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1 Einleitung

1.1 Bakterielle und virale Infektionen des ZNS

1.1.1 Die bakterielle Meningitis

Bei der bakteriellen Meningitis handelt es sich um eine Entziindung der Hirnh&aute, die
haufig kombiniert als Meningoenzephalitis, Meningomyelitis und Enzephalomyelitis
bzw. Abszessbildungen auftritt und meist durch bakterielle oder virale Infektionen
verursacht wird (vgl. Masuhr und Neumann 1998).

Die Inzidenz der Meningitiden betragt etwa 600.000 im Jahr weltweit. Die Letalitat der
bakteriellen Meningitis ist vom Erkrankungsalter und Erregertyp abhangig und liegt
durchschnittlich bei 5-10 % bei Kindern und etwa bei 25 % bei Erwachsenen. In den
letzten 40 Jahren ist die Letalitat trotz Verbesserung der diagnostischen Methoden,
neuer Antibiotika, adjuvanter Therapien und trotz Verbesserung der Intensivtherapie

unverandert geblieben (vgl. Nau und Briick 2002).

Eine eitrige Meningitis kann durch einer Reihe von Erregern verursacht werden. Mehr
als 70 % der Erkrankungen werden von Streptococcus pneumoniae, Neisseria
meningitidis und Haemophilus influenzae Typ b hervorgerufen. Im Neugeborenenalter
werden allerdings ca. 2/3 aller Infektionen von p—hamolysierenden Streptokokken der
Gruppe B und Escherichia coli hervorgerufen (Opferkuch und Tauchnitz 1991). Die
Inzidenz der Meningitis durch H. influenzae bei Kindern ist infolge von Impfungen von
2,5 auf 0,4 pro 100.000 pro Jahr gesunken (Theodoridou et al. 2007).

Im Verlauf der Meningitis kdnnen zahlreiche Komplikationen auftreten. Als
neurologische Komplikationen finden sich: subdurales Empyem, Hydrozephalus,
Vaskulitis, Hirnddem und septische Sinusvenenthrombose. Als direkte oder indirekte
Folgen des Neuronenschadens kdnnen Horverlust, fokale neurologische Defizite und
Beeintrachtigung des Lernens auftreten. In schweren Fallen muss mit einer Reihe
internistischer Symptome wie Sepsis, Schock und Verbrauchskoagulopathie gerechnet

werden. Zwei Drittel der Todesfalle bei Meningitis werden primar oder sekundar durch
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neurologische Komplikationen hervorgerufen (Van der Flier et al. 2003). Zwischen 5 %
und 40 % der Uberlebenden zeigen permanente neurologische Schaden. Die
Haufigkeit ist von der Art des Keimes und dem Alter des Patienten abhéngig (Arditi
et al. 1998; Erickson und Wals 1998; Grimwood et al. 2000).

Als Folge der bakteriellen Meningitis treten héaufig HOrschaden sowie
Beeintrachtigungen des kognitiven Lernens und der intellektuellen Fahigkeiten auf, die
von leichten Lernproblemen bis zu schwerer Beeintrachtigung der Intelligenz oder
Verhaltensstérungen variieren kénnen. Seltener kommt es zu epileptischen Anféllen,

Spastizitat und fokalen neurologischen Defiziten.

Die Erfahrungen zeigen, dass die antibiotische Therapie der Meningitis zur Auslésung
einer starken Entziindungsreaktion vergleichbar mit der Jarisch-Herxheimer-Reaktion
fihren kann. Dies wird bei der Therapie mit Antibiotika beobachtet, die ihre Wirkung
auf die Zellwand haben und damit zur Zelllyse fihren. Es wird davon ausgegangen,
dass die Lyse der Bakterien zur Freisetzung von Zellwandbestandteilen fiihrt, die stark

proinflammatorisch und daher schadigend auf den Wirtsorganismus wirken.

Bakterielle Komponenten und Toxine wie Lipopolysaccharid (LPS), Peptidoglykan (PG)
und Lipoteichonsdure fuhren zur Freisetzung inflammatorischer Mediatoren wie
Tumor-Nekrose-Faktor oo (TNFa) und Interleukine durch Mikroglia sowie ICAM
(intercellular adhesion molecule) und VCAM (vascular cell adhesion molecule) durch
Endothelzellen (Nau und Eiffert 2002). Die chemotaktischen Faktoren und die erh6hte
Permeabilitat der Endothelzellen verursachen die Migration von neutrophilen
Granulozyten ins Gehirn. Die Anwesenheit der neutrophilen Granulozyten ist der
wichtigste Faktor fir die Entstehung der Vaskulitis und des Vasospasmus (Nau und
Eiffert 2002; Nau und Briick 2002). Es kommt zur Verschlechterung des Blutflusses.
Vasokonstriktive und vasodilatative Stoffe werden freigesetzt. Diese Stoffe
verursachen den Verlust der Autoregulation der zerebralen Perfusion, was Hypoxie

und Ischamie zur Folge haben kann (Nau und Briick 2002).

Erhohte Permeabilitdt der Endothelzellen bedeutet andererseits eine Erhéhung der
Durchlassigkeit der Blut-Hirn- und Blut-Liquor-Schranke. Dies fuhrt zu vasogenem und

interstitiellem Odem. Hirnédem und Herniation ins Tentorium und ins Foramen
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magnum sind die wichtigsten Todesursachen (ein Drittel der Todesfalle) bei der
Meningitis (Nau und Briick 2002).

Eine weitere Folge des Endothelschadens ist die Ausschittung von Tissue-Faktor (TF),
die zu Thrombose und Hamorrhagie fuhrt. Bei der Autopsie werden haufig
zerebrovaskulare Thrombosen gefunden.

Der Neuronenschaden, der meist langzeitig oder permanent ist, ist u.a. bedingt durch
die Wirkung von freien Radikalen. Sie kénnen durch Hypoxie, Toxine oder Mediatoren
des Wirtsorganismus entstehen. Es kommt zur direkten sowie Mikroglia-vermittelten
Neurotoxizitat, die Nekrose oder Apoptose in Gang setzt. Neuronenschaden tritt am
haufigsten im Gyrus dentatus und in Pyramidenzellen der Hippokampusformation auf

und wurde in 70 % der humanen Autopsiefalle beobachtet (Nau und Briick 2002).

In dieser Arbeit werden bakterielle ZNS-Infektionen durch die zwei unten

beschriebenen Erreger untersucht.
a) Streptococcus pneumoniae (Pneumokokken)

Pneumokokken sind Gram-positive, unbewegliche, sporenlose Bakterien, die meist in
Diplokokkenform auftreten. Je ein Diplokokken-Parchen ist von einer Kapsel umgeben.
Die Einteilung in die mehr als 85 Serogruppen erfolgt anhand der unterschiedlichen
Antigenitat der Polysaccharidkapseln. Kapselbildung dient dem Schutz vor
Phagozytose. Zu wichtigen Virulenzfaktoren der Pneumokokken zahlen: Peptidoglykan

und Lipoteichonsaure, Pneumolysin, Autolysin und Neuraminidase.

Die Pneumokokken werden haufig in der Normalflora des Nasen-Rachenraumes
gefunden. Eine Infektion erfolgt als Tropfcheninfektion oder als endogene Infektion
durch die Normalflora. Pradisponierende Faktoren fir eine Pneumokokkeninfektion
stellen  Lungenerkrankungen, Herz- und Niereninsuffizienz, Untererndhrung,

Tumorkachexie, Hyposplenismus und Splenektomie dar.

Pneumokokken sind die haufigsten Erreger von Meningitiden im Erwachsenenalter.
Weiterhin kdnnen Pneumokokken Pneumonien, Bronchitiden, Sinusitis, Otitis media

und Konjunktivitis verursachen. Komplikationen einer Pneumokokkeninfektion kénnen
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die Abszedierung, das Pleuraempyem oder die Sepsis sein (vgl. Raetzer und Rensing
1999).

b) Escherichia coli

E. coli ist ein Gram-negatives, bewegliches, fakultativ anaerobes Stébchenbakterium,
das zur normalen Darmflora gehdrt. Wie alle Gram-negativen Stéabchen besteht es aus
Zytoplasma mit Plasmamembran, einem periplasmatischen Spalt, einer dinnen
Mureinschicht, einer Lipoproteinschicht und einer &auBBeren Zellmembran mit
Lipopolysaccharid. Lipopolysaccharid, auch Endotoxin genannt, ist der hauptsachliche
Virulenzfaktor bei opportunistischen Enterobakterien. Er bewirkt im Koérper Fieber,

Komplementaktivierung, Schock und Verbrauchskoagulopathie.

E. coli ist der haufigste Erreger von Sepsis und Meningitis bei Neugeborenen und
Kleinkindern und wird bei Erwachsenen in 30 % der Sepsisfalle nachgewiesen. Die

grofte klinische Bedeutung haben aber die darm- und uropathogenen Stamme.

Die Einteilung der Kolibakterien erfolgt anhand ihrer antigenen Eigenschaften. Die
Kapselsubstanz wird als K-Antigen und die Geil3eln als H-Antigen bezeichnet. Die
Neugeborenen-Sepsis und -Meningitis wird durch Typ K1 verursacht (vgl. Raetzer und
Rensing 1999).

1.1.2 Herpes-simplex-Virus-Enzephalitis (HSV)

HSV kommt in zwei Typen — Typ 1 und Typ 2 —vor, die sich durch ihre biologischen
und pathogenetischen Eigenschaften unterscheiden. Das Typ-1-Herpes-Virus wird als
,Oraltyp® bezeichnet, weil die Primarinfektion vorwiegend tber die Mundhdhle erfolgt.
Bis zum 10. Lebensjahr werden praktisch alle Kinder mit dem HSV-Typ 1 infiziert. Die
Infektion verlauft in etwa 90 % der Falle inapparent und bleibt das gesamte Leben tber
als latente Infektion bestehen. Aus der Latenz entwickeln sich wiederholt kurzdauernde

Exazerbationen, meistens als blaschenférmige, harmlose Hauteruptionen.

Die Enzephalitis wird fast immer durch HSV-1 verursacht. Sie beféllt die temporalen

und orbitoparietalen Gebiete des ZNS und wird als nekrotisierende Enzephalitis
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manifest.

Als Ursache der Enzephalitis vermutet man einerseits die Ausbreitung von vom
Trigeminus-Ganglion ausgehenden Viren ins ZNS, andererseits die Aktivierung von
bereits im ZNS vorhandenen HSV-DNA (vgl. Falke 1991).

Die Herpes-Enzephalitis ist nach einer Studie im Jahr 2007 in Frankreich mit 22 % der
Hauptreprasentant aller Enzephalitiserkrankungen (Mailles und Stahl 2009). In
Deutschland kommen bei einer Durchseuchung von mehr als 95 % etwa 100 Félle von
Herpes-Enzephalitis pro Jahr vor. Unbehandelt sterben etwa 70 % der Erkrankten, die

Ubrigen Uberleben mit neurologischen Abnormitéten (vgl. Falke 1991).

1.2 Toll-Like-Rezeptoren (TLR)

1.2.1 TLR und angeborene Immunitat

Das Gen Toll wurde in Drosophila entdeckt. Es steuert die dorsoventrale Polaritat der
embryonalen Entwicklung (Anderson et al. 1985). Im Jahr 1988 wurde erstmals die
Beteiligung des Gens Toll an der Steuerung der angeborenen Immunitat beschrieben
(Hashimoto et al. 1988).

In Drosophila ist Toll ein transmembrantser Rezeptor. Er besteht aus extrazellularen
und zytoplasmatischen Domanen. Die extrazellulare Domaéane ist ein leucinreiches
Repeat, und die intrazellulare Doméane ahnelt dem Interleukin-1-Rezeptor (IL-IR) Typ 1,
weshalb sie Toll/IL-IR (TIR) genannt wird (Akira 2000). Diese Ahnlichkeit war ein
Hinweis, dass Toll wahrscheinlich an der Steuerung der Immunantwort beteiligt ist
(Belvin und Anderson 1996).

Diese Theorie wurde durch eine Untersuchung bei Drosophila bestatigt. Fliegen, die
eine Mutation in einem Bestandteil des Toll-Wegs besitzen, sind gegen Pilzinfektionen
extrem anféllig (Lemaitre et al. 1996). Sie sind nicht in der Lage, das antimykotische

Peptid Dorsomycin zu bilden.

Ein Jahr nach der Entdeckung der Beteiligung von Toll an der angeborenen Immunitét
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gegen Pilze wurden Toll-Homologe in Saugetieren gefunden. Sie wurden
Toll-like-Rezeptoren (TLR) genannt (Medzhitov et al. 1997).

Mammalian IL-IR/TLR signalling pathways

AP, IL-IR accessory protein; TAKI, transforming growth factor-f-activated kinase; TABI,
TAKI-binding protein | ; TRAF6, tumour necrosis factor receptor-associated factor 6; NIK, NF-
xB-inducing kinase ; MKK, mitogen-activated protein kinase kinase; JNK, ¢-Jun N-terminal kinase ;
IKK, IxB kinase: AP-1, activator protein |.

TLR

R A T

AP-1 activation NF-xB actlvation

Abbildung 1: Toll-Like Rezeptoren im Saugetier: Die intrazellularen Doménen von Toll und IL-IR Typ 1
sind sehr &hnlich und haben die gleiche intrazellulare Wirkung (Akira 2000, S. 552).

In den letzten Jahren wurden die TLR als Rezeptoren fiir bakterielle Komponenten —
pathogen associated molecular patterns (PAMPs) — beschrieben (Akira und Hemmi
2003). PAMPs sind Strukturen, die in vielen pathogenen Mikroorganismen gefunden
werden und zum Teil die Pathogenitat der Mikroorganismen bestimmen, z. B. LPS und

PG. Jeder TLR erkennt bestimmte bakterielle und virale Komponenten.

Elf TLR (TLR1 — TLR11) wurden bisher entdeckt und charakterisiert. Strukturell zeigen

alle TLR leucinreiche Ketten in der extrazellularen Doméne und TIR in der
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zytoplasmatischen Doméne (Takeda et al. 2003).

1.2.2 Subgruppen der TLR und ihre Liganden

Im Menschen werden die TLR in finf Subgruppen unterteilt: die TLR2-Subgruppe
besteht aus TLR1, TLR2, TLR6 und TLR10. TLR3, TLR4 und TLR5 bilden je eine
Subgruppe. Die TLR9-Gruppe beinhaltet TLR7, TLR8 und TLR9 (Takeda et al. 2003).
Die Unterteilung in Subgruppen basiert auf der genetischen Struktur. Die
Lokalisationen der kodierenden Gene der elf TLR sind bereits bekannt.

imidazoquinoline
diacyl triacyl (anti-viral compounds)

lipopeptide lip ‘é-d dsRNA flagelli
opeptide lagellin o
- o
TLR{ TLR2 TL TLR4 TLRS  1R7  TLRe

Abbildung 2: TLR und ihre Liganden (Takeda u. Akira 2003, S. 144). In dieser Abbildung sind die
Begriffe diacyl lipopeptide und triacyl lipopeptide irrtiimlich vertauscht.

TLR2, TLR1 und TLR6

TLR2 erkennt Lipoteichonsdure Gram-positiver Bakterien (Schwandner et al. 1999;
Yoshimura etal. 1999) sowie Lipoprotein (Takeuchi etal. 1999 und 2000) und
Lipopeptide vieler pathogener Bakterien (Takeda et al. 2003). AuRerdem wirkt TLR2
mit NOD2 (nukleotide-binding oligomerization domain 2) bei Aktivierung der
Mikrogliazellen durch Pedtidoglykan (PG) zusammen (Volz et al. 2010; Chen et al.
2008).

TLR2-defiziente Mause zeigen extreme Empfindlichkeit gegen Infektionen mit

Staphylococcus aureus im Vergleich zu Wildtyp-Mausen. TLR2 erkennt auch
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atypisches LPS von Leptospira interrogans und Porphyromonas gingivalis. Typisches
LPS — LPS von Enterobakterien — wird von TLR4 erkannt. Die atypischen LPS
unterscheiden sich von den typischen in der Zahl der Acylketten in Lipid A (Netea et al.
2002). In der Immunantwort gegen atypisches LPS muissen wahrscheinlich TLR1 und
TLR6 mit TLR2 zusammen wirken (Takeda und Akira 2003). Makrophagen von
TLR6-defizienten Mausen zeigen keine Reaktionen gegen mykoplasmatische
Diacyl-Lipopeptide, aber normale Reaktionen gegen Triacyl-Lipopeptide aus
Gram-negativen Bakterien (Takeuchi et al. 2001). Makrophagen von TLR1-defizienten
Mausen zeigen dagegen eine normale Immunantwort auf mykoplasmatische
Diacyllipopeptide und eine unvollstandige Antwort gegen Triacyllipopeptide und

-lipoproteine (Takeuchi et al. 2002).

In Experimenten mit Fibroblasten wurde gezeigt, dass TLR2 und TLR6 intakt sein
missen, um gegen mykoplasmatisches Makrophagen-Aktivierendes-Lipopeptid 2
(MALP-2) eine Immunantwort auszulésen. Makrophagen von TLR2-defizienten
Mausen zeigen aber keine Reaktion gegen jede Art von Lipopeptiden. Vermutlich fuhrt
eine physikalische Interaktion zwischen beiden Molekilen zu einer Aktivierung der

Rezeptoren und zu zytoplasmatischen Signalen.

Die Beteiligung von TLR1 neben jener von TLR2 in der Erkennung der l6slichen
Faktoren von Neisseria meningitidis wurde experimentell in Hela-Zellen gezeigt
(Takeda et al. 2003).

TLR3

Die Beteiligung von TLR3 an der Erkennung von doppelstrangiger RNA (dsRNA)
wurde experimentell bestatigt. TLR3 scheint ein Rezeptor fir dsRNA zu sein
(Alexopoulou et al. 2001). dsRNA ist ein virales Produkt, das wahrend der Replikation
gebildet wird. Synthetische dsRNA [Poly (I:C) Polyinosinic Polycytidilic Acid] hat die
gleiche Wirkung auf TLR3 wie dsRNA (Takeda et al. 2003). TLR3-defiziente M&ause
kénnen gegen dsRNA und Poly (I:C) keine Immunantwort auslosen. dsRNA ist ein
potenter Stoff, der die Interferon-Typ-1-Ausschiuttung (IFN-o und -B) induziert.

Interferon Typ 1 wird in der Maus und im Menschen hauptsachlich von plasmozytoiden
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dendritischen Zellen gebildet, der TLR3 hingegen wird in diesen Zellen nicht exprimiert.
Es wird vermutet, dass andere Rezeptoren zusammen mit TLR3 an der Erkennung von
viralen Infektionen und an der Interferonsynthese beteiligt sein miissen (Siegal et al.
1999; Asselin-Paturel et al. 2001; Nakano et al. 2001; Kadowaki et al. 2001; Takeda
et al. 2003).

Eine Besonderheit des TLR3 ist, dass in seiner Struktur die Aminosaure Prolin fehlt,
wahrend diese in allen anderen TLR vorhanden ist und eine entscheidende Rolle in der
Funktion der Rezeptoren spielt. Wenn diese Aminosaure in TLR4 fehlt, ist dieser
funktionsunféahig (Takeda et al. 2003).

TLR4

TLR4 ist der hauptsachliche Rezeptor fir LPS (Hoshino et al. 1999). Die mutanten
Méause C3H/HeJ und C57BL10/ScCr sind seit langem fir ihre schwache Immunantwort
gegen LPS bekannt. Bei diesen mutanten Mausen werden Mutationen in TLR4
gefunden. Die C57BL10/ScCr besitzt eine Nullmutation in TLR4. Bei C3H/HeJ besteht
in der intrazellularen Domane des TLR4 eine Punktmutation an der Stelle von Prolin,

welches durch Histidin ersetzt ist.

Um LPS zu erkennen, mussen andere Molekile wie LPS-BP (LPS-binding protein),
CD14 (Cluster of Differentiation 14) und MD-2 (ein Protein, das die Aktivierung von
TLR4 durch LPS bewirkt) mit TLR4 zusammenwirken. LPS-BP ist im Serum enthalten.
Es bindet an LPS und der Komplex LPS/LPS-BP wird von CD14 erkannt. CD14 ist ein
Glykosylphosphatidylinositol, das hautpsachlich von Monozyten/Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten exprimiert wird. Durch die Annaherung von CD14 und TLR4
wird ein intrazellulares Signal gegeben (Takeda et al. 2003). MD-2 interagiert mit der
extrazellularen Doméane des TLR4 in der Immunantwort gegen LPS (Akashi et al. 2000;
Da Shilva Correia et al. 2001). Die MD-2-defiziente Maus ist gegen LPS-induzierten
Endotoxinschock resistent, ebenso wie die TLR4-defiziente Maus (Nagai et al. 2002).
Es wird vermutet, dass der funktionsfahige LPS-Rezeptor aus verschiedenen

Molekilen zusammengesetzt ist (Takeda et al. 2003).

TLR4 und CD14 wirken auch als Rezeptor fir Respiratory synzytial Virus (Kurt-Jones
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et al. 2000; Haynes et al. 2001). Die C3H/HeJ- und C57BL10/ScCr-Méause zeigen eine
schwache Entziindungsreaktion und unvollstdndige Beseitigung des Virus. TLR4
scheint auch an der Erkennung von manchen anderen Viren beteiligt zu sein (Takeda
et al. 2003).

TLR4 wird auch durch endogene Liganden wie beispielsweise HSP60 (heat shock
protein 60) aktiviert (Ohashi et al. 2000; Vabulas et al. 2001). Die Beteiligung von
HSP60 aus Chlamydia pneumoniae (cHSP60) an der Arteriosklerose ist bekannt.
Makrophagen und cHSP60 werden in atheromatdsen Lasionen nachgewiesen.
cHSP60 scheint ein Faktor fur die Arteriosklerose bei chronischen
Chlamydia-Infektionen zu sein. Es aktiviert die glatte Muskulatur der Gefale und die
Makrophagen durch die Aktivierung von TLR4 (Sasu et al. 2001; Bulut et al. 2002). Ein
anderer endogener TLR4-Ligand ist Hyaluronsaure. Hyaluronsaure ist als ein potenter
Stoff bei der Aktivierung der dendritischen Zellen bekannt. Dieser Prozess findet durch
die Aktivierung des TLR4 statt (Johnson et al. 2002).

Auch Fibrin wirkt als ein endogener Ligand bei der Aktivierung des TLR4. Die
Zytokinfreisetzung aus Makrophagen durch Fibrin scheint durch die Aktivierung von
TLR4 bedingt zu sein (Smiley et al. 2001).

Extrazellulare Matrixkomponenten wie Fibronectin und Heparansulfat, die bei
Gewebeschaden  gebildet werden, sind  wichtige  Faktoren in  der
Geweberemodellierung und Wundheilung. Die Erkennung des Fibronectins wird mittels
TLR4 verursacht. Fibronectin besitzt eine Domane (Domane A), die ahnliche
immunstimulatorische Wirkung wie LPS hat (Okamura et al. 2001). Goos et al.
beschreiben eine erhthte Fibronectin-Konzentration im Liquor der an der Meningitis
erkrankten Patienten. Es wird vermutet, dass Fibronectin die inflammatorische
Reaktion gegen bakterielle Komponenten mittels TLR4 verstarken kann (Goos et al.
2007).

TLR5

CHO-Zellen (Chinese hamster ovary cells), die den menschlichen TLR5 exprimieren,
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zeigen Immunreaktionen gegen Listeria monocytogenes. Flagellin wurde in diesen
Kulturen als aktivierender Faktor fir TLR5 identifiziert (Hayashi et al. 2001). Flagellin
ist das Protein, aus dem die Gei3eln der Bakterien bestehen. Nur Bakterien, die
GeilReln besitzen, aktivieren TLR5. Die Stimulierung der Epithelien des Darms mit
Flagellin zeigt, dass nur die basolaterale Seite und nicht die apikale Seite in Kontakt
mit Flagellin Entziindungsreaktionen auslost (Takeda und Akira 2003). Das korreliert
mit der Erkenntnis, dass nur die pathogenen Gram-negativen Bakterien, die in die

Epithelien eindringen, eine Entziindungsreaktion ausldsen.

TLR7, TLR8 und TLR9

TLR7 und TLR8 haben strukturelle Ahnlichkeit mit TLR9. Sie scheinen unter
Mitwirkung von TLR9 an der Erkennung von Nukleinsdure-ahnlichen Strukturen von
Mikroorganismen beteiligt zu sein. TLR7 ist an der Erkennung und am Auslésen der
Immunreaktion gegen synthetische Stoffe beteiligt, die virale Infektionen imitieren
(Hemmi etal. 2002). Imidazoquinoline wurden als antivirale Stoffe gegen
Herpes-simplex-Infektionen experimentell angewandt. Heute werden sie klinisch gegen
Infektionen mit humanen Papillomaviren eingesetzt. Sie l6sen die Ausschiittung
inflammatorischer Zytokine aus, inshesondere von IFN-a. TLR7 wurde als Ausloser der
Entzindungsreaktion gegen Imidazoquinoline beschrieben (Takeda und Akira 2003).
TLR7-defiziente Mause zeigen keine Reaktion gegen Imidazoquinoline (Hemmi et al.
2002). Die Struktur von Imidazoquinoline &hnelt jener von viralen Nukleinsauren. TLR7
scheint eine Abwehrreaktion gegen virale Infektionen durch die Erkennung viraler
Nukleinsdure (Diebold et al. 2004) oder der vom Wirt gebildeten Stoffe bei der Infektion

auszulésen (Takeda et al. 2003).

Die einzelstrangige, an Uracil und Guanosin reiche virale RNA wurde als
physiologischer Ligand fur TLR7 (Maus) und TLR8 (Mensch) identifiziert (Heil et al.
2004). Menschlicher TLR8 erkennt einzelstrangige virale RNA (Wagner 2004).

TLR7, 8 und 9 haben nicht nur grof3e strukturelle Ahnlichkeiten, sondern auch
funktionelle, da sie die ahnliche pathogene DNA- und RNA-Motive erkennen und die

dendritischen Zellen in einem von MyD88-abhangigen (myeloid differentiation primary
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response gene) Weg aktivieren (Wagner 2004).

TLR9 ist der hauptséchliche Rezeptor fur die Erkennung der bakteriellen DNA (Takeda
et al. 2003). Das wurde durch Experimente mit TLR9-defizienten Mausen bestétigt
(Hemmi et al. 2000). Die Nukleinsdure von Prokaryonten besitzt einen hohen Anteil
nichtmethyliertes CpG (Cytidin-Guanosin-Dinukleotide). In Wirbeltieren ist CpG an den
Cytosinresten methyliert. Diesen Unterschied macht sich das Immunsystem der
Vertebraten zu Nutze, um die fremde DNA zu erkennen. Synthetische
Oligodinukleotide, die nichtmethyliertes CpG enthalten, aktivieren die Zellen des
Immunsystems (Takeda et al. 2003). In der Zelllinie 293 wird keine Reaktion gegen
CpG-DNA ausgelost. Wenn die Kulturen mit einem TLR9-Agonisten stimuliert werden,
wird eine optimale Reaktion gegen CpG-DNA ausgeldst (Bauer et al. 2001). Das zeigt,
dass die CpG-DNA direkt von TLR9 erkannt wird (Takeda et al. 2003).

In einer Studie (lliev et al. 2004) wurde die Neurotoxizitat von TLR9 (CpG-DNA) auf
neuronale Kulturen in An- und Abwesenheit von Mikrogliazellen untersucht. Die
Kulturen wurden entweder als reine Neuronenkulturen oder mit Mikrogliazellen mit
CpG-DNA behandelt und mit nicht behandelten gleichwertigen Kulturen verglichen. Es
wurde gezeigt, dass die Mikrogliazellen durch Stimulation mit nichtmethylierter
CpG-DNA TNF-a und iNOS (induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase) ausschutten.
TNF-a und iNOS haben toxische Wirkung auf Neurone und neuronale Fortsatze. Die
schadlichen Effekte fehlen in reinen Neuronenkulturen ohne Mikrogliazellen und
Zellkulturen, die nicht mit CpG-DNA behandelt wurden.

Wahrend TLR1, TLR2 und TLR4 auf der Zellmembran exprimiert werden, wird TLR9

endosomal, vesikular oder vakuolar gefunden (Ahmad-Nejad et al. 2002).

1.2.3 Expression der TLR

Muzio et al. (2000) berichten, dass Monozyten und Makrophagen mRNA aller TLR mit
Ausnahme von TLR3 exprimieren. Sie konnten die TLR3-Expression nur bei reifen
dendritischen Zellen (DC) beobachten.

Aus anderen Experimenten wurde beschrieben, dass im Gehirn die Mikrogliazellen im
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Mausmodell TLR1-9 exprimieren. Das geschieht in Anwesenheit von LPS unter
Zusammenwirkung von TLR2 und CD14 (Olson und Miller 2004).

Bobcock berichtet, dass Mikrogliazellen bei axonalem Schaden im Hippokampus TLR2
exprimieren (Bobcock et al. 2006).

Bsibsi et al. (2002) haben die Expression von TLR im Gehirn untersucht, indem sie
postmortal das Gehirn von an neurodegenerativen Erkrankungen leidenden Menschen
mit Kontrollgewebe verglichen haben. Sie zeigten, dass Mikrogliazellen alle TLR
exprimieren, TLR9 jedoch in sehr geringer Menge. In Astrozyten- und
Oligodendrozytenkulturen konnte nur TLR2 und TLR3 detektiert werden. In manchen
Kulturen wurde die Expression von TLR1 und TLR4 auch in diesen Zellen detektiert.
Wahrend TLR3 und TLR4 in Mikrogliazellen in zytoplasmatischen Vesikeln zu
detektieren sind, sind diese in Oligodendrozyten auf der Zellmembran zu finden. In
Astrozytenkulturen werden vergleichbare Mengen von TLR2 und TLR3 detektiert, in
Mikrogliakulturen jedoch ist die detektierte Menge der verschiedenen Rezeptoren bei

unterschiedlichen Krankheitsbildern sehr variabel.

Bei der Infektion mit HSV zeigen Mikrogliazellen der Wildtypmaus Apoptose, die von
der Stimulation des TLR2 abhangig ist. In TLR2-/- Zellen wurden deutlich weniger
apoptotische Zellen beobachtet (Aravalli et al. 2007).

Die meisten menschlichen Gewebe exprimieren mindestens einen TLR (Zarember und
Godowski 2002).

1.2.4 Regulation der TLR

Die Regulation der TLR wird durch verschiedene Faktoren, z. B. Mikroorganismen und
ihre Komponenten oder verschiedene Zytokine, beeinflusst (Takeda et al. 2003). Die
Behandlung von Makrophagen mit Mycobacterium avium verursacht eine erhohte
Expression von TLR2 und eine reduzierte Expression von TLR4 (Wang et al. 2000). Mit
E. coli infizierte Mause zeigten die Expression von TLR2 in ydT-Zellen. Dies ist ein
Indiz fur eine frihe und unspezifische zellulare Abwehr (Mokuno et al. 2000). In einer
Studie (Miettinen etal. 2001) wurde die Expression der TLR1, 2, 3 und 7 von
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Makrophagen bei viralen Infektionen untersucht. Die Behandlung der Makrophagen mit
IFNa/B-Antikorper hemmte die Expression der oben genannten TLR. Das ist ein
Hinweis dafir, dass IFNa/B die virusinduzierte Aktivierung der angeborenen Immunitat
durch die Modulation der TLR-Expression verstarkt. CSF-1 (colony-stimulating factor 1)
hat eine supprimierende Wirkung auf die Expression von TLR9 in Makrophagen und
hemmt die CpG-DNA-induzierte Freisetzung von Zytokinen (Sweet et al. 2002). MIF
(macrophage migration inhibitory factor) wirkt als ein proinflammatorisches Zytokin
beim Endotoxinschock (Bozza etal. 1999). MIF-defiziente Mause sind nicht in der
Lage, gegen LPS eine Abwehrreaktion auszulésen. Die Behandlung normaler Zellen
mit MIF-Antisense-mRNA reduziert die Aktivitat des TLR4-Promotors und die
Abwehrreaktion gegen LPS. So reguliert MIF die Expression des TLR4 (Roger et al.
2001).

1.2.5 TLR-Signhalkaskade im Saugetier

Im Saugetier interagieren TLR mit MyD88 (myeloid differentiation primary response
gene), das auch eine TIR-Domane am C-Ende enthélt. MyD88-defiziente Mause
zeigen keinerlei Ausschittung inflammatorischer Zytokine nach Behandlung mit LPS,
Peptidoglykan, Lipoprotein, CpG-DNA, dsRNA, Flagellin oder Imidazoquinoline (Akira
etal. 2001). MyD88 verursacht die Aktivierung von IRAK (interleukin-1 receptor
associated kinase). Aktivierte IRAK interagiert mit TRAF6 (tumour necrosis factor
receptor-associated factor 6). Sie setzen durch Aktivierung von NF-kB (nuclear factor
kB) bzw. JNK (c-Jun N-terminal kinase) zwei verschiedene Abwehrwege in Gang
(Muzio et al. 1997 und 1998; Wesche et al. 1997; Burns et al. 1998; Medzhitov et al.
1998).

Vier verschiedene IRAK-Molekile sind bekannt: IRAK-1, IRAK-2, IRAK-M und IRAK-4
(Li etal. 2002). Wahrend IRAK-1-defiziente Mause eine schwache Abwehrreaktion
nach Behandlung mit LPS zeigen (Swantek et al. 2000), zeigen IRAK-4-defiziente
Méause gar keine Reaktion nach Behandlung mit LPS, Peptidoglykan, dsRNA und
CpG-DNA (Suzuki et al. 2002). Das ist ein Hinweis, dass IRAK-4 eine hauptséachliche
Komponente bei der IL-1- und TLR-induzierten Abwehrreaktion ist (Takeda et al. 2003;
Takeda und Akira 2003). Hingegen hat IRAK-M eine negative Wirkung auf die
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TLR-induzierte Abwehrreaktion. IRAK-M-defiziente Mause zeigen eine erhdhte
Ausschittung von inflammatorischen Zytokinen in Reaktion auf TLR-Liganden
(Kobayashi et al. 2002).

Wie IRAK-4 und TRAF6 zur Aktivierung von NF-xB und JNK fihren, ist noch nicht
hinreichend geklart. Eine Studie zeigt, dass TRAF6 zu IKK-Komplex-Bildung
(Inhibitory kB Kinase) fuhrt. IKK phosphoryliert NF-kB an seinem Serinrest. NF-xB, das
als Dimer an einen Inhibitor gebunden im Plasma vorliegt, setzt den Inhibitor frei und
gelangt in den Zellkern, wo es als Transkriptionsfaktor fir k-Gene wirkt (Takeda et al.
2003; Van der Flier et al. 2003).

Die Existenz von MyD88 ist fur die Ausschittung der inflammatorischen Zytokine
gegen bakterielle Komponenten notwendig. In MyD88-defizienten Makrophagen wurde
bei Stimulation mit Peptidoglykan, Lipoprotein, CpG-DNA oder Imidazoquinolinen keine
Aktivierung von NF-kB oder JNK beobachtet. Bei Stimulation mit LPS wurde dagegen
eine verspatete Aktivierung von NF-«xB und JNK trotz Abwesenheit von
inflammatorischen Zytokinen berichtet (Kawai et al. 1999). Das ist ein Indiz, dass die
Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen MyD88-abhangig ist. Es existiert aber ein
MyD88-unabhéangiger Weg bei der TLR4-Aktivierung. Bei Stimulation der
TLR4-defizienten dendritischen Zellen mit LPS wird keine Reifung beobachtet,
wahrend die MyD88-defizienten Zellen unter gleichen Bedingungen ausreifen (Kaisho
etal. 2001). In MyD88-defizienten Makrophagen wurde die Aktivierung von
Interferon-induzierten Genen beobachtet (Kawai et al. 2001). Bei MyD88-defizienten
Méausen wurde die Aktivierung von NF-xB durch Stimulation mit dsRNA nachgewiesen

(Alexopoulou et al. 2001).

Bei der Aktivierung von TLR3 und TLR4 wird ein Transkriptionsfaktor, genannt IRF-3
(Interferon Regulatory Factor 3), in seiner aktiven Form (phosphoryliert) gefunden
(Kawai etal. 2001; Doyle etal. 2002). Phosphorylierter IRF-3 wird bei der
Immunantwort gegen virale Infektionen gefunden und fihrt zur IFN-o/B-Bildung
(Weaver etal. 1998; Yoneyama et al. 1998). Die Phosphorylierung von IRF-3 ist
unabhangig von MyD88 (Kawai et al. 2001). So wird vermutet, dass IRF-3 ein wichtiger

Faktor bei der intrazelluldaren Signalinduktion von TLR3- und TLR4-Aktivierung in
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Abwesenheit von MyD88 ist (Takeda und Akira 2003).

Eine andere Komponente, die auch unabhangig von MyD88 zur intrazellularen
Signalinduktion im Toll-Weg fihrt, ist TIRAP/Mal (TIR domain containing adaptor
protein/ MyD88-adaptor-like) (Fitzgerald et al. 2001; Horng et al. 2001). TIRAP/Mal hat
wie MyD88 eine TIR-Domane am C-Ende. Dieses Protein zeigt besonders bei
TLR4-Aktivierung durch LPS in Abwesenheit von MyD88 seine Funktion (Horng et al.
2002; Yamamoto et al. 2002).

TLRS, TLR7, TLR9

Abbildung 3: TLR-Signalkaskaden (Takeda u. Akira 2003, S. 149)

1.3 Ziele der Arbeit

Untersuchungen in der Pathophysiologie der Meningitis zeigen, dass die
Komplikationen und permanenten Schaden hauptséchlich durch Immunreaktionen des
Wirtsorganismus bedingt sind. Die antibiotische Therapie beseitigt die Keime, kann
aber zur UberschieRenden Reaktion des Immunsystems und dadurch zur Schadigung

des Wirts und einer Verschlechterung des Outcomes fihren.
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Mit dem Ziel einer verbesserten Therapie von ZNS-Infektionen kann die Modulation der
Immunreaktionskaskade der angeborenen Immunitat in Betracht kommen. Die
Voraussetzung hierfir ist das genauere Verstehen des Mechanismus. Hierfar
untersuchen wir den wichtigen Bestandteil der angeborenen Immunitat, ndmlich TLR
sowie deren Regulation und Expression bei hdufigen ZNS-Infektionen im Mausmodell.
Die Messungen werden von TLR2, 4 und 9 aufgrund ihrer entscheidenden Rolle bei
bakteriellen und TLR3 und 7 wegen ihrer bekannten Rolle bei viralen Infektionen

durchgefihrt.

In der vorliegenden Arbeit wurden Mause mit Meningitis bzw. Enzephalitis
verursachenden Keimen infiziert und die Expression der TLR untersucht. Eine Gruppe
von Mausen wurde mit Streptococcus pneumoniae infiziert, die zweite Gruppe mit
Escherichia coli, und eine dritte mit Herpes-simplex-Virus. Die TLR2, TLR3, TLR4,
TLR7 und TLR9 sollten quantitativ in der Test- und der Kontrollgruppe bestimmt
werden. Die Ergebnisse von jeder Testgruppe wurden mit jenen der gesunden

Kontrollgruppe verglichen.

In der zweiten Untersuchungsreihe wurden mutante Mause, in denen ein TLR nicht
funktionsfahig ist, infiziert. Als Kontrollgruppen wurden Wildtyp-Mause unter gleichen
Bedingungen und mit den gleichen Keimen infiziert. Die TLR2, TLR3, TLR4, TLR7 und
TLR9 wurden in der Test- und in der Kontrollgruppe bestimmt und die Ergebnisse jeder

Testgruppe mit ihrer Kontrollgruppen verglichen.
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2 Material und Methoden

In dieser Arbeit wurden molekularbiologische und Zellkulturmethoden angewandt. Um
Verunreinigungen zu verhindern, wurde mit Handschuhen gearbeitet. Es wurden sterile
Einmalwaren bzw. sterilisierte Plastik- und Glaswaren verwendet. Die verwendeten

Ldsungen, wie DEPC-H,O und TBE-Puffer, wurden autoklaviert.

2.1 Materialien

Materialien fir die RNA-Extraktion:

e DEPC-H,0:
1 ml DEPC (Diethylpyrocarbonat)
auf 1 Liter destilliertes Wasser

e 75 %iger Athylalkohol

e Trizol Reagent
(Invitrogen™ life technologies; Cat. No.: 15596-026)

e Chloroform (Merck)

o Isopropylalkohol (Merck)

Materialien fir Agarose-Gele:

e Agarose (Invitrogen; Cat. No.: 15510-027)

e 10-fach TBE-Puffer (Invitrogen; Cat. No.: 15581-051)
60,7 g Tris
26 g Borsaure
3,729 EDTA

auf 1 Liter destilliertes Wasser
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e Ethidiumbromid (Appli Chem; Produkt Nr.: A1151)

e Ladepuffer (Invitrogen; Cat. No.: 15620-050)

Materialien fur die Reverse Transkription:

e DEPC-H,0 (s.0.)

e Omniscript RT Kit (Qiagen; Cat. No.: 205113) bestehend aus:

e RT-Puffer 10-fach
e dNTP-Mix 500 mM/100 pl
e Reverse Transkriptase 4 U/ul

¢ Random Primers (Promega; Catalog C 1181)
(random hexadeoxynucleotides)

0,5 ug/ul

¢ RNasin Ribonuclease Inhibitor (=RNase-Inhibitor) (Promega; Catalog N 2115)
40 Ulul

Materialien fir PCR zur Herstellung der Standards:

e DEPC-H,0 (s.0.)

o PCR-Puffer (Invitrogen; Cat. No.: 15581-051)

e MgCl, 50 mM (Invitrogen; Cat. No.:18038-026)

e dNTPs 50 mM (Invitrogen; Cat. No.: U1511)

e Tag-DNA Polymerase 5 U/ul (Invitrogen Cat. No.: 18038-026)

o Spezifische Primer fur TLR2, TLR3, TLR4, TLR7, TLR9 und GAPDH,
(Sequenzdarstellung: s. Kap. 2.7.2) 100 pMol/ul (MWG)
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Materialien fur die Gelextraktion:
¢ QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen; Catalog No.: 28704) bestehend aus:
e QIAquick Spin Columns
e Buffer QG
o Buffer PE (konzentriert)
e Buffer EB

e Collection Tubes (2 ml)

Materialien fir die Real Time-PCR:

e DEPC-H,0 (s.0.)
e Spezifische Primer fur TLR2, TLR3, TLR4, TLR7, TLR9 und GAPDH 100 pMol/ul
(MWG) (s. Kap. 2.7.2)
¢ Qiagen Quantitect™ Master-Mix bestehend aus:
o HotStarTag DNA Polymerase
e QuantiTect SYBR Green PCR Buffer
o dNTP mix (bestehend aus dATP, dCTP, dGTP und dTTP/dUTP)
e QuantiTect SYBR Green |
e ROX (passive reference dye)

¢ 5 mM MgCl, (Endkonzentration 2,5 mM)

Materialien fur die organotypischen Kulturen (OTC):

e Mcllwain tissue chopper

e Grey’s balanced salt solution (GBSS) mit Zusétze von 36mM D-Glucose und 2mM
MgSO4

e Tryptic soy broth (TSB)
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Eagle’s basal medium (BME) 50%
e Hanks™ balanced salt solution (HBSS) 25%

e Hitze-inaktiviertes Pferdeserum mit Zusatz von 36mM D-Glucose und 1mM

Glutamin
e Plasma
e Thrombin.
2.2 Mause

Die Tierversuche wurden mit Genehmigung der Bezirksregierung Braunschweig unter
Einhaltung des Tierschutzgesetzes in der zentralen tierexperimentellen Einrichtung der

Universitat Gottingen durchgeftihrt.

Die Mause wurden in normalen Tierkéfigen in einem Raum unter konstanten
Temperatur- und Feuchtigkeitsverhaltnissen gehalten, hatten freien Zugang zu Futter

und Wasser und unterlagen einem 12-Stunden-Licht- und 12-Stunden-Dunkel- Zyklus.

Die Experimente wurden an den Wildtyp-Mausen C57BL6 fiir die Infektion mit
S. pneumoniae und E.coli und SJL-NBOM-Mause fir die Infektion mit HSV
durchgefuhrt. Als mutante Mause wurden Mause mit Mutationen in den TLR2-, TLR4-
und TLR9-Genen verwendet.

Die TLR9-/-Maus ist eine Maus, in der das leucinreiche Fragment (LRR) des TLR9
durch ein Neomycin-Resistenz-Gen der Lange von 1,0 kb ersetzt wurde. Der TLR9 in
mutanten Mausen ist so grof3 wie bei Wildtypen. Im Northern Blot von mRNA aus der
Milz der mutanten Mause wurden niedrigere Expressionen von TLR9 im Vergleich mit
Wildtypen beobachtet. Das Vorhandensein von Neomycin-Resistenz-Gen wurde aber

bewiesen.

In der TLR4-defizienten Maus (C3H/HEJ) ist eine Punktmutation auf Chromosom 4 an
der Stelle des Gens Lps, welches das TLR4-Transkript codiert, vorhanden. Die

Mutation bewirkt eine Substitution von Histidin an der Stelle von Prolin.
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Bei der TLR2-/-Mausen fehlt das codierende Gen des TLR2.

2.3 Organotypische Hippokampuskulturen

Von 5 bis 7 Tage alten Mausen wurde nach Dekapitation die Hippokampusformation
aus dem Gehirn prapariert. Diese wurde mit einem Schneidegrat (Mcllwain tissue
chopper) in 400 ym dicke transversale Scheiben geschnitten und in GBSS (Grey’s
balanced salt solution) mit 36 mM D-Glucose und 2 mM MgSQO, in 4°C fir 30 Minuten
gehalten. Die Scheiben wurden in Plasma auf Coverslips gebettet und durch
Thrombinzugabe koaguliert. Die Coverslips wurden in Kulturréhrchen mit 1 ml Medium
transferiert. Das Medium beinhaltete 50 % BME (Eagle’s basal medium), 25 % HBSS
(Hanks’ balanced salt solution), 25 % Hitze-inaktiviertes Pferdeserum mit 1 mM
Glutamin und 36 mM D-Glucose. Die Kulturréhrchen wurden fur zwei Wochen bei 36°C
mit leichter Rotationsbewegung in einem luftventilierten Inkubator inkubiert. Das

Medium wurde zweimal in der Woche gewechselt.

2.4 Infektionen

2.4.1 Infektion mit S. pneumoniae

Die Mause wurden mit 100 mg/kgKG Ketamin + 10mg/kgKG Xylazin intraperitoneal
narkotisiert. 1 x 10* CFU/ml (Kolonie-bildende Einheiten) von
Streptococcus pneumoniae Typ 3 in 12,5 ul steriler 0,9 %iger NaCl-Losung wurde in
ihren rechten Frontalkortex injiziert. Den Méausen der Kontrollgruppe wurden unter
gleicher Anasthesie 12,5 ul steriler 0,9 %iger NaCl-Lésung injiziert. Die Testgruppe
entwickelte innerhalb von 24 Stunden Krankheitssymptome. 36 Stunden nach der
Injektion wurden die Mause getdtet (Dekapitation). Gehirn und Milz wurden in
flissigem Stickstoff eingefroren und bei - 80°C fur die RNA-Isolierung aufbewahrt.
TLR9-defiziente Mause wurden mit 125yl einer Bakteriensuspension mit

Konzentration 1x10° CFU/ml infiziert.
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2.4.2 Behandlung der organotypischen Hippokampuskulturen
(OTC) mit Hitze-inaktivierten Pneumokokken R6 (hiR6)*

Hitze-inaktivierte Pneumokokken R6 (hiR6):

Apathogene Pneumokokken R6 wurden tber Nacht bei 37°C in TSB (tryptic soy broth)
bis zur mittellogarithmischen Phase kultiviert. Die Zellen wurden zentrifugiert, in steriler
0,9 %iger NaCl-Lésung gewaschen und im Wasserbad bei 80°C fir 20 Minuten
inaktiviert. Dabei werden die Bakterien getdtet und das Autolysin inaktiviert. Die
Hitze-inaktivierten Pneumokokken wurden in einer Konzentration von 1 x 102 CFU/m

fur die Stimulation der Hippokampuskulturen verwendet.

Die zwei Wochen alten Kulturen [(Organotypische Hippokampuskulturen — (OTC)]
wurden flr 48 Stunden mit Hitze-inaktivierten Pneumokokken R6 (hiR6) bzw. mit dem
sterilen Medium stimuliert. Danach wurde RNA mit Trizolreagenz aus den Kulturen
isoliert, in cDNA umgeschrieben und die Konzentration von TLR 2, 3, 4, 7 und 9 wurde

bestimmt.

2.4.3 Infektion mit E. coli

Fur Meningitis mit Escherichia coli wurde unter der gleichen Anasthesiemethode
1 x 10° CFU von E. coli ATCC29922 in 12,5 pl sterilem 0,9 %igem NaCl in den rechten
Frontalkortex der Mause injiziert. Die Kontrollgruppe wurde wie bereits beschrieben mit
steriler 0,9 %iger NaCl-Lésung behandelt. Innerhalb von 24 Stunden entwickelten die
Méause in der Testgruppe Krankheitssymptome. Nach 30 Stunden wurden sie getotet.
Die TLR2-defizienten Mause wurden mit 12,5ul einer Bakteriensuspension mit

Konzentration 1x10° CFU/ml infiziert.

1 Die OTC-Kulturen wurden freundlicherweise von Herrn Dr. med. Ulrich Kuhnt zur Verfiigung gestellt.
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2.4.4 Infektion mit Herpes-simplex-Virus

Weibliche SJL-NBOM-Méause (Bomholdgard Breeding and Research Center, DK 8680
Ry, Denmark) wurden mit Ather narkotisiert. 20 pl Suspension von Herpes simplex
Virus Typ 1 (entspricht 10° plaque forming units) wurden bei der Testgruppe intranasal
injiziert. Die Kontrollgruppe wurde unter gleichen Bedingungen mit steriler 0,9 %iger
NaCl-Lésung behandelt. 7 Tage nach Inokulation wurden die Mause getétet. Gehirn

und Milz wurden mikrochirurgisch entnommen und eingefroren.

2.5 RNA

2.5.1 RNA-Extraktion

RNA-Isolierung aus eingefrorenem Gewebe mit Trizol-Reagenz: 50-100 mg Gewebe
(Gehirn oder Milz) wurden in 1 ml Trizol-Reagenz homogenisiert. Das Homogenat

wurde fir 5 min bei Raumtemperatur (15-30 °C) inkubiert.

0,2 ml Chloroform wurden dazugegeben und fiir 15 Sekunden manuell gemischt. Nach
2-3 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben bei 2-8 °C mit 12.000 g
fir 15 min zentrifugiert. Nach der Zentrifugation waren drei Phasen zu unterscheiden:
eine untere rétliche Phenol-Chloroform Phase, eine mittlere weil3liche Phase mit den

Proteinen und eine obere wassrige Phase mit der RNA.

Die obere wassrige Phase wurde vorsichtig abgenommen, mit 0,5 ml Isopropylalkohol
versetzt und fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die
Proben 10 min mit 12.000 g bei 2-8 °C zentrifugiert.

Die RNA setzte sich als sichtbares weil3es Pellet ab. Nach der Entfernung der oberen
Phase wurde das Pellet mit 1 ml 75 %igem Athylalkohol gewaschen und erneut bei 2—
8°C fur 5 Minuten mit 12.000 g zentrifugiert.

Danach wurde die Athylalkoholphase vorsichtig aber vollstandig entfernt. Das RNA-
Pellet wurde luftgetrocknet, in 100 pl RNAse-freiem Wasser (DEPC-H,0) gel6st und
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bei -80°C gelagert.

RNA-Extraktion aus Organotypischen Hippokampuskulturen wurde ebenso mit
Trizolreagenz durchgefihrt.

In der Versuchsreihe HSV-Enzephalitis wurde RNA mit RNA Clean (AGS, Heidelberg,
Germany) extrahiert und mit einen RNA Core Kit (Applied Biosystem, Weiterstadt,
Germany) durch reverse Transkription (RT-PCR) in cDNA umgeschrieben.

2.5.2 Qualitative Kontrolle der RNA mittels Gel-Elektrophorese

0,6 g Agarose wurden in 50 ml 1 x TBE-Puffer durch Aufkochen in der Mikrowelle
gelést. 1 pl Ethidiumbromid wurde dazugegeben und in eine Gelkammer mit
eingesetztem Kamm gegossen (1,2 %iges Agarosegel).

1 pl extrahierte RNA-L6sung und 2 pl Ladepuffer wurden gemischt und auf das Gel
aufgetragen. Die RNA wurde bei 80 Volt elektrophoretisch getrennt und anschlie3end
unter UV-Strahlung qualitativ Gberprift.

Der Gel-Elektrophorese liegt folgendes Perinzip zu Grunde: Die in neutralem Milieu
negativ geladenen Nukleinsduren wandern bei Anlegung eines elektrischen Feldes zur
Anode, wobei die kleineren Fragmente schneller und die gréReren langsamer wandern.
So trennen sich die Fragmente nach ihren Gréfen und werden als verschiedene
Banden auf dem Gel durch UV-Licht sichtbar.

2.5.3 Konzentrationsbestimmung der RNA-L6sung

Die Konzentration der RNA-Probe wurde photometrisch bestimmt (Bio-Photometer

Eppendorf).

Das Photometer misst die Lichtabsorption der Proben in einem bestimmten
Wellenlangenbereich. Die RNA  absorbiert UV-Strahlung bei einem
Absorptionsmaximum von 260 nm. Die Extinktion bei 260 nm wird mit einem Faktor

multipliziert. Dieser Faktor betragt 40,0 fur RNA. Die Konzentration wird in pg/mi
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angegeben. Wenn die Probe verdunnt ist, muss der Verdunnungsfaktor berticksichtigt
werden. Zur Bestimmung der Konzentration wurde 1 pl RNA-Losung mit 99 pl
RNasefreiem Wasser gemischt.

c=E260x F

¢ = Konzentration (ug/ml)

E260 = Extinktion bei 260 nm

F = Faktor (40 fur RNA, 50 fur dsDNA)

Zur Eichung (Leerwert) wird Wasser verwendet. Die Schichtdicke der Kivette betragt

10 mm.

Zusatzlich zum Konzentrationsergebnis und der Extinktion bei der Messwellenlénge
260 nm werden als Anhaltspunkte fiir die Reinheit der gemessenen Nukleinsaureprobe
die Extinktionen bei 280 und 320 nm, sowie der Quotient E260/E280 angezeigt. Dieser
Quotient sollte zwischen 1,8 und 2,2 liegen. Die Extinktion bei 320 nm sollte bei reinen

Proben nahe Null liegen.

Berechnung:

Verdunnungsfaktor: 100

Umrechnungsfakor pg/ml zu pg/pl: - 1/2000

Extinktion in 260 nm x 100 x 40 x 1/1000 = Konzentration (pg/pl)
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2.6 Reverse Transkription

Omniskript™ RT Qiagen Kit

2ug RNA (entspricht X pl RNA-Losung) wurden mit DEPC-Wasser verdinnt.

Gewilinschtes Volumen:12 pl

RT-Mix pro Probe

Material Konzentration Menge

RT-Puffer 10fach 2 ul

dNTP-Mix 5 mM/100 pl 2 pl (entspricht 0,1 mM)
Random Primers 500 pg/ml 2 Wl (entspricht 1 ug)
RNasin 10 U/l 1 pl entspricht 10 U

(RNase-inhibitor 40 U/pl)

wurde vor dem Versuch 1:4
mit DEPC-Wasser verdinnt

ReverseTranskriptase 4 U/l 1 pl (entspricht 4 U)

> =8yl

12 pl RNA-LAsung und 8 pl RT-Mix wurden gemischt, kurz zentrifugiert und 60 Minuten
bei 37°C inkubiert. Danach wieder kurz zentrifugiert und 5 min bei 93°C inkubiert
(Cycler Biometra, UNO-Thermoblock).

Die cDNA wurde mit 80 pl Wasser verdinnt und bei -20°C bis zur Weiterverarbeitung

gelagert.
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2.7 PCR, Reverse-Transkriptase-PCR und
Real-Time-PCR

2.7.1 Mechanismus der PCR und Reverse-Transkriptase-PCR

Bei der PCR (Polymerase Chain Reaction) werden die nachzuweisenden spezifischen
Nukleinsduresequenzen vor der abschlieenden Detektion enzymatisch amplifiziert.
Das Reaktionsprinzip besteht in der Wiederholung eines zyklischen Reaktionsablaufs,

dessen Einzelschritte bei genau definierten Temperaturen durchgefuhrt werden.

Zuerst wird die zu untersuchende doppelstrangige DNA denaturiert. An die nun
vorliegenden Einzelstrange lagern sich die fir die gesuchte Nukleinsduresequenz
spezifischen Oligonukleotide (Primer) an (Annealing). Im nachsten Reaktionsschritt
werden die Primer dann an ihrem 3’-Ende von einer thermostabilen Polymerase (z. B.
Tag-Polymerase) komplementar zur Matrix  verlangert (Elongation). Die
Reaktionsschritte Denaturierung, Annealing und Elongation werden nun ca. 30mal
wiederholt. Die gesuchte Nukleinsdauresequenz wird dadurch exponenziell vervielfacht,
da jeder von der Polymerase neu synthetisierte Nukleinsdurestrang in der folgenden

Reaktion als neue Matrix genutzt werden kann.

In Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) wird mit Hilfe der Reversen Transkriptase ein
zu der RNA komplementarer DNA-Strang (cDNA) hergestellt (s. Kap. 2.6 Reverse

Transkription).

Zum Mechanismus des Real-Time-PCR siehe Kap. 2.7.5.

2.7.2 Primer
TLR2 Vorwarts: 5 -aaa atg tcg ttc aag gag-3’
Ruckwarts: 5°-ttg ctg aag agg act gtt-3°
TLR3 Vorwarts: 5"-act tgc tat ctt gga tgc-3”

Rickwarts: 5"-agt tct tca ctt cgc aac-3°
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TLR4 Vorwarts:
Ruckwarts:

TLR7 Vorwarts:
Ruckwarts:

TLR9 Vorwarts:
Ruckwarts:

Primer fur GAPDH Vorwarts:

Ruckwarts:

Die Grof3e der Produkte:

tir2:
tir3:
tir4:
tir7:
tir9:

211 bp
345 bp
255 bp
421 bp
294 bp

5-cct gat gac att cct tct-3°
5"-agc cac cag att ctc taa-3°

5’-tga ctc tct tct cct cca-3°
5°-gct tcc agg tct aat ctg-3°

5°-ggt gtg gaa cat cat tct-3°
5"-ata cgg ttg gag atc aag-3°

5’-ggt cta cat gtt cca gta tg-3’
5’-tgg aag atg gtg atg ggc tt-3’

2.7.3 Standardherstellung und Isolierung aus Gel

29

Um in der Real-Time-PCR die Konzentration der cDNA zu bestimmen, brauchten wir

verschiedene Standard-Konzentrationen jedes zu bestimmenden Templates. So

mussten wir eine Standardprobe mit bekannter Konzentration der cDNA jedes TLR

herstellen. Mit cDNA aus der Wildtyp-Maus fuhrten wir PCRs mit spezifischen Primern

fur jeden TLR durch. Das amplifizierte Fragment wurde auf einem Agarosegel

elektrophoretisch von anderen unerwiinschten Fragmenten getrennt. Im Vergleich mit

einem GroRenstandard wurde die gewlinschte Bande von dem Gel herausgeschnitten

und gereinigt (s. Gelextraktion). Die Konzentration des hergestellten TLR-Standards

wurde bestimmit.

1 pl cDNA von einer Maus (Wildtyp) wurde mit den spezifischen Primern den jeweiligen

TLR in der PCR eingesetzt.
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Verdinnung von Primer (z. B. spezifischer Primer fur TLR2)

30

Material Menge
Vorwartsprimer 10 pl
Ruckwartsprimer 10 pl
DEPC-H,0 80 pl

> =100 pl
PCR-Ansatz
Material Konzentration Menge
cDNA 1l
Puffer (Invitrogen) 10fach 5ul
MgCl; (Invitrogen) 50 mM 2 pl
dNTPs (Invitrogen) 5 mM 0,4
Taq DNA Polymerase 5 U/l 0,5 ul
500 U (Invitrogen)
spezifischer Primer fir TLR 2ul

von hergestellter Losung

(s.0.)

(entspricht Vorwarts- und
Ruckwartsprimer je
20 pMol)
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Die Produkte der PCRs der TLR und GAPDH (cDNA) wurden auf 2,5 %ige Gele
aufgetragen und elektrophoretisch getrennt. Die gewilnschten Banden wurden aus
dem Gel herausgeschnitten. Die Fragmente auf dem Stiick Gel wurden isoliert und als
Standard-Template in Real-Time-PCR verwedet.

Vorbereitung des Gels

1,8 g Agarose in 70 ml TBE-Puffer wurde in der Mikrowelle aufgekocht, mit 2,5 pl
Ethidiumbromid gemischt und in eine Gelkammer mit eingesetztem Kamm gegossen

(2,5 %iges Agarosegel).

Gel-Extraktion (QIA quick):

Das Gelstiick wurde in 6fachem Volumen von Puffer QG (fur 1 ug Gel 6 pl Puffer QG)
im Wasserbad (Termperatur 50°C) bis zum vollstandigen Lésen inkubiert, mit gleichem
Volumen Isopropanol (1 ul Isopropanol fur 1 pug Gel) versetzt, auf ein ,QIA quick spin
column 2 pl collection tube“ gegeben und eine Minute bei 20.000 g zentrifugiert (nur
800 pl Ldsung auf eine Saule; im Falle einer hdheren Menge Ldsung wird die Prozedur
solange wiederholt, bis die gesamte Losung auf die Saule aufgetragen ist). Danach
wurden 500 pl Puffer QG auf die S&ule gegeben und zentrifugiert.

Anschlielend wurden 750 ul PE-Puffer auf die Saule gegeben und nach einer Minute

Inkubation bei Raumtemperatur zentrifugiert.

Im letzten Schritt wurden 50 ul Wasser auf die Séule gegeben, 5-10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und zentrifugiert. Die cDNA war nun im Wasser gel6st und

vom Gel vollstandig getrennt.

Die Konzentration der Standardlésung wurde wie bei der RNA-L6sung bestimmt und
berechnet (1 ul Standard-Losung + 99 pl Wasser). Néhere Ausflihrungen siehe Kap.

2.5.3 Konzentrationsbestimmung der RNA-LAsung.
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Berechnung:

c=E260x F

¢ = Konzentration in pg/mil
E260 = Extinktion bei 260 nm
F = Faktor fir dsDNA: 50

Verdunnungsfaktor: 100
Umrechnungsfaktor pg/ml in pg/ul: 1/1000

Extinktion in 260 nm x 50 x 100 x 1/1000 = Konzentration in pg/ul

Von den Standardlésungen eines jeden TLR wurden Konzentrationen von 1 ng,
100 pg, 10pg, 1pg, 100fg und 10fg pro 5ul Loésung hergestellt. In jeder
Real-Time-PCR wurden 5 ul Standardldsung eingesetzt.

Zur Grol3e der Produkte siehe Kap. 2.7.2 Primer.

2.7.4 PCR-Mix und Protokolle fir Standardherstellung

PCR-Mix: (s. Kap. 2.7.3 PCR-Ansatz)

PCR-Programm fur TLR2, TLR3, TLR4 und TLR9

1. Schritt; 2 min 94°C
2. Schritt; 30 sec 94°C
30 sec 52°C
30 sec 72°C (2. Schritt 35 Zyklen)

3. Schritt; 10 min 72°C
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PCR-Programm fur TLR7

1. Schritt; 2 min 94°C
2. Schritt: 30 sec 94°C

30 sec 54°C

30 sec 72°C (2. Schritt 35 Zyklen)
3. Schritt: 10 min 72°C

PCR-Programm fir Housekeeping-Gen GAPDH

1. Schritt; 2 min 94°C
2. Schritt; 30 sec 94°C

30 sec 60°C

30 sec 72°C (2.Schritt 35 Zyklen)
3. Schritt: 10 min 72°C

2.7.5 Real-Time-PCR

Mechanismus der Real-Time-PCR;:

Real-Time-PCR dient der quantitativen Bestimmung der cDNA in einer Probe. Dabei
wird Fluoreszenz-emittierendes SYBR-Green verwendet. Bei der Elongation lagert sich
SYBR-Green kontinuierlich in die Furchen der doppelstrangigen DNA ein, wodurch die
Fluoreszenzintensitat ansteigt. Die Intensitat des Fluoreszenzsignals (y-Achse) wird in

Relation zur Zahl der Zyklen (x-Achse) in einer Kurve gezeichnet.
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Typical Amplification Plot

Sample A

Log-linear phase

Fluorescence

| TCA Te |
10 20 30 40

Cycle number

Abbildung 4: Fluoreszenzintensitat in Abhéngigkeit von der Zahl der Zyklen in der Real-Time-PCR
(QuantiTect SYBR Green PCR Handbook 2003, S.31, Qiagen?)

Das Fluoreszin dient der Eichung des Geréates (iCycler, Bio-Rad) vor Beginn der PCR.
Die flache Phase in der Anfangsphase der PCR (meistens zwischen dem 3. und 15.
Zyklus) entspricht ungefahr der Fluoreszenzintensitat vor Beginn der PCR (Elongation).
In der Phase wird kein Anstieg des Fluoreszenzsignals detektiert (Baseline). Danach
wird eine deutlich starke und schnelle Anhebung der Fluoreszenzintensitat als eine
lineare Phase der Kurve detektiert. In der Phase legt der Untersucher eine Schwelle
fest, in der die lineare Phase anfangt (threshold). Die Intensitat des Signals bei dem
Schwellenwert fur jede Probe (auf der y-Achse) ist der Ubernommene Wert fir die
Berechnung der Konzentration der Template in der Startzeit. Auf der x-Achse zeigt der

Schwellenwert die Zahl der Zyklen, in der dieses Signal erreicht wurde (Cr).

Zu verschiedenen Zeitpunkten erreichen die Proben dann die Plateauphase. Diese ist

2 Qiagen, Qiagen Strasse 1, 40724 Hilden, Germany
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fur die Konzentrationsbestimmung ungeeignet.
Standardgerade:

Um von der Signalintensitat auf eine bestimmte Konzentration zu schliel3en, missen
Standards mit bekannten Konzentrationen unter gleichen Bedingungen in PCR
eingesetzt werden. Wir haben jeweils eine Reihe der Standard-Templates mit
bekannten Konzentrationen, namlich: 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100fg und 10 fg
eingesetzt. Das Standard- und das zu bestimmende Test-Template waren jeweils
identisch, zum Beispiel wurden zur Bestimmung der TLR2-cDNA Standard-cDNA von

TLR2 eingesetzt (s. Standardherstellung).

Jede Standardkonzentration erreicht in bestimmten Zykluszahlen den Schwellenwert
(CT). Die CT-Werte aus verschiedenen Konzentrationen haben eine lineare Beziehung
zur Konzentration der cDNA im Startzeitpunkt. Anhand dieser Auswertung wurde eine
Standardgerade erstellt. Die Konzentration der cDNA im Zeitpunkt O fir jede Testprobe

wurde anhand dieser Standardgeraden bestimmit.
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Abbildung 5: Befundbeispiel der Standardreihe und Testproben in Real-Time-PCR (selbsterstellte

Graphik auf der Grundlage selbsterhobener Daten)
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Schmelzkurve:

Mit Hilfe der Schmelzkurve wird kontrolliert, ob nur die gewtinschte cDNA oder auch
weitere DNA-Fragmente amplifiziert wurden. Am Ende eines PCR-Laufes (4. Schritt)
wird die Temperatur in 10 Sekundenschritten je 0,5°C erhdht (von 55°C bis 95°C). Die
Denaturierung der Produkte verursacht eine Senkung der detektierten
Fluoreszenzintensitat. In der Schmelzkurve wird nach einer Steigung der
Fluoreszenzemission ein schneller Abfall der Signale detektiert. Der Abfall der
Detektion ist durch die Denaturierung der Produkte bedingt. Die Schmelzkurve hat den
Peak bei einer Temperatur, die fir jedes Produkt spezifisch ist. So wird jedes andere

versehentlich amplifizierte Produkt auf der Kurve sichtbar und erkannt.
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Melting Curve Analysis

Specific product

Primer dimer

Fluorescence -dF/dT

Temperature (°C)

Abbildung 6: Schmelzkurve (Quantitect SYBR Green PCR Handbook 2003, S. 33, Qiagen3)

Housekeeping Gen:

In allen eukaryontischen Zellen wird das Gen GAPDH (Glycerin-Aldehyd-Phosphat-
Dehydrogenase) etwa gleich stark synthetisiert. Aus jeder cDNA-Probe setzten wir eine

PCR mit GAPDH-Primer der Maus an.

Um die Ergebnisse aus verschiedenen Proben miteinander vergleichen zu kénnen,
dividierten wir die berechnete TLR-Konzentration in jeder Probe durch die

GAPDH-Konzentration in der gleichen Probe: TLRx/GAPDH

3 Qiagen, Qiagen Strasse 1, 40724 Hilden, Germany.
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Durchfiihrung der Real-Time-PCR

Real-Time-PCR wurde im Bio-Rad iCycler System durchgefihrt.

PCR-Mix:

Material Konzentration

Menge

38

Qiagen Quantitect Master
Mix

12,5 ul

FITC (Fluorescin calibration 1 :10.000 verdinnt mit
Dyel mM in DMSO, Bio RNasefreiem Wasser
Rad)

2 ul

RNasefreies Wasser

53ul

Primer (spezifisch fur jede

TLR vorbereitete Losung)

Primervorbereitung:
10 pl Vorwartsprimer
10 pl Ruckwartsprimer
80 ul DEPC-H,0O
Gesamt: 100 pl

0,2 pl =2 pMol

Template
(Test- oder
Standard-cDNA)

> =25yl

Von jeder Template-cDNA wurden zwei Ansétze hergestellt. In der Auswertung wurde

der Mittelwert von zwei Ansatzen genommen.
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PCR-Protokoll fir TLR2;
1. Schritt; 15 min 94°C

2. Schritt: 30 sec 94°C
30 sec 52°C
30 sec 72°C
20 sec 79,5°C (2. Schritt 50 Zyklen)

3. Schritt: 30 sec 94°C

4. Schritt: 10 sec 55°C (Nach 10 Sekunden wird die Temperatur um 0,5°C erhoht
und wieder 10 Sekunden in der Temperatur gehalten. Die Prozedur wird
80 Mal bis 95°C wiederholt. In diesem Schritt wird die Schmelzkurve

erstellt.)

PCR-Protokoll fir TLR3:

1. Schritt; 15 min 94°C

2. Schritt: 30 sec 94°C
30 sec 52°C
30 sec 72°C
20 sec 77°C (2. Schritt 60 Zyklen)

3. Schritt; 30 sec 94°C

4. Schritt: 10 sec 55°C (nach 10 Sekunden wird die Temperatur um 0,5°C erhoht
und wieder 10 Sekunden in der Temperatur gehalten. Die Prozedur wird
80 Mal bis 95°C wiederholt. In diesem Schritt wird die Schmelzkurve

erstellt.)

PCR-Protokoll fir TLR4:

1. Schritt; 15 min 94°C
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2. Schritt: 30 sec 94°C
30 sec 52°C
30 sec 72°C
20 sec 77°C (2. Schritt 60 Zyklen)

3. Schritt: 30 sec 94°C

4. Schritt: 10 sec 55°C (Nach 10 Sekunden wird die Temperatur um 0,5°C erhdht
und wieder 10 Sekunden in der Temperatur gehalten. Die Prozedur wird
80 Mal bis 95°C wiederholt. In diesem Schritt wird die Schmelzkurve

erstellt.)

PCR-Protokoll fir TLR7:

1. Schritt; 15 min 94°C

2. Schritt: 30 sec 94°C
30 sec 54°C
30 sec 72°C
20 sec 78°C (2. Schritt 50 Zyklen)

3. Schritt: 30 sec 94°C

4. Schritt: 10 sec 55°C (Nach 10 Sekunden wird die Temperatur um 0,5°C erhoht
und wieder 10 Sekunden in der Temperatur gehalten. Die Prozedur wird
80 Mal bis 95°C wiederholt. In diesem Schritt wird die Schmelzkurve

erstellt.)

PCR-Protokoll fir TLR9:

1. Schritt; 15 min 94°C

2. Schritt: 30 sec 94°C
30 sec 52°C
30 sec 72°C (2. Schritt 60 Zyklen)
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3. Schritt: 30 sec 94°C

4. Schritt: 10 sec 55°C (Nach 10 Sekunden wird die Temperatur um 0,5°C erhoht
und wieder 10 Sekunden in der Temperatur gehalten. Die Prozedur wird
80 Mal bis 95°C wiederholt. In diesem Schritt wird die Schmelzkurve

erstellt.)

PCR-Protokoll fir Housekeeping-Gen GAPDH:
1. Schritt: 15 min 94°C

2. Schritt: 30 sec 94°C
30 sec 60°C
45 sec 72°C
20 sec 80°C (2. Schritt 60 Zyklen)

3. Schritt: 30 sec 94°C

4. Schritt: 10 sec 55°C (Nach 10 Sekunden wird die Temperatur um 0,5°C erhéht
und wieder 10 Sekunden in der Temperatur gehalten. Die Prozedur wird
80 Mal bis 95°C wiederholt. In diesem Schritt wird die Schmelzkurve
erstellt.)

2.8 Statistische Auswertung

Die ausgewerteten Daten der Real-Time-PCR geben uns die Menge der jeweils
untersuchten TLR-cDNA zum Startzeitpunkt der angesetzten Probe. Aus jeder Probe
wurden zwei PCR-R6hrchen eingesetzt. Wir haben den Mittelwert der beiden Proben
durch den Mittelwert aus den GAPDH-Proben der jeweiligen cDNA dividiert. Die
Mediane (25./75. Perzentile) der ausgewerteten Daten wurde im Mann-Whitney U-Test
den in gleicherweise ausgewerteten Daten aus den jeweiligen Kontrollgruppen in
Saulengraphiken gegenubergestellt. p<0,05 wurde als signifikant definiert und mit *

bzw. p<0,01 mit ** und p<0,001 mit *** gekenzeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Regulation der TLR-mRNA in Gehirn und Milz von
C57BL6-Mausen nach intrazerebraler Infektion mit

Streptococcus pneumoniae Typ 3*

Um den Einfluss Gram-positiver bakterieller ZNS-Infektionen auf die Regulation der
MRNA verschiedener TLR in Gehirn und Milz zu untersuchen, wurden die
MRNA-Spiegel von TLR2, TLR3, TLR4, TLR7 und TLR9 in Gehirn und Milz von
C57BL6-Méausen nach intrazerebraler Infektion mit S. pneumoniae (n=8) und von nicht

infizierten Kontrollmausen (n=8) miteinander verglichen.

Die S. pneumoniae-Meningitis/Sepsis fuhrte zu einem Anstieg der mRNA-Expression
von TLR2 (6-fach, p=0,002), TLR4 (2,2-fach, p=0,003) und TLR9 (4,6-fach, p=0,002)
im Gehirn. Die Spiegel der mRNA von TLR3 und TLR7 im Gehirn von infizierten
Méausen und Kontrollm&ausen unterschieden sich nicht signifikant (Abb.7: a u. b).

“ Die Daten von TLR-Expression bei Meningitis-Enzephalitis in Wildtyp-Mausen wurden in Aktuelle
Neurologie 2003, 30, Supplement 1, Seite 63 als Poster (P326) verdffentlicht.

Teil der Daten des Kapitels 3.1. (die Daten der Bilder 7, 9, 10 und 12) wurden von anderen Autoren
veroffentlicht (Boéttcher et al. 2003).
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Abbildung 7 (a und b): mRNA-Expression von TLR 2, 3, 4, 7 und 9 (normalisiert auf die GAPDH-
Expression) im Gehirn von C57BL6-M&ausen nach intrazerebraler Infektion mit S. pneumoniae (n=8;
schwarze Saulen) und von nicht infizierten Kontrollméausen (n=8; weifRe Saulen) nach 36 Stunden.
Die Daten sind dargestellt als Mediane (25./75. Perzentile). * p<0,05, ** p<0,01, *** p< 0,001
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In der Milz bewirkte die S. pneumoniae-Meningitis/Sepsis einen Anstieg der
MRNA-Expression von TLR2 (1,6-fach, p=0,002), TLR3 (1,8-fach, p=0,02), TLR4
(1,8-fach, p=0,009) und TLR7 (1,5-fach, p=0,02). Die mRNA-Spiegel von TLR9 in der
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Milz von infizierten M&usen und Kontrollm&usen unterschieden sich nicht signifikant

(Abb. 8).
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MRNA-Expression von TLR2, 3, 4, 7 und 9 (normalisiert auf die GAPDH-Expression) in
der Milz von C57BL6-M&usen nach intrazerebraler Infektion mit S. pneumoniae (n=8;
schwarze Saulen) und von nicht infizierten Kontrollmdusen (n=8; weilRe Saulen) nach 36
Stunden. Die Daten sind dargestellt als Mediane (25./75. Perzentile). * p<0,05,

** n<0,01, *** p<0,001

3.2 Behandlung organotypischer Hippokampuskulturen

mit Streptococcus pneumoniae R6

Organotypische Hippokampuskulturen von Mausen wurden mit Hitze-inaktivierten
Pneumokokken R6 (hiR6) behandelt (n = 180). Die Kontrollkulturen wurden nur mit

Medium behandelt (n=180). Die Kulturen der mit hiR6-behandelten Testgruppen

zeigten nach 48 Stunden eine erhdhte Expression der mRNA von TLR2 (11,9-fach,
p =0,0002) und TLR3 (5,6-fach, p =0,001) im Vergleich mit der nur mit Medium
behandelten Kontrollgruppe. Die Spiegel der mRNA von TLR4, TLR5 und TLR9 von

mit hiR6 behandelten Kulturen und Kontrollkulturen unterschieden sich nicht signifikant

(Abb. 9).
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Abbildung 9: mRNA-Expression von TLR2, 3, 4, 7, und 9 (normalisiert auf GAPDH-Expression) in mit
Hitze-inaktivierten S. pneumoniae R6 behandelten organotypischen
Hippokampuskulturen (n=180; schwarze Sé&ulen) und unbehandelten Kontrollkulturen
(n=180: weilRe Saulen) nach 48 Stunden. Die Daten sind dargestellt als Mediane (25./75.
Perzentile). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

3.3 Regulation der TLR-mRNA in Gehirn und Milz von
C57BL6-Mausen nach intrazerebraler Infektion mit

Escherichia coli

Um den Einfluss Gram-negativer bakterieller ZNS-Infektionen auf die Regulation der
MRNA verschiedener TLR in Gehirn und Milz zu untersuchen, wurden die
MRNA-Spiegel von TLR2, TLR3, TLR4, TL7 und TLR9 in Gehirn und Milz von
C57BL6-Méausen nach intrazerebraler Infektion mit E. coli (n=8) und von nicht

infizierten Kontrollméausen (n=8) miteinander verglichen.

Die E. coli-Meningitis/Sepsis fiuhrte zu einem Anstieg der mRNA-Expression von TLR2
(26-fach, p=0,0002), TLR3 (3,5-fach, p=0,0499), TLR4 (5,9-fach, p=0,001) und TLR7
(1,9-fach, p=0,007) Im Gehirn. Die Spiegel der mRNA von TLR9 im Gehirn von
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infizierten Mausen und Kontrollmausen unterschieden sich nicht signifikant (Abb. 10).
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Abbildung 10: MRNA-Expression von TLR2, 3, 4, 7 und 9 (normalisiert auf die GAPDH-Expression) im
Gehirn von C57BL6-Méausen nach intrazerebraler Infektion mit E. coli (n=8; schwarze
S&ulen) und von nicht infizierten Kontrollméusen (n=8; weil3e Séulen) nach 30 Stunden.
Die Daten sind dargestellt als Mediane (25./75. Perzentile). * p<0,05, **p<0,01,
*** p<0,001

In der Milz bewirkte die E. coli-Meningitis/Sepsis einen Anstieg der mRNA-Expression

von TLR2 (3,4-fach, p=0,004), TLR7 (2,9-fach, p=0,0002) und TLR9

(3,1-fach, p = 0,0047). Die mRNA-Spiegel von TLR3 und TLR4 in der Milz von

infizierten Mausen und Kontrollmausen unterschieden sich nicht signifikant (Abb. 11).
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Abbildung 11: MRNA-Expression von TLR2, 3, 4, 7 und 9 (normalisiert auf die GAPDH-Expression) in
der Milz von C57BL6-M&ausen nach intrazerebraler Infektion mit E. coli (n=8; schwarze
Séaulen) und von nicht infizierten Kontroliméusen (n=8; weil3e Saulen) nach 30 Stunden.
Die Daten sind dargestellt als Mediane (25./75. Perzentile). * p<0,05, **p<0,01,
*** p<0,001

3.4 Regulation der TLR-mRNA in Gehirn und Milz von
SJL-NBOM-Mausen nach intranasaler Infektion mit

Herpes-simplex-Virus

Um den Einfluss der Herpes-simplex-Virus-Enzephalitis auf die Regulation der mRNA
verschiedener TLR in Gehirn und Milz zu untersuchen, wurden die mRNA-Spiegel von
TLR2, TLR3, TLR4, TLR7 und TLR9 in Gehirn und Milz von SJL-NBOM-Mé&usen nach
intrazerebraler Infektion mit HSV (n=4) und nicht infizierten Kontrollmausen (n=4)

miteinander verglichen.

Die HSV-Enzephalitis fihrte zu einem Anstieg der mRNA-Expression von TLR4
(2,4-fach, p=0,0286) im Gehirn. Die Spiegel der mRNA von TLR2, TLR3, TLR7 und
TLR9 im Gehirn von infizierten Mausen und Kontrollm&usen unterschieden sich nicht
signifikant (Abb. 12).
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Abbildung 12: mRNA-Expression von TLR 2, 3, 4, 7 und 9 (normalisiert auf die GAPDH-Expression) im
Gehirn von SJL-NBOM-M&ausen nach intrazerebraler Infektion mit HSV (n=4; schwarze
Séaulen) und von nicht infizierten Kontrollmausen (n=4; wei3e Saulen) nach 7 Tagen. Die
Daten sind dargestellt als Mediane (25./75. Perzentile). * p<0,05, ** p<0,01
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Die Spiegel der mRNA von TLR2, TLR3, TLR4, TLR7 und TLR9 in der Milz von
infizierten Mausen und Kontrollmausen unterschieden sich nicht signifikant (Abb. 13).
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Abbildung 13: MRNA-Expression von TLR 2, 3, 4, 7 und 9 (normalisiert auf die GAPDH-Expression) in
der Milz von SJL-NBOM-Mausen nach intrazerebraler Infektion mit HSV (n=4; schwarze
Sé&ulen) und von nicht infizierten Kontrollméusen (n=4; wei3e Saulen) nach 7 Tagen. Die
Daten sind dargestellt als Mediane (25./75. Perzentile). * p<0,05, ** p<0,01

3.5 Regulation der TLR-mRNA in Gehirn und Milz von
TLR9-defizienten Mausen nach intrazerebraler

Infektion mit Streptococcus pneumoniae Typ 3

Um die Auswirkungen einer TLR9-Defizienz auf die Regulation der TLR-Expression bei
Gram-positiven  bakteriellen  ZNS-Infektionen zu untersuchen, wurden die
MRNA-Spiegel von TLR2, TLR3, TLR4, TLR7 und TLR9 in Gehirn und Milz von
TLR9-defizienten Mausen (n=15) und B6-Mausen (n=15) nach intrazerebraler Infektion

mit S. pneumoniae Typ3 miteinander verglichen.

Nach Infektion mit S. pneumoniae Typ3 zeigten TLR9-defiziente Mause im Vergleich
zu Kontrollmédusen im Gehirn eine tendenziell, aber nicht signifikant erhdhte
Expression der mRNA von TLR2, TLR3 und TLR7, die Expression von TLR4 war in
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beiden Gruppen ungefahr gleich (Abb.14).
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Abbildung 14: MRNA-Expression von TLR 2, 3, 4, 7 und 9 (hormalisiert auf die GAPDH-Expression) im
Gehirn von TLR9-defizienten Mausen (n=15; schwarze S&ulen) und Kontrollm&usen
(n=15; weilRe S&ulen) nach 30 Stunden nach intrazerebraler Infektion mit
S. pneumoniae. Die Daten sind dargestellt als Mediane (25./75. Perzentile). * p<0,05,
** p<0,01, *** p< 0,001

In der Milz der TLR9-defizienten Mause bewirkte die S. pneumoniae-Meningitis/Sepsis
einen signifikanten Anstieg der mRNA von TLR2 (2,7-fach, p=0.0411). Es zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen TLR9-defizienten Mausen und
Kontrollmédusen nach Infektion mit S.pneumoniae Typ3 beziiglich der
MRNA-Expression von TLR3, TLR4, TLR7 und TLR9 in der Milz (Abb. 15 a und b).
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Abbildung 15 a und b: mRNA-Expression von TLR 2, 3, 4, 7 und 9 (normalisiert auf die GAPDH-
Expression) in der Milz von TLR9-defizienten Mausen (n=6; schwarze S&ulen) und
Kontrollmausen (n=6; weiRe S&ulen) 30 Stunden nach intrazerebraler Infektion mit
S. pneumoniae. Die Daten sind dargestellt als Mediane (25./75. Perzentile). * p<0,05,
** p<0,01, *** p< 0,001
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3.6 Regulation der TLR-mRNA in Gehirn und Milz von
TLR4-defizienten Mausen nach intrazerebraler

Infektion mit E. coli

Um den Einfluss einer TLR4-Defizienz auf die Regulation der TLR-Expression bei
Gram-negativen bakteriellen ZNS-Infektionen zu untersuchen, wurden die
MRNA-Spiegel von TLR2, TLR3, TLR4, TLR7 und TLR9 in Gehirn und Milz von
TLR4-defizienten Mausen C3H/HEJ (n=10) und C3H/HEN-Mausen (Kontrollgruppe,

n=10) nach intrazerebraler Infektion mit E. coli miteinander verglichen.

Die TLR4-Defizienz fuhrte in E. coli-Meningitis/Sepsis zu einer signifikanten Abnahme
der mRNA-Expression von TLR2 (0,42-fach, p=0,014) und TLR7 (0,76-fach,
p = 0,019) im Gehirn. Der Spiegel der mRNA von TLR3 war néaherungsweise gleich.
Die mRNA-Expressionen von TLR9 im Gehirn der mutanten und Kontroliméuse

unterschieden sich nicht signifikant (Abb.16).
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Abbildung 16: MRNA-Expression von TLR 2, 3, 4, 7 und 9 (normalisiert auf die GAPDH-Expression) im
Gehirn von TLR4-defizienten (n=10; schwarze S&ulen) und Kontrollmausen (n=10;
weiRe Saulen) 24 Stunden nach intrazerebraler Infektion mit E. coli. Die Daten sind

dargestellt als Mediane (25./75. Perzentile). * p<0,05, ** p<0,01, *** p< 0,001
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In der Milz bewirkte die TLR4-Defizienz in E. coli-Meningitis/Sepsis eine signifikante
Abnahme der mRNA-Expression von TLR7 (0,45-fach, p=0,0054) und TLR9
(0,5-fach, p = 0,0058). Die Spiegel der mRNA von TLR2 und TLR3 waren annéhernd
gleich (Abb.17).

Die Spiegel der mRNA von TLR4 waren sowohl im Gehirn als auch in der Milz bei
infizierten C3H/HEJ- und C3H/HEN-Mausen annahernd gleich. Dies beruht auf der
genetischen Struktur des mutierten TLR4-Gens. Die defiziente TLR4-mRNA wird in
gleicher Lange wie das intakte Gen (255bp) expirimiert, es unterscheidet sich vom
intakten Gen lediglich in einer Aminosaure (s. Kap. 2.2).
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Abbildung 17: MRNA-Expression von TLR 2, 3, 4, 7 und 9 (normalisiert auf die GAPDH-Expression) in
der Milz von TLR4-defizienten (n=10; schwarze S&ulen) und Kontroliméusen (n=10;
weiRe Saulen) 24 Stunden nach intrazerebraler Infektion mit E. coli. Die Daten sind
dargestellt als Mediane (25./75. Perzentile). * p<0,05, ** p<0,01, *** p< 0,001
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3.7 Regulation der TLR-mRNA in Gehirn und Milz von
TLR2-defizienten Mausen nach intrazerebraler

Infektion mit E. coli

Um den Einfluss des TLR2 bei Gram-negativer bakterieller ZNS-Infektion in Gehirn und
Milz zu untersuchen, wurden die mRNA-Spiegel von TLR2, TLR3, TLR4, TLR7 und
TLR9 in Gehirn und Milz von TLR2-defizienten Mausen (n=5) bzw. 129/B6-M&usen
(n=6) als Kontrollgruppe nach intrazerebraler Infektion mit E. coli miteinander
verglichen. Die M&use starben innerhalb von 12 Stunden. Die mRNA-Expressionen
von TLR2, TLR3, TLR4, TLR7 und TLR9 in Gehirn und Milz von TLR2-defizienten
Mausen (n=5) und Kontrollmausen (n=6) wurde 12 Stunden nach Infektion miteinander

verglichen.

Die E. coli-Meningitis/Sepsis fihrte innerhalb der ersten 12 Stunden zu keinem
signifikanten Unterschied der mRNA-Spiegel von TLR2, TLR3, TLR4, TLR7 und TLR9
im Gehirn von infizierten TLR2-defizienten und Kontrollmausen. Die mRNA-Expression
von TLR2 war im Gehirn der TLR2-defizienten Mause niedriger als in dem der
Kontrolliméuse. Die mRNA-Spiegel von TLR3, TLR4, TLR7 und TLR9 im Gehirn von
infizierten Test- und Kontrollmausen unterschieden sich nicht (Abb. 18).
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Abbildung 18: MRNA-Expression von TLR 2, 3, 4, 7 und 9 (normalisiert auf die GAPDH-Expression) im
Gehirn von TLR2-defizienten (n=5; schwarze S&ulen) und Kontrollméusen (n=6; weil3e
Saulen) 12 Stunden nach intrazerebraler Infektion mit E. coli. Die Daten sind dargestellt
als Mediane (25./75. Perzentile). * p<0,05, ** p<0,01, *** p< 0,001
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In der Milz bewirkte die E. coli-Meningitis/Sepsis innerhalb der ersten 12 Stunden einen
Anstieg der mRNA-Expression des TLR7 von TLR2-defizienten Mausen im Vergleich
mit Kontrolimausen. Die mRNA-Spiegel von TLR2, TLR3, TLR4 und TLR9 in der Milz
von infizierten Test- und Kontrollm&usen unterschieden sich nicht signifikant (Abb. 19).
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Abbildung 19: MRNA-Expression von TLR 2, 3, 4, 7 und 9 (normalisiert auf die GAPDH-Expression) in
der Milz von TLR2-defizienten (n=5; schwarze S&aulen) und Kontrollméausen (n=6; weil3e
Séaulen) 12 Stunden nach intrazerebraler Infektion mit E. coli. Die Daten sind dargestellt
als Mediane (25./75. Perzentile). * p<0,05, ** p<0,01, *** p< 0,001
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4 Diskussion

4.1 Regulierung der TLR in der Wildtyp-Maus

Bei der ZNS-Infektion der Wildtyp-Maus mit Streptococcus pneumoniae wurde eine
signifikant hohere Expression der TLR2, TLR4 und TLR9 beobachtet. Die héhere
Expression von TLR2 kann durch Erkennung von Lipoteichonsaure von S. pneumoniae
bedingt sein. Die erhéhte Expression von TLR9 kann auf der Erkennung der
bakteriellen DNA beruhen. Die Aktivierung des TLR4 durch Stimulierung mit
Pneumolysin wurde berichtet (Ebert et al. 2005). Im Versuch mit OTC-Kulturen war die
TLR4-mRNA-Expression nicht signifikant erhoht. Dies ist mdglicherweise darauf
zurlckzufuihren, dass bei Hitze-inaktivierten Streptokokken Pneumolysin denaturiert

wurde.

Die ZNS-Infektion durch E. coli fuhrte zu einer signifikant hdheren Expression von
TLR2, TLR4 und TLR7. E. coli als Gram-negatives Bakterium besitzt LPS, welches als
ein wichtiger Ligand fur TLR4 beschrieben wurde. Von der erhdhten TLR2-Expression
bei Infektionen mit Gram-negativen Bakterien wurde bereits berichtet (Laflamme et al.
2001). Die signifikant hohere Expression von TLR7 konnte nicht erklart werden. Diese
wurde sowohl im Gehirn (p=0.007) als auch in der Milz (p=0.0002) detektiert. Wir
haben keine signifikante Erhdhung der Expression von TLR9 beobachtet. Dieses

Ergebnis konnte auch nicht erklart werden.

In organotypischen Hippokampuskulturen wurde nach Behandlung mit hiR6 eine
signifikant hohere Expression der TLR2 und TLR3 beobachtet. Die Kulturen beinhalten
vor allem die Neuronen, Astrozyten, Oligodendrozyten und die lokalen Mikrogliazellen.
An den erhdhten Expressionen von TLR2 und TLR3 sind vermutlich hauptsachlich die

Mikrogliazellen beteiligt.

Bei der HSV-Enzephalitis wurde nur TLR4 signifikant hoher exprimiert. Als virale
Liganden fur TLR4 wurden RS-Virus (Haynes et al. 2001) und MMTV (Mouse

Mammary Tumor Virus) genannt (Takeda etal. 2003). AufRerdem kdnnen einige
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endogene Liganden wie Fibronectin und Polysaccharidfragmente von Heparansulfat
als Liganden fur TLR4 wirken. Die Expression von TLR7 in der Testgruppe war im
Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht, die Differenz war jedoch nicht signifikant.

In der Milz infizierter M&use mit Streptococcus pneumoniae wurden die TLR2, TLRS3,
TLR4 und TLR7 signifikant hoher exprimiert. Wahrend die hoheren Expressionen von
TLR2 und TLR4 mit unseren Ergebnissen der Messung von Rezeptoren aus dem
Gehirn der gleichen Mause Ubereinstimmten, beobachteten wir keine erhdhte
Expression von TLR9. AuRRerdem waren nur in der Milz TLR3 und TLR7 signifikant
erhoht und nicht im Gehirn. Fir TLR3 und TLR7 sind meines Wissens noch keine
bakteriellen Liganden bekannt. Es wird vermutet, dass TLR7 virale Nukleinsdure
(Diebold et al. 2004) oder vom Wirt ausgeschittete Stoffe bei viralen Infektionen
erkennt (Takeda et al. 2003).

In der Milz von mit E. coli infizierten Mausen wurde eine erhéhte Expression der TLR2,
TLR7 und TLR9 beobachtet. Wahrend die erhéhte Expression von TLR2 und TLR7 mit
unseren Ergebnissen aus dem Gehirn der gleichen Mause tbereinstimmte, wurde eine
erhohte TLR4-Expression nur im Gehirn und nicht in der Milz beobachtet. Die hohere
Expression von TLR9 wurde hingegen nur in der Milz und nicht im Gehirn beobachtet.

In der Milz der mit HSV infizierten Mause wurde kein signifikanter Unterschied
gegenlber den gesunden Mausen beobachtet. Die erhdhte Expression des TLR4 im
Gehirn wurde nicht in der Milz beobachtet.

Zusammengefasst ist in allen Vesuchen mit Wildtyp-Mausen im Gehirn die
TLR4-Expression statistisch signifkant erhoht. Vergleichbar ist in der Milz die ehdhte
TLR7 bei Infektionen mit S. pneumoniae und E. coli. in Wildtypmausen signifikant. Man
kann davon ausgehen, dass der Regulation der anderen Rezeptoren im Gehirn bzw. in

der Milz unterschiedliche Mechanismen zugrunde liegen.
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4.2 Regulierung der TLR in mutanten Mausen

Die Regulation der TLR im Gehirn der infizierten TLR9-defizienten Mause mit
S. pneumoniae zeigte keinen signifikanten Unterschied im Vergleich mit infizierten
Wildtyp-M&usen. Im Gehirn infizierter TLR9-defizienter Mause waren die TLR2, TLR3
und TLR7 hoher exprimiert als bei den Wildtypen. Der Unterschied war aber nicht
signifikant. Hierbei stellt sich die Frage, auf welchen Mechanismus die erhéhte
Expression der TLR2, 3 und 7 bei funktionsunfahigem TLR9 zurtickzufiihren ist. Eine
kompensatorische Wirkung von TLR6 bei Defizienz des TLR1 oder von anderen TLR
wird vermutet (Takeda et al. 2003).

TLR4 wurde in der Kontroll- und in der Test-Gruppe in ungefahr gleicher Menge
detektiert. Man kann davon ausgehen, dass der funktionsuntlichtige TLR9 die
Expression von TLR4 nicht beeinflusst. Im Gehirn der beiden Gruppen wurde TLR9
sehr niedrig exprimiert. In wiederholten Versuchen wurde das gleiche Ergebnis
beobachtet. Wir kbnnen die niedrige Expression von TLR9 in beiden Gruppen nicht
begriinden. Bsibsi berichtete Uiber @&hnliche Beobachtungen bei der Untersuchung des
TLR9 im menschlichen Gehirn (Bsibsi et al. 2002). Eine supprimierende Wirkung von
CSF-1 (Colony-stimulating Factor) auf die TLR9-Expression wurde berichtet (Sweet
et al. 2002).

In der Milz der TLR9-defizienten Mause wurden TLR3, TLR4 und TLR9 ungeféhr gleich
exprimiert wie in der Kontrollgruppe. Wir gehen davon aus, dass die Defizienz des
TLR9 keinen bedeutenden Einfluss auf die Regulation der TLR3 und TLR4 in der Milz
hatte. Die Spiegel der mRNA von TLR2 war bei TLR9-defizienten Mausen signifikant
hoher als in der Milz von Wildtyp-Mausen (p=0.04). Die mRNA von TLR7 wurde bei
TLR9-defizienten Mausen geringgradig hoher exprimiert als bei den Wildtyp-Mausen.
Der Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant. Mdglicherweise fuhrte die
Funktionsuntiichtigkeit des TLR9 im Falle der Meningitis/Sepsis mit S. pneumoniae zur

erhohten Expression von TLR2 in der Milz.

Im Gehirn der infizierten TLR4-defizienten Mause mit E. coli wurden TLR2 und TLR7

signifikant niedriger exprimiert als in der Kontrollgruppe. In der Milz der mutanten
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Méause wurden die TLR7 und TLR9 signifikant niedriger exprimiert als in
Wildtyp-Mé&usen. Die Expression des TLR2 in der Milz war in TLR4-defizienten M&ausen
niedriger als in Wildtyp-Mausen. TLR4-mRNA wurde in mutanten und Wildtyp-Mausen
sowohl im Gehirn als auch in der Milz in ungeféahr gleicher Menge detektiert. Hierbei
stellt sich die Frage, ob zumindest bei Meningitis mit E. coli die Funktionstuchtigkeit
des TLR4 die Voraussetzung fur die héhere Expression der TLR2 und TLR7 im Gehirn
und TLR7 und TLR9 in der Milz ist. Diese Beobachtung kann auf die schwachere
Immunreaktion bei mutanten Mausen im Verglich zu Wildtyp-Mausen hindeuten. TLR4
koénnte eine Schlusselrolle bei der Regulation der anderen TLR spielen. Diese kénnte

auch im Krankheitsverlauf Konsequenzen haben.

Vergleichbare Beobachtungen wurden von Lehnardt et al. (2003) beschrieben. Sie
zeigten in einer In-vitro-Untersuchung, dass die Aktivierung des TLR4 in Anwesenheit
von Mikrogliazellen zur Neuronenschadigung (Neurodegeneration) fihrt. In den
Vergleichskulturen von Wildtyp- und TLR4-defizienten Mausen beobachteten sie
keinen direkten Neuronenschaden bei TLR4-defizienten Mausekulturen. Im
Mausmodell fiuhrte die Stimulierung der TLR4-defizienten Mause mit LPS ebenso zur

keinen neuronalen Schaden im Vergleich mit den Wildtypmausen.

Im Gehirn der infizierten TLR2-defizienten Mause mit E. coli zeigte die Expression der
TLR keinen nennenswerten Unterschied im Vergleich mit Wildtyp-Mausen. TLR2
wurde in defizienten Mausen weniger exprimiert. In der Milz der gleichen
Versuchsreihe wurde bei mutanten M&ausen eine hohere Expression des TLR7
detektiert. Diese Ergebnisse stammen aus einer sehr friilhen Krankheitsphase, namlich

den ersten 12 Stunden nach der Infektion.



Regulation der mRNA von Toll-Like-Rezeptoren bei experimentellen ZNS-Infektionen 60

4.3 Schlussfolgerung

In den Experimenten an Wildtyp-Mausen zeigte sich, dass die TLR bei Meningitis mit
Gram-positiven bzw. Gram-negativen Bakterien sowie bei der HSV-Enzephalitis
unspezifisch reguliert werden. Bei allen Meningitis- und Enzephalitisversuchen war
eine signifikant erhohte TLR4-Expression im Gehirn zu beobachten. Es wurde jedoch
kein spezifisches Bild bei Meningitis und Enzephalitis beobachtet.

Die Ergebnisse der Untersuchung mit defizienten Mausen zeigten keinen signifikanten
Unterschied in der Regulation der TLR zwischen Wildtyp-Mausen und
TLR9-defizienten Mausen im Gehirn bei Infektion mit S. pneumoniae. TLR2 wurde bei
TLR9-defizienten Mausen hoher exprimiert als bei den Wildtyp-Mausen. Der
Unterschied erreichte jedoch die Signifikanzgrenze nicht. In der Milz der
TLR9-defizienten Mause wurde TLR2 signifikant hdher exprimiert als bei den
Wildtyp-Méausen. Daraus kdénnen wir schlieen, dass die Funktionsfahigkeit des TLR9
einen Einfluss auf die Expression von TLR2 hat. TLR2 kdnnte eine kompensatorische
Wirkung in Abwesenheit von TLR9 zeigen, oder TLR9 kénnte einen hemmenden Effekt

auf die Expression von TLR2 bewirken, insbesondere in der Milz.

Durch den Vergleich der TLR4-defizienten Mause mit Wildtyp-Mausen bei Infektion mit
E. coli konnten wir eine signifikant niedrigere Expression der TLR2 und TLR7 im
Gehirn sowie der TLR7 und TLR9 in der Milz beobachten. Im Experiment mit
E. coli-infizierten Wildtyp-M&ausen haben wir eine signifikant hohere Expression von
TLR2, TLR4 und TLR7 im Gehirn im Vergleich mit der Kontrollgruppe beobachtet. In
TLR4-defizienten Mausen waren TLR2 und TLR7 signifikant niedriger reguliert. Man
konnte die These aufstellen, dass die Regulation der TLR2 und TLR7 in einer
Beziehung steht mit der Funktion des TLR4 — zumindest im Falle der Meningitis mit E.
coli. Die Funktionsfahigkeit von TLR4 scheint eine stimulierende Wirkung auf die
Expression von TLR2 und TLR7 zu haben. Zur Bestatigung dieser These missen

weitere Experimente durchgefiihrt werden.

In der Milz der TLR4-defizienten Mause waren TLR7 und TLR9 signifikant niedriger

exprimiert als in Wildtyp-Méausen. In mit E. coli infizierten Wildtyp-Mausen wurden die
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TLR2, TLR7 und TLR9 signifikant hoher exprimiert als in der gesunden Kontrollgruppe.
Dies bedeutet, dass die niedrigere Expression von TLR7 und TLR9 wieder in
Beziehung mit TLR4 und seinen Funktionen stehen kdnnte. Der TLR2 war in mutanten
Mausen auch niedriger exprimiert als in Wildtyp-Méausen; der Unterschied war jedoch
nicht signifikant.

Fazit 1: Bei Meningitis und Enzephalitis im Mausmodell war eine signifikant erhghte
Expression der TLR4-mRNA im Gehirn zu beobachten.

Wir konnten keine spezifische Regulation der TLR-mRNA bei ZNS-Infektionen
beobachten. Um eine eventuelle GesetzmaRigkeit der Regulation zu finden, benétigen
wir weitere Untersuchungen mit anderen Gram-negativen und Gram-positiven
Bakterien bzw. anderen viralen Enzephalitis-Erregern. Die spezifische Regulation
kénnte vom Erreger abhangig sein. Ein spezifisches Bild kdnnten die Infektionen mit
verschiedenen Gram-positiven Bakterien bzw. mit verschiedenen Gram-negativen
Bakterien ergeben. Ebenso kénnte die erhdhte TLR-Expression ein spezifisches Bild

fur virale Enzephalitiden zeigen.

Fazit 2: In Meningitis mit E. coli bei TLR4-defizienten Mausen wurden signifikant
niedrigere Expressionen von TLR2 und TLR7 im Gehirn und TLR7 und TLR9 in der
Milz detektiert.

Wir missen das Problem auf verschiedenen Ebenen der Immunreaktionskaskaden
betrachten. Es ist bekannt, dass TLR9, TLR2 und TLR4 auf einem MyD88-abhangigen
Weg die gleiche Reaktionskaskade zur Aktivierung des NF-kB in Gang setzen (Takeda
et al. 2003). Aus diesen Ergebnissen kénnen wir schlieRen, dass bei der Erforschung
der TLR-abhéngigen Signalwege Interaktionen und kompensatorische Funktionen

verschiedener Reaktionskaskaden bericksichtigt werden miissen.

Um Uber TLR4 und seine Funktionen fir die Auslosung der Immunantwort eine

Aussage zu machen, benétigen wir weitere Untersuchungen:

Weitere Experimente mit infizierten TLR4-defizienten Mausen durch andere Erreger

von Meningitis und Enzephalitis kénnten die Frage beantworten, ob die niedrigeren
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Expressionen von TLR2 und TLR7 im Gehirn nur bei der Infektion mit E. coli auftreten
oder auch bei der Infektion mit anderen Gram-negativen Bakterien oder bei allen
bakteriellen Infektionen. Es kann der Frage nachgegangen werden, wie die TLR dieser
Mause bei viraler Enzephalitis exprimiert werden. Wenn TLR4 eine Schlisselfunktion
in der Immunreaktion hat, sollte aufgeklart werden, ob diese bei allen Infektionen des
ZNS, bei bakteriellen Infektionen oder nur bei einer Infektion durch E.coli vorkommt.
Die Versuche missen auch in vivo geplant werden, weil die Immunreaktion komplex ist

und verschiedene zelluléare, aber auch plasmatische Komponenten daran beteiligt sind.

Sollte die Schlusselfunktion von TLR4 in der Immunreaktion bestatigt werden, kdnnte
das Abschalten des TLR4 klinische Vorteile bringen. Damit kann die Uberschie3ende
Immunreaktion bei ZNS-Infektionen moduliert werden. Dies spricht fir Untersuchungen
Uber den Einsatz von Rezeptor-Antagonisten zur Immunmodulation in Behandlung
vielerlei infektioser, entzindlicher oder rheumatischer Erkrankungen.
Weitere Forschungen Uber das Abschalten des TLR4 in der Immunantwort kénnten
hilfreich sein. Es ist notwendig, den klinischen Verlauf der Meningitis bei
TLR4-defizienten Mausen mit kranken Wildtyp-Mausen zu vergleichen. Im Vergleich
der klinischen Krankheitsverlaufe von Wildtyp- bzw. defizienten Mausen muss die
klinische Konsequenz der niedrigeren Expression der TLR herausgefunden werden.
Nur wenn es klinische Unterschiede gibt, kbnnte die Regulation der TLR4 Vorteile
bringen. Nur wenn bei defizienten Mausen der Krankheitsverlauf signifikant besser ist
als bei den Wildtyp-Mausen, kann geschlussfolgert werden, dass die niedrigere
Expression von Rezeptoren eine Verbesserung im klinischen Ablauf verursacht.
AuBerdem konnte man die pathologischen Schaden im Gehirn dieser Mause
miteinander vergleichen. Aus dem Unterschied der pathologischen Schaden kénnte
man den Schluss ziehen, dass die Regulation von Immunrezeptoren der

entscheidende Faktor fir die Vermeidung pathologischer Schaden ist.

Weitere Forschungen Uber die Funktionen des TLR4 kdnnten hilfreich sein: Falls die
Expression der Rezeptoren nicht zu regulieren ist, kbnnte man in weiteren Schritten bei

der Ausschittung der Mediatoren intervenieren, um diese zu neutralisieren.
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5 Zusammenfassung

Toll-Like-Rezeptoren sind Sensoren bzw. Regulatoren der angeborenen Immunitét. In
Anbetracht der schadlichen Wirkung der Uberschielenden Immunantwort bei
Meningitis und Enzephalitis haben wir die Expression der TLR in o. g. Infektionen

durch S. pneumoniae, E. coli und HSV in Mausmodellen untersucht.

Bei der intrazerebralen Infektion durch S. pneumoniae waren im Gehirn mRNA von
TLR2, TLR4 und TLR9 im Vergleich mit der Kontrollgruppe erhoht. In der Milz wurden
erhohte mRNA von TLR2, TLR3, TLR4 und TLR7 detektiert.

In organotypischen Hippokampuskulturen wurden nach der Behandlung mit
Hitze-inaktivierten Pneumokokken erhéhte mRNA von TLR2 und TLR3 beobachtet.

In mit E. coli intrazerebral infizierten Mausen waren mRNA von TLR2, TLR3, TLR4 und
TLR7 im Gehirn und TLR2, TLR7 und TLR9 in der Milz erh6ht exprimiert.

Bei der HSV-Enzephalitis wurde im Gehirn hohere mRNA von TLR4 detektiert. In der
Milz ergab sich kein signifikanter Unterschied im Vergleich mit der Kontrollgruppe.

In mit E. coli infizierten TLR4-defizienten Mausen wurden niedrigere mRNA von TLR2
und TLR7 im Gehirn und TLR7 und TLR9 in der Milz im Vergleich zu infizierten
Wildtyp-M&usen beobachtet.

In mit S. pneumoniae infizierten TLR9-defizienten Mausen ergab sich im Gehirn eine
nicht signifikant erhdhte mRNA von TLR2, TLR3 und TLR7. In der Milz war eine
signifikant erhdhte Expression des TLR2 im Vergleich zu infizierten Wildtyp-Mausen zu

beobachten.

In den mit E. coli infizierten TLR2-defizienten Mausen gab es im Gehirn (nach 12
Stunden) keine Unterschiede der Expression der TLR im Vergleich zu mit E. coli
infizierten Wildtyp-Mausen. In der Milz der infizierten TLR2-defizienten Mause war die
Expression des TLR7 auf mRNA-Ebene im Vergleich zu den infizierten
Wildtyp-Mausen erhoht. Der Unterschied war auf Grund der geringen

Untersuchungszahl (n=5) statistisch nicht signifikant.
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Bei den Untersuchungen ergab sich aul3er der erh6hten TLR4-mRNA im Gehirn kein
spezifisches Bild der Expression der Rezeptoren bei Meningitis und Enzephalitis,
jedoch wird ein Zusammenhang der Expression von TLR2, TLR7 und TLR9 mit
intaktem TLR4 vermutet, weil bei TLR4-defizienten M&usen signifikant niedrigere
Expressionen von TLR2 und TLR7 im Gehirn und von TLR7 und TLR9 in der Milz

beobachtet wurden.
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