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2 Zusammenfassung

Toll-like Rezeptoren (TLRs) spielen als Pathogen-Erkennungsrezeptoren eine wichtige
Rolle und vermitteln die angeborene Immunitét. Nach Erkennung spezifischer Pathogene
I6sen sie in der Rezeptor tragenden Zelle eine Entzlindungsreaktion aus und es kommt
unter anderem zur Aktivierung von Proteinkinasen, des Transkriptionsfaktors NF-kB und
zur Sekretion von Zytokinen. Wahrend der TLR4 fir die Erkennung von
Lipopolysacchariden (LPS) verantwortlich ist, dient der TLR2 unter anderem als
Rezeptor flr Peptidoglycan, Lipoteichonséure und Lipoproteine von gram-positiven
Bakterien. In dieser Dissertation wurde das Vorkommen der TLR2 und TLR4 in den
circumventriculdren Organen (CVO), speziell im Subcommissuralorgan (SCO),
untersucht. Im Hinblick darauf, dass die circumventriculdren Organe durch das Fehlen
einer Blut-Hirn-Schranke gekennzeichnet sind, ist das Vorkommen einer Abwehr durch
das angeborene Immunsystem im Sinne von TLR2 und TLR4 von besonderem Interesse
gewesen. Zur Darstellung der Verteilung der beiden Rezeptoren wurden
immunhistochemische Farbungen an Gewebeschnitten von Wistar-Ratten durchgefiihrt.

Es konnte ein Vorkommen beider Rezeptor-Typen in den circumventricularen Organen
und dem Plexus choroideus nachgewiesen werden. Vor allem zeigt sich ein verstéarktes
Vorkommen von TLRs an Gefdlen und dem fenestrierten Endothel der
circumventriculdren Organe sowie den umgebenden perivaskuldren Rdumen. Das SCO
zeigte vor allem dort eine starke Tingierung, wo es in Kontakt zu den Ependymzellen des
dritten Ventrikels steht. Die Rezeptoren scheinen auf Eventualitidten an pradisponierten
Stellen entwickelt zu sein. Dies ermdglicht eine sofortige Abwehrreaktion auch bei
raschem Eindringen von Pathogenen. Es wurden kaum immunreaktive Neurone oder
Perikaryen gefunden, was auf eine Auseinandersetzung der Pathogene im zentralen
Nervensystem (ZNS) mit den Epithelbarrieren spricht. Die frihzeitige Inhibition der
Schadenskaskade durch die TLRs bereits an den Gefdlen der CVOs konnte

neuroprotektive Bedeutung haben.
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3 Summary

Toll-like receptors (TLRs) play an important role as pathogen recognition receptors and
mediate innate immunity. After recognition of specific pathogens, they trigger an
inflammatory reaction in the receptor-bearing cell and mediate the activation of protein
kinases, the transcription factor NF-kB and the secretion of cytokines. While TLR4 is
responsible for the recognition of lipopolysaccharides (LPS), TLR2 serves as a receptor
for peptidoglycan, lipoteichonic acid and lipoproteins of gram-positive bacteria. This
dissertation investigates the presence of TLR2 and TLR4 in circumventricular organs
(CVO), especially in the subcommissural organ (SCO). The fact that the
circumventricular organs are characterized by the absence of a blood-brain barrier, the
presence of a defense system based on the innate immune system by TLR2 and TLR4
might be particularly necessary for preventing pathogens from entering the central
nervous system (CNS). To illustrate the distribution of the two receptors,

immunohistochemistry was applied on tissue sections of Wistar rats.

The presence of both receptor types in the circumventricular organs and the choroid
plexus was detected. In particular, an increased occurrence of TLRs at blood vessels and
the fenestrated endothelium of the circumventricular organs as well as the surrounding
perivascular spaces was observed. The SCO displayed a strong staining, especially at its
contact to ependymal cells of the third ventricle. The receptors seem to be expressed in
order to defend against possible invasions of the CNS by pathogens. Even after rapid
penetration, such pathogens can be immediately eliminated. Hardly any immunoreactive
neuron or neuronal process could be found, which suggests a defense against pathogens
at the epithelial barrier. The early inhibition of the damage cascade by TLRs at the walls
of vessels of the CVVOs imply an important neuroprotective relevance of TLR2 and TLR4.
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4 Einleitung
4.1 Die circumventricularen Organe

Circumventrikuldre Organe (CVOs) sind spezialisierte Gehirnstrukturen, die in den Wén-
den der Ventrikel, insbesondere des dritten und vierten Ventrikels, lokalisiert sind *. Sie
unterscheiden sich strukturell und funktionell vom Rest des Gehirnparenchyms bzw. der
Ventrikelepithelien und besitzen einen organéhnlichen Charakter bestehend aus neurona-
len und/oder glialen Komponenten. Eine Besonderheit der CVOs ist ihre starke Vaskula-
risierung und das Fehlen einer Blut-Hirn-Schranke (BHS). Die Kapillaren der CVOs sind
gefenstert, wodurch sie in standigem Kontakt mit den im Blutkreislauf zirkulierenden
Signalmolekiilen stehen 2. lhre Randzonen zum umliegenden Hirngewebe oder zum
Ventrikelraum sind dagegen abgedichtet 3.

Insgesamt gibt es bisher sieben beschriebene CVOs bei Mammalia, die in zwei Gruppen

eingeteilt werden konnen 4, sowie das Paraventricular Organ bei Non-Mammalia:

Die sekretorischen CVOs:
e Organum subcommissurale (SCO)
e Eminentia mediana (ME)
e Lobus posterior der Hypophyse (NL)
e Glandula pinealis (PIN, Epiphyse)

Die sensorischen CVOs:
e Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT)
e Organum subfornicale (SFO)

e Area postrema (AP)

Neben diesen Regionen gilt der choroidale Plexus, der in den meisten ventrikuldren
Systemen vorhanden ist und Liquor produziert als CVO, da er gefensterte Kapillaren

besitzt, aber keine Neurone.

Die offene Blut-Hirn-Schranke (BHS), basierend auf fenestrierten GefaRen, relativ
grofRen perivaskuldren Raumen und fehlender astroglialer Barriere, ist der Grund, warum
CVOs als "brain windows" bezeichnet werden °. Die BHS trennt effektiv das zentrale
Nervensystem vom Blutmilieu, indem sie Neurotransmitter, Neuromodulatoren,
Neuropeptide und Wachstumsfaktoren im Hirn-/Rickenmarksmilieu einschlief3t und

Krankheitserreger, aber auch periphere Botenstoffe wie die meisten endokrinen
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Hormone, Zytokine, Wachstumsfaktoren und dergleichen, vom Eindringen in das ZNS
ausschlief3t. So wird das Gehirn vor bioaktiven und toxischen Stoffen aus dem Blut
geschiitzt. Dennoch ist eine Kommunikation zwischen Peripherie und dem ZNS enorm
wichtig, um physiologische Kdrperfunktionen zu regulieren; die CVOs spielen gerade im

Hinblick auf die nicht-neuronale Kommunikation eine entscheidende Rolle 4.

)

- Sekretorische CVVOs Plexus . sensorische CVOs . SCO

——

Abbildung 1: Schematische Darstellung zur anatomischen Lage der CVOs der Ratte im
Sagittalschnitt

Organum subfornicale (SFO), Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT), Area postrema
(AP), Eminentia mediana (ME), Glandula pinealis (PIN), Lobus posterior der Hypophyse (NL),
Plexus choroidei, Organum subcommissurale (SCO) mit dem Reissner ‘schen Faden (RF)
[modifiziert nach ]

Eine Besonderheit der sensorischen CVOs sind intrinsische, osmoregulatorische
Neurone, um wichtige Bestandteile von Korperflussigkeiten zu tberwachen. Es konnte
gezeigt werden, dass sie zirkulierende Konzentrationen von Angiotensin Il, VVasopressin
(VP), atrialem natriuretischen Peptid (ANP), Endothelin, Kalzium und Natrium, ebenso
wie die Osmolaritat wahrnehmen konnen. Uber efferente Projektionen zu autonomen

Kontrollzentren des Hypothalamus und des Hirnstamms kdnnen so resultierende Signale
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weitergegeben werden 2 . Die sensorischen CVOs steuern maRgeblich homdostatische
Prozesse wie die Kontrolle des Salz- und Wasserhaushalts und den Energiestoffwechsel.
Aber auch kardiovaskuldre Funktionen durch Einflussnahme auf das Herzzeitvolumen
und den GefaBtonus werden von den sensorischen CVOs kontrolliert und gesteuert .
Zahlreiche umfassende Ubersichtsarbeiten, die sich speziell mit der Rolle der
sensorischen CVVOs bei der Kontrolle des Flissigkeitshaushaltes befassen, wurden bereits

veroffentlicht 7 8 21011 12113

Im Gegensatz dazu spielen die sekretorischen CVOs eine wichtige Rolle bei der Abgabe
vieler der im Hypothalamus und Anderorts (Corpus pineale) produzierten Neurohormone,
die ebenfalls eine wesentliche Rolle bei der Regulation des Flissigkeitshaushaltes im
Korper, des Nahrstoffhaushalts und der Fortpflanzung spielen.

So schiittet der Lobus posterior der Hypophyse unter Einbindung des Subfornicalorgans
Adiuretin (ADH, Vasopressin) in den Blutkreislauf aus * ¥ ®. Die physiologisch
wichtigste Funktion von ADH ist die Rickgewinnung von Wasser aus dem Primérharn,
wodurch der Harn an Volumen abnimmt und der Organismus an Volumen einspart 7.

Auf die sekretorische Rolle des SCO soll im Folgenden Kapitel eingegangen werden.

Die CVOs besitzen an ihrer Oberflache Ependymozyten, die tber tight junctions verbun-
den sind. Oft finden sich in CVOs auch Tanyzyten, die mit ihren zahlreichen Fortsdtzen
Kontakt zwischen der Cerebrospinalfliissigkeit (CSF), den CVOs und dem
Subarachnoidalraum herstellen.

CVOs weisen eine hohe Vielfalt an Zelltypen auf. So gehoren dazu unter anderem CSF-
kontaktierende Neurone, die hinsichtlich ihrer zellularen Morphologie sehr variabel sind.

14



Beeinflussende Faktoren

Peptide, Neurotransmitter, Proteine, CSF-Stromung,
Ionen, Photonen

R

Abbildung 2: CSF-Kontaktzellen (Neurone und Gliaabkémmlinge) der CVOs
[modifiziert nach 8]

Im Gegensatz zu anderen Neuronen der CVOs sind die CSF-Kontaktneurone nicht vom
Liquor isoliert und reagieren sehr empfindlich auf dessen Zusammensetzung, wie durch
elektrophysiologische Experimente gezeigt werden konnte 7.

Sie spielen eine besondere Rolle bei der Aufnahme, Umwandlung und Aussendung von
nichtsynaptischen Signalen, die vom inneren und &ufReren Liquor und der interzellularen
Flussigkeit des Gehirns vermittelt werden. Sie befinden sich in verschiedenen Abstanden
zum ventrikuldren Lumen (ependymale, hypendymale, proximale oder distale Neurone),

bleiben aber mit dem Liquor verbunden.
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4.2  Das Subcommissuralorgan (SCO)

Das Subcommissuralorgan ist ein kleines sekretorisches Organ, das sich in der dorsalen
Wand des dritten Ventrikels im Bereich der hinteren Kommissur befindet und am
Eingang zum und - artspezifisch unterschiedlich - auch bis weit hinein in den sylvischen
Aquéduct (Aquaeductus mesencephali) lokalisiert ist. Es erstreckt sich vom tiefen Ende
der Epiphyse bzw. des Epiphysenstiels bis in das Anfangsviertel des Aquaeductus
mesencephali 1°. Das SCO ist prinzipiell eine besondere Abwandlung des Ependyms und
eine sehr alte Struktur des Wirbeltiergehirns 1° 2, Selbst bei Chordaten, den Tunicaten,
lassen sich Vorlaufer nachweisen 2%, Es ist bei Affen und jungen Menschenaffen gut
entwickelt. Beim Menschen und Menschenaffen erreicht das SCO die volle Entwicklung
wahrend des fetalen Lebens und bildet sich nach der Geburt zuriick ?2. Das SCO
entwickelt sich sehr frih in der Ontogenese und stellt eine der ersten sekretorischen

Hirnstrukturen dar, die wihrend der Ontogenese aufgefunden werden kénnen 2.

Abbildung 3: Lokalisation des SCO in sagittaler (oben) und coronaler (unten) Ansicht eines
Nagetierhirns
[modifiziert nach *°]
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Es hat im Vergleich zu den anderen CVOs keine gefensterten Kapillaren und die BHS ist
geschlossen und damit voll funktionsfahig. Dennoch besitzt es eine bedeutende

sekretorische Rolle 42425,

Die Vaskularisierung des SCO unterscheidet sich zwischen verschiedenen Spezies: bei
der Katze, aber auch beim Dachs und dem Schwein besteht eine dichte Vaskularisation,
bei der Ratte ist sie sehr begrenzt, beim Affen und beim Menschen fehlt sie sogar

géanzlich 2,

Das SCO hat eine drusendhnliche Struktur und besteht aus ependymalen und
hypendymalen Zellen, die auf die Sekretion von Glycoproteinen spezialisiert sind 2.
Das Hypendym setzt sich aus Gliazellen, Neuronenfortsatzen in einem dichten Neuropil
und vaskuldren Elementen zusammen. Die hypendymalen Zellen sezernieren in die
lokalen Blutgefalie und stehen bei einigen Spezies sogar mit dem Subarachnoidalraum in
Verbindung.

Die groRBen hochprismatischen ependymalen Zellen stehen apikal mit der
Cerebrospinalflussigkeit in Kontakt. Sie sezernieren ihr Sekret in den Liquor
cerebrospinalis 2’ . Diese Zellen sind Gber tight junctions verbunden, wobei im SCO drei
tight junction Proteine eine besondere Rolle spielen, ndmlich ZO-1, Occludin und
Claudin 1. Diese Proteine spielen eine wichtige funktionelle Rolle als CSF-
Diffusionsbarriere. Im Gegensatz zu den ependymalen Zellen anderer CVOs weisen die
ependymalen Zellen im SCO zahlreiche Cilien auf, die die Ventrikelwand bedecken und
in das ventrikulare Lumen hineinragen 2. Die Funktion des SCO ist noch immer unklar,
aber die Synthesewege und die ausgepragte sekretorische Aktivitat des Organs ist sehr

gut bekannt.

Das Sekret, das in den Liquor cerebrospinalis ausgeschieden wird, ist ein Glykoprotein
hoher molekularer Masse, das SCO-Spondin #°, dessen Kondensation den Reissner‘schen
Faden (RF) bildet. Die Spondine bilden eine Proteinfamilie, die als Thrombospondin
bekannt ist. Gemeinsames Strukturmerkmal sind die Thrombospondinrepeats (TSR), die
leicht chemische Verbindungen mit anderen Molekiilen eingehen konnen.
Der RF erstreckt sich entlang des Aquaeductus mesencephali, des vierten Ventrikels,
durch den Zentralkanal des Rickenmarks bis hin in die Ampulla caudalis, wo er sich

aufldst und resorbiert wird 2° 30 31,
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Mindin

F$1+FS2 domains TSR

Semaphorin 3
Semaphorin domain TSRs Transmembrane domain
F-spondin —ra=s-00000-0
reelindomain FS1+FS2domains TSRs
TS -0 O
procollagen-like TSRs EGF-like Ca2-bindingdomains
SCO-spondin

LDL-rtype A TSRs EGF-like TSRs VWF Cyst-rich

0 TSRs = Thrombospondin type 1 repeats
TSP = Thrombospondin

Abbildung 4: Thrombospondinfamilie und SCO-Spondin im Vergleich

Dies ist eine schematische Darstellung von Proteinen mit Thrombospondin Typ | Repeats
(TSRs) [modifiziert nach *]

Es wird angenommen, dass der RF den Fluss der Liquorflissigkeit im Ventrikelsystem,
speziell in der Enge des Aquaeductus mesencephali, erleichtert 24 3, Der Aquaeductus
mesencephali ist ein Anteil des Ventrikelsystems, der die Engstelle zwischen dem dritten
und vierten Ventrikel beschreibt. Diese Engstelle ist eine Pradilektionsstelle fur
Aquaduktstenosen. Bei einer Fehlfunktion, insbesondere bei einer Agenesie des SCO, bei
der kein RF gebildet wird, kann es zu einer Erkrankung kommen, die als Congenitaler
Hydrocephalus (CH) bezeichnet wird. Experimentell hervorgerufenes Fehlen des RF
(durch intraventrikuldre Gabe von RF-Antikorpern) fiihrt zu einem CH. Zu einem CH
kommt es durch eine groRe und abnorme Ansammlung von CSF in den Ventrikeln des
Vorderhirns; in der Regel wird dieses Krankheitsbild durch genetische Mutationen

verursacht 3.

Andere Hypothesen messen dem Sekret eine Differenzierungsfunktion zu. Wahrend der
Embryogenese exprimieren die Vorlauferzellen des SCO im dorsalen Neuroektoderm
spezifische Komponenten, einschlieRlich dem SCO-Spondin, schon friih vor der Bildung
der hinteren Kommissur. Das Forscherteam von Gobron et al. (2000) 32 hat mit Versuchen
von SCO-Spondin an einer Neuroblastom-Zelllinie (B 104) das Neuritenauswachsen

beobachtet. So deuten diese funktionellen Tests und die molekularen Daten darauf hin,
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dass SCO-Spondin eine potentielle Rolle bei der Entwicklung von Kommissurbahnen
spielt. Diese Wirkung beruht auf der Forderung des axonalen Wachstums und des
,,Pathfinding*.

Im SCO sind neuronale Innervationsmuster festgestellt worden, insbesondere
peptiderger, GABAerger, katecholaminerger und serotoninerger Natur. Die serotoninerge
Innervation ist bei Sdugetieren am hdufigsten zu beobachten (75% aller synaptischen
Kontakte 3*) und spielt gerade im Hinblick auf sekretorische Aktivitat des SCO eine
entscheidende Rolle. Die Zellkdrper der serotoninergen Neurone befinden sich

8 In Versuchsreihen des

hauptsachlich in den Raphe-Kernen des Hirnstamms
Forscherteams Mgllgard und Wiklund (1979) 2’ filhrte die Degeneration der
serotoninergen (5HT) Synapsen zu einer lang anhaltenden, ausgeprégten Zunahme der
sekretorischen Aktivitat des SCO. Sie schreiben daher der serotoninergen Innervation

eine hemmende Wirkung auf die sekretorischen Zellen des SCO zu.
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Abbildung 6: SCO im Horizontalschnitt
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4.3 Das humane Immunsystem
4.3.1 Das Immunsystem - Ein kurzer Uberblick

Das Abwehrsystem héherer Vertebraten bezeichnet man als Immunsystem.

Eine zentrale Aufgabe des Immunsystems ist es, den Organismus vor Infektionen durch
Pathogene wie Viren, Bakterien, Parasiten und Pilze zu schiitzen und toxische Substanzen
zu eliminieren. Dazu haben sich im Laufe der Evolution zwei Abwehrsysteme entwickelt,
die eng miteinander verknupft sind und miteinander kooperieren: das angeborene und das
erworbene (adaptive) Immunsystem. Mit Hilfe dieser beiden Systeme kann der Korper
Pathogene als Fremdstoffe erkennen, darauf reagieren und die Immunantwort
einleiten 3,

Diese beiden Immunsystemkomponenten sollen im Folgenden vorgestellt werden.

4.3.2 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immun- bzw. Abwehrsystem ist phylogenetisch sehr alt und vermutlich
in allen mehrzelligen Tierarten und auch in Pflanzen vorhanden 3! 7.

Es ist bei S&ugetieren von Geburt an vorhanden und besitzt ein fixes Wirkungsspektrum;
es ist nicht in der Lage, sich an variierende Schadwirkstoffe anzupassen und wird daher
auch als angeborenes Immunsystem bezeichnet. Uber eine limitierte Anzahl von
Rezeptoren kann es Pathogene erkennen und eliminieren 3¢,

Die erste Verteidigungslinie wird durch die duflere, epitheliale Barriere gebildet. So
verhindern bereits Haut und Schleimh&ute des Respirations-, Urogenital- oder Gastroin-
testinaltrakts das Eindringen von Pathogenen. Auch abgesonderte Driisensekrete, wie
zum Beispiel Speichel, Schweill und Nasensekret enthalten das antibakterielle Enzym
Lysozym, welches Bakterienzellwande abbauen kann . Im Darmrohr werden Defensine
sezerniert, die Lysozym ahnliche Wirkung aufweisen. Auf der Haut spielen ebenfalls
nichtpathogene Bakterien eine wichtige Rolle, die antimikrobielle Substanzen produzie-
ren und mit Pathogenen um Raum und Nahrstoffe konkurrieren.

Sofern Pathogene die erste Barriere Uberwinden, reagiert das angeborene Immunsystem
binnen weniger Minuten bis Stunden auf ein Eindringen in den Organismus.
Dieser zweite Teil des angeborenen Immunsystems wird im Wesentlichen durch Makro-
phagen, dendritische Zellen und neutrophile Granulozyten vermittelt 3°. Dieses
ermoglicht schnelle Effektor-Mechanismen wie die Phagozytose, Opsonierung von

Bakterien, proteolytische Kaskaden durch die Aktivierung des Komplementsystems und
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die Synthese von potenten antimikrobiellen Peptiden und proinflammatorischen
Mediatoren wie dem Zytokin TNF-a 3.

Diese Mechanismen kdnnen meist die Entstehung von Infektionsherden verhindern.

Im Gegensatz zur Antigenspezifitit der Effektorzellen des erworbenen Immunsystems
fokussiert sich das angeborene Immunsystem auf die Erkennung von molekularen
Mustern, die groReren Gruppen von Pathogenen gemeinsam sind “° 41, Das angeborene
Immunsystem erkennt dartber hinaus nicht nur molekulare Muster von Pathogenen
(pathogen-associated molecular patterns, PAMPSs), sondern zum Beispiel auch danger-
associated molecular patterns (DAMPs) oder Zell-assoziierte Stressmarker (durch NK-
Zellen).

Eine angeborene Immunreaktion erfordert keine vorausgegangene Exposition gegeniiber
den Antigenen, allerdings zeigt das angeborene Immunsystem auch keine Adaptation an

spezifische Pathogene.

4.3.3 Das erworbene Immunsystem

Das erworbene (adaptive) Immunsystem entstand vor ca. 450 Millionen Jahren, ist
phylogenetisch also jiinger als das angeborene Immunsystem und kommt bei allen
Vertebraten vor %7,

Im Gegensatz zum angeborenen Immunsystem vermitteln hier Lymphozyten eine
Immunantwort, die in B- und T- Lymphozyten unterteilt werden. Die B-Lymphozyten
wurden erstmals in der Bursa fabricii von Végeln entdeckt und reifen im Knochenmark
(bone marrow). Die T-Lymphozyten reifen im Thymus.

Diese Lymphozyten exprimieren auf ihrer Zelloberflache Rezeptoren, die durch
somatische Rekombination in extremer Vielfalt entstanden sind . Dieses Gen-
Rearrangement erlaubt die Entstehung einer fast unbegrenzten Anzahl von
unterschiedlichen Antigenrezeptoren “°. Jeder B- und T-Lymphozyten besitzt einen
unterschiedlichen, hochspezifischen Antikorper- oder Erkennungsrezeptor. Bei einem
Kontakt von Antigen mit seinem spezifischen Erkennungsrezeptor kommt es zu einer
Kaskade biochemischer Prozesse, die im Zusammenspiel von B- und T-Lymphozyten
sowie dendritischen Zellen zur Ausbildung von Plasmazellen und T-Killerzellen fiihren.
Zudem bilden sich Gedé&chtniszellen, sodass eine erneute Infektion mit dem gleichen

Erreger schnell erkannt und eliminiert werden kann.
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Da es in der Regel mehrere Tage dauert, bis das adaptive Immunsystem die Pathogenbe-
kampfung Ubernimmt, stellt das angeborene Immunsystem eine unabdingbare erste
Verteidigungslinie dar.

Die folgende Arbeit befasst sich primdr mit der angeborenen Immunitét, so dass im

Weiteren nicht ndher auf das adaptive Immunsystem eingegangen wird.

4.4 Erkennung von Pathogenen durch das angeborene Immunsystem

Pathogene Substanzen, Parasiten und Mikroorganismen tragen auf ihrer Oberflache
molekulare Muster, die sich in Intervallen wiederholen. Aber auch die Nukleinséuren von
Bakterien und Viren weisen derartige repetitive molekulare Muster auf *°. Die Erkennung
dieser pathogen-assoziierten molekularen Muster (PAMPS) erfolgt tiber Rezeptoren des
angeborenen Immunsystems “? %3, Die Rezeptoren, die diese molekularen Muster
erkennen, werden daher als Mustererkennungsrezeptoren (Pattern Recognition
Receptors, PRR) bezeichnet %,

PAMPs sind hoch konservierte, also sehr bestandige, molekulare Strukturen, die folgende
drei essentielle Bedingungen erfillen:

Zum einen werden sie nur im Organismus des Pathogens produziert und nicht vom Wirts-
organismus, wodurch es dem Immunsystem in der Peripherie oder in inneren Organen, ja
selbst direkt durch Zellen der CVOs im Gehirn ermdglicht wird, schnell zwischen Fremd
und Eigen zu unterscheiden #° 46 47 48 Dadurch, dass die PRRs keine Affinitat zu
Selbstantigenen haben, wird eine Autoaggression mit schweren Gewebs- und Zellsché-
den vermieden.

Zum anderen sind PAMPs innerhalb einer Klasse von
Pathogenen bestandig. Damit erhélt das Immunsystem nicht nur die Information tiber eine
Infektion, sondern auch Gber den Typ des Pathogens.

Des Weiteren kann es sich bei hoch konservierten und invariablen Mustern nur um solche
handeln, die fiir das Uberleben von Mikroorgansimen essentiell sind #*. Sie spielen eine
wichtige Rolle bei der Zellteilung, der Strukturbildung, dem Erhalt der Homoostase und

anderen Stoffwechselvorgéngen.

Die bekanntesten Musterstrukturen sind (1.) Lipopolysaccharide (LPS), sie sind wichtiger
und sehr hdufig vorkommender Bestandteil der Zellwand von gram-negativen Bakterien

und ein starkes Endotoxin #, (2.) Lipoteichonsaure auf gram-positiven Bakterien, sowie
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(3.) Peptidoglykane, welche in allen Zellwand-tragenden Bakterien vorkommen “°.
Auch (4.) das Genom von Viren, wie DNA, doppelstrangige RNA (dsRNA) und
einzelstrangige RNA (ssRNA)®, aber auch bakterielle CpG-DNA sind PAMPs und

werden von den Mustererkennungsrezeptoren detektiert 4%,

Werden PAMPs von PRRs erkannt, kommt es zu inflammatorischen Antworten,
einhergehend unter anderem mit der Produktion von Zytokinen und Chemokinen. Des
Weiteren wird Uber Antigenprasentation, Rekrutierung und Aktivierung von

Effektorzellen die adaptive Immunitéat initiiert.®

Zu den PRRs gehoren — neben einer Reihe anderer Molekiile — die Toll-like Rezeptoren,

auf die im Folgenden eingegangen werden soll.

4.5 Toll-like Rezeptoren (TLR)

1984 wurde das Toll-Protein erstmals von einer Forschungsgruppe in der Taufliege
Drosophila melanogaster entdeckt und beschrieben. Dem Protein wurde primar eine
Bedeutung fir die dorsoventrale Polarisierung des Embryos zugeschrieben >
Erst einige Jahre spater konnte bei der adulten Taufliege Drosophila melanogaster
gezeigt werden, dass das Toll-Protein eine wichtige Rolle bei der Immunantwort wahrend
einer Pilzinfektion spielt. So werden bei einer Aktivierung durch gram-positive Bakterien
oder Pilze, antimikrobielle Peptide produziert und die Zellimmunitit aktiviert 52 53,
Nachdem in Drosophila melanogaster die Beteiligung an der Zellimmunitét
nachgewiesen wurde, suchte man nach Toll-Homologen in S&ugetieren und entdeckte die

sogenannten Toll-like-Rezeptoren *,

Mittlerweile konnten 13 Toll-Homologe in Saugetieren identifiziert werden % 5.
TLR 1-9 wurde sowohl im Menschen als auch in der Maus konserviert, wéahrend TLR 10
in der Maus aufgrund einer Retrovirus-Insertion nicht funktionsfahig ist und nur im
Menschen aktiv ist. Die TLR11, TLR12 und TLR13 sind aus dem menschlichen Genom

verschwunden und nur in der Maus vorhanden 43 56 57 58 59 60

Strukturell sind Toll-like Rezeptoren Typ-1 Transmembranrezeptoren, bestehend aus drei
Domanen. Die extrazelluldre, aminoterminale Domane mit leucinreichen Wiederholung-

gen (LRR) ist fur die Erkennung von PAMPs verantwortlich.
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Einer kurzen Transmembrandomane schliet sich die intrazellular hochkonservierte,
carboxyterminale TIR-Domane, ndmlich die Toll/IL-1 Rezeptor Domane an, die den
intrazellularen Signalweg initiiert > 57 61,

Diese Zytoplasmadomane ist homolog zum Interleukin-1 Rezeptor (IL-1R), weshalb die
TLR zur IL-1 Rezeptor/ Toll-like Rezeptor-Superfamilie gehoren 2,

Der IL-1R induziert Signalwege, die zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren der
NF-kB-Familie fiihren 3. Mitglieder dieser Rezeptorfamilie spielen eine Schliisselrolle
in der Induktion von Immun- und Entziindungsreaktionen bei Saugetieren 54,

Uber die charakteristische TIR-Domane erfolgt auch die Interaktion mit zytosolischen
Adapterproteinen und ermdglicht die Interaktion zwischen homo- und heterodimerisier-
ten TLR-Untereinheiten.

Folgende Adapterproteine wurden bisher beschrieben: Der MyD88 (myeloid differentia-
tion factor 88), TRIF/TICAM1 (TIR- related adaptor protein inducing Interferon-R),
Mal/TIRAP (TIR domain containing adaptor protein), TRAM/TICAM2 (TRIF related
adaptor molecule) und der negative Regulator SARM (Sterile-a- and
armadillo-motif-containing protein). MyD88 rekrutieren alle TLRs, bis auf TLR3, der
TRIF als Adaptermolekiil nutzt 40 62 6566,

TLR2 und TLR4 generieren den MyD88-abhdngigen Weg zusétzlich ber TIRAP,
welcher die Signaltransduktion zwischen TLR und MyD88 mediiert ©’.

Die Rekrutierung von MyD88 fuihrt zur Aktivierung von MAP-Kinasen und Transkripti-
onsfaktoren, besonders dem NF-kB, sowie AP-1 und IRF3 .

NF-xB besteht aus mehreren Untereinheiten und liegt im Ruhezustand als Komplex mit
seinem Inhibitor I-xB im Zytoplasma gebunden vor. Durch die Aktivierung der Kinasen
wird unter anderem die Phosphorylierung des Inhibitors I-xB katalysiert, wodurch
NF-kB aus der Bindung befreit wird und in den Zellkern translozieren kann. Dort kann
der Faktor nun viele verschiedene Gene aktivieren, unter anderem fuhrt er zur Expression
verschiedener proinflammatorischer Zytokine, Chemokine, antimikrobieller Peptide und
antiapoptotischer Proteine.

NF-kB und AP-1 flihren zur Aktivierung von immunologisch aktiven Zytokinen, wie dem
TNF-a, IL-1, IL-6 oder 1L-12, dem T-Zell costimulatorischen Protein B7.1, GM-CSF
(Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), MIP-1p und MIP-2 8, IL-1 wird
als Cofaktor fur die T-Zell-Aktivierung angesehen und triggert die 1L-2 Produktion.
IL-6 spielt eine wichtige Rolle bei der B-Zell-Differenzierung und Aktivierung der

T-Zellen, und IL-12 fordert unter anderem die Proliferation mononukleérer Zellen im
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peripheren Blut und die Generation von LAK-Zellen (lymphokine activated killer cells).
TNF-a. fordert die Phagozytose und die Proliferation der T-Zellen .

TNF-a hat viele Wirkungen, die von Entziindungsreaktionen, tiber Nekrosen, septischem
Schock bis zur Apoptose reichen. So erhoht es entzindungsfordernde Molekdle, wie
IL-1, IL-6, IL-8 und NF-xB (positiver Feedback-Mechanismus).

Bindet TNF-a an den Tumornekrosefaktor-Rezeptor Typ 1, so wird der Death inducing
signaling complex (DISC) aktiviert, der eine Reihe von Caspasen aktiviert, welche zur
Apoptose der Zielzelle fiihrt 7°.

Die Aktivierung von NF-kB ist ein zeitlich limitierter Prozess, da NF-«kB seinen eigenen
Inhibitor 1-xB transkribiert, und sich im Sinne eines negativen Feedback-Mechanismus
selbst inaktiviert 7.

Obwohl es einige wenige Ausnahmen gibt, in denen NF-xB zum Zelltod beitragt, fordert
die Expression der NF-xB Zielgene in den meisten Fillen das zelluldre Uberleben 2.
Bezogen auf die Zellen der circumventriculdren Organe sind beide NF-kB Wirkungswei-
sen prinzipiell denkbar. Da diese Zellen regenerationsféhig sind, wirde der apoptotische
Verlust durch Neubildung ausgeglichen werden konnen (dieser Weg ist flr virale
Entzundungen sehr gut denkbar). Die Expression von besonderen Transkriptionsfaktoren,
die flr die Synthese von spezifischen Abwehrfaktoren verantwortlich sind, ist gut fur
bakterielle Erreger geeignet.

Jeder TLR rekrutiert eine spezifische Kombination von Adaptern, um verschiedene
Transkriptionsfaktoren zu aktivieren, was zu angemessenen und effektiven Reaktionen

auf unterschiedliche Typen von Krankheitserregern fihrt.
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Abbildung 7: TLRs und ihre Liganden

TLR2 ist essentiell fiir die Erkennung von mikrobiellen Lipopeptiden und kooperiert mit TLR1
und TLR6, um zwischen diacylierten und triacylierten Lipopeptiden zu unterscheiden. TLR 3 er-
kennt virale dsRNA. TLR4 ist der Rezeptor fiir bakterielles LPS. TLR9 ist ein Sensor fir CpG-
DNA von Bakterien und Viren. TLR7/8 vermittelt die Erkennung von Imidazochinolinen und
sSRNA. TLR5 erkennt bakterielles Flagellin und Maus TLR11 erkennt Komponenten uropatho-
gener Bakterien und profilindhnliche Molekiile des Protozoenparasiten Toxoplasma gondii
[modifiziert nach "]

TLRs sind membranstdndige Rezeptoren, die auf Zellen des angeborenen und adaptiven
Immunsystems, in zellul&ren Organellen, sowie auf epithelialen Zellen im Darm expri-
miert sind ’*. Jeder TLR hat seine spezifischen Liganden, die das Expressionsmuster der
Rezeptoren zu bestimmen scheinen.

Entsprechend ihrer zellularen Verteilung lassen sich die TLRs in zwei Gruppen einteilen.
So kommen die TLR 1, -2, -4, -5, -6 und -11 auf der Zelloberflachenmembran von Im-
munzellen wie Makrophagen, dendritischen Zellen (DCs), nattrlichen Killerzellen, Mast-
zellen, neutrophilen Granulozyten, sowie B- und T-Zellen vor. Sie erkennen hauptsach-
lich mikrobielle Murein-Sacculus-Bestandteile wie Lipide, Lipoproteine und Proteine
und ermdglichen so die Bekampfung extrazelluldrer Erreger 4.

Die TLR3, -7, -8 und -9 werden in den intrazellularen endosomalen Kompartimenten, wie
dem endoplasmatischen Retikulum, Endosomen, Lysosomen und Endolysosomen, expri-
miert %, Sie sind fir die Abwehr intrazellularer Erreger zustindig und erkennen bakteri-
elle oder virale Nukleinsauren ™.

Diese differenzierte Expression von TLRs ist allerdings nicht statisch, sondern wird durch

Umweltfaktoren wie Pathogene oder Zytokine beeinflusst 4.
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46 TLR?2

TLR2 erkennt von allen TLRs die grofite Vielfalt an Pathogen-assoziierten molekularen
Strukturen. So dient es als Sensor fur z.B. bakterielles Peptidoglykan und
Lipoteichonsédure von gram-positiven Bakterien, Lipoproteine und Lipopeptide aus
verschiedenen pathogenen Mikroorganismen, wie Mykoplasmen und Spirochaten, sowie
Lipoarabinomannan aus Mykobakterien und Zymosan von Candida-Hefen 76 77 78 7980 81
AuRerdem erkennt TLR2 atypische Formen von LPS, die z.B. von Leptospira interrogans

gebildet werden 8,

Dieses Ligandenspektrum lasst sich zum Teil Uber die Bildung von Heterodimeren
zwischen TLR1/TLR2 sowie TLR2/TLRG6 erklaren. TLR1 erkennt gemeinsam mit TLR2
triacylierte Lipopeptide. Diese finden sich als Bestandteil des Mureinsacculus in
verschiedenen Bakterien, so z.B. Borrelia burgdorferi 8. Das TLR1/TLR6-Heterodimer
erkennt diacylierte Lipopeptide von gram-positiven Bakterien und Mykoplasmen. Eine
Dimerisierung dieser Rezeptoren ermdglicht die Unterscheidung zwischen den
molekularen ~ Strukturen von Lipoproteinen und Lipopeptiden 8 8 84
Zudem assoziiert TLR2 mit anderen Rezeptoren, wie dem Dectin-1; dadurch werden f3-
Glucane in der Zellwand von Pilzen erkannt &, TLR2 ist schlieRlich auch mit dem
Scavenger Receptor CD36 assoziiert, der vornehmlich intracorporale Abbauprodukte

erkennt .
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Abbildung 8: TLR2 Signalweg

Der pro-inflammatorische Signalweg durch TLR2 beinhaltet die Rekrutierung der Adapter
MyD88 und Mal/TIRAP, um entzlindliche Zytokine durch ERK, JNK und NF-kB zu induzieren.
BCAP interagiert mit MyD88 und MAL, um PI3K zu rekrutieren, dass dann PKB phosphoryliert
und die Sekretion von entziindungshemmendem IL-10 induziert. TLR2-Aktivierung kann auch

Typ-I-Interferone durch IRF3 und IRF7 aus endosomalen Kompartimenten induzieren.
[modifiziert nach ']
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47 TLR4

Der TLR 4 ist der zuerst entdeckte (von Medzhitov et al., 1997) *3 und am besten charak-
terisierte Rezeptor seiner Familie. TLR 4 wurde als Signalrezeptor fur das endotoxisch
aktive Lipopolysaccharid nachgewiesen, einem integralen Bestandteil der &uf3eren
Membranwand gramnegativer Bakterien 88 89 90 91,

Ist LPS im Serum vorhanden, wird es durch das Akut-Phase Protein, dem
Lipopolysaccharid bindenden Protein (LBP) gebunden und so von CD14 erkannt ©°,
CD14 ist ein Zelloberflachen-Glykoprotein, das vor allem auf Makrophagen und Mo-
nozyten gebildet wird, aber auch in Zellen des Hirns wie dem Plexus choroideus und den
Leptomeningen vorkommt und keine Transmembrandoméne besitzt.

Der gebildete Komplex kann nun mit dem TLR 4 interagieren, der daraufhin dimerisiert,
eine intrazellulare MyD88-abhdngige und MyD88-unabhédngige Signalkaskade
anstolRt und so NF-xB und IRF-3 aktiviert. Die Bindung von LPS an den TLR 4 wird
durch das TLR4-assoziierte Protein MD-2 (Myeloid Differentiation Factor-2) unterstitzt,
welches extrazelluléar bindet. Es wurde nachgewiesen, dass MD-2 obligat fur die LPS-
Erkennung durch TLR4 ist %.

Weitere PAMPs, die als Liganden fir TLR 4 fungieren, sind unter anderem das
Fusionsprotein des respiratorischen Syncytial Virus (RSV) %, Mannan aus
Saccharomyces cerevisiae und Candida albicans %, Lipoteichonsaure 8! oder Taxol, ein
Produkt der pazifischen Eibe ®. TLR4 erkennt auch endogene Substanzen wie das
Fibronektin °® und die Hitzeschockproteine Hsp60 und Hsp70 4L,
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Abbildung 9: TLR4 Signalweg

Im Ruhezustand existiert Phosphatidylinositol auf der Zelloberflache meist als PIP2, was die
Rekrutierung von Mal/TIRAP ermdglicht, das eine PIP2-Bindungsdomane enthalt. Nach der
Stimulation mit Lipopolysacchariden (LPS) fiihrt die TLR4-Aktivierung zur Rekrutierung von
Adaptern Mal/TIRAP und MyD88 in friihen Stadien der PAMP-Erkennung, um die Produktion
entzundlicher Zytokine durch die MAP-Kinasen JNK und p38, sowie den Transkriptionsfaktor
NF-xB zu fordern. Die Phosphorylierung von PIP2 in PIP3 durch das p1106 bewirkt die
Translokation des Rezeptor-Liganden-Komplexes in endosomale Kompartimente. TLR4
induziert dabei Uber die Adapter TRIF und TRAM, sowie Uber die MAP-Kinasen, NF-kB und
IRF3 die Sekretion von IL-10 und Typ | IFNs. [modifiziert nach 7]
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4.8 Die Rolle von TLR im zentralen Nervensystem, besonders in den CVOs

Lange Zeit galt das Gehirn aus immunologischer Sicht als privilegiertes Organ, da es eine
Blut-Hirn-Schranke besitzt und es dadurch kein Eindringen von Keimen geben sollte.
Man konnte dies mittlerweile widerlegen und weil3, dass Immunreaktionen auch in
diesem Organ auftreten und eine bedeutende Rolle bei der Pathogenese bestimmter ZNS-
Erkrankungen spielen. Das ZNS ist als besonders vulnerabel anzusehen, da CVOs
Einfallstore fiir Inflammationen sein kénnen. Die CVOs mit gefensterten Kapillaren und
ohne BHS sind daher, gerade im Hinblick auf eine immunologische Abwehr, von

besonderer Bedeutung. So ist hier ein erhdhtes Vorkommen von TLR zu erwarten.
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4.9 Fragestellung

Toll-like Rezeptoren nehmen gerade in Bezug auf immunmodulierende und

immunstimulierende Antworten eine entscheidende Rolle ein.

Da organspezifische Expressionsmuster der TLR2 und TLR4 eine wichtige Rolle bei der
Immunantwort spielen, ist das Ziel der Arbeit deren Verteilung in den verschiedenen
CVOs zu untersuchen. Unter diesen waren die CVVOs des dritten Ventrikels, das SCO und

das OVLT, sowie das SFO von besonderem Interesse.

Speziell fir das SCO stellt sich weiterhin die Frage, ob Beziehungen zwischen dem
Reissner‘schen  Faden und den  TLR-Typen des SCO  bestehen.
Gerade im Hinblick auf die Tatsache, dass der Reissner‘sche Faden, der in den Liquor
sezerniert wird, klebriger Natur ist, muss die Problematik, dass angeheftete Antigene den

TLR-Typen zugefuhrt werden kdnnten, beleuchtet werden.
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5 Material und Methoden
5.1 Versuchstiere und Gewebegewinnung

5.1.1 Versuchstiere

Die Tierversuchsreihe und die histologischen Untersuchungen wurden im Institut fiir
Anatomie Il der Dr. Senckenbergischen Anatomie der Johann-Wolfgang Goethe-
Universitat in Frankfurt am Main durchgefihrt. Alle an den Tieren vorgenommenen
Eingriffe zur Gewebeentnahme waren von der zustdndigen Behorde genehmigt und
entsprachen den gesetzlichen Richtlinien. Bei den Versuchstieren handelt es sich um flinf
mannliche Ratten des Wistar-Auszuchtstammes, die von Charles River (Charles River
Laboratories, Research Models and Services, Germany GmbH in D-Sulzbach) bezogen
wurden. Alle Ratten wurden unter kontrollierten Bedingungen (handelsibliches
Rattenfutter und Wasser ad libitum, Licht von 06:00 bis 18:00 Uhr, Temperatur 22 °C) in
einem Gruppenkafig zusammen gehalten. Die Tiere befanden sich nach Ankunft im
Institut noch zwei Wochen in Gruppenhaltung. Zu dem Zeitpunkt der Gewebeentnahme
waren die Ratten acht Wochen alt.

5.1.2 Anasthesie

Die Anasthesie erfolgte intraperitoneal mit Pentobarbital-Natrium (60mg/kg KG)
(Nembutal; Ceva Tiergesundheit GmbH, D-Dusseldorf). Die Dosis flihrte zu tiefer

Narkose.

5.1.3 Perfusion

In tiefer Narkose wurden die Tiere in einer Praparierschale fixiert und anschlieend der
Thorax eréffnet, um einen Zugang zum Herzen zu erlangen. Nach Aufsuchen des linken
Ventrikels und Insertion einer Kanule wurde transcardial mit einer Heparin-
Kochsalzlésung (0,9%) durchgespult. Um eine Perfusion zu ermdglichen wurde
gleichzeitig der rechte Vorhof, um den Durchfluss zu ermdglichen, eréffnet. Als kein
Blutaustritt, sondern nur noch Ausfluss von Kochsalzlosung aus dem rechten Vorhof
erkennbar war, erfolgte die Perfusion mit dem Fixativ. Dazu wurde der angeschlossene
Dreiwegehahn umgelegt. Die Fixation erfolgte mit einem 4%igen Paraformaldehyd-
Phosphatpuffer-Gemisch. Pro Ratte waren 200 ml Perfusionsvolumen notwendig. Die

Perfusionsdauer betrug etwa 5 Minuten.
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5.1.4 Entnahme des Gehirns

Direkt im Anschluss erfolgte die Dekapitation. Die Schadeldecke wurde vorsichtig
entlang der medianen Schadelnaht erdffnet, die Bulbi olfactorii rostral des Chiasma
opticum abgetrennt und die Hirne entnommen. Die Gewebereste wurden fachgerecht

entsorgt.

5.1.5 Gewebefixierung

Die Gehirne wurden nach der Entnahme fiir 24 Stunden bei 5 °C nachfixiert, um durch
vollstandige Fixierung eine postmortale Gewebeverdnderung zu verhindern. Bei der
Fixierlésung handelt es sich um eine 4%ige phosphatgepufferte Paraformaldehyd-
Losung. Da das in den Zellen befindliche Wasser durch Kristallisation beim Einfrieren
zu einer Zerstorung der Gewebe fuhrt, dies jedoch verhindert werden muss, wurden die
Gehirne in Saccharose-Ldsungen aufsteigender Konzentration inkubiert. Begonnen
wurde mit einer 10%igen Saccharose-Losung fur 24 Stunden, gefolgt von einer 20%igen
und 30%igen Losung fir den jeweils gleichen Zeitraum. Dabei war ein Absinken der
Gehirne auf den Boden bereits vor dem Ende der Inkubationszeitrdume ein Zeichen fur
deren vollstandige Infiltration mit Saccharose. Nun konnten die Gewebe fir die
Kryostatschnittherstellung gefroren werden. Dazu wurde Isopenthan in einem Gefal auf
Trockeneis platziert. Die Gehirne wurden dann in die kalte Fllssigkeit hineingegeben. So
werden die Gewebe gleichmaRig von Kalte erfasst, frieren schnell ein und eine Bildung
von groRen Eiskristallen, die spéter zu Artefakten in den Praparaten fihren konnte, wird

verhindert. Bei -25°C konnten die Gewebe nun im Gefrierschrank gelagert werden.

5.1.6 Gewebeschnitte

Die Schnitte wurden am Kryostaten (Modell: Leica CM3050 S) angefertigt. Die
Schnittdicke betrug fiir alle Préparate 20 um. Die Temperatur des Kryostaten wurde auf
eine Kammertemperatur von -26 °C eingestellt und die Kiihltemperatur der Gewebehalter
variierte je nach Ergebnis der Schnittherstellung und der Raumtemperatur zwischen
-27 °C und -25 °C. Jedes Hirn wurde zun&chst manuell getrimmt und dann auf dem
Praparatehalter mit Tissue Tek geklebt. So konnten die Gewebe geschnitten und auf
Objekttragern aufgefangen werden. Bis zur weiteren Bearbeitung wurden die Préparate
im Gefrierschrank bei -25°C gelagert.
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5.2 Materialien und Geratschaften

Tabelle 1: Chemikalien Ubersicht

Chemikalien Hersteller
Agqua dest. Apotheke Uniklinikum, D-Frankfurt
BSA PAA Laboratories GmbH, A-Pasching

D (+) Saccharose

Carl Roth GmbH & Co. KG, D-Karlsruhe

DAB Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Steinheim
Entellan Merck KGaA, D-Darmstadt

Ethanol Merck KGaA, D-Darmstadt

H202 Carl Roth GmbH, D-Karlsruhe

HCI (konzentriert)

Merck KGaA, D-Darmstadt

Heparin Ratiopharm, D-UIm

KH2PO4 Merck KGaA, D-Darmstadt

Methanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Steinheim
NazHPO4 Merck KGaA, D-Darmstadt

NaCl (0,9% Lsg.)

Braun, D-Melsungen

Nembutal Sanofi Ceva, D-Hamburg

NGS Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Steinheim
Paraformaldehyd Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Steinheim
Tissue Tek Sakura Finetek, USA-Torrance

Tris Merck KGaA, D-Darmstadt

Triton X-100 AppliChem GmbH, D-Darmstadt

Xylol Thermo Fisher Scientific GmbH, D-Braunschweig
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5.2.1 Puffer und Lésungen
Heparin-Losung

1000 ml einer 0,9%igen NaCl-Losung wurden mit 5000 IE unfraktioniertem Heparin

versetzt. Die Volumenmenge reichte fir die Perfusion von fiinf Ratten.

Paraformaldehyd (PFA)-L6sung

Paraformaldehyd dient der Fixierung von Geweben. Fir die Herstellung von einem Liter
Fixierlésung wurde 40g Paraformaldehyd bei maximal 60 °C in 500 ml aqua dest. unter
stindigem Ruhren gelost (dies entspricht einer 8%igen LoOsung). Dazu wurde
tropfenweise (30 Tropfen) NaOH-L6sung zugegeben, welches die Depolymerisation
beschleunigt. Dieser Lésung wurden 500 ml 0,2 M PB hinzugefugt, wodurch eine 4%ige
Paraformaldehyd-L6sung in 0,1 M PB mit dem voreingestellten pH-Wert entstand.

Phosphatpuffer (PB)

Fur die Herstellung einer 0,2 M PB-Stammlosung wurden 22,71 g-I"! Na;HPO4 und
5,44 g-1" KH2PO4 in aqua dest. geldst. Der pH-Wert wurde mit Hilfe des pH-Meters auf

7,4 aus den beiden Losungen titriert.

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)

Fur die Herstellung von 3 Liter einer PB-Stammlésung (0,02 M mit 0,9%) wurde
27 g NaCl, 6,82 g Na2HPO4und 1,63 g KH2PO4 in aqua dest. geldst. Der pH-Wert wurde
mit Hilfe des pH-Meters auf 7,4 eingestellt.

PBS-Puffer mit Triton (PBST)

Es wurden zu einem Liter der 0,2 M PBS-Stammlésung 3 ml Triton X-100 gegeben.

37



Tris-Puffer

Tris-Puffer (0,05 M) wird als Reaktionslosung fir die DAB-H20, Reaktion verwendet.
Bendtigt werden 6,06 g-1* Tris je einem Liter aqua dest. Der pH-Wert wird mit
konzentrierter ~ Salzsdure  und dem  pH-Meter auf 7,4  eingestellt.

Saccharose-Ldsung

Bendtigt wurden Saccharose-Losungen unterschiedlicher Konzentration. Zu je 200 ml
aqua dest. gab man 20g, 40g und 60g D (+) -Saccharose hinzu, um eine 10%ige, 20%ige
und 30%ige Losung zu erhalten.

Bovines Serum-Albumin (BSA) — Lésung

Fur eine 5%ige BSA-LAsung werden 2,59 BSA in 50 ml der PBST-Stammldsung geldst.

DAB-Farbelosung

Um 400 ml der DAB-Farbeltsung herzustellen, wurden 0,2 mg 3,3’-Diaminobenzidin in
400 ml Tris-Puffer gel6st. Kurz vor dem Gebrauch wurde dann 200 pl 30%iges H20:
hinzugefgt.

H»0O> in Methanol

In 360 ml Methanol wurden 40ml 30%iges H20 geldst. Diese Losung dient der Blockade

der endogenen Peroxidase.
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Tabelle 2: Geratschaften Ubersicht

Gerate

Hersteller

Prézisionswaage

Sartorius AG, D-Gottingen

Kryostat

Leica CM3050 S, D-Wetzlar

Axioskop, HBO50

Zeiss, D-Oberkochen

AxioCam HRc

Zeiss, D-Oberkochen

Eppendorf-Pipetten

Eppendorf AG, D-Hamburg

Magnetruhrer mit Heizplatte

IKA, D-Staufen im Breisgau

pH-Meter

WTW GmbH, D-Weilheim

Reagenzglasschttler

IKA, D-Staufen im Breisgau

Gefrierschrank

Liebherr, CH-Bulle

Pasteurpipetten

BRAND GmbH + CO KG, D-Wertheim

Pipettenspitzen

Eppendorf AG, D-Hamburg

Messbecher 50ml, 100ml

Duran Group, D-Wertheim

Objekttréger Thermo Fisher Scientific GmbH, D-
Braunschweig
Deckgléser Knittel-Glasbearbeitungs GmbH, D-

Bielefeld
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5.3 Immunhistochemie

Immunhistochemische Verfahren dienen dazu, Antigene in Gewebeschnitten zu
lokalisieren. Dazu bedient man sich der Bindung von spezifischen Antikérpern an den
gesuchten Antigenen. Durch eine angeschlossene Féarbeprozedur werden die gebundenen
spezifischen Antikorper sichtbar gemacht. Die neueren Techniken verfiigen alle Gber eine
erhohte Spezifitdt und Sensitivitat. Die hier verwendete Férbemethode ist die labelled
Avidin-Biotin-Methode (LAB-Methode), die sich der starken Affinitat von Avidin und
Biotin bedient.

Es wurden zwei Farbereihen erstellt:

Tabelle 3: TLR2 Farbung (Serie a)

Verdinnung Spezifitat Hersteller

Primé&rantikorper 1:1000 Rabbit Santa Cruz

Biotechnology Inc.

Sekundéarantikorper 1:100 Biotinylierter Goat Santa Cruz
anti-Rabbit Biotechnology Inc.
Komplex 1:100 ExtrAvidin- Sigma-Aldrich
Peroxidase Chemie GmbH
Farbreaktion DAB Sigma-Aldrich
Chemie GmbH

Tabelle 4: TLR4 Farbung (Serie b)

Verdinnung Spezifitat Hersteller

Primé&rantikorper 1:1000 Goat Santa Cruz
Biotechnology Inc.

Sekundarantikdrper 1:100 Biotinylierter Rabbit Santa Cruz
anti-Goat Biotechnology Inc.
Komplex 1:100 ExtrAvidin - Sigma-Aldrich
Peroxidase Chemie GmbH
Farbreaktion DAB Sigma-Aldrich
Chemie GmbH

40



5.3.1 Avidin-Biotin-Methode (LAB-Methode)

Die starke Affinitat zwischen dem Glykoprotein Avidin (oder auch Streptavidin) und dem
Vitamin Biotin ist Grundlage dieser Farbemethode °’. Avidin besitzt vier Bindungsstellen
fur Biotin, welches nichtkovalent an Avidin bindet. Biotin kann zudem mit einem
sekundaren Antikorper gekoppelt werden, der gegen das 1gG der Wirtsart gerichtet ist,
aus der der spezifische Antikorper stammt (biotinylierter Ak), ohne dessen Funktion zu

beeintrachtigen.

Gegenwartig werden zwei verschiedene Avidin-Biotin-Farbungen durchgefihrt. Die
Avidin-Biotin-Komplexmethode (ABC) und die markierte Avidin-Biotin-Methode
(labelled Avidin/Streptavidin-Biotin-Methode, LAB/LSAB). Beide Methoden ben6tigen
einen biotinylierten Zweitantikorper. Freie Bindungsstellen am Avidin des Avidin-
Biotin-Komplexes oder des enzymgekoppelten Avidin binden an das Biotin des Briicken-
(zweit-)antikorpers.

Bei der hier verwendeten LAB-Methode ist das Avidin direkt mit einem Enzym markiert
(labelled). Aufgrund der molekularen Konfiguration binden in der Regel weniger als vier
Biotin Molekiile, so dass mindestens eine Bindungsstelle fir Enzym-geladenes
Avidinmolekdl frei bleibt. So kann die Verbindung zu dem Avidin-Komplex hergestellt

werden.

Héaufig verwendete Enzyme sind Meerrettichperoxidase und alkalische Phosphatase. Die
in dieser Arbeit verwendete Meerrettichperoxidase bildet mit dem Chromogen ein
braunes Reaktionsprodukt. Im Vergleich zur ABC-Methode, welches grolRere Komplexe
bildet, stehen bei der LAB-Methode alle (maximal vier) freien Bindungsstellen dem
Avidin zur Verfugung. Bei der ABC-Methode ist der Avidin-Biotin-Enzymkomplex
vorgeformt %8, durch deren GroRe kommt es zu einer sterischen Begrenzung der
angelagerten ABC-Komplexe. Die LAB-Farbung wird als anndhernd 4- bis 8-fach
empfindlicher als die ABC-Methode beschrieben °, weshalb mit dieser Methode

gearbeitet wurde.
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Abbildung 10: Avidin-Biotin-Methoden

Vorgeformte Avidin-Biotin-Enzymkomplexe (ABC) oder enzymmarkiertes Avidin (LAB)
reagieren mit biotinylierten Sekundarantikérpern [modifiziert nach %]

5.3.2 Inhibition endogener Peroxidase

Die Blockierung der gewebseigenen, endogenen Peroxidase ist notwendig, um
unerwinschte Hintergrundfarbungen zu reduzieren. Die Objekttrager wurden in
Inkubationsboxen platziert. VVor der Farbung wurde die endogene Peroxidase der
Praparate durch Inkubation mit 3%igem H20O: in Methanol fur zehn Minuten blockiert.
AnschlieBend werden sie mit PBST gewaschen.

Das Triton im PBST Puffer benetzt die Membranen im Gewebe. So kdnnen im Rahmen
der Antikorperinkubation die Antikdrper besser in die Zellen eindringen.

Nun erfolgt die 30-miniitige Vorinkubation mit 5%igem BSA. Dieses dient ebenfalls der
Reduzierung von unspezifischen Hintergrundfarbungen. Das Bovine Serum Albumin
besetzt stark geladene Kollagen- und Bindegewebsstrukturen, an die der Primérantikorper

unspezifisch binden kénnte und so zu einer falsch positiven Reaktion fihren wirde.
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5.3.3 Primare Antikorper

Der spezifische Antikdrper gegen TLR2 bzw. TLR4 wurde in der Inkubationsbox auf die
Schnitte aufgebracht. Pro Objekttrager wurden 300 ul der Antikdrperlésung gebraucht,
die bei Raumtemperatur (23 °C) und Uber Nacht inkubieren konnten. Die
Antikdrperkonzentration der Losung betrug 1:1000. Die priméren Antikorper lagern sich
nun an die gesuchten Zielstrukturen, den TLR2 und TLR4 Rezeptoren der Membranen,
an. Die gewahlte Konzentration ist titerabhdngig und bewirkt ein Maximum an
spezifischer Farbung und ein Minimum unerwiinschter Hintergrundfarbung.

Damit die Prdparate nicht austrocknen konnten, wurden die Inkubationsboxen mit
feuchten Tlchern abgedeckt. Nach der Inkubation erfolgte eine dreifache Spulung mit
PBST (3 x 5 min).

5.3.4 Sekundéare Antikorper

Mit dem biotinylierten zweiten Antikdrper wurde fiir eine Stunde inkubiert. AnschlieRend
wurden die Préparate wieder mit PBST gewaschen (3 x 5 min), um so die ungebundenen

Antikorper zu entfernen.

5.3.5 Avidin Komplex

Fur eine Stunde wurde nun der Avidin-Komplex aufgetragen, bestehend aus Peroxidase
(HRP)-gekoppeltem Avidin. Dieses ist in PBST in einer Konzentration von 1:100 gelost.
Da der sekundare Antikorper biotinyliert war, kam es dadurch zur hochaffinen Bindung
zwischen dem Biotin des sekundaren Antikorpers und dem Avidin des
Nachweiskomplexes. Nach dem Waschen mit PBS (3 x 5 min) wurde fir 5 min mit Tris-

Puffer gespult. Danach erfolgte die DAB-Farbreaktion.

5.3.6 DAB-Farbreaktion

Die hier angewendete Nachweismethode beruht auf der Oxidation des Chromogens
3,3-Diaminobenzidin (DAB) nach Graham und Karnovsky %, die als Puffersystem Tris-

Puffer bendtigt.
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DAB bildet bei Oxidation ein braunes Farbprodukt, wodurch ein guter Kontrast zwischen
Bindungsort und Hintergrund gewadhrleistet werden kann. Da DAB auch endogene
Peroxidasen nachweisen kann, wurden diese im ersten Schritt mit H.O> geblockt.

Die Reaktionszeiten waren bei den Anféarbereihen sehr unterschiedlich. Zwischen 3 bis 7
Minuten dauerte die Einwirkzeit, bis die gewunschte Farbintensitat erzielt wurde. Es
wurde unter einem Abzug gearbeitet. Da DAB karzinogen ist, wurde die Ldsung

anschlieBend mit Natriumhypochlorid oxidiert und so neutralisiert.

5.3.7 Entwasserung und Fertigstellung

Um die Schnitte fiir die mikroskopische Auswertung vorzubereiten, wurde diesen das
Wasser entzogen. Dazu wurden die Praparate mit einer aufsteigenden Alkoholreihe nach

folgendem Schema dehydriert.

5 min 70% Ethanol
5 min 80% Ethanol
5 min 90% Ethanol
5 min 96% Ethanol

2x2-3min  100% Ethanol

Nach Abschluss der Entwasserung wurden die Praparate fir 2 x 5 min mit Xylol entfettet.
Nach diesem Arbeitsschritt konnten die Schnitte mit einem Deckglas und einem

wasserfreien Eindeckmittel (Entellan) eingedeckt werden.

5.4 Auswertung

Die Praparate wurden mit Hilfe eines Durchlichtmikroskops (Zeiss, Axioskop mit HBO
50-Beleuchtung und Axiocam HRc-Dokumentation) ausgewertet. Mit Hilfe der Software
Axiovision SE64 konnten die Bilder digitalisiert auf dem PC gespeichert werden. Die
Bildtafeln wurden mit Photoshop CS5 Extended und Microsoft PowerPoint (Office Home
and Student 2016) unter Microsoft Windows 7 erstellt.
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6 Ergebnisse

Generell lieR sich die immunhistochemische Farbung fir TLR2 und TLR4 in
Ependymzellen aller Ventrikelabschnitte nachweisen. Auch die Gberwiegende Zahl der
Plexus choroideus-Zellen zeigte Immunreaktivitat gegeniiber den Toll-like Rezeptoren.
Daruber hinaus waren immunreaktive Elemente in dem Endothelformationen von
BlutgefaRen im Hirngewebe beobachtet worden, und einzelne Faserprofile und Perikarya

von Gliazellen und Neuronen zeigten TLR-Tingierung.

In den folgenden Paragraphen werden die Befunde im Hinblick auf ihre zelluléren und

entitaren Spezifika beschrieben:
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6.1 Verteilung TLR2 und TLR4 im Subcommissuralorgan
6.1.1 Immunreaktivitat gegen TLR2 im SCO

Die TLR2 Immunfarbung stellt sich im SCO deutlich schwéacher dar als in anderen
positiven Hirnregionen (Fig. 1 A). Die ependymalen Zellen des SCO sind ebenfalls nur
schwach geféarbt. Eine starkere Tingierung erkennt man dagegen in Ependymzellen in
unmittelbarer Nachbarschaft des SCO sowohl in den Bereichen des lateralen
Ventrikeldachs (Fig. 1 B, C) als auch in der lateralen Ventrikelwand (Fig. 1 D). Die
Commissura posterior ist im Hinblick auf die TLR2-Farbung ohne Signal. Periventrikular
zeigen sich reaktive Bereiche: Es treten vereinzelt immunreaktive Perikaryen und Fasern
im Bereich des pretectalen Nucleus auf, die z.T. einen typischen Tanyzytenbau darstellen
(Fig. 1 B).

Fig. 1 TLR 2-Immunféarbung im SCO

A Immunhistochemische Ubersichtsfarbung fiir TLR2 des SCO B VergroRerung aus A,
Interferenzkontrastmikroskopische Aufnahme C VergrofRerung aus B D SCO und cau-
daler I11. Ventrikel; hier ist rechtsseitig der radiare Bau der tingierten Tanyzyten gut zu

erkennen

1l = dritter Ventrikel, PC = posteriore Kommissur, SCO = Subcommissuralorgan,
E = Ependymzellen, gestrichelte Linien = Grenzen der AusschnittvergroBerungen im
jeweiligen Folgebild, < = apikale TLR2-Farbung, * = Perikaryen, € = Tanyzyten
MafRstabsbalken in den Bildern A, B, D = 100 pm, in dem Bild C =20 pm
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Deutlich zu sehen sind hier die Nervenfasern des pretectalen Nucleus, die sich in der
VergroRerung in Fig. 2 B und C deutlich darstellen. Diese Fasern grenzen sich klar von
der ungefarbten posterioren Kommissur ab. Die Fig. 2 D-F zeigen einen interessanten
Befund: Am apikalen Bereich des SCO wird Material in den dritten Ventrikel abgegeben,

das als Sekret des SCO zu erklaren waére.

Fig. 2 TLR 2-Immunféarbung im SCO

A Immunhistochemische Ubersichtsfarbung fiir TLR2 des SCO mit Einriss-Artefakt im
mittleren Drittel B VergroRerung aus A, Fasern im pretectalen Nucleus am Ubergang zur
posterioren Kommissur C VergrofRerung aus A, Fasern des pretectalen Nucleus mit Zell-
korper D VergroRerung aus A E VergroRerung aus D, rechter Anteil des SCO mit sicht-
barem Sekret F VergrofRerung aus D, sichtbares Sekret aus dem SCO mit Pfeilspitzen

markiert

1l = dritter Ventrikel, PC = posteriore Kommissur, SCO = Subcommissuralorgan,
E = Ependymzellen, Ep = Ependymale SCO-Zellen, Hp = Hypendymale SCO-Zellen,
gestrichelte Linien = Grenzen der Ausschnittvergroflerungen in den jeweiligen
Folgebildern, «— = apikale TLR2-Farbung, * = Perikaryen, € = Sekret aus SCO,
< = Zellkorper, Kreis = der Kreis symbolisiert den Reissner’schen Faden
Malistabsbalken in Bild A, D = 100 pm, in den Bildern B, C, E, F =20 um
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6.1.2 Immunreaktivitat gegen TLR4 im SCO

Das Subcommissuralorgan zeichnet sich durch seine Tingierung deutlich vom
umgebenden Gewebe ab. Dies wird durch die vollkommen immunnegative posteriore
Kommissur besonders betont. Auch lasst sich das SCO vom periventrikuléren Bereich

durch starkere Farbung abgrenzen.

Innerhalb des SCO kann man einen Farbungsgradienten beobachten: In den ependymalen
Zellen des SCO sind zahlreiche TLR4-immunreaktive Zellen zu erkennen, wahrend in

der hypendymalen Zellschicht schwécher gefarbte Zellen dargestellt sind.

Fig. 3 Immunreaktivitat gegen TLR 4 im SCO

A Schnitt auf H6he des mittleren SCO B VergroRerter Ausschnitt der Ventrikelwand des
caudalen dritten Ventrikels C VergroBerung aus A, lateraler Bereich des SCO mit
Ventrikelwand D VergroRerter posteroventraler Ventrikelabschnitt des dritten Ventrikels
E Schnitt in Hohe des rostralen SCO F VergroRerter Ausschnitt aus E mit hypendymalen
und ependymalen SCO-Zellen

Il = dritter Ventrikel, PC = posteriore Kommissur, SCO = Subcommissuralorgan,
E = Ependymzellen, Ep= Ependymale SCO-Zellen, Hp = Hypendymale SCO-Zellen,
gestrichelte Linien = Grenzen der AusschnittvergroRerungen im jeweiligen Folgebild,
« = apikale TLR4-Féarbung, € = subependymale TLR4-Férbung

Malistabsbalken in allen Bildern = 50 um
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In den Ependymzellen des Ventrikels lassen sich in allen Bereichen viele TLR4-immun-
reaktive Zellen erkennen (Fig. 4 B-F). Auch hier ist im SCO der Farbungsgradient wie
bei Fig. 3 deutlich sichtbar, in Fig. 4 C, D nun mit starkerer VergroRerung. Im apikalen
Bereich der ependymalen SCO Zellen hdufen sich die TLR4-haltigen Zellen.

Fig. 4 Immunreaktivitat gegen TLR 4 im SCO

A Schnitt auf Hohe des rostralen SCO B VergroRerter Ausschnitt aus A der
paraventrikularen Ependymzellen C VergroRerter Ausschnitt aus A aus dem lateralen
Anteil des SCO D VergroRerter Ausschnitt aus A aus dem mittleren Anteil des SCO E

laterale Ventrikelwand F Kaudaler Ventrikelabschnitt

1l = dritter Ventrikel, PC = posteriore Kommissur, SCO = Subcommissuralorgan,
E = Ependymzellen, Ep= Ependymale SCO-Zellen, Hp = Hypendymale SCO-Zellen,
gestrichelte Linien = Grenzen der AusschnittvergrofRerungen im jeweiligen Folgebild,
« = apikale TLR4-Féarbung, € = subependymale TLR4-Férbung
Malistabsbalken in Bild A = 100 um, in den Bildern B-F = 20 um
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6.2 TLR2-und TLR4-immunreaktive Elemente im Plexus choroideus
6.2.1 Immunreaktivitat gegen TLR2 im Plexus choroideus

Eine schwache TLR2-Immunreaktivitat ist sowohl im Plexus als auch in den Ependym-
zellen des dritten Ventrikels zu erkennen (Fig. 5A). Der Plexus choroideus erscheint (wie
bei TLR4 beschrieben) nur in einzelnen Abschnitten reaktiv, es stellt sich ein dhnlich
differenziertes Muster dar, wie fur TLR4. Die Ependymzellen des Ventrikels fallen eben-
falls durch ihre Variabilitat mit tingierten und nicht tingierten Bereichen auf. Es sind ein-
zelne Granula im Ependymzellverband erkennbar. Subependymal konnte ein TLR2-ge-

farbtes Neuron beobachtet werden.

Fig. 5 Immunreaktivitat gegen TLR2 im Plexus choroideus

A Dritter Ventrikel mit Plexus choroideus B VergroRerung des Plexus choroideus aus A.
Deutlich sind die Unterschiede in der Férbeintensitat zwischen den Plexusepithelzellen
C Ausschnitt aus A mit Plexus und Ventrikelwand. Auch die Ependymzellen weisen eine
differenzierte TLR2-Immunreaktivitdt auf D Ventrikelwand des vierten Ventrikel mit

subependymalem TLR2-immunreaktivem Neuron und Blutgefaf

I11 = dritter Ventrikel, chp = Plexus choroideus, E = Ependymzellen, « = apikale TLR2-
Farbung, * = Perikaryon, € = TLR2 gefarbtes Gefal}
MafRstabsbalken in allen Bildern = 50 pm
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Die Ventrikelependymzellen des den Plexus umgebenden Bereichs sind stark tingiert.
Dies wird in der VergroBerung Fig. 6 B sehr deutlich. Aber auch die Zellen des Plexus
choroideus sind in einigen Bereichen reaktiv wie in der VergréRerung von Fig. 6 B-E zu

sehen ist.

Fig. 6 Immunreaktivitat gegen TLR2 im Plexus choroideus

A Dritter Ventrikel mit Plexus choroideus B VergroRerung des Plexus choroideus aus A,
Vergleich der Ventrikelwand mit den Plexuszellen C VergroRerung des Plexus
choroideus aus einem anderen Abschnitt mit Ventrikelwand D VergroRerung der Plexus-

zellen E VergrofRerung der Plexuszellen

I11 = dritter Ventrikel, chp = Plexus choroideus, E = Ependymzellen, gestrichelte Linie =
Grenze der AusschnittvergroRerung im Folgebild, < = apikale TLR2-Farbung
MafRstabsbalken in Bild A = 100 pum, in den Bildern B-E = 40 um
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6.2.2 Immunreaktivitat gegen TLR4 im Plexus choroideus

Bereits bei Beobachtung mit geringer VergroRerung (Fig. 7 A, D) erkennt man die
markanten Tingierungen des Plexus choroideus. Bei genauerer Analyse féllt auf, dass ein
sehr differenziertes Muster der Immunfarbung exprimiert ist. Bestimmte Abschnitte
tragen sehr starkes Immunsignal, andere sind wesentlich schwacher geférbt. Die starkste
TLR4-Immunreaktivitat ist in den apikalen, parazellularen und basalen
Membranabschnitten der Plexusepithelzellen zu beobachten. Intrazellulér findet sich eine

prominente, jedoch geringer ausgeprégte Tingierung (Fig. 7 B, C).

Starke Immunreaktivitat konnte dartber hinaus in der Wand der Plexusgefélie beobachtet
werden (Fig. 7 C, G). Die bereits erwéhnten differenzierten Muster der Immunreaktivitat
zeigten sich insbesondere bei den Plexusepithelzellen: Stark geféarbte Zellen wechseln mit

kaum und wenig gefarbten Zellen entlang der Plexusoberflache (Fig. 7 C, E, F).

Fig. 7 TLR4-Immunreaktivitat im Plexus choroideus

A Plexus choroideus des dritten Ventrikels. Zu beachten sind markante Farbeunterschiede
in unterschiedlichen Plexusabschnitten. Zu erkennen sind auch immunreaktive Ependym-
zellen B VergroRerter Ausschnitt aus A C VergroRerter Ausschnitt aus B. Hier lassen
sich die Farbeunterschiede einzelner Plexusepithelzellen gut beobachten (Pfeile) D Ple-
xus choroideus des dritten Ventrikels in insgesamt starkerer Farbung E VergroRerter
Ausschnitt aus D mit Ependymzellen des Ventrikels F Plexus choroideus des dritten

Ventrikels mit GefaRen G VergrolRerung aus F mit stark tingierten kleinen Blutgefalien

Il = dritter Ventrikel, chp = Plexus choroideus, K= Kapillare, BG= kleines Blutgefal,
gestrichelte Linien = Grenzen der AusschnittvergrofRerungen im jeweiligen Folgebild,
«— = TLR4 Farbung der Plexusepithelzellen und der Ependymzellen

Malistabsbalken in den Bildern A-E =100 pm, in Bild G =40 pum

58



59



6.3 Verteilung der TLR2- und TLR4-immunreaktiven Elemente im
Subfornicalorgan

6.3.1 TLR2-Immunreaktivitat im SFO

In der TLR2-Férbung ist das ependymale Randgewebe kaum geférbt. Eine klare TLR2-
immunreaktive Grenzschicht des Subfornicalorgans zum Umgebungsgewebe ist daher
nicht auszumachen. Dennoch sind einige TLR2-reaktive Zellen dargestellt. Diese Zellen
weisen die TLR2-Farbung an ihrer Oberflaiche auf. Dies spricht fur die
Membranstandigkeit der TLR. Interzellular waren Ansammlungen von tingierten Granula

zu beobachten, die oft in Beziehung zu Kapillarendothelien standen.

Fig. 8 TLR2-Immunfarbung im SFO

A Schnitt auf Hohe des SFO B VergroRerung des SFO aus A C VergroRerung des SFO

aus B

I11 = dritter Ventrikel, SFO = Subfornicalorgan, chp= Plexus choroideus
MaRstabsbalken in Bild A =100 um, in Bild B =40 pm, in Bild C = 20 um
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6.3.2 TLR4-Immunreaktivitat im SFO

Das Subfornicalorgan tritt am Dach des dritten Ventrikels im Bereich der Foramina
interventriculares als unregelméRig tingiertes Organ deutlich hervor (Fig. 9 A). Eine
kontinuierliche immunhistochemisch gegen TLR-Typen gefarbte Ependymschicht als
Abgrenzung des SFO zum Ventrikellumen ist nicht beobachtet worden, sie ist
weitestgehend ungefarbt, jedoch vorhanden. Einzelne deutlich TLR4-Immunreaktive
Ependymzellen konnten jedoch nachgewiesen werden (Fig. 9 B, C). Bei néherer
Betrachtung lasst sich erkennen, dass sich interzelluléare, zumeist perivaskulédre Bereiche

deutlich markieren lieRen.

Die zahlreichen im Organ lokalisierten arteriellen und vendsen Gefélie fallen durch ihre
kréaftige Endothelfarbung auf (Fig. 9 D, E).

Fig. 9 TLR4-Immunreaktivitat im SFO

A Ubersichtsdarstellung des gesamten SFO im Frontalschnitt B Randbereich des SFO
mit Ependym und Kapillarnetzen C Perivaskuldre Bereiche deutlich sichtbar D+E Ver-
groRerung von GefaRen in der lateralen Zone im SFO

Il = dritter Ventrikel, SFO = Subfornicalorgan, BG = Blutgefal}, EP = Ependymzellen,
gestrichelte Linie = Grenze der AusschnittvergroRerung im Folgebild, « = TLR4-
immunreaktive Zellen

Malistabsbalken in allen Bildern = 50 um
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6.4 Verteilung der TLR2- und TLR4-immunreaktiven Elemente im OVLT
6.4.1 TLR2-Immunreaktivitat im OVLT

Bei Betrachtung mit geringer VergréRerung (Fig. 10 A, E, G) hebt sich das Organum
vasculosum laminae terminalis durch eine intensivere Tingierung von seiner Umgebung
ab. Es verlauft tber dem Chiasma opticum. Die ependymalen Zellen des Hirnparenchyms
treten kraftig hervor (Fig. 10 D) und gehen dann in das OVLT uber, welches keine klare
Randbegrenzung aufzuweisen scheint (Fig. 10 A, B, D). Betrachtet man das Innere des
Organs, so ist hier ein Farbegradient zu beobachten (Fig. 10 A, C). Der Rand ist starker,
das Innere schwacher gefarbt. Einzelne Granula treten lediglich hervor (Fig. 10 C). Fig.
E-H zeigen weiter dorsal gelegene Bereiche des OVLT. Hier befindet sich eine starkere
Farbung um den Recessus supraopticus herum, wéahrend die Peripherie schwécher gefarbt
erscheint. Die Kapillaren im OVLT treten nur leicht hervor. Die ependymale Begrenzung
nach kaudal hebt sich klar ab.

Fig. 10 Immunreaktivitat gegen TLR2 im OVLT

A Schnitt auf Hohe des OVLT, ventraler Anteil B VergroRerung des OVLT aus A C
Hochste VergrolRerungsstufe in der Mitte des OVLT aus A D VergrélRerung aus A des
oberen linken Schenkels mit Ubergang zum Hirnparenchym E Schnitt auf Hohe des
OVLT, weiter dorsal mit Recessus supraopticus F VergroRerung des OVLT aus E G
Schnitt auf Hohe des OVLT mit Recessus supraopticus H VergrofRerung des OVLT aus
G mit der unteren ependymalen Begrenzung

OVLT = Organum vasculosum laminae terminalis, I1IRs = Recessus supraopticus, BG =
kleines BlutgefaB, E = Ependymzellen, ox = Chiasma opticum, SA =
Subarachnoidalraum, gestrichelte Linie = Grenze der Ausschnittvergroflerungen im
Folgebild, « = TLR2-immunreaktive Zellen, * = Perikaryen, < = Pia mater
MafRstabsbalken in allen Bildern = 100 pm
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6.4.2 TLRA4-Immunreaktivitat im OVLT

Das Organum vasculosum laminae terminalis tritt durch seine exponierte Lage Uber dem
Chiasma opticum und seine verstarkte Immunfarbung im Vergleich zum umliegenden
Gewebe deutlich hervor. Bei VergroRerung (Fig. 11 B-D) fallen die stark TLR4-reaktiven
Blutgefélie sowie die kleineren Kapillaren ins Auge. Das OVLT ist in diesem Bereich
stark vaskularisiert. Eine eindeutige gliale Abgrenzung zum Subarachnoidalraum ist hier
nicht auszumachen. Lediglich eine verstarkte Tingierung in allen Randbereichen lateral

des, sowie zum Recessus supraopticus und nach superior sind zu erkennen.

Betrachtet man einige Schnitte weiter dorsal (Fig. 11 E, F), so féllt der grofiere Recessus
supraopticus auf, der eine Ausstulpung des dritten Ventrikel ist. Um diesen Recessus ist
die Immunfarbung starker, wahrend sie in den Randbereichen des Organs kaum vom um-
liegenden Gewebe zu unterschieden ist. Auch hier fallt bei VergréRerung (Fig. 11 F) auf,

dass das Blutgefal} stark reaktiv ist. Ebenso stellen sich vereinzelte Fasern dar.

Fig. 11 Immunreaktivitat gegen TLR4 im OVLT

A Schnitt auf Hohe des OVLT B VergroRerung des OVLT aus A C Oberer Anteil des
OVLT aus A D Unterer Anteil aus A mit Anteil von Recessus supraopticus E Schnitt auf
Hohe des OVLT, dorsaler Anteil mit Recessus supraopticus F VergroRerung der links-

lateralen ependymalen Seite des OVLT mit stark gefarbtem Blutgefal aus E

OVLT = Organum vasculosum laminae terminalis, I1IRs = Recessus supraopticus, BG =
kleines Blutgefal}, K = Kapillaren, ox = Chiasma opticum, SA = Subarachnoidalraum,
gestrichelte Linie = Grenze der AusschnittvergroBerung im Folgebild, «— = TLR2-
immunreaktive Zellen, * = Faserprofil einer Gliazelle

MafRstabsbalken in Bild A =500 pm, in den Bildern B-F = 100 pm
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Markant sind die umliegenden und in dem OVLT verlaufenden BlutgefaRe und
Kapillaren, die deutlich tingiert hervortreten. Vereinzelt zeigt sich eine Anhdaufung von
stark gefarbten Granula (Fig. 12 B, C, G). Auch hier ist das Innere des OVLT schwach
gefarbt, fast leer (Vergleich Fig. 11 B mit Fig. 12 A).

Fig. 12 Immunreaktivitat gegen TLR4 im OVLT

A Schnitt auf Hohe des OVLT, anteriorer Bereich B VergroRerung des OVLT aus A
C VergroBRerung des OVLT aus A D VergroRerung des linken Schenkels mit Ubergang
zum Hirnparenchym E Schnitt auf Hohe des OVLT, weiter dorsal mit Recessus suprao-
pticus auf Hohe des SFO F VergroRerung aus E mit deutlich sichtbaren Granula G Ver-
groRerung aus E, oberer Anteil des OVLT H VergroRerung aus E, oberster Anteil des
OVLT mit Perikaryon und Blutgefaf3

OVLT = Organum vasculosum laminae terminalis, I1IRs = Recessus supraopticus, BG =
kleines Blutgefal, K= Kapillare, EP = Ependymzellen, ox = Chiasma opticum, SA =
Subarachnoidalraum, gestrichelte Linien = Grenzen der AusschnittvergroRerungen im
jeweiligen Folgebild, < = TLR4-immunreaktive Zellen, * = Perikaryon, <« = Pia mater
Malistabsbalken in den Bildern A-B, D-H = 100 pum, in dem Bild C =50 pm
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7 Diskussion

Mit der vorliegenden Dissertation wird die Verteilung von Toll-like Rezeptoren vom
Typ 2 und Typ 4 im Hirn von Ratten, insbesondere entlang des Ventrikelsystems
untersucht. Neben dem Subcommissuralorgan, das im Zentrum der Arbeit steht, wurde
die Analyse auf das Organum vasculosum laminae terminalis, das Subfornicalorgan
sowie der Plexus choroideus ausgewertet. Ebenfalls wurde das Ependym des dritten
Ventrikels analysiert. Die Epiphyse und Area postrema konnten nicht untersucht werden,
da sie wahrend der Praparation durch ihre periphere Lage nicht erhalten waren und
aufgrund ihrer spezifischen Funktion nicht im Focus der Untersuchung standen. Die
circumventriculdren Organe standen im Zentrum der Studie, da sie aufgrund der offenen
Blut-Hirn-Schranke eine mogliche Zugangspforte fur Pathogene in das Gehirn darstellen

und hier eine effektive antibakterielle/ -virale Aktivitat vermutet werden kann.

Durch die offene Blut-Hirn-Schranke besteht eine stete Kommunikation des ZNS mit der
Peripherie. Dies bedeutet aber auch, dass ein Eindringen von Pathogenen potentiell
moglich ist. Ein breites Spektrum von TLRs ist auf Immunzellen wie Makrophagen,
Astrozyten und Mikrogliazellen exprimiert, aber ebenso auf Nicht-Immunzellen wie
Epithel- und Endothelzellen, um vielerorts, aber insbesondere in den CVOs auf
Krankheitserreger reagieren zu kénnen 1%, In den Immun-Tragerzellen lésen die durch
PAMPs aktivierten TLRs eine Signalkaskade aus, die der Infektionsabwehr dient. So wird
die NADPH-Oxidase durch TLR-aktivierte Markophagen, Mikroglia und Granulozyten
stimuliert. Die NADPH-Oxidase ist ein Enzym, welches im Phagosom molekularen
Sauerstoff zu reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS) umwandelt 2. Diese vermehrte
Sauerstoffradikalfreisetzung, die als “respiratory burst” bezeichnet wird, ist zur Abtétung
der phagozytierten Pathogene notwendig. Werden ROS extrazellular freigesetzt, kommt
es zum Untergang von Neuronen. Dies wurde in Neuronen-Mikroglia-Cokulturen
nachgewiesen, in denen die entziindliche Stimulation von Mikroglia zum Verlust
lebensfihiger Neurone durch Phagozytose fiihrt 1%, Auch Stickstoffmonoxid (NO), ein
bioaktives Molekul, welches durch das Enzym Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) aus
L-Arginin synthetisiert wird, ist ein entscheidendes zytotoxisches Molekul. Die
Expression der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) wird durch

proinflammatorische Zytokine (IL-1, TNF-a, IFN-y) reguliert.
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Es gibt Hinweise darauf, dass die lokalisierte Aktivierung von TLR4 in BHS-assoziierten
Makrophagen und Mikroglia eine "Welle" der Mikroglia-Aktivierung auslosen kann, die
sich im Hirnparenchym ausbreiten 1%, Interessant ist, dass in der vorliegenden Studie
neben Neurogliaelementen auch TLR-immunreaktive Mikroglia nachgewiesen werden

konnten.

Lipopolysaccharide sind die Hauptmasse der gram-negativen bakteriellen Endotoxine,
die moglichst vor der Schadigung von Neuronen eliminiert werden sollten. Kommt es zu
einer LPS-Exposition und einer TLR4 Aktivierung, so folgt ein Untergang von
Oligodendrozyten sowie die Demineralisation und erhéhte Verletzlichkeit von Neuronen,
aber auch einer Mikroglia-Aktivierung % 1%  Eine Exposition von Gruppe B
Streptococcus (einer der Hauptursachen von bakterieller Meningitis) oder S. pneumoniae
Serotyp 2 (beide gram-positiv) zeigt ber TLR2 Aktivierung eine neuronale Apoptose
durch Aktivierung des MyD88-abhingigen Wegs %7 1% Bekannt ist, dass gerade die
Spirochaete Borrelia burgdorferi (Bb) die mehrzahligen bakteriellen Encephalitiden, die
sogenannte Lyme-Borreliose auslost . Generell sind ZNS-Infektionen durch gram-
positive Bakterien signifikant haufiger. Ob dies an einer grofieren Dichte von TLR4
liegen konnte, die sich in der vorliegenden Analyse stets andeutete, ist jedoch eher
Spekulation. Diese Bakteriengruppen gelangen gliicklicherweise ausgesprochen selten in
das Milieu des Zentralnervensystems. Gelangen sie dennoch in den Liquor
cerebrospinalis oder das Hirngewebe, so sind schwere Meningitiden und Encephalitiden
die Folge. Relativ 6fter gelangen Viren in das ZNS-Milieu, sie aktivieren jedoch abhéngig

vom Nucleinséaure-Typ der Viren — TLR3, 7 oder 9.

Eindringende Pathogene koénnen, wie oben beschrieben, schwere neuronale
Schadigungen hervorrufen, von denen sich das ZNS nicht erholen kann. Ein friihzeitiges
Abfangen dieser Krankheitserreger ist daher von groRter Wichtigkeit. Da TLRs auch auf
nicht-Immunzellen wie Endothel-/ Epithelzellen sitzen, lasst sich in den CVOs vermuten,
dass die TLRs hier die Barrierefunktion regulieren, ohne dass die ausgeldste
Signalkaskade zu einem Neuronenverlust fihrt. Die Epithelzellen ,opfern® sich
gewissermalien zugunsten des Neuronenerhalts. Man kénnte TLRs auch als MeRfthler

der Eingangspforten von der Peripherie zum ZNS beschreiben.
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7.1 Das Subcommissuralorgan

Nach den Uberlegungen in der Einleitung zu dieser Arbeit, kénnte das
Subcommissuralorgan unter den circumventriculdren Organen ein geeigneter Kandidat
sein, TLRs zu exprimieren und gemeinsam mit dem klebrig-adhésiven Material des
Reissner’schen Fadens Bakterien zu binden und zu bekdmpfen. Das Vorkommen von
TLR2 und TLR4 erhértet diese Hypothese, wobei die hohere Dichte von TLR4 dafir
spricht, dass die Abwehrmechanismen von gram-negativen Bakterien bevorzugt

entwickelt sind.

Generell konnten immunhistochemisch TLR2 und TLR4 im Subcommissuralorgan und
in seinen angrenzenden Gewebeformationen nachgewiesen werden. Das Reaktivitéts-
muster von TLR2 und TLR4 ist im SCO allerdings sehr unterschiedlich. So stellt sich bei
der immunhistochemischen Untersuchung die Reaktivitdt von TLR2 im Vergleich zu
TLR4 deutlich abgeschwacht dar. Betrachtet man die TLR2-Immunféarbung (Fig. 1A-C),
so sind die ependymalen SCO Zellen nur schwach immunreaktiv. Die Ependymzellen des
dritten Ventrikels heben sich jedoch am lateralen Dach des dritten Ventrikels und an des-
sen Rand deutlich starker vom SCO und seinem Umgebungsgewebe ab. Es fallt auf, dass
die Reaktivitat dort am stérksten ist, wo das SCO in Kontakt zu den Ependymzellen des
dritten Ventrikels steht (Fig. 1C, 2E). Die TLR4 Immunfarbung (Fig. 3A, C, E-F) ist im
SCO starker ausgepragt als die TLR2-Farbung. Die ependymalen Zellen des SCO zeigen
apikal eine erhohte Konzentration von TLR4-haltigem Granula und lassen sich so von
den basal liegenden hypendymalen Zellen abgrenzen. Zudem prominiert auch hier die
Tingierung von Ependymzellen der Ventrikelwand markant hervor (Fig. 3B, 4E). Wéh-
rend TLR2 der Erkennung multipler Bestandteile gram-positiver Bakterien, wie Pep-
tidoglycan und Lipoteichonsdure dient 1 ist der Hauptligand fir TLR4 das Lipopo-

lysaccharid gram-negativer Bakterien 110,

In beiden Befunden (Fig. 1+2 vs. 3+4) zeigt sich die Commissura posterior ungefarbt,
wahrend die Nuclei pretectales, welche von der posterioren Kommissur verbunden wer-
den, durch die Farbung zahlreicher Faserprofile hervortreten. Unter den gefarbten Struk-
turen fallen insbesondere tanyzytenartige Zellen mit radiér verlaufenden Faserprofilen
auf. Jedoch sind auch andere Gliafasern sowie einige Nervenfasern TLR-immunreaktiv.
Im Nucleus pretectales erfolgt die Verschaltung optokinetischer Reflexe. Besonders deut-
lich sind die Fasern der Nuclei in Fig. 2 B und C der TLR2-Farbung.
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7.2 Der Reissner¢sche Faden

Die Fragestellung, ob am Reissner‘schen Faden TLR-Typen angeheftet sind, liel sich
nicht positiv beurteilen. Leider waren nicht in allen Prdparaten Anschnitte des
Reissner’schen Fadens erkennbar. Dies konnte bedeuten, dass aufgrund der relativ
geringen Anzahl auswertbarer Anschnitte des Reissner’schen Fadens eine Anhaftung von
TLR an den Faden durchaus méglich ist, jedoch nicht detektiert werden konnte. Da jedoch
in den vorhandenen Anschnitten absolut keine Tingierung beobachtet werden konnte,

spricht alles dafir, dass keine TLR- Typen angeheftet sind.

Bereits 1958 nahm Ragnar Olsson an ', dass der Reissner‘sche Faden, der hauptséchlich
aus negativ geladenen sialinsaurehaltigen Glykoproteinen (Sialoglykoproteinen) besteht,
zur Reinigung der Liquorflussigkeit beféhigt ist. In den 1970er Jahren konnte gezeigt
werden, dass der RF die Neurotransmitter Noradrenalin , Adrenalin und Serotonin bindet
und im Sinne einer ,,Entgiftung der Liquorfliissigkeit wirkt« 112113, Dies kénnte bedeuten,
dass die Eigenschaften der Glykoproteine als Adhédsionsmolekdle spezialisiert genug ist,
korpereigene ,,Abfallstoffe zu binden und durch einen steten Fluss aus dem Liquor nach
kaudalwarts abzutransportieren, wo der Abbau in der Ampulla caudalis erfolgt. Dieser
Entsorgungsweg fir Pathogene sollte ebenso diskutiert werden. Wird zum Beispiel die
Elimination von LPS betrachtet, welches ein Zellbestandteil gram-negativer Bakterien
ist, so ist ein Lipopolysaccharid-bindendes Protein (LBP) notig, welches das LPS bindet
und zu zelluldren Rezeptoren transportiert, um das angeborene Immunsystem zu
aktivieren. Das LBP gehort zur Gruppe der Glykoproteine * und ist ebenso ein
Adhasionsmolekul. Anstatt der in der Korperperipherie tblichen Bindung von LPS an
LBP konnte diese Bindungsaufgabe im Liquor cerebrospinalis vom Reissner‘schen Faden
beziehungsweise dessen Glykoproteinen tbernommen werden. Dies bedeutet eine rein
mechanische Elimination von Pathogenen aus dem Liquor, ohne eine Immunantwort des
angeborenen Immunsystems auszuldsen. Die Vermeidung einer Immunantwort hatte zum

Vorteil, dass eine Entziindungsreaktion im ZNS vermieden wirde.

Aufgrund der schlechten Regenerationseigenschaft des neuronalen Gewebes fuhrt eine
Entziindungsreaktion zu einem irreversiblen Neuronenverlust. Neurone reagieren
uberaus empfindlich auf Stickstoff- und Sauerstoffverbindungen, die bei
Entziindungsprozessen freigesetzt werden . Zudem ist die Regenerationsfahigkeit des

ZNS durch gliale Inhibition von axonalem Wachstum stark eingeschréankt 1161, Das ZNS
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konnte durch die Eigenschaften des Reissner’schen Fadens also Pathogene eliminieren
und eine Immunreaktion vermeiden. Denkbar ist jedoch auch, dass der Reissner’sche
Faden die LPS-Molekiile sukzessive an TLRs Ubertragt und die tbliche immunologische

Kaskade im vierten Ventrikel oder im Ruckenmark ablauft.

All diese Uberlegungen beziehen sich jedoch nur auf Wirbeltierarten, nicht aber auf den
Menschen, da das SCO und der von ihm gebildete Reissner‘sche Faden bei Hominiden

nur embryonal und fetal angelegt ist.

7.3 DasOVLT

Das Organum vasculosum laminae terminalis ist eines der vier sensorischen
circumventricularen Organe. Die Lamina terminalis ist eine dunne Gewebsplatte
zwischen dem Chiasma opticum und der Commissura anterior, und bildet die vordere
(telencephale) Wand des dritten Ventrikels. Das OVLT ist, wie der Name gut beschreibt,
ein stark vaskularisiertes Organ, das von verschiedenen Kapillarplexus durchzogen ist
und gefenstertes Endothel aufweist 118, Es steht mit dem &uReren und dem inneren
Liquorsystem in Verbindung. Dadurch ist es von besonderem Interesse, um die TLR
Verteilung genauer zu beleuchten. Sowohl TLR2 als auch TLR4 konnten
immunhistochemisch im OVLT nachgewiesen werden. Interessant ist, dass sich das
Reaktivitatsmuster stark unterscheidet. Betrachtet man die Figuren 10, 11 und 12 erkennt
man die gute Vaskularisierung des OVLTSs. Die TLR-Immunfarbung unterscheidet sich
jedoch stark auf GefaRebene. Die TLR2-Farbung zeigt zwar Geféle, diese heben sich
jedoch kaum vom umgebenden Organum ab (Fig. 10 A).

TLRA4 zeigt vor allem Immunreaktivitét in den GefaR- und Kapillarendothelien. So treten
die GeféalRe und Kapillaren deutlich vom Gewebe des OVLT hervor (Fig. 11 B, 12 E). Die
TLRA4-Reaktivitat ist dort am starksten, wo das OVLT in Verbindung mit dem
Blutkreislauf steht. Zu allen Seiten hebt sich das OVLT vom Umgebungsgewebe ab, was
vor allem durch starke Férbung entlang einer Linie am oberen Rand des Organs (Fig. 12
B), sowie an dessen seitlichen Rand (Fig. 12 E und F) und am Recessus supraopticus (Fig.
11D) sichtbar wird. Das Parenchym des OVLTs scheint im Inneren fast nicht reaktiv. Die
Pathogenabwehr findet also nur an den Endothelien und den Randbereichen des OVLT

statt, wo sich offenbar die in das Gehirn vorgelagerte Blut-Hirn-Schranke befindet.

74



7.4 Das SFO

Das Subfornicalorgan ist ein weiteres der vier sensorischen circumventricularen Organe
und liegt unterhalb des Fornix am Dach des rostralen dritten Ventrikels, dorsal der
anterioren Commissur. Es ragt leicht in den dritten Ventrikel hinein und weist einen
Kernbereich und eine periphere AuBenzone mit unterschiedlichen neuronalen
Projektionen und Ligandenbindungsfahigkeiten auf. Das SFO sendet sowohl direkte
(monosynaptische) als auch indirekte (polysynaptische) efferente Projektionen an die

paraventrikularen und supraoptischen Kerne des Hypothalamus.

Auch im SFO war eine Immunreaktivitat gegen TLR2 und -4 erkennbar. Wéhrend bei
TLRA4 eher die BlutgefaRe des Randbereichs des SFO tingiert sind, sind bei TLR2 Granula
tingiert, die in Verbindung mit den kleinen Kapillaren im Inneren des SFO stehen. Eine
Notwendigkeit der TLR Présentation scheint bei beiden Farbungen jedoch nicht im
Randbereich des Organs zu liegen, sondern eher im Zentrum. Dies spricht dafur, dass
keine Auseinandersetzung von Pathogenen am Randbereich zum Hirnparenchym oder
zum Ventrikelsystem notwendig ist. Dies kann auch bedeuten, dass bestimmte
sensorische Signale (z.B. Angiotensin Il) nur Eingang Uber die Blutgefalie finden.

7.5 Der Plexus choroideus

Der Plexus choroideus produziert einen erheblichen Teil des Liquor cerebrospinalis und
bildet einen Abschnitt der Blut-Hirn-Schranke. Er liegt im Dach des dritten und vierten
Ventrikels sowie in den Seitenventrikeln. Gebildet wird der Plexus aus Einstllpungen der

Pia mater, die von Ependymzellen umgeben sind und zahlreiche Blutgefalie enthalt.

Die Fig. 5-7 zeigen sehr deutliche Immunreaktivitat von TLR2 und TLR4. Auch hier
kommt TLR4, wie auch bei dem SFO und dem OVLT, gehduft an den Endothelwanden
vor. Die den Liquorraum umgebenden Ventrikelwénde sind allseits stark tingiert, im

Sinne einer ependymalen Barriere.
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7.6 Ausblick

Zusammenfassend konnte die Arbeit zeigen, dass die TLR2 und TLR4 im Sinne einer
Barriere an den Oberflachen von Geféalllumina zu umgebenden perivaskuldren Geweben
der CVOs sowie anderen Ventrikelependymen und Versiegelungen gegenuber dem

umliegenden Neuropil vorkommen.

Hier sind die Toll-like Rezeptoren gut platziert, um entsprechende Substrate und
Pathogene im Falle eines Eindringens direkt abzufangen und eine entsprechende Reaktion
einzuleiten. Die TLRs vermitteln dabei weniger tUber die entziindliche Reaktionsachse,
sondern Uber die apoptotische Achse. So fangen vor allem die Epithel- und
Endothelzellen, auf denen die TLRs sitzen, Pathogene einem ,,.Burggraben ahnlich* ab.
Werden die Pathogene rechtzeitig eliminiert und ein weiteres VVordringen in neuronales
Gewebe gestoppt, stellt dies eine potente neuroprotektive Strategie dar, um so

Schédigungen von regenerationsunfahigen Neuronen zu verhindern.

Die nachgewiesenen Expressionen von TLR2 und TLR4 werfen weitere Fragen auf, die
in Zukunft untersucht werden sollten: Welche Signalwege der Rezeptoren sind bei
Eindringen von Pathogenen involviert? Besitzt der Reissner’sche Faden eine deutlich
entscheidendere Rolle bei der Elimination von Pathogenen als bisher angenommen?
Welche funktionelle Rolle spielen TLR2 und TLR4 in der neuronalen Entwicklung?

Da Viren relativ ofter im ZNS vorkommen als Bakterien, wére es interessant die
entsprechende TLR-Verteilung in den CVOs in zukinftigen Arbeiten zu untersuchen.
Hier wéren besonders die Verteilung der TLR3, TLR7/8 und TLR9 von Bedeutung.

Die Frage, welche Erkenntnisse hinsichtlich der Expression von Toll-like Rezeptoren im
Gehirn aus dem Rattenmodell auf den Menschen Ubertragbar sind, muss im Rahmen

weiterer Forschungen untersucht werden.
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