Scrutz opER NEUAUFBAU: EFFEKTE VON TGF-f,

Schutz oder Neuaufbau:
Neuroprotektive Effekte des
Transforming Growth Faktors-3, auf
Kosten einer reduzierten Neurogenese?

Ludwig Aigner, Jiirgen Winkler und Ulrich Bogdahn

Zusammenfassung

Mit zunehmender Komplexitiit des Nervensystems schwindet in der Phylogenie die Fihig-
keit zur regenerativen Erneuerung. Dieses Defizit wird teilweise durch neuroprotektive
Strategien kompensiert, die allerdings in der Regel unzureichend sind und chronisch fort-
schreitende neurodegenerative Erkrankungen nicht authalten kénnen. Mild verlaufende
entziindliche Verinderungen werden praktisch bei allen chronisch neurodegenerativen
Erkrankungen beobachtet und spielen wohl fiir deren Progression eine entscheidende Rolle.
Die Regulation dieser Inmunantworten riickt immer mehr ins Rampenlicht: Sie diirfen im
Gehirn nur moderat ablaufen, um verbleibende Strukturen nicht allzu sehr zu schidigen.
Transforming Growth Faktor (TGF)-, ist ein bei der Regulation von Entziindungsreak-
tionen im Gehirn mafigeblich beteiligtes Molekiil; es greift — meist als Suppressor — in die
Modulation der Zellproliferation von Mikroglia und Astrozyten ein. Neuere Daten weisen
darauf hin, dass TGF-, auch die Proliferation neuraler Stamm- und Vorliuferzellen im
adulten ZNS beeinflusst: Unter Einwirkung von TGF-3, werden weniger neue Nervenzellen
gebildet. Dieser Effekt ist das Ergebnis einer reduzierten Proliferation adulter Stamm-
und Vorliuferzellen. Auch im Verlauf vieler neurodegenerativer Erkrankungen, wie bei
Morbus Parkinson oder Morbus Alzheimer, bzw. mit zunehmendem Alter proliferieren
weniger Stammzellen im Gehirn. Gleichzeitig ist auch bekannt, dass das Gehirn unter solch
pathologischen Bedingungen (und ebenso im Alter) die Expression von TGF-B, steigert.
Vor diesem Zusammenhang verstirken sich die Hinweise, wonach TGF-@3, eine zentrale
Rolle bei der Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen zukommen konnte. Das Ziel,
die Expression des Faktors TGF-f, zu beeinflussen, stellt bei der Suche nach Wegen zum
Eindimmen neurodegenerativer Erkrankungen einen viel versprechenden Ansatz dar.
Vor einer therapeutischen Modulation des TGF-3-Spiegels sind jedoch die vielféltigen, oft
gegensitzlichen Wirkweisen zu beriicksichtigen, welche dieser Faktor je nach zelluléirem
Kontext ausiibt. Demnach kann TGF-f3, einerseits neuroprotektiv wirken, andererseits
aber auch die Entstehung neuer Nervenzellen und damit den Neuaufbau verhindern.

Abstract

The regenerative potential of the nervous system is decreasing with growing complex-
ity along the phylogenetic tree. This deficit is partially compensated by neuroprotective
strategies, which are, however, in most cases insufficient and not capable to halt the disease
progression. Virtually all neurodegenerative diseases are associated with inflammatory
responses, which play important roles for the development of the disease. The mechanisms
regulating these immune responses were moving into the focus of research: typically, the
immune system is dampened down to prevent the attack of remaining structures and
functions. Transforming growth factor (TGF)- B, down-regulates the immuneresponse
and inhibits proliferation of microglia and astrocytes. Recent data indicate that TGF- 3,
also blocks the proliferation of neural stem and progenitor cells. Reduced neurogenesis
is also observed along the course of neurodegenerative diseases such as Parkinson‘s and
Alzheimer‘s disease and during aging. These conditions are associated with increased levels
of TGF-f3, opening the possibility that TGF-B, might be key player in the pathogenetic
processes and in the functional deficits associated with these diseases. Modulating TGF-
B, signaling might be a future therapeutic strategy,. However, the pleiotropic activities of
TGF-B, require a careful consideration, since TGF-3, has neuroprotective activity and
at the same time inhibitory effects on neurogenesis.

Key words: neurogenesis; neural stem cells; neurodegenerative diseases; CNS repair;
cytokines

Einleitung

TGF-B, ist ein Mitglied der TGF-B-Super-
familie, welche mehr als 100 verschiedene
Proteine zéhlt, rund 40 davon sind allein den
Sdugetieren zugeordnet. Zu dieser Protein-
familie gehéren unter anderem Aktivine und
Inhibine, Bone Morphogene Proteine (BMPs)
und bestimmte Faktoren fiir Wachstum und
Differenzierung (growth / differentiation fac-
tors = GDFs), aber auch eine kleine Gruppe
multifunktionaler Zytokine, die TGF-fs.
Letztere Unterfamilie umfasst bei Sdugern drei
verschiedene Isoformen: TGF-f3 , TGF-f3, und
TGF-B, (Massague 1998; Bottner etal. 2000).
TGF-f, wird in einer 391 Aminosauren langen
Vorstufe synthetisiert, aus deren C-terminalen
112 Aminosduren das reife Peptid entsteht.
Die Zelle sezerniert alle TGF-fs als inaktive
Vorlauferproteine. Bevor diese an die Ziel-
struktur auf der Zelloberfldche binden konnen,
miissen sie aktiviert werden, was durch die
Abtrennung des am Aminoterminus gelegenen
Sekretionssignals zusammen mit der Pro-
Domane geschieht. Die dreigliedrige Struktur
der TGF-Ps (Signalpeptid fiir die Sekretion,
Prodoméine, reifes Protein) entspricht dem ty-
pischen Aufbau sezernierter Signalmolekiile.
Die biologisch aktive Form des TGF-f, ist ein
Homodimer, bestehend aus zwei jeweils 12,5
kD grof3en Peptiden, welche durch Disulfid-
briicken miteinander verbunden sind (Bottner
et al. 2000; Dennler et al. 2002).

Wie die TGF-Bs schlieflich ihre oft sehr
vielfiltigen Wirkweisen auf zelluldrer Ebene
entfalten, liegt teilweise noch im Dunkeln.
Der Signaltransduktionweg ist im Prinzip
recht einfach: Alle drei TGF-fs kontaktieren
dasselbe Serin-Threonin-Kinase-Rezeptorsys-
tem, bestehend aus den Rezeptortypen I und
II. Um am Ende trotzdem aus der Vielfalt der
moglichen Effekte, welche den Faktoren zuge-
schrieben werden, den richtigen auszuwahlen,
miissen weitere Modulatoren eingreifen. Ver-
mutlich fiihren (1) die Dauer der Bindung an
den Rezeptor, (2) die ortliche Verteilung des
Proteins, (3) Unterschiede in der Struktur der
Rezeptoren, sowie (4) das Zusammenwirken
mit zahlreichen weiteren extrazelluldren und
intrazelluldren Inhibitoren bzw. Aktivatoren
dazu, dass die im jeweiligen Kontext beabsich-
tigte biologische Wirkung eintritt (Massague
et al. 2000; Dennler et al. 2002).

TGF-B, wurde 1981 entdeckt. Seinen
Namen bekam es wegen seiner transformie-
renden Eigenschaften, das heifit aufgrund der
Fahigkeit, Nieren- und Fibroblasten-Zelllinien
von Ratten vermehrt zu Wachstum anzuregen
(Moses et al. 1981; Roberts et al. 1981). Spéter
wurde allerdings klar, dass die biologische
Aktivitit des TGF-f, nicht auf die wachstums-
fordernde Wirkung beschréinkt ist, sondern
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das Protein vielfaltige andere Aufgaben iiber-
nehmen kann (Roberts 1998): TGF-f, ist im
adulten Organismus ein nach mehreren Rich-
tungen wirksames Zytokin mit einer zentralen
Rolle in der Wiederherstellung von Geweben
(Border und Noble 1997). Es reguliert Proli-
feration, Differenzierung und das Uberleben
vieler verschiedener Zellen. TGF-f, wird in
zahlreichen Tumoren verstérkt exprimiert, es
tritt als Tumor-Suppressor-Protein auf, kann
das Fortschreiten der Krebserkrankung aber
auch fordern (Derynck et al. 2001). Dieser
Artikel soll die unterschiedlichen Funktionen
der TGF-fs, insbesondere von TGF-,, zu-
sammenfassen. Er schliefit neue funktionelle
Aspekte hinsichtlich der Regulation adulter
Neurogenese unter dem Einfluss von TGF-f3,
mit ein.

Die Expression von TGF-f3 im ZNS

Erst seit den 1990er Jahren ist bekannt, dass
alle drei TGF-Bs auch im Nervensystem
exprimiert werden, und zwar sowohl durch
Neuronen als auch durch gliale Zellen (zur

Ubersicht: Bottner et al. 2000). Die meisten
Daten zur Expression im ZNS stammen aus
Arbeiten, die sich mit der Gehirnentwicklung
beschiftigten. Allgemein gilt fiir die drei Ver-
treter der TGF-B-Gruppe: Wihrend TGF-f,
und -B, im ZNS nahezu iiberall anzutreffen
und meist koexprimiert sind, findet sich
Expression von TGF-f, vornehmlich nach
Verletzungen des ZNS. Allerdings nehmen
die Hinweise zu, wonach TGF-f, auch fiir
Entwicklungsvorgénge dullerst bedeutsam
sein konnte.

TGF-B, und -f, und deren Rezeptoren
werden wéhrend der frithen Embryonal-
entwicklung in der Chorda Dorsalis, in der
Bodenplatte und in der Mittelhirnanlage
exprimiert, wo sie in Synergie mit anderen
Wachstumsfaktoren das Uberleben dopami-
nerger Neurone unterstiitzen; auch kommt
ihnen hier offensichtlich eine Rolle in der
Regulation neuronaler Migration und Dif-
ferenzierung, sowie dariiber hinaus fiir die
Proliferation und Differenzierung glialer
Zellen zu (Poulsen et al. 1994; Krieglstein
et al. 1998a; Krieglstein et al. 1998c; Farkas

et al. 2003; Roussa et al. 2004; Roussa und
Krieglstein 2004). Gliazellen, darunter Ra-
diale Glia, und auch Neurone exprimieren
TGF-B, und -B, wihrend der Entwicklung
(Flanders etal. 1991; Pelton et al. 1991; Miller
2003). Im adulten System sind TGF-f3, und
-B, in allen Arealen des ZNS weit verbreitet
und werden ebenfalls sowohl von Glia als
auch von Neuronen exprimiert (Flanders et
al. 1998; Bottner et al. 2000; Unsicker und
Strelau 2000).

Im Vergleich zu den Expressionsdaten,
welche fiir TGF-B, und -3, vorliegen, sind die
Daten zur Verbreitung von TGF-B, im ZNS
etwas weniger einheitlich, was durch eine
unterschiedliche Spezifitit der verwendeten
Antikorper begriindet sein mag. Es herrscht
jedoch Ubereinstimmung, dass im intakten
adulten Gehirn TGF-f, vorwiegend im
choroidalen Plexus und in der Hirnhaut zu
finden ist, es nach Verletzungen aber auch
von astroglialen und neuronalen Zellen und
vor allem von Mikroglia exprimiert wird
(Flanders et al. 1991; Unsicker et al. 1991;
Constam et al. 1992; Bottner et al. 2000;
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Abb. 1: Signalkaskade von TGF-f3, (siehe Text)

Zhu et al. 2000; Unsicker und Krieglstein
2002). Nachgewiesen ist TGF-f3,-Expression
dariiber hinaus in kultivierten Neuronen und
Astrozyten (Lindholm et al. 1992; Morganti-
Kossmann et al. 1992; Vivien et al. 1998; de
Sampaio e Spohr et al. 2002; Mittaud et al.
2002; Sousa Vde et al. 2004). Daneben gibt
es Hinweise auf die Expression von TGF-
B, in proliferativen Regionen wihrend der
Kortexentwicklung sowie in der gesamten
kortikalen Platte (Miller 2003).

Signaltransduktion durch TGF-3

Die Wirkung von aktivierten TGF-fs auf die
Zielzelle wird liber Rezeptoren vom Typ I
(TGFRI, 53 kDa), Typ II (TGFRII, 70-100
kDa) und Typ III (TGFRIIL, 200-400 kDa)
an der Zelloberfliche vermittelt (Massague
1990). Derzeit sind sieben verschiedene
Rezeptoren vom Typ I und fiinf vom Typ
II beschrieben (Bierie und Moses 2006).
Zelltyp-spezifisch exprimierte Rezeptoren
spielen neben anderen Modulator-Molekiilen
eine Rolle, um unterschiedliche zellulare
Effekte durch TGF-f zu vermitteln (Shi und
Massague 2003).

Rezeptoren vom Typ I und II sind Glyko-
proteine und zihlen zur Klasse der transmem-
branen Serin-Threonin-Kinase-Rezeptoren.
Sie bestehen aus einer kurzen, Cystein-rei-
chen extrazelluldren Domine zur Bindung
des Liganden, einem Transmembransegment

und einer intrazelluldren Region mit Serin-
Threonin Kinase-Aktivitit (Massague 1992;
Wrana et al. 1994; Massague 1998; Bottner
et al. 2000; Massague und Chen 2000; Shi
und Massague 2003). Rezeptoren vom Typ
IIT (Betaglycan und Endoglin) vermitteln
nicht direkt ein Signal, sondern erhdhen die
Affinitit des TGF-, fiir den TGFRII und
ermoglichen so die Bindung dieses Liganden.
TGF-B, und -B, kénnen dagegen unabhéingig
von TGFRIII an TGFRII andocken (Bierie
und Moses 2000).

Wihrend die Typ II — Rezeptor - Kinase
standig aktiv ist, muss die Typ I - Rezeptor
- Kinase zunichst aktiviert werden. Dieser
Vorgang beginnt mit dem Binden von (zum
Beispiel) TGF-f, an einen Typ II - Rezeptor
(Abbildung 1). Anschlielend lagert sich der
Ligand zusitzlich an einen Rezeptor vom Typ
[ an, wodurch sich ein kurzlebiger Komplex
aus den Rezeptoren I und II sowie TGF-31
ausbildet. Beriicksichtigt man die dimere
Struktur der TGF-B-Liganden, so handelt
es sich bei diesem Rezeptorkomplex wohl
um einen tetrameren Komplex aus je zwei
Rezeptoren vom Typ I bzw. I (Yamashita
et al. 1994).

Typ I - Rezeptoren besitzen eine stark
konservierte Sequenz, welche reich an Gly-
cin und Serin ist und auch als GS-Doméne
bezeichnet wird (Shi und Massague 2003).
Im heteromeren Komplex, bestehend aus
Ligand und Rezeptoren, transphosphoryliert

die Typ II - Rezeptor - Kinase die GS-Doméne
des Typ I - Rezeptors (Wrana et al. 1994).
Durch die Phosphorylierung kommt es zu
einer Anderung der Konformation des Typ
I - Rezeptors, welche mit der Aktivierung
von dessen Kinase einhergeht (Dennler et
al. 2002). Aktivierte Typ I - Rezeptoren
konnen im Anschluss mit einer Reihe von
spezifischen, zytoplasmatischen Proteinen
interagieren. Als wichtigste Gruppe ist hier
die Familie der Smad-Proteine zu nennen;
Smads sind Vertebraten-Homologe zu den
Sma bzw. Mad Proteinen aus Caenorhabditis
elegans bzw. Drosophila melanogaster (fiir
einen Uberblick siche Gomes et al. 2005).
Charakteristisch fiir Smad-Proteine ist das
Vorhandensein zweier bestimmter Doménen,
MH1 und MH2 (mad homology domains), am
Amino- bzw. am Carboxyende gelegen; MH1
wird fiir die Bindung an die DNA, MH?2 fiir
die Interaktion mit anderen Proteinen verant-
wortlich gemacht, darunter u. a. Inhibitoren
und Aktivatoren des Smad-Systems (Shi
et al. 1998). Nach deren strukturellen und
funktionellen Eigenschaften unterteilt man
die Smads in drei Gruppen: rezeptorregulierte
,»-R-Smads® (Smad1, Smad2, Smad3, Smad5,
Smad8), ,,Co-Smads* (Smad 4) und inhibito-
rische ,,I-Smads* (Smad6, Smad7) (Dennler
etal. 2002). Rezeptorregulierte Smads werden
direkt durch die Typ I - Rezeptor - Kinasen an
Serinresten des Carboxyendes phosphoryliert
und somit aktiviert (Souchelnytskyi et al.
1997). Fiir den TGF-f3,-Signalweg sind dabei
vor allem Smad2 und Smad3 von Bedeutung
(Nakao et al. 1997b). Nach der Aktivierung
formen die ,,R-Smads* iiber ihre MH2-Do-
ménen Komplexe mit dem ,,Co-Smad* 4. Der
entstandene Smad-Proteinkomplex wandert
in den Nukleus, um dort auf DNA-Ebene
die Transkription der Zielgene zu regulieren
(Dennler et al. 2002). Die inhibitorischen
Smads wirken als Antagonisten, indem sie die
Aktivierung signaltransduzierender ,,R“- und
,,Co-Smads‘ verhindern. ,,]-Smads* intera-
gieren effizient mit Typ I - Rezeptoren und
konkurrieren mit ,,R-Smads* um die Bindung
an den aktivierten Typ I - Rezeptor (Imamura
et al. 1997; Nakao et al. 1997a).
Zusammengefasst besteht die zelluldre
Signaliibertragung, welche durch aktiviertes
TGF-f angestoen wird, aus (1) der Bindung
des jeweiligen TGF-f3 an ein spezifisches TG-
FRUII - Rezeptorpaar, (2) der Aktivierung der
GS-Doméne des TGFRI durch TGFRIIL, (3)
der Phosphorylierung intrazelluldrer Smads
durch den aktivierten TGFRI sowie (4) der
Transduktion aktivierter Smads in den Nuk-
leus, wo diese direkt und im Zusammenspiel
mit weiteren Regulatoren die Genexpression
beeinflussen; das TGF-B-vermittelte Signal
wird schlie8lich (5) durch Ubiquitinylierung
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Tab. 1: Funktionen von TGF-f, im adulten ZNS

Immunmodulation

Férdert Wundheilung und
Immunsuppression

(Suzumura et al. 1993; Pratt und McPherson 1997; Boche
et al. 2006)

Migration

Fordert Migration von Astro-
zyten und beeinflusst deren
Genexpression

(Labourdette et al. 1990; Toru-Delbauffe et al. 1990; Bagh-
dassarian et al. 1993; Laping et al. 1994; Gagelin et al.
1995; Siegenthaler und Miller 2004; Gomes et al. 2005)

Extrazellulare Matrix

Produktion extrazellularer
Matrix

(Plow et al. 1995; Wyss-Coray et al. 1995; Buisson et al.
1998; Docagne et al. 1999; Docagne et al. 2002; Brionne
et al. 2003)

Neuroprotektion

Férdert das Uberleben von
Neuronen

(Flanders et al. 1998; Krieglstein et al. 1998a; Krieglstein
et al. 1998c; Krieglstein et al. 1998b; Brionne et al.
2003; Roussa et al. 2004)

Zellproliferation

Inhibiert gliale und mikrogliale
Zellteilung

(Johns et al. 1992; Lindholm et al. 1992; Morganti-Koss-
mann et al. 1992; Baghdassarian et al. 1993; Hunter et
al. 1993; McKinnon et al. 1993; Suzumura et al. 1993;
Vergeli et al. 1995; Rich et al. 1999)

Inhibiert Neuroblasten-
proliferation

(Constam et al. 1994; Miller und Luo 2002; Close et al.
2005)

Inhibiert Proliferation neuraler

Buckwalter et al. 2006

Stamm- und Vorlauferzellen
und Neurogenese

Wachs et al. 2006)

bzw. proteasomalen Abbau der Smads wie-
der abgeschaltet (Abbildung 1) (Massague
2000).

Rezeptoren fiir TGF-3 im ZNS

Die zur Signaliibertragung erforderlichen
Rezeptortypen TGFRI und TGFRII sind
im ZNS — sowohl embryonal als auch adult
— weit verbreitet (Bottner et al. 1996; Vivien
et al. 1998; Bottner et al. 2000). Die mRNA
des zur Aktivierung des TGFRI benétigten
TGFRII findet sich im Gehirn in verschie-
densten Bereichen — darunter u. a. im ze-
rebralen Kortex, Mittelhirn, Kleinhirn und
Hirnstamm —und in einer Vielzahl von Zellen
(Neuronen, Astroglia, Mikroglia, Endothel-
zellen und anderen nicht-neuronalen Zellen
wie jenen des choroidalen Plexus) (Morita
et al. 1996; Ata et al. 1999; De Groot et al.
1999; Sousa Vde et al. 2006). TGFRI und
TGFRII werden auch von radialen Gliazellen
exprimiert (Galter et al. 1999; Miller 2003),
was auf eine mogliche Bedeutung des TGF-
B-Systems fiir diesen Zelltyp hindeutet, der
inzwischen wéhrend der Gehirnentwicklung
als Stamm- oder Vorlduferzelle fiir neurale
Zellen identifiziert wurde (Malatesta et al.
2003).Wir fanden Expression des TGFRII
auch in den beiden neurogenen Regionen des
adulten Gehirns, dem Hippocampus (HC) und
der Subventrikuldrzone (SVZ). Im HC waren
TGFRII-immunreaktive Zellen vornehmlich
im Gyrus dentatus lokalisiert, im Bereich der
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SVZ fand sich der Rezeptor in Zellen, welche
den neuralen Stammzellmarker Nestin ko-ex-
primierten (Wachs et al. 2006). Auch in vitro,
an kultivierten adulten neuralen Stammzellen
(aNSZ) aus der SVZ von Ratten, konnte die
Expression von TGFRI und TGFRII mRNA
und TGFRII Protein nachgewiesen werden
(Wachs et al. 2000).

Funktionen von TGF-f3 im adulten
Nervensystem

Wie auch iiberall anders im Korper, so ist die
Wirkung von TGF-f3, auch im ZNS stark vom
jeweiligen molekularen Kontext abhéngig.
TGF-B, spielt im intakten Nervensystem vor
allem wéhrend der Entwicklung eine Rolle,
im Adulten ist die Funktion von TGF-B,
vorwiegend im Zusammenhang mit Lésionen
und degenerativen Erkrankungen zu sehen
(Tabelle 1).

TGF-B, als Entziindungsmodulator im ZNS.
Schiadigungen am ZNS gehen mit einer
Aktivierung von Mikroglia einher. Diese
Beobachtung gilt fiir jede Art von Schaden,
sei er durch akut entziindliche Vorginge (wie
bei der Multiplen Sklerose oder bei einer
Enzephalitis), durch genetisch determinierte
oder andere Formen der Neurodegeneration
(z. B. Chorea Huntington, Morbus Parkin-
son, Alzheimersche Erkrankung) oder durch
ischdmische / hypoxische Ereignisse (z. B.
Schlaganfall, Herzstillstand) verursacht.
Konkrete Stimuli der Entziindung sind dem-
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Abb. 2: TGF-B, hemmt die Proliferation neuraler Stamm- und Vorrlauferzellen. (A) TGF-3,
hemmt die Expansion neuraler Stamm- und Vorlauferzellkulturen: die Grofse von Neurospharen
ist verringert, die Anzahl der Neurospharen ist unverandert. (B) TGF-B, behandelte Kulturen
inkorporieren weniger BrdU. (C) Der Effekt auf die Zellexpansion ist dosisabhangig und, (D)
von einer Zellzyklusarretierung in GO/G1 begeleitet (modifiziert nach Wachs et al. 2006).

nach u.a. Signalmolekiile, die von gestressten
/ sterbenden Neuronen ausgesendet werden,
eine iberméfBige Anhdufung von Protein-Ag-
gregaten oder aber die fehlerhafte Regulation
der Immunantwort (Wyss-Coray und Mucke

2002). Mikrogliale Zellen sezernieren nach
ihrer Aktivierung verschiedene Signal geben-
de Zytokine, die schwere Entziindungsreak-
tionen ddmpfen und neuroprotektiv wirken.

Zu diesen Zytokinen zéhlt auch TGF-,. In

Tab. 2: Erkrankungen des Zentralnervensystems, bei denen die Expression von TGF-{3,

erhoht ist

Neurodegenerative Erkrankungen

Morbus Alzheimer

(van der Wal et al. 1993; Peress und Perillo 1995;
Luterman et al. 2000; Grammas und Ovase 2002;
Tarkowski et al. 2002)

Morbus Parkinson

(Mogi et al. 1995; Vawter et al. 1996)

Vaskulare Demenzen

(Tarkowski et al. 2002)

Amyotrophe Lateralsklerose

(Houi et al. 2002; lizecka et al. 2002)

Diabetische Neuropathie

(Pfeiffer et al. 1996)

Akute Schadigung

Ischamie

(Klempt et al. 1992; Wiessner et al. 1993; Lehr-
mann et al. 1995; Wang et al. 1995; Knuckey et
al. 1996; Krupinski et al. 1996; Lehrmann et al.
1998; Ali et al. 2001; Martinez et al. 2001)

Subarachnoidale Blutung

(Flood et al. 2001)

Hydrocephalus

(Kitazawa und Tada 1994; Whitelaw et al. 1999;
Takizawa et al. 2001)

Ruckenmarksverletzung und -kontusion

(Semple-Rowland et al. 1995; Bareyre et al. 2004)

Epilepsie

(Aronica et al. 2000)

Exzitatorische Lasion

(Acarin et al. 2000)

Neuroinflammatorische Erkrankungen

Multiple Sklerose

(Link et al. 1994; Rollnik et al. 1997; Nicoletti et
al. 1998; De Groot et al. 1999)

Guillan-Barre Syndrom

(Sindern et al. 1996; Dahle et al. 2003)

Experimentelle Autoimmunencephalitis

(Kiefer et al. 1996)

Experimentelle Autoimmunneuritis

(Kiefer et al. 1993; Kiefer et al. 1996)

der Folge kann dieses Molekiil die Aktivie-
rung sowie die Proliferation der Mikroglia
unterdriicken (Suzumura et al. 1993). Es
scheint demnach die Entziindungsantwort
nach einem entsprechenden Schaden am ZNS
regulieren und begrenzen zu konnen (Boche
et al. 2000).

TGF-B, beeinflusst Zellmigration und -mo-
bilitdt im ZNS. Mehrere Arbeiten demonst-
rierten einen Einfluss von TGF-f1 auf die
Migration und Motilitdt von Astrozyten.
In vitro vermindert TGF-B, die Zell-Zell-
Kontakte der Astrozyten und fordert fokale
Kontakte, wodurch sich die Motilitdt der
Zellen erhoht und folglich auch ihre Morpho-
logie verdndert (Baghdassarian et al. 1993;
Siegenthaler und Miller 2004) (zusammen-
gefasst in Gomes et al. 2005). Die Modula-
tion des Migrationsverhaltens korreliert mit
einer Umgestaltung des Zytoskeletts und mit
veranderter Genexpression (Labourdette et
al. 1990; Toru-Delbauffe et al. 1990; Laping
et al. 1994; Gagelin et al. 1995).

TGF-B, beeinflusst die Produktion extra-
zelluldrer Matrix. Nach Verletzungen des
ZNS spielt TGF-f3, eine bedeutende Rolle in
der Entstehung von Narben und beeinflusst
dabei mafigeblich die Gestalt der extrazel-
luldren Matrix (ECM). Auch im intakten
ZNS besitzt das Molekiil die Féhigkeit, die
ECM zu verdndern. In Kulturen primérer
Astrozyten steigert TGF-f3, das Vorkommen
von Laminin und Fibronektin sowie deren
Integration in die ECM. Ebenso kommt es in
transgenen Méusen, die TGF-f, - spezifisch
in Astrozyten liberexprimieren, zu einer An-
hiufung der ECM-Molekiile Laminin und
Fibronektin (Wyss-Coray et al. 1995). Dazu
passend zeigen TGF-f3 -Knockout - Miuse
eine verminderte Expression von Laminin
(Brionne et al. 2003). Weitere Angriffspunkte
fiir TGF-B, an der ECM scheinen unter an-
derem der Inhibitor des Typ-1 - Plasminogen
- Aktivators, fiir den eine Hochregulation
durch TGF-B, beschrieben ist, sowie Serin-
Proteasen zu sein (Plow et al. 1995; Buisson
et al. 1998; Docagne et al. 1999; Docagne et
al. 2002). TGF-B, spielt im Rahmen seines
stimulierenden Einflusses auf die Produktion
von ECM-Molekiilen eine bedeutende Rolle
fiir die Bildung der Glianarbe nach Lésionen
des ZNS (Moon und Fawcett 2001).

TGF-B, als Uberlebens- und neurotropher
Faktor. Bekannt ist, dass TGF-f, eine Rolle
fiir das Uberleben von Neuronen spielt und
neuroprotektive Wirkung auf eine Vielzahl
peripherer und zentraler Neurone entfaltet
(Krieglstein et al. 1998a; Krieglstein et al.
1998¢; Krieglstein et al. 1998b; Roussa et
al. 2004). Der Verlust von TGF-,in TGF-f,
deletierten Mausen wirkt sich negativ auf die
neuronale Uberlebensrate aus, wie anhand
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des Gewebes der Tiere und an Zellkulturen
gezeigt werden konnte (Brionne et al. 2003).
Die Gehirne dieser Tiere zeichnen sich aus
durch vermehrt apoptotische Neurone, eine
reduzierte Expression von Laminin und
eine weit verbreitete Mikrogliose (Brionne
et al. 2003).

TGF-B, wirkt zytostatisch und inhibiert Neu-
rogenese. TGF-f, besitzt — wohl abhidngig
vom zelluldren Umfeld — unter anderem
stark antiproliferative Eigenschaften. Der
erste Zelltyp, fiir den proliferationshemmende
Effekte durch TGF-f, beschrieben wurden,
waren in vitro kultivierte Astrozyten (Johns
et al. 1992; Lindholm et al. 1992; Morganti-
Kossmann et al. 1992; Baghdassarian et al.
1993; Rich etal. 1999). Der Faktor konnte da-
bei die Zellteilungsrate entweder unmittelbar
beeinflussen, oder aber er trat als Antagonist
auf zu anderen Wachstumsfaktoren wie FGF,
EGF, PDGF, ILf und Interleukin 2 (Hunter et
al. 1993; Vergeli et al. 1995). TGF-B1 scheint
nicht nur die Proliferation der Astrozyten zu
hemmen, sondern gleichzeitig deren Differen-
zierung zu fordern (de Sampaio e Spohr et al.
2002; Sousa Vde et al. 2004). Daneben bremst
TGF-B, auch die Proliferation mikroglialer
und oligodendroglialer Zellen (McKinnon et
al. 1993; Suzumura et al. 1993). Allerdings
beschrinkt sich die anti-proliferative Wir-
kung von TGF-B, nicht auf Astrozyten und
Mikroglia, sondern sie ist auch fiir fotale
kortikale, postnatale cerebelldre und retinale
Neuroblasten und Vorlduferzellen gezeigt
(Constam et al. 1994; Miller und Luo 2002;
Close et al. 2005).

SVZ d7
p<0.0001

aCSF  TGF-f1

Hippocampus d7

—_

100 p<0.0001

aCSF  TGF-p1

Abb. 3: Eine 7-tagige intracerebroventrikulére Infusion von TGF-B, in adulten Ratten fiihrt
zu einer reduzierten Anzahl proliferierender (PCNA positiver) Zellen in der Seitenventrikel-
wand und in der Subgranularschicht des Hippocampus. Dies ist gefolgt von einer verringer-
ten Anzahl von (DCX positiven) neuronalen Vorlauferzellen und einer verringerten Neuroge-

nese (modifiziert nach Wachs et al. 2006).

Wir untersuchten kiirzlich den Einfluss von
TGF-B, auf adulte neurale Stamm- und
Vorlduferzellen des Hippocampus und der
lateralen Ventrikelwand und auf adulte
Neurogenese (Wachs et al. 2006). Neurale
Stamm- und Vorlduferzellen exprimieren
die Rezeptoren TGFRI, II und III (Wachs
et al. 2006), und TGF-B, zeigte in Kultur
eine dosisabhidngige Reduktion der neu-
ralen Stamm- und Vorlduferzellexpansion
(Abbildung 2C). Die Zellzahl in den Kul-
turen war nach einer 7-tdgigen Stimula-
tion mit TGF-B, reduziert, die Anzahl der

Neurosphéroide blieb jedoch unverdndert
(Abbildung 2A). Eine klonale Analyse be-
stitigte, dass TGF-B, weder Einfluss auf die
Stamm-/Vorlauferzellidentitét, noch auf das
Differenzierungspotenzial der Zellen besaB.
TGF-B, tastete demnach die grundsitzliche
Féhigkeit der Stammzellen zur Selbsterneu-
erung und zur Differenzierung in die drei
neuralen Zelltypen, Neurone, Astrozyten und
Oligodendrozyten, nicht messbar an. Auch
fand sich kein Anhaltspunkt fiir vermehrten
apoptotischen Zelltod. TGF-, beeintrich-
tigte lediglich das Proliferationsverhalten der
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Tab. 3: Erkrankungen des Zentralnervensystems mit veranderter Neurogenese

Neurodegenerative Erkrankungen

Morbus Huntington

(Curtis et al. 2003; Lazic et al. 2004; Tattersfield et
al. 2004; Gil et al. 2005; Phillips et al. 2005; Mazuro-
va et al. 2006)

Morbus Alzheimer

(Jin et al. 2004a; Jin et al. 2004b; Boekhoorn et al.
2006; Donovan et al. 2006)

Morbus Parkinson

(Lie et al. 2002; Zhao et al. 2003; Baker et al. 2004;
Hoglinger et al. 2004; Winner et al. 2004; Winner et
al. 2006)

Amyotrophe Lateralsklerose

(Liu und Martin 2006)

Akute Schadigung

Ischamie (Arvidsson et al. 2002; Nakatomi et al. 2002; Parent
et al. 2002b; Kokaia und Lindvall 2003; Parent 2003;
Jin et al. 2006)

Epilepsie (Parent et al. 1997; Parent et al. 2002a; Parent 2003;

Couillard-Despres et al. 2005)

Neuroinflammatorische
Erkrankungen

(Batchelor et al. 1999; Benraiss et al. 2001; Vallieres
et al. 2002; Ekdahl et al. 2003; Monje et al. 2003)

Zellen (Abbildung 2B), begleitet von einer
Zellzyklusarretierung in G0/G1 (Abbildung
2D). Diese in vitro gewonnenen Befunde
bestitigten sich in Experimenten, wahrend
derer TGF-B, intracerebroventrikulér in-
fundiert wurde (Wachs et al. 2006). Dabei
reduzierte sich nach einer 7-tdgigen Infusion
von TGF-f, die Zahl proliferierender Zellen
sowohl im Hippocampus als auch in der
lateralen Ventrikelwand; dariiber hinaus gab
es nach der Infusion auch weniger neuronale
Vorlauferzellen (Abbildung 3), charakterisiert
durch die Expression des Markers Double-
cortin (Couillard-Despres et al. 2005). Diese
Ergebnisse wurden kiirzlich an transgenen
Méusen bestitigt, die TGF-f, unter dem Pro-
motor des GFAP-Gens spezifisch in Astrozy-
ten liberexprimieren; an diesen Tieren zeigte
sich in vitro und in vivo eine dhnlich starke
Reduktion der Proliferation neuraler Stamm-
und Vorlduferzellen wie in den zuvor zitierten
Ergebnissen (Buckwalter et al. 2006).

Ist die TGF-B, abhangige Reduktion
der Neurogenese pathophysiologisch
relevant?

Im intakten Nervensystem ist aktives TGF-
B, gewohnlich nur geringfligig nachweisbar,
unter pathologischen Bedingungen wird der
Wachstumsfaktor im Gehirn dagegen in er-
hohtem MalBle exprimiert, so beispielsweise
bei neurodegenerativen Erkrankungen, aku-
ten Schiadigungen und Traumata, sowie im
Verlauf neuro-inflammatorischer Ereignisse
(Tabelle 2). Aber auch im alternden Gehirmn
finden sich erhdhte Mengen an TGF-, (Bye
etal. 2001).

Verletzungen und Erkrankungen des Ge-
hirns, insbesondere akute Léasionen, wie sie
nach Schlaganfall oder Ischdmie auftreten,
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konnen die Neurogeneserate in den neuroge-
nen Regionen SVZ und HC steigern und fiih-
ren teilweise zur Migration der neu gebildeten
Zellen in die vom Zelluntergang betroffene
Region (Arvidsson et al. 2002; Parent et al.
2002; Jin et al. 2006). Nach spezifischen Ver-
letzungen fand man auch in jenen Zonen neue
Nervenzellen, wo Neurogenese ansonsten nur
in streng limitiertem Ausmalf} oder gar nicht
stattfindet (Magavi et al. 2000). Dennoch ist
tiberwiegend unklar, inwieweit diese neuen
Neuronen sich funktionell integrieren und ob
sie tatsdchlich zur effizienten Reparatur von
Verletzungen beitragen koénnen. Gleichzeitig
scheint im Verlauf vieler neurodegenerativer

Abb. 4: Lasionen am ZNS induzieren eine
Aktivierung von Mikroglia. Diese sezer-
nieren TGF-B,. Erhéhte Mengen an TGF-3,
wirken zum einen neuroprotektiv, hemmen
aber die Proliferation neuraler Stamm- und
Vorlauferzellen, die Neurogenese und da-
durch den Neuaufbau zerstorten Gewebes.

Erkrankungen, wie z.B. bei Morbus Parkinson
oder Morbus Alzheimer, die Bildung neuer
Nervenzellen oder auch das Uberleben der
neuronalen Vorlduferzellen gegeniiber dem
Zustand im gesunden Gehirn vermindert zu
sein. Hierzu erscheint die Datenlage zum
Teil noch kontrovers, was in Unterschieden
der jeweilig benutzten Tiermodelle, unter-
schiedlicher Analysemethoden und auch
unterschiedlichen zeitlichen Spektren der
pathogenetischen Verldufe begriindet sein
mag (Tabelle 3). Neurogenese als Antwort
auf akute oder chronische Verletzungen des
Gehirns scheint ein dynamischer, sich rasch
wandelnder Prozess zu sein. Die daran betei-
ligten stimulierenden wie inhibierenden Sig-
nalmolekiile sind noch weitgehend unbekannt
und miissen bis zur gezielten Modulation der
Neurogenese im Rahmen einer klinischen
Anwendung zweifellos noch sehr viel ndher
untersucht werden (Ming und Song 2005).

Eine attraktive Hypothese ist in diesem
Zusammenhang das Zihlen von TGF-§, zu
den molekularen Ursachen fiir verdnderte
Neurogenese unter pathologischen Bedin-
gungen (Abbildung 4). Ein Charakteristikum
von akuten wie chronischen Lésionen am
ZNS ist die Aktivierung von Mikroglia und
die nachfolgende Entziindungsreaktion.
Mikroglia scheinen dabei sowohl positive
als auch negative Effekte auszuiiben (Ming
und Song 2005): Einerseits sezernieren sie
pro-inflammatorische Mediatoren wie z. B.
Interleukin-6, welche die Entziindung weiter
anheizen und gleichzeitig die Neurogenese
inhibieren (Vallieres et al. 2002; Monje et al.
2003), andererseits produzieren Mikroglia
auch Wachstumsfaktoren wie z. B. BDNF und
fordern damit die Neurogenese (Benraiss et al.
2001). Mikroglia entlassen an den Orten der
Entziindung auch TGF-, (Lehrmann et al.
1998; Krieglstein et al. 2002), was die ambi-
valente Rolle dieses Zelltyps im Rahmen der
Entziindungsreaktion zusitzlich unterstiitzt:
Erhéhte Mengen an TGF-f3, wirken zum einen
neuroprotektiv, schiitzen also beschadigtes
Gehirngewebe vor dem weiteren Verfall,
verhindern aber begriindet durch die anti-pro-
liferativen Eigenschaften dieses Faktors auch
die Neurogenese und dadurch den Neuaufbau
zerstorten Gewebes (Abbildung 4). Die Wir-
kungen von Mikroglia im Allgemeinen und
TGF-B, im Besonderen sind offenbar stark
von der jeweiligen Umgebung der Zelle so-
wie vom Zusammenwirken mit zusdtzlichen
Faktoren abhingig. TGF-B, spielt vermutlich
eine entscheidende Rolle fiir die Auspragung
verschiedener neurologischer Erkrankungen,
die mit dem Untergang von Neuronen einher-
gehen. Daten zu den Details dieser Effekte des
TGF-f, bei den unterschiedlichen Krankheits-
bildern stehen allerdings noch aus.
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TGF-$ als ,, Januskopf-Protein“ — eine Zusammenfassung

TGF-B, ist ein hochgradig vielfaltiges Molekiil mit oft sehr gegen-
sdtzlichen Wirkweisen und wird deshalb auch mit einem Januskopf
verglichen. Wahrend der Entwicklung embryonaler Organe stellen
die Mitglieder der TGF-B-Superfamilie bedeutende Schliisselre-
gulatoren dar, welche in zahlreiche Prozesse eingreifen, darunter
die Ausbildung der extrazelluldren Matrix, die Angiogenese,
Immunfunktionen, zelluldre Migration bzw. Invasion, DNA-Re-
paratur, sowie die Kontrolle des Zellzyklus und der Proliferation.
Im adulten Organismus betreffen die physiologischen Funktionen
der TGF-Ps iiberwiegend die Reparatur verletzter Organe, welche
mit Narbenbildung einhergeht, die Regulation von Stammzell-
Proliferation und —am wichtigsten — die Immunsuppression. Nicht
selten sind dabei gegensitzliche Effekte (Januskopf!) durch TGF-
moglich: Abhingig von Zelltyp und Umgebung férdern TGF-s
das Uberleben der Zelle oder induzieren Apoptose, stimulieren
Zellproliferation oder begiinstigen Differenzierung, rufen Entziin-
dungen hervor oder 16sen diese auf (Massague et al. 2000; Dennler
etal. 2002). Auch ist TGF-f, im Bezug auf seine Aktivititen im
ZNS ein ,Januskopf”: Zum einen wirkt es neuroprotektiv und
fordert das Uberleben beschiidigter Neurone, zum anderen hemmt
es die Neubildung von Neuronen, indem es die Proliferation von
Stammzellen des Gehirns hemmt.

Wie ist es moglich, dass ein einziger Faktor wie TGF-B, in so
vielféltiger Weise auf Zellen einwirkt? Erméglicht wird differen-
zielle Genexpression unter dem Einfluss dieses einen Faktors nur
im Konzert mit vielen weiteren Modulatoren. Im Fall der Smads,
also der stromabwirts von TGF-f, in der Signaltransduktion
gelegenen Faktoren, kennt man zahlreiche Ko-Aktivatoren sowie
Ko-Repressoren, die etwa die Bindung der Smads an nukleére
DNA verstirken oder hemmen kénnen (Chen et al. 1998). Dartiiber
hinaus gibt es Hinweise auf Interaktion der Smads mit Mitogen-
aktivierter Protein-(MAP)-Kinase (Massague 2000; Seoane et al.
2004). Nicht zu vergessen sind auch Regulationsmechanismen,
wie sie bereits vor der Bindung des Zytokins an den Rezeptor
greifen, also die Freisetzung, Aktivierung und Stabilitdt des
Zytokins betreffen; gleichermaflen bedeutsam sind Interaktionen
zwischen Zytokin und weiteren extrazelluldren Regulatoren, so
diese die Moglichkeit des Zytokins beeinflussen, an den Rezeptor
zu binden (Massague und Chen 2000). Unterschiedliche Effekte
von TGF-f3, — seien es nun neuroprotektive oder antiproliferative
Wirkungsweisen — sind moglicherweise auch durch die Tatsache
beeinflusst, wie lang das Zytokin im jeweiligen zelluldren Kontext
anwesend ist. Entsprechende Hinweise liefert ein Modellsystem
mit induzierbarer Expression von TGF-f, in transgenen Méusen
(Ueberham et al. 2005).

Wie alle Zytokin-assoziierten Signalwege sollten auch die
TGF-B-vermittelten nicht isoliert, sondern als Teil eines dichten
Netzwerks von Zell-Zell-Kommunikation verstanden werden
(Massague 2000). Ein solches Netzwerk bedeutet nicht eindi-
mensionale Signalwege, sondern beinhaltet vielféltige Wechsel-
wirkungen und Riickkopplungsmechanismen, welche letztlich zu
den eigentlichen Effekten fithren. In diesem Zusammenhang ist
immer das individuelle Umfeld und die Situation der Zelle, auf
welche das Signal einwirkt, zu beriicksichtigen.
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Bewegungsplanung in der
GrofShirnrinde - Signale zur
Steuerung von kognitiven
Neuroprothesen

Alexander Gail

Zusammenfassung

Mit wachsendem Wissen iiber die Informationsverarbeitung im Gehirn und ver-
besserten elektrophysiologischen Methoden riicken neuartige Neuroprothesen in
den Bereich des Machbaren. Kinematische Prothesen, die eingeschrinkte motori-
sche Fihigkeiten durch kiinstliche Effektoren kompensieren, konnen direkt iiber
zentralnervose, neuronale Steuersignale kontrolliert werden. Bewegungsrelevante
Parameter werden im Gehirn in vielfiltiger Weise kodiert. So sind unterschiedliche
Ansitze denkbar, Bewegungsparameter aus neuronaler Aktivitit zu extrahieren.
Kognitive Neuroprothesen verfolgen die Idee, die Aktivitit der GroBShirnrinde
hinsichtlich Bewegungsplinen oder —zielen zu interpretieren, anstatt direkte
Motorbefehle an das periphere Nervensystem oder deren unmittelbare Vorstufen
zu dekodieren. Teilbereiche des parietalen und primotorischen Kortex kodieren
Bewegungsziele fiir Armbewegungen in unterschiedlichen Koordinatensystemen
wihrend der Planungsphase einer Bewegung. Vorteilhaft ist die Verwendung von
Steuersignalen, die Bewegungsziele in visuellen, extrinsischen Koordinaten wider-
spiegeln, da im Fall einer Prothese zwar visuell-sensorische, aber nicht proprio-
zeptive Riickmeldung iiber die selbst initiierte Prothesenbewegung zur Verfiigung
steht. Die neuronale Implementierung zielgerichteter Bewegungsplanung ist jedoch
in vielen grundlegenden Aspekten noch unverstanden. Untersuchungen, die das
Zusammenspiel externer Reize und interner Ziele auf die Bewegungsplanung und
-kontrolle zum Gegenstand haben, sind vor dem Hintergrund der Neuroprothetik
grundlagen- und anwendungsorientierte Forschung zugleich.

Abstract

Movement plans in the cortex — control parameters for cognitive neuroprosthetic
devices.

The growing knowledge about information processing in the brain and improved
electrophysiological methods make novel neuroprosthetic devices feasible. Kinematic
prostheses, which compensate limited motor abilities with artificial effectors, can be
controlled directly using neural signals from the central nervous system. Movement-
related parameters are encoded in various ways in the brain. This makes different
approaches plausible to extract movement parameters from neuronal activity. The
idea of cognitive neuroprostheses is to interpret activity of cerebral cortex with
respect to movement plans or goals, rather than decoding direct motor commands
to the periphery or its immediate antecedents. Subdivisions of the parietal and pre-
motor cortices encode reach movement goals in different reference frames during
the planning phase of a movement. Using control parameters that reflect movement
goals in visual extrinsic coordinates is beneficial, since visual-sensory, but not prop-
rioceptive feedback about one’s own movement is available during prosthetic control.
Many basic aspects of the neuronal implementation of goal-directed movement plan-
ning, although, are not well understood yet. On the background of neuroprosthetic
research, investigating the interplay between external stimuli and internal goals in
the planning and control of voluntary movements means both, pursuing basic and
applied science.

Key words: sensorimotor transformation; context integration; parietal reach region;
cognitive neuroprosthetics
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