von ZNS Zellen aus dem Gehirn der Maus kann in gewisser Hinsicht als ein
schweres zerebrales Trauma angesehen werden. Wéhrend unserer Priparationen gemischter
ZNS Zellen beobachteten wir kontinuierlich, dass die resultierenden Zellkulturen aus lpsd
Maiusen 60% mehr Zellen enthielten und sich wihrend der Kulturzeit als weniger vulnerabel
erwiesen als diejenigen, die aus Wildtypmiusen gewonnen wurden. Die auf diese
Beobachtung hin durchgefiihrten Analysen ergaben, dass die lpsd Kulturen im Vergleich zum
Wildtypen 40% mehr Neurone und axonale Strukturen aufwiesen (P7). Dabei offenbarten die
Gehirne der mutierten Tiere im Vergleich zu den Wildtyptieren weder makroskopische noch
mikroskopische Differenzen. Wie oben ausgefiihrt, ist die durch TLR4 vermittelte
Signalkaskade bei den Ips® Miusen unterbrochen, und der hochspezifische Ligand fiir TLR4
ist LPS. Da ein defekter TLR4 die Ausbeute vitaler Neurone in der Abwesenheit einer
offensichtlichen Infektion mit Gram-negativen Bakterien quantitativ verbesserte, postulierten
wir, dass ein endogener Ligand an diesen Rezeptor binden muss. Dieser Ligand wiirde aus im

Rahmen der Zellisolierung geschidigten ZNS Zellen freigesetzt werden, an TLR4 binden und
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dhnlich wie in unseren Vorarbeiten (P1, P2) {iber dessen Aktivierung zu weiterer neuronaler
Zellschiadigung oder Zelltod fithren. Da Ohashi und Kollegen bereits im Jahr 2001 HSP60 als
endogenen Liganden fiir TLR4 in peritonealen Makrophagen identifiziert und dessen
proinflammatorische Potenz beschrieben hatten, untersuchten wir die Rolle von HSP60 bei
der Aktivierung des angeborenen Immunsystems im ZNS (P7). Versuche mit rekombinantem
HSP60 zeigten zunichst, dass dieses Protein im ZNS einzig an Mikroglia bindet und in
Anwesenheit dieser Zellen zu neuronaler Apoptose fiihrt. Versuche mit aufgereinigten
Neuronenkulturen belegten, dass diese Neurotoxizitdt nicht zellautonom vermittelt wird,
sondern von TLR4 und MyD88 in Mikroglia abhidngig ist. Wir zeigten dann, dass endogenes
HSP60 aus nekrotischen und apoptotischen ZNS Zellen freigesetzt wird und neuronalen
Schaden und Zelluntergang induziert. Wie schon in unseren Vorarbeiten identifizierten wir
auch in diesem Kontext NO als einen fiir die Neurotoxizitidt verantwortlichen Mediator, der
nach Aktivierung der liber TLR4 ausgelosten Signalkaskade aus Mikroglia sezerniert wird.
Obwohl in unseren initialen Studien ein hochaufgereinigtes HSP60 verwendet wurde, musste
bei der Untersuchung endogener TLR Liganden, insbesondere im Kontext von TLR4, immer
die Moglichkeit einer Kontamination des Kandidatenproteins mit LPS oder Lipoproteinen
berticksichtigt werden. In der Literatur besteht im Hinblick auf die Arbeit mit verschiedenen
endogenen TLR-Liganden eine intensive Diskussion tiiber den Einfluss potentieller
Kontaminationen auf durch TLR vermittelte zelluldre Effekte (Tsan and Gao, 2004). Zudem
hatten wir in Vorarbeiten die durch LPS induzierte neurotoxische Rolle des TLR4
beschrieben (P1, P2). Wir fiihrten eine Reihe von Kontrollversuchen durch, um zu klédren, ob
die in diesem Kapitel beschriebenen neurotoxischen Effekte spezifisch auf HSP60
zuriickzufiihren waren. Sowohl der Einsatz von Polymyxin B, einem LPS-Antagonisten, als
auch verschiedene Methoden der Proteindegeneration durch Trypsin, Proteinase K oder Hitze
belegten, dass die in Zellkulturen beobachteten toxischen Effekte auf ein Protein, nicht jedoch
auf LPS zuriickzufilhren waren. Die Transfektion von HEK293 Zellen mit zwei
verschiedenen gegen HSP60 gerichteten siRNAs bewirkte, dass die Toxizitdt des Lysates
nekrotischer HEK293 Zellen gegeniiber Neuronen signifikant abnahm. Die in einem weiteren
Ansatz initiierte Uberexpression von HSP60 in HEK293 Zellen bewirkte das Gegenteil: Die
Sterberate der Neurone nahm in Anwesenheit von Mikroglia nach Inkubation mit lysierten,
HSP60-transfizierten Zellen signifikant zu. Damit wurde die Spezifitdt der HSP60-bedingten
Neurotoxizitit sowohl in einem loss-of-function als auch in einem gain-of-function
Experiment bewiesen.

Zusammengefasst wurde in dieser Arbeit HSP60 als endogener Ligand des TLR4 im ZNS
identifiziert. Dieses von sterbenden Zellen des ZNS freigesetzte Molekiil aktiviert iiber TLR4
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mikrogliale Zellen, die wiederum durch die Sekretion von NO weiteren Zelltod von Neuronen

induzieren.

Eigene Publikation:

(P7) Lehnardt S, Schott E, Trimbuch T, Laubisch D, Krueger C, Wulczyn G, Nitsch R,
Weber JR. A vicious cycle involving release of Heat shock protein 60 from injured cells and
activation of TLR4 mediates neurodegeneration in the CNS.
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3. Diskussion

Wir untersuchten zunichst die Rolle des angeborenen Immunsystems bei der Schiadigung der
weillen Substanz im Gehirn und identifizierten TLR4 als einen verantwortlichen Faktor fiir
den Zelltod von Vorlduferzellen der Oligodendrozyten, wie man ihn insbesondere im Kontext
der humanen PVL beobachtet. Generell kann eine Schadigung von Oligodendrozyten auf
verschiedene molekulare Mechanismen zuriickgefiihrt werden (Barres et al., 1992; Barres et
al., 1993). In vitro Studien lassen aber vermuten, dass insbesondere oxidativer Stress und
proinflammatorische Zytokine hierbei eine kritische Rolle spielen (Boje and Arora, 1992;
Merrill et al., 1993; Vartanian et al., 1995). Durch Bindung von LPS aktivierte Mikroglia
sezernieren sowohl reaktive Sauerstoffderivate als auch verschiedene Zytokine, auf die
Vorlduferzellen der Oligodendrozyten empfindlich reagieren (Woodroofe et al., 1991;
Benveniste and Benos, 1995). Vorlduferzellen der Oligodendrozyten weisen eine sehr viel
ausgepragtere Vulnerabilitit gegeniiber den genannten Molekiilen auf als reife Zellen (Oka et
al., 1993; Baerwald and Popko, 1998). In Zusammenschau mit unseren Arbeiten kann
postuliert werden, dass die Aktivierung der angeborenen Immunsystems des sich
entwickelnden Gehirns zum Untergang von Vorlduferzellen der Oligodendrozyten in der
weiBlen Substanz flihrt. Dabei bleiben die Astrozyten ausgespart. Diese Konstellation findet
man typischerweise bei der humanen PVL des Friihgeborenen. Es bleibt zu untersuchen,
welche Mediatoren, die im Rahmen der Immunantwort freigesetzt werden, letztlich den
oligodendroglialen Zelltod induzieren. Es ist sehr wahrscheinlich, dass NO zumindest einen
der gesuchten Faktoren darstellt: Zum einen ist seit lingerem bekannt, dass NO aus
aktivierten Mikroglia sezerniert wird und die mikrogliale Toxizitdt gegeniiber
Oligodendrozyten der Ratte vermittelt (Merrill et al., 1993). Zum anderen haben wir in
unseren Arbeiten gezeigt, dass Mikroglia, die durch TLR2 oder TLR4 aktiviert werden, NO
freisetzen und dass dieses wiederum mafgeblich zur Schidigung von Neuronen beitrdgt. Es
ist anzunehmen, dass der Mechanismus der oligodendroglialen Schidigung im Kontext der
Aktivierung des angeborenen Immunsystems im ZNS dhnlich, wenn nicht identisch ist.

Da sowohl virale als auch bakterielle Infektionen grundsétzlich zu neuronaler Schidigung
fiihren konnen, werden sie immer wieder als &tiologische Faktoren bei Erkrankungen des
ZNS diskutiert. Die Tatsache, dass intermittierend sowohl RNA und DNA verschiedener
Pathogene als auch gegen virale Bestandteile gerichtete Antikorper im Serum und Gewebe
des ZNS von Patienten mit neurologischen Erkrankungen nachgewiesen werden, unterstiitzt
die Hypothese, dass Infektionen eine wichtige Rolle bei solchen zerebralen Erkrankungen
spielen. Verschiedene Befunde stehen mit dieser Hypothese im Einklang. Beispielsweise
gelten Viren als potentielle kausale Faktoren insbesondere bei der Pathogenese von

Erkrankungen der Motorneurone: ALS-dhnliche Symptome werden bei viral bedingten
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Erkrankungen wie AIDS gehduft beobachtet. In diesem Fall konnen die auftretenden
motorischen Symptome wirksam mit Virostatika behandelt werden (MacGowan et al., 2001;
Moulignier et al., 2001). Die Beobachtung, dass eine Infektion mit HIV zu Enzephalitis und
Demenz fithren kann, unterstreicht die pathogenetische Bedeutung der durch Viren
induzierten Neurotoxizitit. Obwohl die Atiologie der Rasmussen Enzephalitis, einer
progressiven Entziindung des zerebralen Kortex, weiterhin als unbekannt gilt, werden sowohl
bakterielle als auch virale Infektionen zunehmend als Ursache der Erkrankung diskutiert
(O'Meara and Ouvrier, 1996). Hingegen ist die neurotoxische FEigenschaft von
Pneumokokken ausreichend belegt, und die durch diese Mikroben induzierte experimentelle
Meningitis der Maus fiihrt regelmaéssig zu einer neuronalen Schidigung im Hippokampus und
zu kognitiven Defiziten (Wellmer et al., 2000).

Unsere Arbeiten zeigen, dass die Aktivierung von Rezeptoren des angeborenen
Immunsystems im ZNS zu neuronaler Schidigung beitragen kann und dass die durch TLR2
und TLR4 induzierte neuronale Schiddigung durch Mikroglia vermittelt wird. In unseren
Arbeiten exprimierten Neurone weder TLR2 noch TLR4, und hoch aufgereinigte
Neuronenkulturen waren gegeniiber einer Inkubation mit den jeweiligen Liganden fiir TLR2
und TLR4 unempfindlich. Der Gedanke, dass TLR eine funktionale Rolle bei neurologischen
Erkrankungen spielen konnten, fiihrt natiirlich zwingend zu der Frage, ob und welche TLR in
Neuronen exprimiert werden. In jlingster Zeit wurden Arbeiten verdffentlicht, die sowohl die
Expression als auch die Funktion von TLR in Neuronen analysieren. Hier zeigte sich unter
anderem, dass TLR3 und TLRS8 in Neuronen exprimiert werden und eine funktionale
Bedeutung beim axonalen Wachstum und bei der neuronalen Apoptose haben (Ma et al.,
2006; Cameron et al., 2007). Obwohl in letzter Zeit verschiedene Anstrengungen
unternommen wurden, die Expression von TLR in Neuronen abschliessend zu
charakterisieren, ist dieser Aspekt langst nicht eindeutig und erschopfend geklért. So wurde
TLR2 von einer anderen Arbeitsgruppe im Mausmodell der durch Herpes simplex Virus I
induzierten Enzephalitis in Neuronen nachgewiesen (Kurt-Jones et al., 2004). Desweiteren
wurde die Induktion von TLR2 und TLR4 in Neuronen nach zerebraler Ischdmie und
Reperfusion beschrieben (Tang et al., 2007). Vor dem Hintergrund der - auf den ersten Blick -
unterschiedlichen Ergebnisse in diesen und in unseren Arbeiten ist anzunehmen, dass die TLR
im ZNS je nach experimenteller oder pathologischer Situation im Hinblick auf Zelltypen und
AusmaB unterschiedlich exprimiert werden und unterschiedliche Funktionen ausiiben kdnnen.
Sowohl allgemeine Stressfaktoren wie Exzitotoxizitdt und mitochondriale Dysfunktion als
auch Effektormolekiile wie Caspasen und NO spielen eine Rolle beim Zelltod spezifischer
Neuronenpopulationen. Diese Mechanismen sind fiir die neuronale Schadigung in

Tiermodellen der ALS, des Morbus Parkinson, des Morbus Alzheimer und der
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Huntingtonschen Erkrankung gut belegt (Mattson et al., 1999; Albers and Beal, 2000; Julien,
2001b). Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass allein die aufgezdhlten Faktoren die Spezifitit
der Neurodegeneration bestimmen oder die spezifisch in bestimmten Regionen des ZNS
auftretenden entziindlichen Prozess auslosen. Zudem gibt es Hinweise darauf, dass Neurone
sich in immunologischer Hinsicht komplexer verhalten, als noch vor einiger Zeit
angenommen: Unter anderem exprimieren Neurone wie alle kernhaltigen Zellen MHCI
Molekiile (Neumann et al., 1995; Neumann et al., 1997; Corriveau et al., 1998), die aber im
ZNS zunidchst anscheinend andere Funktionen einnehmen als in der Peripherie, da sie
unmittelbar Einfluss auf neuronale Funktionen nehmen (Corriveau et al., 1998). Es ist
anzunehmen, dass diese Molekiile auch in die Prdsentation von Antigenen im Rahmen der
zerebralen Immunantwort involviert sind. Insbesondere im Kontext der vorliegenden Arbeit
stellt sich die Frage, wie die Aktivierung des angeborenen Immunsystems im ZNS zu
selektiver Neurodegeneration beitragen kann. Es scheint, dass verschiedene Populationen von
Neuronen unterschiedliche, aber spezifische, Molekiilkomplexe exprimieren und dass diese
Molekiile fiir spezifische biochemische Eigenschaften verantwortlich sind. Diese sogenannten
,molekularen Fingerabdriicke* konnten zum einen die spezifischen Funktionen verschiedener
neuronaler Populationen determinieren, zum anderen kénnten sie fiir deren unterschiedlich
ausgepragte Vulnerabilitdt verantwortlich sein, indem sie als spezifische Antigene fiir die
jeweiligen, wahrscheinlich krankheitsspezifischen, Antikorper fungieren. Als ein Beispiel fiir
einen solchen molekularen Fingerabdruck kann das Protein DARP-32 gelten, das von
Neuronen der Basalganglien exprimiert wird. Die dieses Protein exprimierenden Zellen
werden selektiv bei der Huntingtonschen Erkrankung zerstort (Musunuru and Darnell, 2001).
Wir haben sowohl fiir TLR2 als auch fiir TLR4 eine im Hinblick auf das Uberleben von
Neuronen detrimentale Rolle beschrieben. Dieser toxische Effekt erfordert die vermittelnde
Rolle der Mikroglia, die im aktivierten Zustand inflammatorische und zelltoxische Molekiile
freisetzt. Die Beobachtung, dass die Aktivierung von TLR2 auch die Mikroglia selbst in den
Zelltod treibt und dabei auf dem direkten Weg zelluldre Todeseffektormolekiile wie Caspasen
aktiviert, konnte die Grundlage einer Diskussion bilden, die kldren soll, auf welche Weise
sich das ZNS vor iiberschieBenden und damit unkontrollierten Entziindungsprozessen
schiitzen kann. Unsere Daten zu diesem Aspekt beruhen bisher auf Beobachtungen in vitro,
und es bleibt abzuwarten, ob die beschriebenen Effekte auch in vivo nachvollzogen werden
konnen.

In Anbetracht unserer und der von anderen Gruppen publizierten Arbeiten, bei denen
zunidchst die schidigende Wirkung des angeborenen Immunsystems bei Erkrankungen des
ZNS im Fokus steht, darf nicht unerwéhnt bleiben, dass das angeborene Immunsystem im

ZNS natiirlich auch oder gar iiberwiegend protektive Wirkung entfaltet, die iiber rein
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antiinfektiose Mechanismen hinausgeht. Zum Beispiel belegt die Arbeit von Glezer und
Kollegen, dass die Aktivierung von TLR4 in Mikroglia zur Remyelinisierung fithrt und
weitere Reparaturprozesse im ZNS aktiviert (Glezer et al., 2006). Es wurde auch gezeigt, dass
die Aktivierung von TLR4 im ZNS zu einer effizienteren Beseitigung von -Amyloid fiihren
und damit im Kontext des Morbus Alzheimer als neuroprotektive Eigenschaft der
angeborenen Immunitit beurteilt werden kann (Kakimura et al., 2002). Desweiteren
beschleunigen aktivierte Mikroglia das axonale Auswachsen geschiddigter Neurone in
Schiadigungsmodellen des Riickenmarks (Prewitt et al., 1997). In Anbetracht der Arbeiten, die
die Rolle der TLR bei verschiedenen zerebralen Schidigungsmustern unterschiedlich
beurteilen, erscheint es sehr wahrscheinlich, dass Rezeptoren des angeborenen Immunsystems
im ZNS unterschiedliche Funktionen und damit unterschiedliche pathophysiologische
Bedeutungen haben konnen, je nachdem, welche spezifische Pathologie vorherrscht.

Es mehren sich Hinweise darauf, dass Rezeptoren des angeborenen Immunsystems wie die
TLR nicht nur in die Aktivierung der angeborenen Immunitidt des ZNS als Antwort auf
eindringende Pathogene involviert sind, sondern auch die Reaktion des Wirtsorganismus auf
eine nicht-infektidose Schidigung des Gewebes vermitteln. Dieser Aspekt erscheint insofern
zundchst als irritierend, als dass traditionelle TLR Liganden wie die PAMP infektidser
Organismen unter physiologischen Bedingungen nicht vorhanden sind. Im Zusammenhang
der durch TLR vermittelten Schdadigung des ZNS stellt sich jedoch immer dringender die
Frage, ob dieser schidigende Effekt iiberhaupt die Pridsenz pathogener Molekiile erfordert.
Verschiedene Arbeiten weisen daraufhin, dass Rezeptoren des angeborenen Immunsystems
eine Rolle bei Erkrankungen des ZNS spielen und zwar unabhingig davon, ob eine klassische
Infektion vorliegt oder nicht. Wir haben gezeigt, dass TLR2, der vor allem als Rezeptor fiir
Bestandteile Gram-positiver Bakterien bekannt ist, mageblich zum Ausmal} der zerebralen
Schéadigung im Rahmen des Schlaganfalls bei der Maus beitrdgt. Ein dhnlicher Mechanismus
wurde fiir TLR4 beschrieben (Caso et al., 2007). Babcock und Kollegen beschrieben eine
Rolle fiir TLR2 im Kontext der axonalen Schidigung bei Lasionen des entorhinalen Kortex
der Maus (Babcock et al., 2006), und Tanga und Kollegen beobachteten einen Einfluss von
TLR4 auf die verhaltensassoziierte Hypersensitivitét in einem Mausmodell der schmerzhaften
Neuropathie. In dieser Arbeit war das Ausmal} der normalerweise beim Wildtypen durch eine
Transsektion lumbaler Nerven induzierten mechanischen Allodynie und thermalen
Hypersensitivitit in TLR4-defizienten Mausen reduziert. Dieser Effekt war von einer
verminderten Aktivierung der Mikroglia und einer unterdriickten proinflammatorischen
zelluldren Antwort im lumbalen Riickenmark begleitet (Tanga et al., 2004; Tanga et al.,

2005). Wie zuvor bereits ausgefiihrt, spielen Rezeptoren der angeborenen Immunitét bei der
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zelluldren Beseitigung des zerebralen 3-Amyloid im Mausmodell des Morbus Alzheimer, bei
der Induktion proinflammatorischer Zytokine im Rahmen der ALS und bei autoimmunen
Prozessen im Kontext der experimentellen autoimmunen Enzephalitis eine kritische Rolle
(Fassbender et al., 2004; Nguyen et al., 2004; Chen et al., 2006; Prinz et al., 2006). Obwohl
bisher keiner der endogenen TLR Liganden identifiziert wurde, der fiir die in den zuvor
genannten Krankheitsmodellen im ZNS beobachteten Effekte verantwortlich wire, ist
anzunehmen, dass diese Molekiile - dhnlich den mikrobiellen Liganden - verschiedene
Signalkaskaden aktivieren und damit mehrere Gruppen von Effektorgenen induzieren kdnnen.
Sowohl ,gestresste” als auch sublethal geschiadigte oder sterbende Zellen setzen
Signalmolekiile in ihre Umgebung frei, was wiederum eine Aktivierung der residenten
angeborenen Immunabwehr bewirkt. Die Freisetzung dieser intrazelluldren Molekiile in den
Extrazellularraum kann als Warnung an den Organismus verstanden werden, die eine Storung
der normalen Zellfunktion anzeigt. Diejenigen Molekiile, die die angeborene Immunitét in der
Peripherie aktivieren, sind im Laufe der Evolution hoch konservierte Proteine oder
Nukleotide, die im extrazelluliren Raum des normalen Gewebes offensichtlich als ,,fremde
Molekiile* erkannt werden (Basu et al., 2000; Sauter et al., 2000; Schnurr et al., 2000;
Termeer et al., 2000; Somersan et al., 2001). Unsere Daten belegen, dass solche endogenen
»fremden Molekiile” auch im ZNS existieren und iiber die Aktivierung der angeborenen
Immunitit zu neuronaler Schidigung fithren kdnnen. Diese Beobachtungen stiitzen das
sogenannte ,,Danger Modell“ fiir die Aktivierung des angeborenen Immunsystems, das
erstmalig von Polly Matzinger formuliert wurde. In diesem Modell kénnen DC von
endogenen, d.h. wirtseigenen Molekiilen, auf dhnliche Weise wie von Pathogenen aktiviert
werden (Matzinger, 2002). Dieses Modell postuliert, dass sich PRR - wie z.B. die TLR -
zunédchst wihrend der Evolution herausgebildet haben, um mit einer Schidigung des Gewebes
einhergehende Signale zu erkennen. Erst in zweiter Linie detektierten dieselben Rezeptoren
mikrobielle Molekiile. Eine grundsétzlich andere Mdglichkeit besteht darin, dass TLR auch
eine Rolle bei Entwicklungsvorgingen beim Menschen spielen konnten, zumal das
Aquivalent toll in phylogenetisch niederen Lebewesen wie der Drosophila die Ausrichtung
der dorso-ventralen Korperachse wéahrend der Embryonalphase reguliert (Anderson et al.,
1985). Tatsdchlich gibt es erste Hinweise auf eine solche Funktion im Hinblick auf das sich
entwickelnde ZNS: Fiir TLR8 wurde kiirzlich eine regulierende Funktion im Hinblick auf das
axonale Wachstum wéhrend der zerebralen Entwicklung beschrieben (Ma et al., 2006).

Obwohl wihrend der Entwicklung des ZNS ein grofler Teil der Zellen im Rahmen
apoptotischer Prozesse vernichtet wird, scheint die angeborene Immunitét hier nicht aktiviert
zu werden (Sastry and Rao, 2000). Dieses Phanomen konnte auf die Tatsache zuriickzufiihren

sein, dass das residente angeborene Immunsystem nicht vor der Perinatalperiode ausgebildet
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ist und damit eine inflammatorische Reaktion bis zu diesem Zeitpunkt nicht (in vollem
AusmalB) erfolgen kann. Alternativ ist auch denkbar, dass Zellen, die durch genetische oder
umweltbedingte Faktoren geschadigt und letztendlich in die Apoptose getrieben werden (z.B.
bei der Huntingtonschen Erkrankung)(Przedborski and Jackson-Lewis, 1998; Mattson, 2000),
Molekiile freisetzen, die wahrend der normalen Entwicklungsstufen zu keinem Zeitpunkt in
den Extrazelluldarraum gelangen.

Die Identifizierung endogener Liganden der angeborenen Immunitét im ZNS ist also deshalb
von besonderer Bedeutung, weil diese Molekiile den residenten Teil des Immunsystems auf
dhnliche Weise aktivieren konnen wie mikrobielle Komponenten. Unsere Arbeiten zeigen,
dass eine solche Aktivierung zu neuronaler Schadigung fiihren kann. Daraus folgt, dass
endogene Liganden fiir Rezeptoren der angeborenen Immunitit, die aus geschéddigten Zellen
des ZNS freigesetzt werden, zu einer Schadigung weiterer Nervenzellen bei verschiedenen
Formen entziindlicher bzw. neurodegenerativer Erkrankungen fithren konnten. Dieser
neuronale Schaden wire in diesem Fall unabhidngig vom priméren Ausldser der Erkrankung.
Fiihrt man diesen Gedanken weiter, dann konnte die Aktivierung der angeborenen Immunitit
im ZNS zur Progression prinzipiell aller Erkrankungen beitragen, bei denen Neurone
zugrunde gehen, und zwar unabhéngig davon, ob die Erkrankung initial von infektidsen oder
nicht-infektiosen Mechanismen verursacht wurde. Dadurch wiirde sich ein Teufelskreis
ergeben, der die mikrogliale Aktivierung durch endogene Liganden, die aus sterbenden Zellen
des ZNS freigesetzt werden, und die weitere neuronale Schiddigung durch die aktivierte
Mikroglia verbindet. Therapeutische Ansitze, die die TLR-vermittelte Signalkaskade
blockieren und damit die Aktivierung der Mikroglia abschwéchen, konnten daher in Zukunft
ein generelles Konzept zur Einddimmung des neuronalen Schadens bei Erkrankungen des ZNS

darstellen.
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4. Zusammenfassung

Eine Entziindung im ZNS dient zunédchst der Abwehr eindringender Mikroorganismen, dem
Schutz vor Neoplasmen und der Beseitigung zelluldren Abfalls. Entziindliche Prozesse
weisen jedoch auch eine schidigende Wirkung auf Neurone und die weifle Substanz auf, so
dass sie eine potenzierende Rolle bei der Pathogenese verschiedener Erkrankungen des ZNS
spielen konnten. Da zum einen Oligodendrozyten und Neurone besonders empfindlich auf die
im Rahmen der Entziindungsvorginge freigesetzten Molekiile reagieren, zum anderen die
Regenerationskapazitit des ZNS stark eingeschriankt ist, konnen die Folgen einer Entziindung
im Gehirn verheerend sein. Bei nahezu allen zerebralen Erkrankungen werden aktivierte
Mikroglia vorgefunden, und es ist unklar, ob die Aktivierung dieser Zellen vor der
Schidigung des zerebralen Parenchyms erfolgt oder als ein reaktives, sekunddres Phanomen
anzusehen 1st. Mikroglia reprisentieren das angeborene Immunsystem im ZNS und
detektieren Pathogene u.a. mit Hilfe der Toll-like Rezeptoren (TLR). Diese Rezeptoren
binden konservierte Bestandteile von Pathogenen und induzieren iiber eine komplexe
intrazellulare Signalkaskade die Sekretion proinflammatorischer Molekiile.

Zunichst wurde die Rolle der Aktivierung des angeborenen Immunsystems bei der
Schiadigung von Vorlduferzellen der Oligodendrozyten untersucht. Dabei zeigte sich, dass
LPS, ein Bestandteil Gram-negativer Bakterien, TLR4 auf Mikroglia aktiviert, was wiederum
zur Degeneration von Oligodendrozyten fiihrt. Die in diesem Kontext beobachteten zelluldren
Phinomene werden auch bei der periventrikuldren Leukomalazie gefunden, einer hdufigen
Erkrankung humaner Frithgeborener.

Ein dhnlicher Mechanismus wurde im Rahmen der neuronalen Schidigung identifiziert. Die
Aktivierung des angeborenen Immunsystems durch Bestandteile Gram-negativer Bakterien
wandelt eine subklinische hypoxisch-ischdmische Schadigung des ZNS in eine manifeste
Neurodegeneration um. Dieses Modell wurde auch im Rahmen der bakteriellen Meningitis
untersucht, und es zeigte sich, dass Gruppe-B-Streptokokken, die hdufigsten Erreger der
neonatalen Meningitis, iiber TLR2 auf Mikroglia zu Neurodegeneration fiihren. Diese
neurotoxischen Effekte werden zum groBen Teil durch aus Mikroglia freigesetztes
Stickstoffoxid vermittelt. Weitere Studien belegten zudem, dass die alleinige Aktivierung von
TLR2 alle typischen Merkmale der bakteriellen Meningitis inklusive Neurodegeneration im
Mausmodell zu induzieren vermag, auch wenn keine bakterielle Infektion vorliegt.

Die Aktivierung des TLR2 in Mikroglia durch Gruppe-B-Streptokokken fiihrt nicht nur zu
einer neuronalen Schidigung, sondern auch zum zeitlich verzogerten Zelltod der Mikroglia
selbst. Dieser Effekt erfordert zudem MyD88 und die Aktivierung der Caspase-8 und kann als
ein Kontrollmechanismus interpretiert werden, der das ZNS vor einer liberschieBenden und

damit detrimentalen Entziindung schiitzt.
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SchlieBlich identifizierten wir HSP60, das aus sterbenden ZNS Zellen freigesetzt wird, als
endogenen Liganden fiir TLR4 in Mikroglia und wiesen nach, dass die Aktivierung dieses
Rezeptors - dhnlich wie bei der durch Pathogene verursachten Neurodegeneration - zu
neuronaler Schiddigung weiterer Neurone fithren kann. Dieser neurotoxische Effekt wird
wiederum durch aus Mikroglia sezerniertes Stickstoffoxid vermittelt. Damit wurde ein
Teufelskreis etabliert, der den neuronalen Zelltod mit einer Aktivierung des angeborenen

Immunsystems im ZNS und daraus resultierender weiterer Neurodegeneration verbindet.
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